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3. Smjernice za provodenje laboratorijskih eksperimenata za biolosko
uklanjanje dusika (N) iz otpadnih voda

4. Smjernice za provodenje laboratorijskih eksperimenata za biolosko
uklanjanje organske tvari (KPK) iz otpadnih voda

5. Smjernice za provodenje respirometrije



1. Experimentalni program Studije Porec

Ugovor o Uslugama izmedu Narucitelja Hrvatske Vode i Zajednice izvrSitelja (opunomoceni zastupnik
Proning DHI d.0.0.) o provedbi STUDIJE OCJENE I PRACENJA UCINKOVITOSTI PROVEDBE
PROJEKTA IZGRADNIJE KANALIZACIISKE MREZE I ANALIZE UCINKOVITOSTI RADA
UREDAJA ZA PROCISCAVANJE OTPADNIH VODA U GRADU PORECU (STUDIJE POREC)
sklopljen je u Zagrebu na dan 19. srpnja 2018. Po Projektnom zadatku je planirano da Zajednica izvrsitelja
pripremi 18 izvjeS¢a (na prvom sastanku izmedu Narucitelja i predstavnika Zajednice izvrSitelja, te uz
nazocnost Krajnjeng korisnika Odvodnje Pore¢ d.o.o., dogovoreno je da ¢e Zajednica izvrsitelja
pripremiti jos jedno izvjeSce, Pred-izvjeSc¢e). SMIERNICE ZA PROVODENJE EKSPERIMENTALNIH
PROCEDURA NA UPOV-ima su Izvjesée br. 9 u Projektnom zadatku. Eksperimentalne procedure
opisane u ovom izvjeS¢u odabrane su na temelju Projektnog zadatka te kakvocom otpadne vode i
odabirom tehnoloskih procesa u Projektu Pore¢ na UPOV-ima Pore¢ Sjever, Pore¢ Jug, Lanterna i Vrsar.
Tehnoloski procesi na sva 4 uredaja su isti tako da su odabrane eksperimentalne procedure jednako
primjenjive na svaki od 4 spomenuta uredaja.

Eksperimentalni program je za Studiju Pore¢ dizajniran po naputcima iz Projektnog zadatka kojim se
nalaze provodenje eksperimenata u centralnoj laboratoriji UPOV-a Pore¢ Jug sa muljem iz sva 4 UPOV-
a (Pore¢ Sjever, Pore¢ Jug, Lanterna i Vrsar). Dio Projektnog zadatka koji opisuje eksperimentalni
program prikazan je ovdje u cijelosti:

"Kao Sto je vec¢ receno, u sklopu Projekta Porec izgradit ¢ée se cetiri nova UPOV-a, od kojih ¢e se u
svakom koristiti biolosko procis¢avanje otpadnih voda s aktivnim muljem i razdvajanjem krutih od
tekucih tvari pomocu membranske tehnologije. Takvi MBR su projektirani za visoku ucinkovitost
prociséavanja u citavom rasponu opterecenja. Model s aktivnim muljem (ASM) koriSten za simulaciju
projektiranja i rada svakog od cetiri UPOV-a se temelji na zadanim parametrima dobivenima iz
proucavanja brojnih konvencionalnih uredaja s aktivnim muljem u Europi na temperaturi od 10 °C i 20
°C. Buduci da je Porestina popularno turisticko odrediste s velikom razlikom u opterecenjima izmedu
ljetnih mjeseci i ostatka godine, rad uredaja e trebati prilagoditi tijekom godine kako bi mogao prihvatiti
sezonske varijacije u kolicinama i opterecenjima. Uz to, ovisno o hidroloskim uvjetima i fizickom stanju
kanalizacijske mreze, moze se ocekivati prodor slane (bocate) podzemne vode u mrezu, sto moze
negativno djelovati na zajednicu mikroba u membranskim bioreaktorima. Zbog takvih je okolnosti
odluceno da ¢e se uspostaviti eksperimentalna laboratorijska struktura za pracéenje i optimizaciju rada
Cetiri predmetna UPOV-a. Zbog toga se od Izvrsitelja trazi da provede sljedece aktivnosti:

»  Osmisliti temeljni koncept eksperimentalne strukture za provodenje testova aktivnosti pomocu
aktivnog mulja iz svakog od cetiri UPOV-a. Struktura bi trebala ukljucivati reaktorske spremnike
zapremine barem 3 litre za mijesanje, aeraciju, kontrolu pH, kontrolu temperature i mjerenje
otopljenog kisika i REDOX potencijala, kao i svaki drugi hardware neophodan za provodenje
eksperimenata. Eksperimentalnim sustavom bi trebalo moci upravijati i kontinuirano pa bilo bi
pozeljno da bude softverski kontroliran. Izvrsitelj je obvezan u dijelu tijeka Studije Porec¢ osigurati
najam potrebne opreme za edukaciju i prikaz rezultata. Privremeni najam i postavijanje
eksperimentalne opreme je u laboratoriju po izboru Narucitelja u jednom od UPOV-a. Oprema za
edukaciju treba biti zadovoljavajuce kvalitete i sa osobenostima opreme obicno koristene za slicne
potrebe u drzavama EU (npr. Applikon iz Nizozemske ili Sartorius iz Njemacke).

*  Planiranje eksperimentalnog programa za svaki od cetiri UPOV-a koji obuhvaca ekstremne uvjete
kao Sto su razdoblja maksimalnih i minimalnih protoka i opterecenja, maksimalne i minimalne radne
temperature, razlicite koncentracije biomase u MBR-ima, razlicite razine saliniteta u ulaznoj
otpadnoj vodi i bilo koji drugi skup uvjeta koje Izvrsitelj smatra vaznim. Trajanje testova treba
pokrivati kratkorocna razdoblja (par sati) i treba koristiti mulj (i otpadnu vodu) iz Cetiri predmetna
UPOV-a. Testovi trebaju ukljucivati, ali ne biti ograniceni na, testove aktivnosti uklanjanja organske
tvari, te nitrifikacije i denitrifikacije, ispitivanja sposobnosti uredaja za biolosko uklanjanje fosfora
provodenjem testova anaerobnog otpustanja fosfora i aerobne i anoksicne apsorpcije fosfora, testova
bioloskog utroska kisika (respirometrija) i bilo kojeg drugog testa koji Izvrsitelj smatra prikladnim.
Izvrsitelj treba osigurati protokol na hrvatskom jeziku za izvodenje svakog testa ukljucujuci plan
programa eksperimentalnog uzorkovanja i popis kinetickih i stehiometrijskih parametara koji se
mogu dobiti iz svakog testa kako bi se mogli koristiti za zamjenu standardnih (zadanih) parametara
u modelu saktivnim muljem ili kako bi se koristili za kontrolu/optimizaciju rada i procesa
procis¢avanja uredaja u razlicitim uvjetima rada. Testovi bi trebali odrazavati stvarne uvjete u



ljetnom i zimskom razdoblju u najvecoj mogucoj mjeri po pitanju temperature i pH otpadne vode, kao
i ekstremna (niska i visoka) opterecenja, a trebalo bi istraZiti i utjecaj razlicitih razina saliniteta (u
rasponu izmjerenom u sustavu odvodnje grada Porec) na ponasanje razlicitih relevantnih populacija
mikroorganizama u aktivnom mulju dobivenom iz Cetiri predmetna UPOV-a.

*  Provesti svaki od planiranih testova iz gornje tocke dvaput: jednom tijekom niske sezone (zimi) i
jednom tijekom visoke sezone (ljeti) za svaki od cetiri UPOV-a.

*  Provesti uzorkovanje prema planu koji proizlazi iz gornjih tocki. Provesti analiticki dio i predstaviti
i elaborirati rezultate na nacin opisan eksperimentalnim protokolom. Za odabir analitickih
parametara i ucestalosti uzorkovanja i provedbu analitickog dijela zadataka odgovoran je Izvrsitelj.

*  Rezultate eksperimenata izvijestiti u dobro uredenom i detaljnom pisanom izvjescéu koje ce ukljucivati
sve potrebne informacije i upute.

* Na temelju rezultata izvrSenih eksperimenata, Izvrsitelj treba dati preporuke o tome kako koristiti
eksperimente za daljnje pracenje aktivnosti aktivnog mulja u cetiri UPOV-a i eventualno o tome kako
prilagoditi i optimizirati rad uredaja, bilo uz pomo¢ modeliranja ili izravnom prilagodbom

>

parametara procesa u uredaju.’

Odabrana oprema za provedbu exsperimenata (Applikon BV iz Nizozemske, slika 1.1) je vrhunske
kvalitete i sa osobenostima je opreme obicno koriStene za slicne potrebe u drzavama EU. Ukljucuje
hardware, mjerne sonde te knotrolu tempereature i pH vrijednosti, navedene Projektnim zadatkom.

Slika 1.1 Provedba EBPR testa s aktivnim muljem iz UPOV-a Koprivnica pri Prehrambeno biotehnoloSkom fakultetu u Zagrebu. Ovaj ¢e
eksperimentalni sustav biti rabljen u Studiji Porec.

Sukladno Projektnom zadatku, za svaki UPOV uradice se jedan kombinirani anaerobni-aerobni test za
ocjenu uklanjanja fosfora, jedan aerobni i jedan anoksicni test za ocjenu uklanjanja dusika, te jedan
aerobni test za ocjenu uklanjanja organske tvari (sa testom respiracije mulja) i to dva puta, jednom u
ljetnom periodu i jednom u zimskom periodu po planu prikazanom u tablici 1.1.



Tablica 1.1 Plan provedbe testova aktivnosti mulja sa 4 UPOV-a Projekta Pore¢

upov Uklanjanje P Uklanjanje N (NIT) Uklanjanje N (DEN) Uklanjanje KPK
Lanterna ut+m u+m u+m ut+m
Porec Sjever u+m u+m u+m u+m
Pore¢ Jug ut+m u+m u+m ut+m
Vrsar u+m u+m u+m u+m

m Ljetni uvjeti m Zimski uvjeti

Detaljan plan provedbe svakog od gore navedenih testova je zasnovan na tablici 2.10 i prikazan je
tablicama 1.2, 1.3, 1.4. i 1.5. Slijed tablica i opis eksperimentalnih procedura odabran je na temelju
sloZenosti bioloskih procesa: od najslozenijeg uklanjanja fosfora, preko uklanjanja dusika do uklanjanja
organske tvari (P, N i KPK). Posto je koncentracija biomase parametar koji bi trebalo biti relativno
stabilan kod UPOV-a s MBR tehnologijom, nema potrebe da se ovaj tehnoloski parametar mijenja u
testovima te, shodno tome, koncentracija biomase u testovima ¢e biti to¢no ona koja je zateCena na
UPOV-u momentu uzorkovanja. Glede saliniteta, Zajednici izvrsitelja je receno tijekom prvog obilaska
terena u listopadu 2018. godine da je Projektom Porec sustav odvodnje doveden u takvo stanje da se ne
oc¢ekuje prodor slane (morske) vode u sustav, a tome pogoduje i Cinjenica da je sustav odvodnje Porestine
velikim dijelom iznad nivo mora, te da nije koncipiran na priobalnim kolektorima koji su podlozni
inflitraciji morske vode. Temeljem ovih razmatranja Zajednica izvrSitelja nije planirala provedbu testova
sa slanom otpadnom vodom. Medutim, konac¢na ¢e odluka o provedbi ovog testa biti doneSena na temelju
mjerenja slanosti otpadne vode na 4 lokacije koje su ve¢ odabrane tijekom obilaska terena u listopadu
2018. godine.

Ovo izvjeSc¢e sadrzi prilagodene dijelove nedavno publiciranih standardnih smjernica za provodenje
procesa bioloskog uklanjanja fosfora (P), dusika (N - nitrifikacija i denitrifikacija) i organske tvari
(KPK), te respirometrije, u laboratorijskim uvjetima iz knjige Experimental Methods for Watewater
Treatment (van Loosdrecht i sur., 2016). Opis provedbe laboratorijskih analiza parametara koji su od
interesa nije ukljucen u ovo izvjesée zbog Cinjenice da su iste prihva¢ene u Hrvatskoj praksi kao
standard ve¢ godinama i temelje se na knjizi Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, AWWA i WEF, 2018).

U tablicama 1.2, 1.3, 1.4 i 1.5 oznaceni su plavom bojom parametri Cije ¢e vrijednosti biti odredene u
svakom planiranom uzorku na licu mjesta u laboratoriji UPOV-a Porec¢ Jug i u laboratoriji Zajednice
izvrsitelja (IHE Delft). Zelenom bojom oznacene se vrijednosti koje se daju izraCunati na osnovu
izmjerenih vrijednosti (oznacenih plavom bojom). Na temelju datog plana moguce je oderediti ukupan
broj analiza po svakom parametru, za svaki od 4 UPOV-a. U prikazanom slucaju ¢e broj analiza biti
jednak za sva 4 UPOV-a i u ljetnom i u zimskom periodu provedbe.



Tablica 1.3 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje kombiniranog anaerobno-aerobnog Sarznog testa aktivnosti mulja glede uklanjanja fosfora (test tipa br.
EBPR.AER.2/UPQV PS) s aktivnim muljem iz UPOV-a Porec Sjever koristeci sinteticki supstrat pri pH 7,0 T 20°C. Napomena: i pH vrijednost i temperatura se trebaju podesiti na
onu koja je izmjerena na UPOV-u na mjestu i u momentu uzimanja uzorka aktivnog mulja i u zimskom i u ljetnom periodu.

Datum:
Opis:

Test br.:

Trajanje

Supstrat:

Toéka uzorkovanja:
Uzorci br.:

Ukupni volumen uzorka:

Volumen reaktora:

Plan provodenja uzorkovanja

Kombinirani anaerobno-aerobni Sarzni testovi EBPR - UPOV Porec Sjever

Ponedeljak 15.07.2019. 9:00 h

Testovi pri 20 °C, pH 7, s umjetnim supstratom

i aktinvim muljem s UPOV-a

lod4

4,5 h (270 min)

Sinteti¢ki: Acetat (350 mg L't) + minerali

Srednja visina mje$avine mulja i vode u SBR-u 5

EBPR.AER.2/UPOV PS (1-20) 6.

305 mL 7.
8
9

-

s wN

(10 mLza MLVSS, 12 mLza PHA, 4,5 mL za glikogen,
6 mL za ostale uzorke)
251

Eksperimentalna procedura u kratkim crtama:

. Pripremiti 1.25L svjezeg aktivnog mulja iz uredaja

. Potvrditi kalibriranosti funkcionalnost sustava, mjeraca i senzora
. Prebaciti 1,25 Laktivnog mulja u $arzni reaktor

Odrzavati aerobne uvjete pomoc¢u njeznog mijeSanja
i upuhivanja plina pri zadanoj Ti pH

.20 min prije poletka uzeti uzorak radi odredivanja pocetnog stanja
. Zaustaviti aeraciju i poceti upuhivati plin Ny

Zapoceti ciklus, dodati 1,25 L sinteti¢kog medija (0 min)

. Nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenja (5 min)
. Zaustaviti upuhivanje plina N,, zapoceti s dodavanjem zraka (135 min)
10. Zaustaviti uzorkovanjei aeraciju (nakon 270 min)

11. Organizirati uzorke i o€istiti eksperimentalnu opremu i prostor
12. Pobrinuti se da je sva oprema isklju¢ena i da su uzorci propisno zbrinuti

Vrijeme (min)

10 15

20 30 45 60 90

135

Vrijeme (h)

0.00 0.08 0.17 0.25

033 0.50 0.75 1.00 1.50

2.25

Uzorak br.

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10

11

Parametar

ANAEROBNA FAZA

HAc (C-mmol L)

PO,4-P (P-mmol L)

NH,4-N (N-mmol L")

PHA (C-mmol)

2

Glikogen (C-mmol)

2

MLSS i MLVSS (mg L)

Vidi tablicu

Vidi tablicu

Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)

1 prosjetna vrijednost koncentracije prisutne u sinteti¢kom supstratu i teku¢oj fazi uzorka mulja prije potetka testa

2 Koncentracija PHA i glikogena ¢e biti odredena analiti¢ku u laboratoriji Zajednice izvrSitelja (IHE Delft), ostale analize uraditi ¢e se u laboratoriji UPOV-a

Vrijeme (min)

140 145 150 155 160

175 200 235 270

Vrijeme (h)

233 242 2.50 2.58 267

292 333 392 4.50

Uzorak br.

12 13 14 15 16

17 18 19 20

Parametar

AEROBNA FAZA

HAc (C-mmol L})

PO, (P-mmol L)

NH, (N-mmol L)

PHA (C-mmol)

2

Glikogen (C-mmol)

2

MLSS i MLVSS (mg L)

Vidi tablicu

Mjerenja MLSS i MLVSS

2 Koncentracija PHA | glikogena ¢e biti odredena analiti¢ku u laboratoriji Zajednice izvriitelja (IHE

Delft), ostale

analize uraditi ¢e se u laboratoriji UPOV-a

Tocka uzorkovanja

Cagica br. w1 w2 w3 W2-w1

W2-w3 MLSS MLVSS Omjer

Pocetak anaerobne faze®

1

2

3

Prosjek

Kraj anaerobne/Pocetak aerobne faze

5

Prosjek

Kraj aerobne faze

=)

Prosjek

3 Uzorak uzet prije dodavanja supstrata

Sastav biomase

Toéka uzorkovanja

Pocetak an. |Krajan. Kraj aer.

MLSS (mg LY

Napomena:

MLVSS (mg L)

Acetat (CH,0)

Omjer

Pepeo (mg L")

Amonij (NHz-N)

PHB (mg L)

PHB (CH15005)

PHV (mg L'Y)

PHV (CH1600.4)

PHA (mg L)

Glikogen (mg L)

Biomasa (CHy g9

%(PHA+Gli) MLVSS™

Aktivna biomasa (mg L)

Aktivna biomasa (Cmmol L)

Ortofosfat (PO,4-P)

Glikogen (CH10/60s6)

30.03 mg C-mmol™
31.00 mg P-mmol
14.00 mg N-mmol
21.52 mg C-mmol™
20.02 mg C-mmol ™
27.00 mg C-mmol™

0Oo0.54No.20) 26.00 mg C-mmol™

Oznaka: EBPR.AER.2/UPOV PS

Vrijeme (h:min)
8:00
8:10
8:20
8:40

8:40
8:50
9:00
9:05
11:15
13:30
13:45
14:00




Tablica 1.4 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje aerobnog SarZnog testa aktivnosti mulja glede uklanjanja dusika - nitrifikacije (test tipa br.
NIT.CHE.1/UPQV PS) s aktivnim muljem iz UPOV-a Porec Sjever koristeci sinteticki supstrat pri pH 7,0 i T 20°C. Napomena: i pH vrijednost i temperatura se trebaju podesiti
na onu koja je izmjerena na UPOV-u na mjestu i u momentu uzimanja uzorka aktivnog mulja i u zimskom i u ljetnom periodu.

Nitrifikacijski Sarzni test aktivnosti - NIT: UPOV Porec Sjever Oznaka: NIT.CHE.1/UPOV PS

Datum: Srijeda 17.07.2019. 10:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)

Opis: Nitrifikacijski test pri 20 °Cs aktivnim muljem 1. Potvrditi dostupnost materijala za uzorkovanje i potrebne opreme. 8:00

Test br.: 1 2. Potvrditi kalibriranosti funkcionalnost sustava, mjeraca i senzora. 8:10

Trajanje 3 h (180 min) 3. Prebaciti 2,0 L mulja u SarZni reaktor. 8:30

Supstrat: Sinteti¢ki: amonij i nitrit (1.000 mg L") + minerali 4. Pokrenuti aerobne uvjete pomocu njeinog 8:40

Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjeSavine mulja i vode u SBR-u mije$anja i upuhivanja plina pri zadanoj Ti pH.

Uzorci br.: NIT.CHE/UPOV PS (1-8) 5.15 min min prije poetka uzeti uzorak radi odredivanja poletnog stanja. 9:40

Ukupan volumen uzorka: 80 mL 7.Zapoceti $arzni test: dodati 0,05 Lsinteti¢kog influenta. 9:55

(5 mL normalni uzorak, 20 mLza MLVSS) 8. Uzeti prvi uzorak radi odredivanja po¢etnog stanja (nulta minuta) 10:00

Volumen reaktora: 25L 9.30. minuta: nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenja 10:30
10.180. minuta: zaustaviti aeraciju i mijeSanje. 13:00
11. Organizirati uzorke i oistiti sustav. 13:10
12. Provjeriti jesu li svi sustavi iskljuceni. 13:20

Plan provodenja uzorkovanja

Vrijeme (min) -15 -5 0 30 60 90 120 150 180

Vrijeme (h) -0.25 -0.08 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8

Parametar AEROBNA FAZA

NH,-N (mg N L)
NO,-N (mg N L)
NO;-N (mg N L)
MLSS i MLVSS (mg L) Vidi tablicu Vidi tablicu

: Prosjecna vrijednost koncentracije prisutne u sinteti¢kom supstratu i tekucoj fazi uzorka mulja prije pocetka testa

Mjerenja MLSS i MLVSS
Tocka uzorkovanja ica br. w1 W2 w3 W2-w1 W2-W3 MLSS MLVSS Omjer
Potetak testa® 1

O
@
e

Prosjek

Kraj testa 4

4

Prosjek

2 Koncentracije su korigirane u odnosu na razrjedenje zbog dodavanja sinteti¢kog medija.

Sastav biomase
Tocka uzorkovanja Poletak testa| Kraj testa
MLSS (mg L'Y)
MLVSS (mg L'Y)
Omjer

Pepeo (mg L)




Tablica 1.5 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje anoksi¢nog $arZnog testa aktivnosti mulja glede uklanjanja dusika - denitrifikacije (test tipa br.
DEN.CHE.1/UPOV PS) s aktivnim muljem iz UPOV-a Porec Sjever koristeci sinteticki supstrat pri pH 7,0 i T 20°C. Napomena: i pH vrijednost i temperatura se trebaju podesiti
na onu koja je izmjerena na UPOV-u na mjestu i u momentu uzimanja uzorka aktivnog mulja i u zimskom i u ljetnom periodu.

Oznaka: DEN.CHE.1/UPOV PS

Denitrifikacijski Sarzni test aktivnosti - DEN: UPOV Porec Sjever

Datum: Utorak 16.07.2019.9:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)
Opis: Test pri 20 °C, pH 7, s umjetnim supstratom 1. Dan prije testiranja provjereni instrumenti, kalibrirane sonde, pripremljen plan
i aktivnim muljem sa UPOV-a Pore¢ Sjever rada, radne otopine, spremnici za prikupljanje uzoraka i svi ostali materijali.
Test br.: 1 2. Uzet mulj iz UPOV-a i prebacen u reakcijsku posudu. 9:00
Trajanje 3,5 h (210 min) 3. Pokretanje otplinjavanja plinom N,. 9:05
Supstrat: Sinteti¢ki: Acetat (200 mgCOD/L) + nitrat (20 mgN/L) 4. Dodavanje nitrata, uzet prvi uzorak. 9:10
Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjeSavine mulja i vode u SBR-u 5. Ostalih 5 uzoraka uzeto u razmacima od 20 min.
Uzorci br.: DEN.CHE.1/UPOV PS (1-18) 6. Dodavanje acetata i uzorkovanje. 10:30
Ukupan volumen uzorka: 240 mL 7. Ostalih 13 uzoraka uzeto u razmacima 5/10 min.
(10 mL za MLVSS te 10 mL za svaki uzorak) 8. Test zaustavljen. 11:35
Volumen reaktora: 25L 9. Uzet uzorak za mjerenje MLVSS, procjena ukupnog volumena. 11:40
10. Provjeriti jesu li svi uzorci ispravno uskladisteni i iskljuéiti sustav. 11:50
Plan provodenja uzorkovanja
Vrijeme (min) 0 20 40 60 80 85 90 95 100 105 110 120
Vrijeme (h) 0.00 0.33 0.67 1.00 1.33 1.42 1.50 1.58 1.67 1.75 1.83 2.00
Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Parametar ANOKSICNA FAZA
NO3-N (mg N L")
NO,-N (mg N L)
CODsouupte (Mg COD L)
MLSS (g L) Vidi tablicu
Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)
Vrijeme (min) 130 140 150 160 180 185
Vrijeme (h) 2.17 2.33 2.50 2.67 3.00 3.08
Uzorak br. 13 14 15 16 17 18
Parametar ANOKSICNA FAZA
NO3-N (mg N L")
NO,-N (mg N L")
CODsouupte (Mg COD L)
MLSS (g L) Vidi tablicu
Mijerenja MLSS i MLVSS
Tocka uzorkovanja Casica br. w1 W2 W3 W2-W1 W2-W3 MLSS MLVSS Omjer
Potetak testa’ 1
2
3
Prosjek
Kraj testa 4
5
6
Prosjek
2 Koncentracije su korigirane u odnosu na razrjedenje zbog dodavanja sintetickog medija.
Sastav biomase
Tocka uzorkovanja PoCetak testa| Kraj testa
MLSS (mg L)
MLVSS (mg L)
Omjer
Pepeo (mg L")
Ukupna biomasa (gVSS)
pend (MEN L min™)
rpexog (Mg N Lt min'l)
reop (Mg COD L min?)
Anoksicni prirast
Brzina denitrifikacije (mg N g MLVSS™ h™)




Tablica 1.6 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje kombiniranog anaerobno-aerobnog $arZnog testa aktivnosti mulja glede uklanjanja KPK (test tipa br.
OHO.AER.1/UPQV PS) s aktivnim muljem iz UPOV-a Porec Sjever koristeci sinteticki supstrat pri pH 7,0 i T 20°C. Napomena: i pH vrijednost i temperatura se trebaju podesiti na
onu koja je izmjerena na UPOV-u na mjestu i u momentu uzimanja uzorka aktivnog mulja i u zimskom i u ljetnom periodu.

Aerobni Sarzni testovi uklanjanja COD - UPOV Porec Sjever Oznaka: OHO.AER.1/UPOV PS

Datum: Cetvrtak 18.07.2019. 10:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)
Opis: Testovi pri 25 °C, pH 7, sinteticki supstrat 1. Potvrditi dostupnost materijala za uzorkovanjei potrebne opreme. 8:00
i uzorak aktivnog mulja iz UPOV-a Porec Sjever 2. Potvrditi kalibriranosti funkcionalnost sustava, mjeraéa i senzora. 8:10
Test br.: lod6 3. Prebaciti 1,25 Lmulja u $arzni reaktor. 8:30
Trajanje 4,0 h (240 min) 4.Zapoceti s njeznim mijeSanjem i upuhivanjem plina pri zadanoj Ti pH. 8:40
Supstrat: Sintetitki: Acetat (350 mg L) + mineralna otopinas Ni P 5.20 min prije podetka uzeti uzorak radi odredivanja pocetnog stanja. 9:40
Toéka uzorkovanja: Srednja visina mjeSavine mulja i vode u SBR-u 7.Zapoceti test: dodati 1,25 L sinteti¢kog influenta (nulta minuta). 10:00
Uzorci br.: OHO.AER.1(1-22) 8. 5. minuta: nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenj 10:05
Ukupan volumen uzorka: 222 mL 9.240. minuta: zaustaviti aeraciju i mijesanje. 14:00
(10 mLza MLVSS, 6 mL za ostale uzorke) 11. Organizirati uzorke i oCistiti sustav. 14:15
Volumen reaktora: 25L 12. Provjeriti jesu li svi sustavi iskljuceni. 14:20

Plan provodenja uzorkovanja

Vrijeme (min) -20 0 5 10 15 20 25 30 40 50 60 75
Vrijeme (h) -0.33 0.00 0.08 0.17 0.25 0.33 0.42 0.50 0.67 0.83 1.00 1.25
Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Parametar AEROBNA FAZA

HAc (mg L) !

PO,-P (mgL?) !

NH,-N (mg L) !

MLSS i MLVSS (mg L) Vidi tablicu See table

! Prosjetna vrijednost koncentracije prisutne u sinteti¢kom supstratu i tekuéoj fazi uzorka mulja prije pogetka testa.

Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)

Vrijeme (min) 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Vrijeme (h) 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00
Uzorak br. 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Parametar AEROBNA FAZA

HAc (mg )

PO,-P (mgL?)

NH4-N (mg L)

MLSS i MLVSS (mg L%) Vidi tablicu

Mijerenja MLSS i MLVSS

Tocka uzorkovanja Casica br. W1 W2 W3 W2-w1 W2-W3 MLSS MLVSS Omjer
Potetak aerobne faze’ 1
2
3
Prosjek
Kraj aerobne faze 4
5
6
Prosjek
2 Uzorak uzet prije dodavanja supstrata.
Sastav biomase
Tocka uzorkovanja Poletak aer. Kraj aer.
MLSS (mg L) Napomena:
MLVSS (mg L) Acetat (CH,0) 30.03 mg C-mmol*
Omijer Ortofosfat (PO,>-P) 31.00 mg P-mmol™
Pepeo (mg L") Amonij (NHy"N) 14.00 mg N-mmol

Napomena: test aerobne respirometrije OHO Ce biti proveden paralelno s testom uklanjanja COD uz uporabu automatskog uredaja nazvanog BOM (Biological Oxyegen Monitor)
koji automatski prikuplja mjerene podatke tako da nije potrebno praviti tablcu uzorkovanja jer se radi samo o direktnom online mjerenju koncenmtracije rastvorenog kisika u
smjesi aktivnog mulja i vode. Medutim, respirometija je detaljno prikazana u poglavlju 5 ovog izvjeS¢a zbog cjelovitosti.



2. Smjernice za provodenje laboratorijskih eksperimenata za
biolosko uklanjanje fosfora (P) iz otpadnih voda

2.1 Opis procesa

Poboljsano biolosko uklanjanje fosfora (EBPR) moZe se provesti u sustavima obrade otpadne vode s
aktivnim muljem uvodenjem anaerobne faze na pocetku linije obrade otpadne vode. Visoka ucinkovitost
uklanjanja P, nizi operativni troskovi, manja proizvodnja mulja i potencijalni povrat fosfora pridonijeli
su primjeni i popularnosti tog procesa (Mino i sur., 1998; Henze i sur., 2008; Oechmen i sur., 2007). EBPR
provode organizmi koji akumuliraju fosfor (polifosfat) (PAO) (Comeau i sur., 1987; Mino i sur., 1998)
koji, unutarstanicnom akumulacijom polifosfata (poli-P), mogu ukloniti veée koli¢ine fosfora (0,35-0,38
g P g VSS! PAO) nego obiéni heterotrofni organizmi (OHO) (0,03 g P ¢ VSS™! OHO) (Wentzel i sur.,
2008). Znanstvene, mikrobioloske i tehnicke karakteristike procesa EBPR su u fokusu istrazivanja koja
su u zadnjih nekoliko desetljeca provodile razlicite istrazivacke skupine (Wentzel i sur., 1986, 1987,
Comeau i sur., 1986, 1987; Smolders i sur., 1994a,b; Mino i sur., 1987, 1998; Ochmen i sur., 2005a,
2005¢, 20i306, 2007; Nielsen i sur.,, 2010). Konkretno, napori su usmjereni na razvijanje boljeg
razumijevanja stvarnih metabolickih mehanizama EBPR kako bi se utvrdio mikrobni identitet ukljucenih
organizama i optimizirale potrebne konfiguracije procesa, a sve kako bi se unaprijedila i povecala
ucinkovitost i pouzdanost procesa EBPR.

PAO su heterotrofni organizmi. Medutim, za razliku od OHO, PAO posjeduju jedinstvenu sposobnost
koriStenja unutarstani¢no pohranjenog poli-P za proizvodnju potrebne energije (adenozin trifosfat, ATP)
u anaerobnim uvjetima radi pohrane bioloski lako razgradive organske tvari (RBCOD), kao $to su hlapive
masne kiseline (VFA) poput acetata (Ac) i propionata (Pr), kao unutarstani¢ne poli-p-hidroksi-alkanoate
(PHA). Pohranjeni PHA se kasnije koriste u anoksi¢nim ili aerobnim uvjetima za poboljSano apsorbiranje
fosfora, sintezu glikogena, rast i odrzavanje biomase. Zbog takvog svojstva PAO imaju prednost pred
ostalim mikrobnim populacijama od znacaja. Na taj se na¢in PAO mogu namnoziti kako bi se postiglo
EBPR recikliranjem aktivnog mulja kroz izmjenu anaerobne i anoksi¢ne ili aerobne faze, uz istovremeno
usmjeravanje influenta koji je obi¢no bogat hlapivim masnim kiselinama prema anaerobnoj fazi.
Shematski prikaz metabolizma PAO nalazi se na slici 2.1.
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Slika 2.1 Konceptualna shema uredaja za obradu otpadne vode s aktivnim muljem koji izvodi EBPR, s ilustracijom aktivnosti PAO (Lopez-

Vazquez, 2009; prilagodeno iz Meijer, 2004).



U anaerobnoj fazi, PAO unutar stanica pohranjuju bioloski lako razgradive organske tvari prisutne u
sirovom influentu ili istaloZenoj otpadnoj vodi (ve¢inom hlapive masne kiseline) kao PHA pomoc¢u dva
druga unutarstani¢na polimera koja sudjeluju u gore spomenutom metabolizmu: poli-P i glikogen
(polimer glukoze). PAO hidroliziraju i koriste poli-P za osiguravanje potrebne energije (kao ATP) za
transport i pohranjivanje VFA kao PHA (Wentzel i sur., 1986), dok se glikogen koristi za dobavu potrebne
reducirajuce snage za konverziju VFA u PHA, kao i za osiguravanje dodatne potrebne energije (kao ATP)
(Comeau i sur., 1986, 1987; Smolders i sur., 1994a; Mino i sur., 1998). Na taj na¢in, anaerobna apsorpcija
VFA od strane PAO rezultira pohranjivanjem PHA 1 istovremenom hidrolizom poli-P i glikogena.
Najces¢i polimeri PHA koje pohranjuju PAO su poli-B-hidroksibutirat (PHB), poli-hidroksivalerat (PHV)
i poli-B-hidroksi-2-metilvalerat (PH,MV). Njihova pojavnost i koli¢ina ovise o sastavu VFA (Ac ili Pr).
Kada je Ac najobilnija VFA u mediju, PAO pohranjuju uglavnom PHB (do 90 % pohranjenih PHA)
(Smolders i sur., 1994a), ali kada je Pr dominantna VFA, tada PHA postoje ve¢inom kao PHV i PHLOMV
(Oehmen i sur., 2007).
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Slika 2.2 Konceptualna shema mikrobne aktivnosti GAO (prilagodeno iz Lopez-Vazquez, 2009).

Osim apsorpcije VFA, anaerobna hidroliza poli-P i glikogena takoder osigurava energiju koju PAO
trebaju da zadovolje svoje potrebe anaerobnog odrzanja bez apsorpcije ugljika. Slijedom toga, hidroliza
poli-P dovodi do ispustanja ortofosfata (PO4) u tekuéi dio suspenzije Sto se odrazava u povecanju
koncentracije ortofosfata tijekom anaerobne faze (slika 2.1). Osim apsorpcije VFA prisutnih u influentu
otpadne vode u sustavu aktivhog mulja, PAO mogu pohraniti i VFA koje proizvode organizmi koji
provode fermentaciju u anaerobnoj fazi iz organskih tvari prisutnih u influentu. Jednom kada PAO dospiju
u aerobnu fazu, iskoriStavaju PHA pohranjene u anaerobnoj fazi kao izvor ugljika i energije koriste¢i
kisik kao akceptor elektrona. Energija iz ove reakcije se koristi za apsorpciju i pohranjivanje vece koli¢ine
PO, od koli¢ine prethodno ispustene u anaerobnoj fazi (slika 2.1). To dovodi do aerobne apsorpcije i
uklanjanja fosfora iz tekuée faze. U aerobnoj fazi, PHA se koriste i za: (/) obnovu unutarstani¢ne zalihe
glikogena, (i) rast biomase te (iii) zadovoljavanje energetskih potreba PAO za aerobni metabolizam
(Smolders i sur., 1994b). Neto uklanjanje P iz otpadne vode postize se izdvajanjem viSka aktivnog mulja
(WAS) na kraju aerobne faze, kada mulj sadrzi visok sadrzaj poli-P (slika 2.1). Alternativno, postoje
denitrificirajuéi organizmi koji akumuliraju fosfor (DPAO) koji takoder mogu absorbirati PO4 u
anoksi¢nim uvjetima koristec¢i nitrat ili nitrit kao akceptore elektrona (Vlekke i sur., 1988; Kuba i sur.,
1993; Hu i sur., 2002; Kerr-Jespersen i sur., 1993; Guisasola i sur., 2009). Isto tako, PAO, budu¢i da su
heterotrofni organizmi, mogu absorbirati izvore ugljika u aerobnim uvjetima, otpustajuci ortofosfat dok
je izvor ugljika dostupan i kasnije uklanjaju¢i PO4 (Guisasola i sur., 2004; Ahn i sur., 2007). Medutim,
PAO na kraju mogu biti anulirani od OHO zbog njihove metabolicke prilagodbe na trajne aerobne uvjete



(Pijuan i sur., 2006). Radi boljeg razumijevanja metabolizma i faktora koji djeluju na proces EBPR,
Citatelja se upucuje na drugdje objavljene materijale (Comeau i sur., 1986; Mino i sur., 1998; Oechmen i
sur., 2007). U sustavu EBPR u odredenim je uvjetima (npr. kad je acetat ili propionat prisutan kao jedini
izvor ugljika, temperatura iznad 20 °C, pH nizi od 7,0, i/ili pri koncentracijama otopljenog kisika (DO)
iznad 2 mg L") zapaZena proliferacija organizama koji akumuliraju glikogen (GAO) (Oehmen i sur.,
2007; Lopez-Vazquez i sur., 2009a,b; Carvalheira i sur., 2014). GAO imaju metabolizam prividno sli¢an
metabolizmu PAO, ali oslanjaju se isklju¢ivo na svoje unutarstani¢no pohranjene zalihe glikogena kao
izvor energije i reduciraju¢e ekvivalente koji pokre¢u anaerobno pohranjivanje VFA kao PHA bez
ikakvog doprinosa od poli-P (slika 2.2). Njihova se prisutnost ¢esto povezuje s uspjehom EBPR manjim
od optimalnog, budu¢i da ne pridonose uklanjanju fosfora, ve¢ se nadmeéu s PAO za supstrat u
anaerobnim uvjetima, §to dovodi do slabije u¢inkovitosti sustava EBPR (Saunders i sur., 2003; Thomas
i sur., 2003). Stoga se za GAO pretpostavlja da su nezeljena populacija u sustavima EBPR.

2.2 Eksperimentalna struktura

2.2.1 Reaktori

U svrhu ocjene uspjesSnosti procesa EBPR, Sarzni testovi aktivnosti mogu se provesti u anaerobnim,
aerobnim 1 anoksi¢nim uvjetima ovisno o parametrima od interesa i prirodi istrazivanja. U svakom
slucaju, bioreaktori koriSteni za izvodenje testova moraju: (i) onemogucavati prodor kisika u anaerobnim
i anoksi¢nim uvjetima, (if) osigurati dovoljan kapacitet aeracije za odrzavanje koncentracija otopljenog
kisika visih od 2 mg L u aerobnim uvjetima, (iii) osigurati uvjete potpunog mijesanja, (iv) omoguciti
kontrolu temperature, (v) omoguditi kontrolu pH te (vi) imati otvore za prikupljanje uzoraka i dodavanje
influenta, otopina, plinova i svih drugih teku¢ih medija ili supstrata koriStenog u testu (slike 2.4 1 2.5).

Slika 2.3 Starinska eksperimentalna struktura EBPR s karakteristicnom Zuckastom bojom biomase jako obogacene organizmima koji
akumuliraju fosfate koristena na Tehnickom sveucilliStu u Delftu pocetkom 90-ih godina 20. stoljeca za razvoj metabolickog modela
TUDelft bio-P (Smolders i sur., 1994a, 1994b; Murnleitner i sur., 1997) i pionirsko istraZivanje utjecaja temperature na EBPR (Brdjanovic i
sur., 1998a) (fotografija: Brdjanovic, 1994).



et
Slika 2.4 Privremena eksperimentalna struktura koristena za izvodenje Sarznih testova s aktivnim muljem u uredaju za obradu otpadnih
voda Haarlem Waarderpolder u Nizozemskoj. To je bilo prvo istraZivanje (Brdjanovici sur., 2000) u kojemu je provedena zasebna validacija

metabolickog modela TUDelft bio-P pomocu razlicitih 3arznih testova s biomasom mijeSanih kultura iz gradskih uredaja (fotografija:
Brdjanovic, 1997).

Anaerobni uvjeti

Eksperimentalna struktura koriStena za testove Sarzne aktivnosti kod EBPR mora biti u moguénosti
stvoriti 1 odrzati stroge anaerobne uvjete. To znaci da biomasi za vrijeme anaerobne faze ne smiju biti
dostupni akceptori elektrona (tj. kisik, nitrat ili nitrit).

Redoks sonda se moze koristiti za pracenje stvaranja anaerobnih uvjeta kad su redoks vrijednosti manje
od -300 mV. Laboratorijska oprema treba biti zrakonepropusna i opremljena izlazom za plinove spojenim
na poklopac bioreaktora. Obi¢no postoje tri nezeljena izvora kisika: (7) kisik otopljen u influentu, (i7)
preostali kisik prisutan u samom aktivnom mulju te (ii7) prodor kisika iz plinske faze iznad suspenzije u
bioreaktoru. Kako bi se uklonila prva dva navedena izvora kisika, plinovitim N, otpliniti kisik uz
mijesanje tekuée faze upuhivanjem na dno bioreaktora u trajanju od 5 do 10 minuta prije pocetka testa te
za vrijeme dodavanja influenta. Trajanje otplinjavanja ¢e ovisiti 0 svojstvima masenog prijenosa na
dodirnoj povrsini plina i tekuéine, §to ovisi o nizu faktora ukljuéujuéi: dimenzije bioreaktora, prisutnost
i lokacija pregrada, dimenzije i brzina okretanja lopatica za mijeSanje, konfiguracija difuzora i brzina
protoka plina, te sastav medija. Kako bi se izbjegao prodor kisika u tekucu fazu, plinska faza u bioreaktoru
se moze zamijeniti ili plinom N, ve¢ raspr§enim na dnu bioreaktora u aktivni mulj ili otplinjavanjem
plinske faze bioreaktora u trajanju od 5 do 10 minuta, ovisno o zapremini plinske faze i brzini protoka
plina. Brzina protoka plina N> od oko 30 L h! se obi¢no koristi u laboratorijskim fermentatorima radnog
volumena do 3 L, dok se manja brzina protoka od oko 6 L h? preporucuje za $arzne reaktore radnog
volumena od oko 0,5-1,0 L. Upuhivanje N, s dna bioreaktora je uobic¢ajena praksa i moze se koristiti
prije, na pocetku i za vrijeme izvodenja testova aktivnosti, dok se uklanjanje kisika iz plinske faze
bioreaktora Cesto koristi za vrijeme izvodenja testa kako bi se izbjegao prodor kisika iz atmosfere prilikom
mijeSanja aktivnog mulja. Kombiniranje ta dva pristupa je i neuobi¢ajeno i nepotrebno.



Kako bi se izbjegla difuzija kisika u bioreaktor, na liniju za izlazne plinove treba spojiti jednosmjerni
povratni ventil ili sifon (koji sadrZi odredenu tvar za vezanje kisika, kao Sto je NaSO»). Alternativno, ako
se u bioreaktor kontinuirano propusta plinoviti N, §to rezultira pozitivnim tlakom unutar bioreaktora i
kontinuiranim protokom izlaznog plina, tada povratni ventil ili sifon nisu neophodni za osiguravanje
anaerobnih uvjeta. Ako plinoviti N> nije dostupan ili se ne moze kontinuirano dobavljati zbog ogranicenja
opreme, aktivni mulj treba njeZno ali ujedno potpuno mijeSati nizom brzinom (puno nizom od 300 rpm)
u zrakonepropusnim uvjetima sve dok koncentracija otopljenog kisika ne padne ispod granice detekcije
(prakticki nula), a redoks vrijednosti budu nize od -300 mV. Uz to, volumen plina iznad tekuce faze treba
smanjiti kako bi se minimizirao rizik prodora kisika punjenjem bioreaktora do maksimalnog radnog
volumena 1/ili smanjivanjem dodirne povrSine plin-teku¢ina dodavanjem nereaktivne, plutajuce
poliuretanske pjene ili kuglica spuzve. Za stvaranje zrakonepropusnih uvjeta obi¢no se, medu ostalim
materijalima, koriste silikonski gumeni zaustavljivaci i cepovi te plasticna i aluminijska folija.

Pored izbjegavanja prodora kisika, mora se sprijeciti i prisutnost i dostupnost ostalih akceptora
elektrona (poput nitrata ili nitrita) kako bi se zadrzali strogi anaerobni uvjeti tijekom citavog testa.
Njihovo sprecavanje nije tako jednostavno kao uklanjanje kisika. To Cesto zahtijeva odgovarajuce
postupanje s uzorkom aktivnog mulja prije izvodenja testa. To moZe ukljucivati kontrolirano dodavanje
nitrificiraju¢ih inhibitora u ne-aeriranim i aeriranim uvjetima, ili 'pranje' mulja, §to je objasnjeno kasnije
u dijelu 2.3.5.

Anoksicni uvjeti

Stvaranje strogih anaerobnih uvjeta znaci da unutar bioreaktora ne smiju biti prisutni akceptori elektrona.
Stvaranje anoksi¢nih uvjeta ukazuje na to da premda ne mora biti prisutan otopljeni kisik, ostali akceptori
elektrona, kao Sto su nitrit ili nitrat, moraju biti dostupni. To takoder znaci da se stvaranjem anoksi¢nih
uvjeta mora smanjiti ili eliminirati prodor kisika kao $to se radi za anaerobne faze. Eksperimentalna
struktura treba omoguditi (kontroliranu) dostupnost (prisutnost) akceptora elektrona od interesa. Zeljeni
akceptori elektrona mogu se proizvesti bilo u samom sustavu, pomocu prethodne nitrifikacije, ili se mogu
dodati izvana kao otopine nitrata — ili nitrita — u definiranim koncentracijama na pocetku Sarznog testa ili
za vrijeme testa. Ako su mjerenja DO i redoks potencijala dostupna, koncentracije DO ispod granice
detekcije zajedno s redoks vrijednostima izmedu -200 i 0 mV mogu ukazivati na to da su postignuti
potrebni anoksi¢ni uvjeti. Ovo potonje je obi¢no najéesca praksa jer se eksperimentalna konfiguracija na
taj nacin moze pojednostaviti, a i bolja je kontrola potrebnog trajanja i koncentracije doziranja. Ipak,
moze se napraviti kombinacija nekoliko reaktora i eksperimentalnih faza kako bi se izmedu anaerobne i
anoksicne faze ugradila nitrifikacija kako bi se osigurali potrebni akceptori elektrona koji ¢e pokrenuti
anoksi¢ni metabolizam kultura EBPR (Kuba i sur., 1993). Kad se izvana dodaju donori elektrona, sustav
mora imati odgovarajuéi otvor za doziranje i put za ispustanje viska pritiska nastalog injektiranjem
tekuceg volumena.

Aerobni uvjeti

Kod vecine komercijalno dostupnih bioreaktora difuzori za rasprSivanje plina su obi¢no smjeSteni na dnu
bioreaktora, odmah ispod lopatica mjeSalice. Pri dobavi komprimiranog zraka (npr. bilo iz centralnog ili
lokalnog/prijenosnog kompresora zraka), takvo uredenje moze osigurati zadovoljavajucu dobavu kisika
Sto ¢e dovesti do koncentracija DO koje uvelike premaSuju ograni¢avajuce uvjete mikrobnih procesa. U
pravilu, koncentracije DO od najmanje 2 mg L' se smatraju prikladnima za veéinu primjena. Za SarZne
reaktore radnog volumena od oko 3 L, brzina protoka komprimiranog zraka od oko 60 L h™! (1 L min™")
obi¢no moze osigurati potrebnu aeraciju. Medutim, sastav i koncentracija biomase, karakteristike otpadne
vode, sadrzaj organske tvari i unutarstani¢nog PHA (u slu¢aju EBPR) mogu povecati potrebu za DO. U
takvim uvjetima, brzinu protoka zraka treba povecati kako bi se tijekom ¢itavog testa koncentracija DO
odrzala iznad 2 mg L. Alternativno, umjesto komprimiranog zraka moZe se koristiti dobava &istog kisika
kako bi se povecala dostupnost DO u specifi¢nim uvjetima (npr. u industrijskim primjenama).

U naprednijim primjenama, moze biti potrebno ili pozeljno izvesti aerobne testove Sarzne aktivnosti
pri konstantnoj (odredenoj) koncentraciji otopljenog kisika. Kod takve primjene, moZe se Koristiti
dvosmjerna kontrola DO da se definira zadana vrijednost DO 1 odrzi ga se stabilnim tijekom citavog
aerobnog SarZnog testa. Vecina naprednih bioreaktora je opremljena takvom dvosmjernom kontrolom
kojom upravljaju najmanje dva solenoida s funkcijom ukljucivanja/iskljuc¢ivanja ¢ime se naizmjeni¢no
dobavlja zrak ili plinoviti N», ovisno o stvarno izmjerenom otopljenom kisiku u tekucoj fazi.



Manje napredni bioreaktori koriSteni za izvodenje aerobnih Sarznih testova aktivnosti mogu biti
opremljeni prijenosnim kompresorom zraka koji osigurava odgovarajucu brzinu protoka zraka. Na dno
bioreaktora u liniji sa sustavom mijeSanja mogu se postaviti kamenci¢i za akvarij radi distribucije
mjehuri¢a u svrhu dobrog prijenosa kisika. Kao $to je ranije spomenuto, dobavljeni zrak bi trebao mo¢i
proizvesti i odrzati koncentraciju DO u tekucoj fazi od najmanje 2 mg L™ u prvih 10 minuta.

Dvije najéesS¢e komercijalno dostupne sonde za DO su one membranskog i optickog tipa. Prije
korisStenja (a pozeljno je i nakon koristenja), sonde treba kalibrirati u skladu s uputama proizvodaca ili
dobavljaca. Uz to, treba provjeriti sve spojeve. U slucaju sonde za DO membranskog tipa, membrana
treba biti Cista, ne smije biti oSteCena, a sondu treba dobro napuniti svjezim elektrolitima. Nadalje, na
povrsini membrane ne smiju se nakupljati ili uhvatiti mjehurié¢i. I povrSinu opti¢kih sondi treba
povremeno Cistiti, a membranu treba mijenjati svake godine.

Mijesanje

Sadrzaj bioreaktora treba snazno mijeSati radi homogene distribucije aktivnog mulja (mjeSavina tekuce
faze i biomase) 1 otpadne vode kao i drugih tvari (npr. otopina ortofosfata, nitrata ili nitrita). Obi¢no se u
vecini bioreaktora od 3 L moze koristiti brzina mijeSanja do 500 rpm, dok se nize brzine mijeSanja od
oko 100 rpm koriste u ve¢im bioreaktorima (od 10 L i ve¢i). Pretjerano mijeSanje moze dovesti do pucanja
flokule, ¢ime se smanjuje otpor pri prijenosu mase kroz flokule i svojstva talozenja. S druge strane,
nedovoljno mijeSanje moZe dovesti do mrtvih zona, velikih flokula, raslojavanja mulja, ogranicene
difuzije supstrata i kisika te, u ekstremnim slu¢ajevima, talozenja. NiZe brzine mijeSanja mogu se koristiti
sve dok je suspenzija dobro izmijeSana i dok nije opaZena niti raslojavanje niti akumuliranje krutina.
Napredni bioreaktori mogu imati automatsku kontrolu za vremensko reguliranje brzine mijesSanja pomocu
vertikalne osi s lopatiastim propelerima. Nadalje, koriStenjem i ugradnjom vertikalnih lopatica ili
pregrada spojenih na unutarnju stranu poklopca fermentatora ili odabirom ucinkovitijeg radnog kola
mogu se dodatno poboljSati uvjeti mijeSanja. U manje sofistificiranim sustavima, mijeSanje se moze
osigurati postavljanjem bioreaktora na elektromagnetnu mjeSalicu. Kako je ranije spomenuto, kako bi se
smanjio potencijalni prodor kisika u anaerobnim Sarznim testovima, brzina mijeSanja se moze smanjivati
sve dok ne ugrozi dobre uvjete mijeSanja.

Kontrola temperature

Temperatura ima snazan ucinak na metabolizam PAO i njihove konkurente (npr. GAO) (Brdjanovic i
sur., 1997; Lopez-Vazquez i sur., 2009a,b). Stoga su prikladni i stabilni uvjeti kontrolirane temperature
preporucljivi za izvodenje Sarznih testova aktivnosti. Napredni bioreaktori su obi¢no opremljeni
dvostrukim staklenim stjenkama (reaktori s dvostrukom stjenkom), a voda (temperature sli¢ne ciljanoj
temperaturi u bioreaktoru) obi¢no recirkulira kroz dvostruku stjenku. Temperatura vode se prilagodava
na kontrolno-operativnoj konzoli bioreaktora (kroz interne grijace, izmjenjivace topline i kondenzatore)
ili pomocu vanjskih grija¢ih obloga ili vodene kupelji i uredaja za recirkulaciju. Ovisno o Zeljenoj radnoj
temperaturi, mogu se preporuciti druge tekucine osim vode (npr. otopine protiv smrzavanja za
temperature nize od 5 °C ili ulja za temperature vise od 30 °C). Napredni sustavi mogu automatski mjeriti
temperaturu vode u suspenziji unutar bioreaktora i prilagoditi je kako bi se odrzala stabilna temperatura.
Medutim, vazno je imati na umu da se temperatura teku¢ine za hladenje/grijanje Cesto razlikuje (za
nekoliko stupnjeva celzijusa) od stvarne temperature izmjerene u aktivnom mulju. Do tih razlika dolazi
zbog uclinkovitosti razmjene topline i razmjene topline izmedu recirkulirane tekuc¢ine i zraka tijekom
njegovog transporta od kontrolne jedinice do fermentatora, naroCito kad se radna temperatura znatno
razlikuje od ambijentne (sobne) temperature. U takvim uvjetima, preporucuje se da se temperatura
tekucine u kontrolnoj jedinici prilagodava sve dok se ne postigne i ostane stabilna ciljana temperatura u
tekucoj fazi.

Pored kontrole individualne temperature koju fermentator moze imati, Citava eksperimentalna
struktura moze biti smjestena unutar prostorije s kontroliranom temperaturom postavljenom na ciljanu
temperaturu. Ipak, ako temperatura nije problem i Sarzni se testovi mogu provesti na sobnoj ili
ambijentnoj temperaturi na definiranoj lokaciji, trebala bi postojati sigurnost da temperature necée
znacajnije fluktuirati (manje od + 1-2 °C) od pripreme do zavrsetka testa. U svakom sluéaju, temperatura
izvodenja uvijek mora biti zabiljezena i prijavljena.

Zadnje ali ne manje vazno, bitno je spomenuti da i aktivni mulj i otpadna voda ili sintetican medij
istrazivanja (kad god je primjenjivo) moraju imati istu temperaturu prije izvodenja testova aktivnosti kako
bi se izbjegli temperaturni Sokovi i fluktuacije koje mogu ugroziti ishode testova. U takvim okolnostima,



sav aktivni mulj, otpadna voda i otopine moraju biti izloZeni radnoj temperaturi, a njihovu stvarnu
temperaturu treba pratiti dok ne postignu ciljanu temperaturu. Prilagodbu temperature aktivnog mulja
treba provesti bez prisutnosti donora elektrona (odnosno bez vanjskog izvora ugljika). Obic¢no je potrebna
tek kratka izloZenost biomase Zeljenoj temperaturi od najvise 1 do 2 sata. Kad je to potrebno, uzorci se
mogu i aklimatizirati duze vrijeme (do 3-4 h) dok se ne postigne ciljana temperatura, ali posebnu paznju
treba posvetiti tome da se izbjegne ugrozavanje metabolicke aktivnosti PAO (npr. $to bi dovelo do
potroSnje unutarstanicnih spojeva). Ako je temperaturna razlika izmedu aktivnog mulja i supstratnog
medija ili otpadne vode visoka ili ako su temperaturni u¢inci od interesa (npr. visi od 5 °C kako bi se
ocijenio potencijalni temperaturni §ok), testovi se moraju provesti ¢im se postigne ciljana temperatura.

Obicno se vecina testova provodi pri temperaturi od oko 20 °C, no moze iznositi i svega 5 °C (kako
bi se ocijenila aktivnost biomase u zimskim/hladnim klimatskim uvjetima) (Brdjanovic i sur., 1997) ili
cak 30 - 35 °C za tropske uvjete ili industrijske primjene (Cao i sur., 2009; Ong i sur., 2014), a ¢ak i do
55 °C za termofilne uvjete (Lopez-Vazquez i sur., 2014). Testovi se rijetko provode pri temperaturi nizoj
od 5 °C buduc¢i da je u praksi temperatura komunalne otpadne vode rijetko hladnija i obi¢no se kre¢e oko
7-12°C.

Kontrola pH

pH je vazan operativni parametar za process EBPR (i mnoge druge procese). Tome je narocito tako jer
¢e metabolizam PAO tijekom anaerobne apsorpcije ugljika (VFA) rezulirati ve¢im razinama otpuStanja
P pri viSem pH, odnosno manjim otpuStanjem P pri niZem pH (Smolders i sur., 1994a). Isto tako,
mijeSanjem 1 snaznim rasprSivanjem plinovitog N ili komprimiranog zraka, otopljeni se CO, moze
ukloniti iz otopine i povecati pH na vise od 7,0 (npr. u rasponu 7,8-8,5), §to djeluje na niz bioloskih i
fizikalnih procesa.

S druge strane, bioloskim uklanjanjem sastavnica, kao §to je fosfat pomoc¢u PAO, smanjuje se puferski
kapacitet tekuéine i mijenja pH za vrijeme eksperimenta. Alkalitet otpadne vode ili drugih dodanih
otapala moze povecati puferski kapacitet suspenzije u bioreaktoru i smanjiti fluktuacije. RasprSivanjem
CO2 moze se nadoknaditi CO; koji se ukloni kad se mijeSa ili propuhuje komprimirani zrak ili N». Prema
tome, slicno kao i temperatura, pH mora biti stabilan prije, za vrijeme i do kraja Sarznog testa EBPR.

Pod odredenim okolnostima, razliite vrijednosti pH mogu se koristiti tijekom razliitih
eksperimentalnih faza (npr. pH od 7,5 u anaerobnim uvjetima, nakon ¢ega slijedi pH od 7,0 u aerobnoj
fazi). Kao prihvatljiv raspon fluktuacije pH pretpostavlja se = 0,1. S tim u vezi, preporucuje se koristenje
dvosmjernog kontrolora pH (za dodavanje kiseline, kao $to je HCI, odnosno za dodavanje baze, kao §to
je NaOH).

Napredni bioreaktorski sustavi obi¢no imaju kontrolne postavke pH, no mogu se koristiti i
jednostavniji ali pouzdani vanjski kontrolori pH. U manje naprednim sustavima, razine pH se mogu
kontrolirati ruénim dodavanjem kisele i bazne otopine. Uobi¢ajeni molaritet kiselih i baznih otopina za
kontrolu pH je obi¢no od 0,2 do 0,4 M. Ako se koristi ru¢na kontrola pH, koncentracije mogu biti nize
(npr. 0,1 M). Ovisno o aktivnosti mulja, mogu se koristiti razli¢iti molariteti. Ako je molaritet otopina
previsok, to moZe dovesti do iznenadnih promjena pH, pri ¢emu vrijednosti pH mogu drasti¢no pasti ili
porasti oko zadane vrijednosti, prekoraciti donju ili gornju granicu kontrolnih postavki pH i ¢ak oscilirati
ispod i iznad zadane vrijednosti pH. Nizi molariteti mogu dovesti do spore reakcije na prilagodbu pH
Zeljenoj kontrolnoj tocki pH, Sto se u ekstremnim slufajevima moZe ne postignuti, ¢ime se znatno
razrjeduje aktivni mulj u bioreaktoru.

Zbog brze pocetne brzine mikrobnih konverzija, potencijalna potro$nja kiseline ili baze ¢e biti veca
na pocetku testova ili kad se prelazi iz jedne faze u drugu (npr. iz anaerobne u aerobnu), no obicno ce se
stabilizirati do kraja testa. U svakom slucaju, znatno odstupanje od zadane vrijednosti pH (npr. za vise
od + 0,10) se mora ispraviti, po moguc¢nosti unutar 5-10 sec. Uvijek treba prijaviti stvarni pH izmjeren u
tekucoj fazi za vrijeme eksperimenta.

Odredeni kontrolni mehanizmi odrzavanja pH imaju specifi¢ne postavke koje treba prilagoditi kako
bi se odrzao stabilan pH, poput volumena kiseline i baze pri jednom dodavanju i vremena reakcije izmedu
dva dodavanja kiseline i baze. Vrijeme izmedu dodavanja kiseline i baze treba prilagoditi vremenu koje
je potrebno sustavu da dobije homogeno pomijeSane uvjete nakon dodavanja kiseline ili baze.



Sli¢no temperaturi, ako ¢e se istraZivati pH Sokovi, SarZni testovi aktivnosti EBPR moraju zapoceti
¢im pH aktivnog mulja dosegne ciljani pH istrazivanja. Svaku potrebnu prilagodbu pH mora se po
moguénosti izvrSiti u manje od 5 minuta prije pocetka testa kako bi se izbjegli preuranjeni ucinci ili
nuspojave na metabolizam PAO (Sto npr. dovodi do odredenog otpuStanja P ili potro$nje unutarstani¢nih
polimera). Mora se izbjegavati koriStenje sumporne kiseline te alkalnih, fosfatnih pufer otopina i otopina
tris(hidroksimetil)aminometana. Tome je ve¢inom tako jer oni mogu dovesti do interferencija kao S$to je
davanje prednosti bakterijama koje reduciraju sulfate (SRB) pred PAO (Saad i sur., 2013, Rubio-Rincon
isur., 2016), taloZzenje P pomocu karbonata (kemijska precipitacija P) (Barat i sur., 2008) ili povec¢avanje
razina saliniteta iznad onih koje PAO mogu podnijeti (Welles i sur., 2014). Nije potrebno re¢i da je
kvalitetna kontrola pH neophodna za uspjeh eksperimenata buduéi da ¢e ¢ak i vrlo kratka izloZenost
biomase ekstremnoj pH vrijednosti (niska ili visoka) prilicno sigurno nepovratno djelovati na biomasu.

Sve mjerace i senzore pH treba odmah kalibrirati (i pozeljno naknadno provjeriti) u skladu s uputama
proizvodaca ili dobavljaca i treba provjeriti sve spojeve. Posebnu paznju treba posvetiti odabiru i
koriStenju senzora pH koji mogu izdrzati posebne karakteristike istrazivane otpadne vode i mulja iz
EBPR. Na primjer, visok salinitet, visoke koncentracije klorida ili H,S mogu dovesti do interferencija
ako senzori pH ne mogu podnijeti vide koncentracije. Citatelj treba uvijek provjeriti u priruénicima,
knjizicama i/ili s dobavljacima jesu li senzori i mjeraci pH koji ¢e se koristiti prikladni za odredene
karakteristike otpadne vode koja Ce se testirati.

Otvori za uzorkovanje i doziranje

Bioreaktori koriSteni za izvodenje testova Sarzne aktivnosti trebali bi imati i prikladno smjestene otvore
za uzorkovanje i doziranje kako bi se osiguralo prikupljanje reprezentativnih uzoraka iz tekuce faze kao
1 pogodovalo brzoj disperziji ili mijeSanju bilo koje tvari ili otopine dodane u suspenziju. Otvori za
uzrokovanje se mogu sastojati od fleksibilnih (gumenih ili plasti¢nih) cijevi s unutarnjim promjerom koji
omogucuje spajanje razli¢itih Strcaljki volumena 5, 10 ili 20 mL, ali i manjeg ili ve¢eg volumena (npr. od
1 ili ¢ak 50 mL). Otvor za uzorkovanje unutar bioreaktora mora dosegnuti pogodnu dubinu i mjesto koje
¢e omoguciti zadovoljavajuée uzorkovanje prije, za vrijeme i na kraju testa. Otvor za uzorkovanje obi¢no
moZe biti smjeSten na srednjoj razini najniZe trecine ili Cetvrtine radnog volumena bioreaktora, pod
uvjetom da su osigurani dobri uvjeti mijeSanja. NajvaZniji zahtjev je dobiti reprezentativni uzorak iz
bioreaktora s dobrim mijesanjem.

Po pitanju otvora za doziranje, oni moraju biti smjeSteni i postavljeni tako da omogucuju brzu
disperziju otopina ili tvari dodanih u bioreaktor. To mogu biti dobro definirani otvori za injektiranje
smjesSteni na poklopcu bioreaktora ili fleksibilni otvori (npr. kroz gumenu dijafragmu). Formalna i
strukturirana lokacija i integracija otvora za uzorkovanje na bioreaktoru ve¢inom je potrebna kad se radi
sa zrakonepropusnim bioreaktorima kako bi se izbjegao prodor kisika. Povrh toga, preporucuje se
koriStenje laboratorijskih Stipaljki (ili sli¢nih naprava) kako bi se zatvorile cijevi otvora za uzorkovanje
ili privremeno nekoriSteni otvori za doziranje i izbjegla izlijevanja i pljuskanja uzrokovana moguéim
porastom unutarnjeg pritiska u bioreaktoru. Kako bi se regulirao nezeljeni nastanak podtlaka ili nadtlaka,
moze se umetnuti igla kroz gumenu dijafragmu na poklopcu bioreaktora, Tedlar® vreéica (ili slican
fleksibilni spremnik napunjen inertnim plinom - npr. duSikom) moZe se spojiti na iglu kako bi se plinovita
faza iznad suspenzije u bioreaktoru povezala s inertnim plinom.

2.2.2 Uzimanije uzoraka aktivnog mulja

Suprotno nekim procesima obrade otpadne vode, vrijeme uzorkovanja i lokacija uzorka aktivnog mulja
iz EBPR snazno ovise o vrsti Sarznog testa aktivnosti koji ¢e se provesti. Ovo potonje se temelji na
izmjeni¢nim anaerobno-(anoksi¢no)-aerobnim uvjetima koje zahtijeva fiziologija PAO. Prema tome, po
mogucnosti bi trebalo uzeti svjezi uzorak na kraju prethodne reakcijske faze. Pri tome, za anaerobni Sarzni
test, uzorak aktivnog mulja treba uzeti na kraju aerobne faze kod gradskih uredaja za obradu otpadnih
voda ili pokusnom uredaju za obradu otpadne vode ili 'mati¢cnom' laboratorijskom bioreaktoru, dok se, za
aerobni Sarzni test, uzorak moze uzeti na kraju anaerobne ili anoksi¢ne faze ovisno o konfiguraciji
sustava. Za izvodenje anoksi¢nih testova, mulj se moze uzorkovati na kraju anaerobne faze. Alternativno,
uzorci sakupljeni u aerobnoj fazi mogu se koristiti za izvodenje sekvencijskih anaerobno-aerobnih,
anaerobno-anoksic¢nih ili anaerobno-anoksi¢no-aerobnih Sarznih testova.

Mjesto uzorkovanja ¢e nesumnjivo ovisiti o konfiguraciji sustava. Kod gradskih uredaja za obradu
otpadnih voda i pokusnih uredaja za obradu otpadne vode, fizicke granice izmedu faza moraju biti



definirane prije uzorkovanja. U ekstremnim slucajevima, gdje faze nisu (fizicki) dobro definirane, treba
odrediti redoks granice pomo¢u mjeraca DO, mjeraca redoksa i/ili odredivanjem koncentracije nitrata i
nitrita. U laboratorijskim sustavima (koji obi¢no rade ovisno o vremenskom ciklusu), sakupljanje uzoraka
moze biti relativno lakSe, budu¢i da vrijeme reakcije odreduje duzinu faza. Kako bi se dobili homogeni i
reprezentativni uzorci, uzorci mulja moraju se prikupljati na tockama uzorkovanja gdje postoje dobri
uvjeti mijeSanja. U idealnom slucaju, testovi SarzZne aktivnosti moraju se provesti ¢im je prije moguce
nakon uzorkovanja (u manje od 1-2 sata za testove koji ¢e se provoditi s muljem prikupljenim na kraju
aeracijskog bazena/faze ili u nekoliko minuta (2-3 min) za mulj prikupljen na kraju anaerobne ili
anoksicne faze). U laboratorijskim sustavima, to, u pravilu, ne bi trebao biti problem ako se Sarzni testovi
aktivnosti provode u istom laboratoriju i njihovo izvodenje se koordinira i sinkronizira s radnim ciklusom
laboratorijskog bioreaktora. Isto tako, u gradskim uredajima za obradu otpadne vode i pokusnim
uredajima za obradu otpadne vode, testovi Sarzne aktivnosti mogu se provoditi in situ nedugo nakon
uzorkovanja aktivnog mulja ako je laboratorij uredaja za obradu otpadne vode opremeljen potrebnom
eksperimentalnom i analitickom opremom (slika 2.4).

Ako se testovi Sarzne aktivnosti ne mogu provesti in situ istoga dana, uzorak aktivnog mulja moze se
uzeti na kraju aerobne faze. Nakon toga, uzorak se mora propisno uskladistiti i transportirati u hladnjaku
ispod ili blizu 4 °C u neaeriranim uvjetima, a testove aktvnosti treba provesti najkasnije 24 h nakon
uzorkovanja. Uzimanje uzoraka na kraju aerobne faze i skladiStenje u ne-aeriranim uvjetima pri nizoj
temperaturi moze pomoc¢i ocuvati originalno stanje biomase usporavanjem metabolizma
mikroorganizama. Stoga se u nacelu preporucuje da se uzorci aktivnog mulja ne aeriraju buduci da to
moze dovesti do otpustanja P i oksidacije unutarstani¢nih spojeva (kao $to su PHA, glikogen i ¢ak poli-
P). To takoder sugerira da biomasu prisutnu u uzorku aktivnog mulja prije provodenja Sarznih testova
aktivnosti treba ‘reaktivirati’ i aklimatizirati pri ciljanom pH i temperaturi. U svakom slucaju, preferirano
je in situ izvodenje testova Sarzne aktivnosti. Ukupna koli¢ina aktivnog mulja koju treba sakupiti ovisi o
broju testova, volumenu bioreaktora i ukupnom volumenu uzoraka koje treba sakupiti kako bi se
procijenila aktivnost biomase. Cesto se iz gradskih uredaja za obradu otpadnih voda moze prikupiti 10-
20 L aktivnog mulja. S druge strane, uzorci prikupljeni iz laboratorijskih reaktora rijetko sadrze vise od
1 L zato $to su laboratorijski sustavi obi¢no manji (od 0,5 do 2,2 L, a u odredenim slu¢ajevima do 8-10
L) i najveca koli¢ina koja se moze povucéi iz laboratorijskih reaktora je Cesto odredena dnevnim
izvlacenjem viska mulja iz sustava (Sto je izravno povezano sa staroS¢u mulja (engl. sludge retention
time, SRT) i, slijedom toga, odredeno brzinom rasta organizama).

2.2.3 Priprema uzoraka aktivnog mulja

Za Sarzne testove aktivnosti koji se provode in situ, mulj ¢e se u pravilu tek prebaciti iz maticnog
bioreaktora (u slu¢aju mulja obogacenog u laboratoriju) ili reakcijskog bazena (u slu¢aju pokusnog ili
gradskog uredaja) do biorektora gdje ¢e se odvijati testovi aktivnosti. Obi¢no do prebacivanja mulja mora
dod¢i prije kraja reakcijske faze koja prethodi reakcijskoj fazi od interesa. Onda Sarzni test aktivnosti moze
krenuti ¢im se prilagode Zeljeni pH, redoks uvjeti i temperatura. Za vrijeme prilagode do pocetka testa,
treba odrzavati uvjete iste ili slicne onima koji su prevladavali kad su prikupljani uzorci mulja. To znaci
da uzorke mulja prikupljene na kraju anaerobne faze treba cuvati u anaerobnim uvjetima, $to znaci da ih
se ne smije aerirati ili izlagati oksidacijskim sredstvima. Sli¢no tome, uzorci prikupljeni u aerobnoj fazi
moraju biti aerirani, a uzorci mulja prikupljeni u anoksi¢noj fazi ne smiju biti aerirani. Ako se tako Zeli,
uzorcima aktivnog mulja prikupljenima u anoksi¢nim bazenima moZe se dodati nekoliko miligrama
nitrata (do konaéne koncentracije od ~5 mg NO3-N L) kako bi se odrzali anoksi¢ni uvjeti onoliko dugo
koliko je to potrebno.

Ako ¢e se jedino provoditi testovi EBPR, a testovi nitrifikacije nisu od interesa, tada se inhibitor
nitrifikacije moZe dodati uzorku mulja neposredno nakon inokulacije mulja u bioreaktor (npr. Alil-N-
tiourea: ATU do konaéne koncentracije od 20 mg L?). Time ée se sprijeciti nitrifikacija i slijedom toga
(i) izbjeéi veca potrosnja kisika u aerobnim SarZnim testovima EBPR 1i (i7) ograni€iti akumuliranje nitrata
(ili nitrita) ako se uzorci aeriraju prije izvodenja anaerobnih testova. Ako treba ocijeniti realne i stvarne
uvjete, tada odgovarajuce Sarzne testove aktivnosti treba provesti odmah nakon prikupljanja mulja uz
minimalne prilagodbe i propisane stabilne uvjete (npr. za pH i temperaturu). Mora se provesti
sveobuhvatna procedura uzorkovanja prije, za vrijeme i nakon testova kako bi se dokumentirali dobiveni
rezultati. Medutim, uz to, uvijek se preporuca izvodenje SarZnih testova aktivnosti u povoljnim uvjetima
za PAO. To moze pomo¢i u (i) ocjeni potencijala za EBPR koji sustav moZe imati, (if) usporedivanju



aktivnosti uredaja s EBPR, (i7) otkrivanju interferencija te (iv) pridonijeti definiranju strategija
poboljsanja.

Kako je drugdje opisano, interferencije za PAO mogu biti (ali nisu ograni¢ene na) prisutnost nitrata
ili nitrita u uzorcima aerobnog mulja prikupljenima za izvodenje Sarznih anaerobnih testova, postojanje
RBCOD u anaerobnim uzorcima za izvodenje aerobnih ili anoksi¢nih testova ili otkrivanje nitrita u
anoksi¢nim uzorcima namijenjenima za izvodenje aerobnih Sarznih testova. Prema tome, ako su testovi
osmisljeni za izvodenje u uvjetima povoljnima za PAO, tada takve interferencije treba izbjegavati. Nakon
toga, uzorci mogu kratko vrijeme (1 ili najvise 2 h) biti izloZeni predobradi ili pripremi kao strategija za
rjeSavanje problema. Na primjer, kako bi se uklonio nitrat prisutan u aerobnom uzorku predvidenom za
anaerobni Sarzni test (~5-10 mg NOs-N L), mulj se nakon prikupljanja moze prebaciti u zrakonepropusni
Sarzni bioreaktor i sporo mijesati u neaeriranm uvjetima. Koncentracija nitrata (i nitrita) se moze pratiti
dok ne padne ispod granica detekcije. Pri tome mogu biti prili¢no korisne tehnike brze detekcije, poput
papirnatih indikatora za detekciju nitrata i/ili nitrita (npr. Sigma-Aldrich). Kad se nitrat viSe ne opaza,
moze zapoceti odgovarajuci anaerobni Sarzni test. Ako se u uzorku uzetom iz anaerobnog bazena otkrije
RBCOD, anaerobni uvjeti se mogu produziti nakon §to se mulj prebaci u zrakonepropusni bioreaktor sve
dok se vise ne opaza RBCOD, a prije nego §to zapoc¢ne anoksic¢ni ili aerobni test. Anoksi¢ni uzorci za
izvodenje aerobnih testova u kojima se opazi nitrat ne zahtijevaju predobradu buduci da nitrat u acrobnim
uvjetima nije Stetan za PAO. Ipak, ako se otkrije nitrit, mora ga se ukloniti zato jer je dokazano da je
prili¢no inhibitoran i ¢ak toksi¢an za PAO u odredenim aerobnim uvjetima (Pijuan i sur., 2010; Zhou i
sur., 2012; Yoshida i sur., 2006; Saito i sur., 2004; Zeng i sur., 2014). Kako bi se izbjegao nitrit, moze se
koristiti pristup slican onom prethodno opisanom za uklanjanje nitrata.

Kada se Sarzni testovi ne mogu provesti in situ a uzorci mulja se ¢uvaju u hladnim uvjetima (na oko
4°C), uzorci mulja moraju biti 'reaktivirani' zato $to hladna temperatura osjetno usporava metabolizam
mikroorganizama. Zbog posebne fiziologije PAO, kako bi se mulj reaktivirao mora ga se aerirati 1-2 h
pri pH i, narocito, temperaturi izvodenja Sarznih testova aktivnosti. Taj ¢e postupak pomo¢i ukloniti
preostale biorazgradive organske tvari. Ako ¢e se izvoditi jedino testovi aktivnosti EBPR, prije aeracije
treba dodati inhibitor nitrifikacije (npr. ATU pri kona¢noj koncentraciji u bioreaktoru od 20 mg L1). Ako
se prije razdoblja aeracije od 1-2 h otkrije potencijalna interferencija (npr. nitrat, nitrit ili RBCOD)),
reaktivacija mulja moZe zapoceti predobradom pri temperaturi i pH od interesa. Kasnije, ¢ak i ako je cilj
jedino ocijeniti anoksi¢nu ili aerobnu aktivnost PAO, testovi aktivnosti EBPR trebaju zapoceti fazom
anaerobne inkubacije koristeci pritom sinteticku ili pravu otpadnu vodu kao supstrat. Ovakva praksa ¢e
osigurati da ¢e PAO imati unutarstani¢no pohranjene PHA za svoj aerobni ili anoksi¢ni metabolizam.

Ipak, opcenito, cilj eksperimentalnog plana trebao bi biti da se u najve¢oj mogucoj mjeri na minimum
svedu potrebe za transportom, hladenjem, skladiStenjem i reaktivacijom mulja (medu ostalim
potencijalnim koracima). Kad god je to moguce, najbolje je uvijek koristiti 'svjeZi' mulj (i supstrat/medij).

2.2.4 Supstrat

Kada se za izvodenje testova aktivnosti koristi prava otpadna voda (bilo sirova ili istalozena), moze je se
na relativno jednostavan nacin dodati u bioreaktor. Za normalne (redovne) uvjete, dodavanje se odvija na
pocetku anaerobne faze kako bi se pogodovalo apsorpciji VFA sa strane PAO i unutarstani¢noj
dostupnosti PHA. Ako se to smatra potrebnim, moze se koristiti gruba filtracija (pomocu filtera s otvorima
veli¢ine 10 um) za uklanjanje preostalih Cestica prisutnih u sirovoj otpadnoj vodi. Ako testove aktivnosti
treba izvesti pri razli¢itim koncentracijama biomase, obradeni efluent iz uredaja moze se prikupiti i
koristiti za razrjedivanje (pod pretpostavkom da su koncentracije krutina u efluentu relativno niske, npr.
20-30 mg TSS L). Ako ée se istrazivati razliciti izvori i koncentracije ugljika ili fosfora, efluent iz
uredaja se takoder moze koristiti za pripremu polu-sintetickog medija koji sadrzi koncentraciju RBCOD
izmedu 50 i 100 mg COD L.

Sarzni testovi aktivnosti se Eesto provode sa sintetickom otpadnom vodom: (i) kako bi se osigurala
bolja kontrola eksperimentalnih uvjeta, (ii) kako bi se stvorili Zeljeni redoks uvjeti, (iii) kako bi se istrazili
i procijenili u€inci razlicitog sastava otpadne vode ili (iv) kako bi se ocijenili inhibitorni ili toksi¢ni ucinci
odredenih otapala ili spojeva. Medutim, takva praksa mozZe biti skupa zbog potencijalno velike koli¢ine
potrebnih kemikalija.



Ovisno o prirodi, svrsi i slijedu testova aktivnosti (anaerobni, anoksi¢ni ili aerobni), koncentracije
ugljika i fosfora prisutnih u sinteti€¢koj otpadnoj vodi mogu varirati, budu¢i da su obi¢no predmet
uklanjanja i istraZivanja. Povrh toga, koncentracije se mogu prilagodavati proporcionalno duljini ili
trajanju testa. Obi¢no se koncentracije do 50 i 100 mg RBCOD L*koriste kad su uzorci aktivnog mulja
dobiveni iz gradskog uredaja, a one do 400 mg L u slu¢aju kultura obogacenih u laboratoriju (premda se
ponekad koriste vece koncentracije). Vezano uz koncentracije fosfora, sinteticke otopine mogu sadrzavati
nikakvu ili niske koncentracije P kad se procjenjuje anaerobno otpustanje P ili do 100-120 mg PO4-P L*!
kada se testiraju aktivnosti maksimalne aerobne apsorpcije P. Medutim, neovisno o prirodi testa
aktivnosti, sinteticka otpadna voda mora sadrzavati potrebne makro- i mikro-elemente (narocito kalij i
magnezij, ali i kalcij, Zeljezo, cink i kobalt) u dovoljnoj koli¢ini i odgovarajuce vrste koje su potrebne za
PAO kako bi se izbjeglo svako metabolicko ograni¢enje koje moZe ugroziti rezultate Sarznih testova
aktivnosti (Brdjanovic i sur., 1996). Predlozeni recept za sinteticku otpadnu vodu s pocetnom
koncentracijom ortofosfata od 20 mg P L moze po litri sadrzavati (Smolders i sur., 1994a): 107 mg
NH4CL, 90 mg MgSO47H20, 14 mg CaCl,-2H,0, 36 mg KCI, 1 mg ekstrakta kvasca i 0,3 mL otopine
elemenata u tragovima (koja ukljucuje po litri 10 g EDTA, 1,5 g FeCl3-6H,0, 0,15 g H3BO3, 0,03 g
CuSO45H,0, 0,12 g MnCL-4H,0, 0,06 g Na,MoO4-2H,0, 0,12 g ZnSO47H,0, 0,18 g KI i 0,15 g
CoCl-6H,0). Sve u svemu, vaZno je naglasiti da minimalne koncentracije K i Mg moraju biti
proporcionalne koncentraciji fosfora u skladu s molarnim omjerom Mg:K:P od 1:1:3. To je ve¢inom zbog
toga sto su Mg i K neophodni za formiranje poli-P buduc¢i da sluze kao protuioni u poli-P. Ako se to zeli,
sinteticka otpadna voda moZe biti koncentrirana, sterilizirana u autoklavu (1 h pri 110 °C) i koriStena kao
koncentrirana otopina ako ¢e se nekoliko testova provesti u definiranom vremenskom razdoblju. Ipak,
otopinu treba baciti ako se opazi precipitacija ili gubitak transparentnosti.

Za eksperimente koji se provode s laboratorijski oboga¢enim kulturama, najbolje je provesti testove
s istom (sintetickom) otpadnom vodom koristenom za kultivaciju u skladu s koncentracijama ugljika ili
fosfora. Alternativno i slicno uzorcima iz gradskog uredaja, efluent iz bioreaktora se moze prikupiti,
filtrirati kroz grube filtere radi uklanjanja Cestica i koristiti za pripremu potrebnog medija sa Zeljenim
koncentracijama ugljika i fosfora za izvodenje testova aktivnosti.

Za izvodenje (konvencionalnih) anoksi¢nih testova, mogu se pripremiti otopine nitrata i nitrita kako
bi se stvorili potrebni anoksi¢ni redoks uvjeti. U tu se svrhu mogu pripremiti razli¢ite koncentrirane
otopine pomocu nitratnih i nitritnih soli. Ipak, za prakti¢ne primjene, preporuca se da se slijedi postupni
pristup i pazljivo prati njihovo dodavanje kako njihove koncentracije u vodenoj suspenziji ne bi premasile
viSe od 10 mg L u slu¢aju nitrita, odnosno 20 mg L' za nitrat. Time Ce se izbje¢i potencijalan inhibitorni
ucinak uslijed akumuliranja nitrata ili nitrita kako je drugdje opisano (Saito i sur., 2004; Yoshida i sur.,
2006; Pijuan i sur., 2010, Zhou i sur., 2007, 2012). Stovise, razine pH nize od 7,0, u kombinaciji s ve¢im
koncentracijama nitrita, mogu biti razmjerno viSe inhibirajuc¢e za PAO zato $to nitrit moZe biti prisutan
kao slobodna dusi¢na kiselina (FNA) - 'protonirana’ vrsta nitrita. Pri pH 7,0, Zhou i sur. (2007) i Pijuan i
sur. (2010) su opazili 50 % inhibiciju anoksi¢nog i aerobnog metabolizma PAO pri koncentracijama FNA
od 0,01 odnosno 0,0005 mg HNO>-N L' (ekvivalentno 45 i 2 mg NO,-N L' pri pH 7,0). Stoga, kako bi
se osigurala njihova dostupnost tijekom izvodenja anoksi¢nih testova, tijekom testova treba pratiti
koncentracije nitrita ili nitrata i ovisno o njihovim koncentracijama, u razli¢itim ¢e koracima trebati dodati
otopine nitrita ili nitrata.

Kada se testovi provode kako bi se procijenili potencijalni inhibitorni ili toksi¢ni u€inci odredenih
spojeva pri razli¢itim koncentracijama, mogu se pripremiti koncentrirane otopine i dodati tijekom testa
pri koncentracijama od interesa. Testovi provedeni kako bi se procijenilo jesu li inhibitorni ili toksi¢ni
ucinci reverzibilni moraju se provesti nakon 'pranja’ biomase radi uklanjanja inhibirajucih ili toksi¢nih
spojeva. Pranje se ¢esto provodi uzastopnim taloZenjem i ponovnim mijeSanjem uzorka mulja u mediju
bez ugljika (ili potpuno sinteticki ili koriStenjem obradenog efluenta nakon filtracije) u redoks uvjetima
od interesa. Sli¢no tome, kada treba provesti testove odrZavanja, mediji bez ugljika i fosfora mogu se
koristiti u redoks uvjetima i radnim uvjetima istraZivanja.

2.2.5 Analiticki postupci
Vecinu potrebnih analitickih postupaka (za odredivanje, medu ostalim, ukupnog P, PO4, NH4, NO,, NO3,

MLSS, MLVSS) treba provesti slijedec¢i standardizirane i uobicajeno koriStene analiticke protokle
detaljno opisane u Standardnim metodama (APHA i sur., 2012). Odredivanje VFA (za acetat, propionat



i Cak ostale hlapive masne kiseline) moze se provesti pomocu plinske kromatografije (GC), tekuc¢inske
kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC) ili primjenom standardnih protokola analitickog
odredivanja. Medutim, suprotno vecini analitickih parametara od interesa, odredivanje PHA i glikogena
traZi zahtjevniju pripremu uzorka i sofisticiranu opremu i postupke, a osim toga, postupci njihovog
odredivanja se mogu pronaci tek u specijaliziranoj znanstvenoj literaturi. Stoga su analiti¢ki postupci za
odredivanje PHA i glikogena detaljnije opisani u nastavku ovog dijela izvjesca.

e PHA

Kako je ranije navedeno, najces¢i polimeri PHA koje pohranjuju PAO su poli-B-hidroksi-butirat (PHB),
poli-B-hidroksi-valerat (PHV) i poli-p-hidroksi-2-metil-valerat (PH,MV). Njihova relativna prisutnost i
pohranjena koli¢ina ovise o sastavu VFA (Ac ili Pr) i vrsti metabolizma uklju¢enog u pohranu
(metabolizam PAO ili GAO). Za obogacene laboratorijske kulture koje provode EBPR (gdje su PAO
dominantni organizmi sastavljeni od viSe od 90 % ukupne biomase) i kad je Ac najraSirenija VFA, PAO
pohranjuju VFA ve¢inom kao PHB (do 90 % PHA) (Smolders i sur., 1994a). Medutim, kada je Pr
dominantna VFA, tada se PHV moze sastojati od do 45 % ukupno pohranjenih PHA, a PH:MV se moze
sastojati od do 53 % ukupno pohranjenih PHA (Oehmen i sur., 2005¢c). Kada su u sustavima EBPR
prisutni GAO, i u mulju se pohranjuju veée koli¢ine PHV. Na primjer, laboratorijski obogacéene kulture
GAO (koje se sastoje od vise od 90 % ukupne biomase) kultivirane s Ac kao VFA dovode do akumuliranja
PHB od oko 73 %, odnosno akumuliranja PHV od oko 26 % (Zeng i sur., 2003a, Lopez-Vazquez i sur.,
2007, 2009a), dok obogacena kultura PAO kultivirana u sli¢nim uvjetima sadrzi ve¢inom PHB i manje
od 10 % PHV (Smolders i sur., 1994a). U meduvremenu, laboratorijski sustavi s GAO u koje se upusta
Pr rezultiraju s prakticki nikakvim akumuliranjem PHB, ali s do 43 % PHV i 54 % PHoMV (Oehmen i
sur., 2006). Vazno je naglasiti da tehnika analiti¢kog odredivanja PHA prili¢no to¢no daje sadrzaj PHA
u MLSS. To ukazuje na to da je precizno odredivanje MLSS jednako vaZzno za dobivanje to¢nih
koncentracija PHA i za tocno odredivanje neto konverzija tijekom biokemijske faze.

U usporedbi s gradskim uredajima koji provode EBPR, odredivanje PHA u laboratorijski obogacenim
sustavima EBPR je obi¢no lakse, buduci da su laboratorijski sustavi manji i, §to je vaZnije, kulture EBPR
su obogacene s PAO (> 90 %) (Oehmen i sur., 2004, 2006; Lopez-Vazquez i sur., 2007) te, slijedom toga,
unutarstani¢ni sadrzaj PHA moze dosegnuti do 10 % ukupne koncentracije MLSS ovisno o dostupnom
tipu VFA (Lopez-Vazquez i sur., 2009a). S druge strane, u najboljem slucaju, sadrzaj PHA akumuliran u
mijeSanoj biomasi iz gradskih uredaja doseze izmedu 1 i 2 % ukupne koncentracije MLSS, budu¢i da
PAO (i GAO) tesko cine vise od 15 % ukupne populacije bakterija (Lopez-Vazquez i sur., 2008a). To
podrazumijeva da analiticko odredivanje PHA iz uzoraka iz gradskih uredaja ne mora uvijek biti
prikladno, pouzdano ili stoga reprezentativno za izravno uzimanje trenutnih ili kompozitnih uzoraka. U
ekstremnim slu¢ajevima, sadrzaj PHA mozZe pasti ispod granice detekcije. S ekonomskog gledista i po
pitanju potrebnih resursa (u smislu analiticke opreme, troSkova potro$nih kemikalija i visoko
kvalificiranog laboratorijskog osoblja), odredivanje PHA vjerojatno nece biti (troSkovno) isplativo kad
se provodi na uzorcima iz gradskih uredaja. Alternativno, kako bi se procijenilo potencijalno
akumuliranje PHA u uredajima, stvarni uzorci mulja iz gradskih uredaja mogu se koristiti za provedbu
testova Sarzne aktivnosti u povoljnijim i kontroliranim uvjetima za EBPR kojima se moZze maksimizirati
akumuliranje PHA i olaksati njihovo analiticko odredivanje (Lanham i sur., 2014). Ipak, ovaj potonji
pristup jos uvijek zahtijeva da se analiticko odredivanje PHA provede s velikom precizno$¢u. Vezano uz
analiticko odredivanje razlicitih polimera PHA, to je pitanje predmet rasprava i poboljSanja od kraja 1990-
ih godina (Baetens i sur., 2002). Zasad, najpouzdanija metoda ukljucuje dva neznatno razlicita postupka
(Oehmen i sur., 2005b): (i) jedan za odredivanje polimera PHB i PHV i (ii) jedan za odredivanje PHV i
PH,MV.

Za oba postupka odredivanja, uzorci aktivnog mulja moraju se prikupiti in situ u kivetama za
centrifugiranje (15 mL). Koli¢ina uzorka treba biti dovoljna da se dobije oko 20 mg TSS. Kako bi se
uzorak sacuvao, u plasti¢nu kivetu za centrifugiranje (u digestoru) prije uzimanja uzorka treba dodati 4-
5 kapi formaldehida (37 % koncentracija), a nakon $to se uzme uzorak, treba ga oko 2 h privremeno
pohraniti pri temperaturi od 0-4 °C. Kako bi se uklonio preostali poliformaldehid i suspendirane tvari u
tekucoj fazi, uzorke treba dvaput isprati vodovodnom vodom. Pranje ukljucuje sljedece korake: (7)
centrifugiranje (10 min brzinom od 4.500 rpm), (i7) paZljivo izvlaCenje supernatanta dekantiranjem (ako
se formira kruti talog) ili na drugi nacin pipetom, pri ¢emu treba izbjec¢i uklanjanje Cestica ili krutina, (iif)
dodavanje vodovodne vode(10 mL) te (iv) resuspenzija snaznim mijeSanjem. Nakon drugog koraka
pranja, uzorak treba jo$ jednom centrifugirati i supernatant se mora odbaciti. Nakon toga, uzorak se mora
cuvati na temperaturi od -20 °C i potom suSiti smrzavanjem u liofilizatoru pri -80 °C, 0,1 mbar tijekom



48 h (ili duze), sve dok se uzorak u cijelosti ne osusi. Nakon $to je uzorak osusen zamrzavanjem mogu
poceti postupci digestije, esterifikacije i ekstrakcije.

Kako je opisao Oechmen i sur. (2005b), za odredivanje PHB i PHV, 20 mg uzorka osusenog
zamrzavanjem moze se prebaciti u kivetu za digestiju i dodati u 2 mL zakiseljene otopine metanola koja
sadrzi 3-postotnu koncentraciju sumporne kiseline (H»SO,) i oko 100 mg L' natrijevog benzoata. Nakon
toga, uzorci se digestiraju i esterificiraju 2 h na 100 °C. Nakon digestije i esterifikacije, uzorci se hlade
do sobne temperature; dodaje se destilirana voda i Zustro se mijesa. Kako bi se postiglo fazno odvajanje,
treba osigurati vrijeme taloZenja od 1 h. Kloroformna faza moze se prebaciti u bocicu, osusiti s 0,5-1,0 g
granula natrijevog sulfata i odvojiti od krute faze. Istovremeno se mogu pripremiti standardne otopine pri
definiranim koncentracijama koriste¢i komercijalne kopolimere R-3-hidroksibutiri¢ne kiseline (3HB) i
kopolimer R-3-hidroksivaleri¢ne kiseline (3HV) (7:3). Nakon ekstrakcije i esterifikacije, 3 uL tekuce faze
moze se injektirati u kromatograf. Neke preporucene karakteristike i radni uvjeti kromatografa su: (i)
treba biti opremljen kolonom DB-5 (duzina 30 m x unutarnji promjer 0,25 mm X film 0,25 um), (if)
koristiti split injektiranje s omjerom od 1:15, (iif) koristiti helij (He) kao plin nositelj sa brzinom protoka
od 1,5 mL min!, (iv) treba biti opremljen plameno-ionizacijskim detektorom (FID) koji radi pri
temperaturi od 300 °C s otvorom za injektiranje pri 250 °C te (v) postepenom povecanju temperature
peénice pocevsi s 80 °C u trajanju od 1 min, pa povecati za 10 °C min™! do 120 °C, a onda dalje povecavati
temperaturu od 45 °C min™ do 270 °C, te je onda odrzavati na 270 °C u trajanju od 3 min. Kada se slijede
ove upute i uvjeti, maksimumi PHB i PHV ¢e se pojaviti nakon 2. i 3. min analize.

Alternativno, za odredivanje PHB i PHV, jedan drugi postupak koji slijede Smolders i sur. (1994a)
ukljucuje dodavanje 20 mg smrzavanjem osusene biomase u 1,5 mL dikloretana, 1,5 mL koncentriranog
HCI kao i 1-propanola 1:4 (u volumenu). 1 mg benzoidne kiseline u otopini 1-propanola dodaje se kao
interni standard. Uzorci se digestiraju i esterificiraju 2 h pri 100 °C, a najmanje svakih 30 min, uzorci se
snazno vrtlozno mijeSaju. Nakon hladenja, dodaju se 3 mL destilirane vode. SadrZaji se Zustro mijeSaju
na laboratorijskoj mjeSalici, nakon Cega se centrifugiraju nekoliko minuta kako bi se dobilo
zadovoljavajuce i1 dobro definirano fazno odvajanje. Oko 1 mL niZe (organske) faze se odlijeva i filtrira
kroz kolonu osu§enog bezvodnog natrijevog sulfata u bocice za uzorke. Kao preporuka, trebaju se provesti
3 standarda za svaku seriju od 15 uzoraka. Pri koriStenju ove metode, 1 uL niZe tekuce faze iz otopine
moze se injektirati u plinski kromatograf koji je opremljen i radi kako slijedi: (i) koristi se kolona HP
Innowax (duzina 30 m X unutarnji promjer 0,32 mm x film 0,25 pm), (i) split injektiranja s omjerom
1:10, (iii) koristenje He kao plina nositelja (pri brzini protoka od 6,3 mL min™), (iv) rad plameno-
ionizacijskog detektora (FID) pri 250 °C, uz temperaturu injektiranja od 200 °C, (v) poCetna temperatura
peéi od 80 °C drzi se 1 min, povecava se na 130 °C pri tempu od 25 °C min™', a potom na 210 °C po 15
°C min’!, da bi se na kraju odrzavala na 210 °C 12 min. Ovakvo duga¢ko zavr$no vrijeme se preporuca
kako bi se sasvim eluirali propilesteri koji nisu od interesa (npr. iz sastavnica stani¢ne stijenke). Na kraju,
ali ne manje vazno, PHA sadrZaj biomase se prijavljuje kao postotak koncentracija MLSS, koji se koristi
za izracun koncentracija PHA.

Ako uzorci aktivnog mulja sadrZe visoke koncentracije soli, umjesto vodovodne vode treba koristiti
slanu otopinu za pranje ¢iji je osmotski tlak slican onom originalnog uzorka. Time bi se izbjegla citoliza
stanica i ocuvali unutarstanicni spojevi (kao Sto su PHA 1 glikogen), ¢ime bi se izbjeglo njihovo otapanje
1 potencijalni gubitak kroz supernatant. Medutim, kad se koristi slana otopina za pranje, visoka
koncentracija ukupnih otopljenih krutina (TDS) u preostaloj tekucini (nakon centrifugiranja) moze se
taloziti 1 dovesti do prividnih odstupanja u koncentracijama MLSS originalnog uzorka, iz ¢ega ¢e se
odrediti sadrzaji PHA. Kako bi se to kompenziralo, bit ¢e potreban korekcijski faktor kako bi se u obzir

uzeo potencijalni u¢inak TDS na zavrS$ni uzorak krutina kad se odreduju koncentracije PHA.

Premda dva prethodna analiticka postupka mogu biti prilicno to¢na za odredivanje PHB i PHV, niti
jedan od njih ne moze se, bez dodatne modifikacije, zadovoljavajuce koristiti za odredivanje PHMV (od
posebne vaznosti kad je propionat prisutan kao izvor ugljika u kulturama EBPR). Zbog toga, kako bi se
unaprijedila ekstrakcija PH,MV, Oehmen i sur. (2005b) preporucuju primjenu istog postupka opisanog
za odredivanje PHB i PHV, ali koriStenjem otopine metanola koja sadrzi 10 % H>SO4 (umjesto 3 %
H,SO4) 1 produzivanjem faze digestije pri 100 °C na 20 h. Buduéi da komercijalni proizvod koji bi se
koristio kao izravni standard za odredivanje PH:MV nije dostupan, Ochmen i sur. (2005b) su preporucili
koristenje 2-hidroksikapronske kiseline za koju se pretpostavlja da ima relativnu reakciju slicnu onoj
PH,MV (na temelju Cinjenice da su te dvije molekule izomeri). Ovaj se postupak pokazao korisnim za
istovremeno odredivanje PHV i PH:MV, ali ne za PHB. Slijedom toga, ako treba odrediti tri polimera



(PHB, PHV i PHMV), moraju se provesti dva razli¢ita postupka odredivanja. Daljnji detalji o tehnikama
analitickog odredivanja PHA mogu se pronaci u originalnim izvorima (Baetens i sur., 2002; Oehmen i
sur., 2005b). S gledista mikroskopske vizualizacije, za kvalitativnu vizualizaciju PHA moZe se koristiti
nilsko plavilo A, a za poli-P Neisserova boja (Mino i sur., 1998; Mesquita i sur., 2013).

e (likogen

Kulture EBPR koriste glikogen kao izvor energije i reducenspri pohranjivanju PHA. Glikogen (CsH100s)
je razgranat polisaharid glukoze (C¢H120¢) slican skrobu i celulozi, ali s razli¢itom glikozidnom vezom i
geometrijom izmedu molekula (Dircks i sur., 2001; Wentzel i sur., 2008). Njegova relativna prisutnost i
unutarstani¢no pohranjivanje od strane kultura EBPR ovisi o sastavu VFA (Ac ili Pr), omjeru P/C u
influentu te dominantnim organizmima (ili PAO ili GAO) (Schuler i Jenkins, 2003; Oehmen i sur., 2007).
U obogacenim laboratorijskim PAO kulturama kultiviranima s Ac kao izvorom ugljika (gdje PAO c¢ine
viSe od 90 % ukupne biomase), pri omjeru P/C u influentu nizem od 0,04 mol mol”!, frakcije glikogena
mogu dosegnuti do 20 % ukupne koncentracije MLVSS, dok pri omjerima P/C u influentu viSima od
0,04, frakcije glikogena su obicno manje od 15 % (Smolders i sur., 1995; Schuler i Jenkins, 2003; Welles
1 sur., 2016). Sli¢no tome, laboratorijski obogacene kulture PAO kultivirane s Pr kao izvorom ugljika
pohranjuju manje unutarstanicnog glikogena koji ¢esto ne doseze viSe od 15 % MLVSS buduci da
anaerobni metabolizam PAO na Pr zahtijeva manju hidrolizu glikogena za anaerobno otpustanje P i
unutarstani¢no pohranjivanje PHA (Oehmen i sur., 2005c). Nasuprot tome, kulture GAO obogacene u
laboratoriju koje koriste Ac ili Pr kao izvor ugljika mogu imati frakcije glikogena sa ¢ak 30 % MLVSS
neovisno o izvoru ugljika (Filipe i sur., 2001b; Zeng et al., 2003a; Oehmen i sur., 2005a,c; Dai i sur.,
2007; Lopez-Vazquez i sur., 2009a). Sli¢no odredivanju PHA, odredivanje sadrzaja unutarstani¢nog
glikogena moZe biti lakSe procijenjeno u laboratorijskim sustavima (gdje kulture EBPR mogu ¢initi viSe
od 90 % ukupne mikrobne populacije), ali nece biti tako jednostavno u gradskim uredajima budu¢i da
PAO (i GAO) jedva da cine vise od 15 % ukupne populacije mikroorganizama (Lopez-Vazquez i sur.,
2008a). Slijedom toga, frakcije glikogena prisutne u gradskim EBPR uredajima teSko mogu dosegnuti
viSe od 5 % ukupnih koncentracija MLVSS, zbog Cega je njegovo odredivanje teze i izazovnije u
usporedbi s laboratorijskim sustavima. Ipak, to i dalje moze biti izvedivo, ali zahtijeva analiti¢ko
odredivanje velike preciznosti (Lanham i sur., 2014). Glikogen je razgranat polisaharid te ga treba
hidrolizirati i ekstrahirati prije odredivanja. Za analiti¢ko odredivanje glikogena predloZene su razlicite
metode, u rasponu od testova enzimatske hidrolize (Parrou i Francois, 1997) do biokemijskih metoda
(Brdjanovic i sur., 1997) i kroz njegovo neizravno odredivanje pomocu tekuc¢inske kromatografije visoke
ucinkovitosti (HPLC) kao glukozu nakon kiselinske hidrolize i ekstrakcije (Smolders i sur., 1994a;
Lanham i sur., 2012). Nazalost, jo$ uvijek nije dostupna izravna metoda. Iz prakti¢nih razloga i nakon
nekoliko poboljSanja tijekom godina, metoda HPLC nakon kiselinske hidrolize i ekstrakcije je jedan od
najceSce koriStenih postupaka. Metoda HPLC, nakon kiselinske hidrolize i ekstrakcije za odredivanje
glikogena se sastoji od digestije uzorka aktivnog mulja razrijedenog sa 6 M HCI, §to dovodi do konacne
koncentracije HCI od 0,6 M HCI te digestiranog 5 h na 100 °C. Nakon digestije, uzorak se ostavlja u
mirovanju da se ohladi do sobne temperature, a supernatant se filtrira kroz filtar s otvorom pora veli¢ine
0,2 ili 0,45 pm. Filtrirani supernatant se ulijeva u bo¢icu i glikogen se moze kvantificirati pomoc¢u HPLC
kao glukoza (Smolders i sur., 1994a). Ovo potonje je stoga Sto glikogen (CsH10Os) dijeli isti sadrzaj
ugljika kao glukoza (C¢H120¢) (na temelju mola ugljika). Medutim, odredivanje glikogena kao sadrzaja
glukoze ekstrahiranog iz biomase nije u cijelosti tocno buduci da ¢e biomasa (stanice) koja ne sadrzi
glikogen, ali sadrZi glukozu takoder biti dio ekstrahiranog materijala, a isto ¢e raditi i glikogen ostalih
populacija, bez EBPR (npr. GAO), koje sadrze glikogen. Nedavno su Lanham i sur. (2012) unaprijedili
tehniku ekstrakcije glikogena. Mogu se koristiti zamrzavanjem osuSeni uzorci pripremljeni poput onih za
odredivanje PHA: aktivni mulj se moZe prikupiti in situ, dodati u kivetu za centrifugiranje od 15 mL koja
sadrZi 4-5 kapljica formaldehida (37 % koncentracija), pohraniti na 0-4 °C oko 2 h, oprati vodovodnom
vodom i osusiti zamrzavanjem. Oni preporucuju omjer od 1 mg zamrzavanjem osuSenog muljana 1 mL
0,9 M otopine HCl radi poboljSanja kiselinske hidrolize i ekstrakcije za daljnje odredivanje glikogena kao
glukoze. Potom, ovisno o agregatnom stanju mulja, uzroci mulja se mogu digestirati 2 h u slu¢aju mulja
u obliku flokula, 5 h u slu¢aju granularnog mulja i 3 h ako agregatno stanje nije poznato ili ako varira.
Kasnije, 5 mg zamrzavanjem osuSenog uzorka moze se dodati u 5 mL 0,9 M otopine HCI, digestirati 5 h
na 100 °C, supernatant se filtrira kroz filtare veli¢ine pora 0,2 pm i glikogen se mjeri kao glukoza pomocu
HPLC. Ako se koristi potonji postupak, tada 5 mg zamrzavanjem osuSenog uzorka treba pazljivo i to¢no
izvagati, a rezultati ¢e se prijaviti kao postotak MLSS. Ranija tehnika odredivanja pomoc¢u HPLC se
pokazala dovoljno to¢nom i pouzdanom u laboratorijski oboga¢enim kulturama gdje su populacije EBPR
dominantne. Medutim, kako je ve¢ ranije reeno, njihovo odredivanje u uzorcima mulja iz gradskih



uredaja ne mora biti dovoljno to¢no. Provizorno, moze se koristiti metoda bojenja perjodatnom kiselinom
po Schiffu za dobivanje grube mikroskopske kvalitativne procjene glikogena i ostalih granula
ugljikohidrata prisutnih u stanicama (Mesquita i sur., 2013).

2.2.6 Parametri od interesa

Kako bi se odredile i ocijenile metabolicke aktivnosti PAO, razliCiti stehiometrijski omjeri i kineticke
brzine za anaerobnu, anoksi¢nu i aerobnu fazu mogu se procijeniti na temelju podataka prikupljenih iz
provodenja Sarznih testova aktivnosti. U tablici 2.1 opisani su ocekivani parametri od interesa.

2.3 Sarzni testovi aktivnosti EBPR: priprema

U ovom se odjeljku opisuju ne samo razli€iti koraci ve¢ i karakteristike opreme i materijali potrebni za
provodenje Sarznih testova aktivnosti.

2.3.10prema

1. (Zrakonepropustan) Sarzni bioreaktor ili fermentoropremeljen sustavom za mijesanje i odgovaraju¢im

otvorima za uzorkovanje (kako je opisano u dijelu 2.2.1).

Dobava plina dusika (preporuceno).

Dobava kisika (izvori komprimiranog zraka ili ¢istog kisika).

pH elektroda (ako nije ukljucena/ugradena u strukturu sarznog bioreaktora).

Dvosmjerni kontrolor pH uz dodavanje HCI i NaOH (alternativno jednosmjerna kontrola — opcenito

za dodavanje HCI — ili se moze koristiti ru¢na kontrola pH kroz ru¢no dodavanje HC1 i NaOH).

Termometar (preporuceni radni raspon temperature od 0 do 40 °C).

Sustav za kontrolu temperature (ako nije ukljucen u strukturu Sarznog bioreaktora).

Mjera¢ DO s elektrodom (ako nije ukljucen/ugraden u strukturu Sarznog bioreaktora).

Automatski dvosmjerni kontrolor otopljenog kisika kroz dobavu plina dusika i kisika (ako nije

ukljucen u strukturu Sarznog bioreaktora i ako se testovi moraju provesti pri definiranoj koncentraciji

otopljenog kisika).

10. Potvrditi da su sve elektrode i mjeraci (pH, temperatura i DO) kalibrirani manje od 24 h prije
izvodenja Sarznih testova aktivnosti u skladu sa smjernicama i preporukama proizvodaca i/ili
dobavljaca.

11. Centrifuga s kapacitetom radnog volumena od najmanje 250 mL za izvodenje postupka pranja mulja

W AW

o X =

(ako je potrebno).
12. Zaporni sat.

Tablica 2.1 Stehiometrijski i kineticki parametri od interesa za uzorke aktivnog mulja koji provode EBPR.

Parametar Simbol Tipicna jedinica na temeljumola  Tipicna jedinica na temelju mgili g
ANAEROBNI PARAMETRI

Stehiometrijski

Omjer anaerobnog otpustanja ortofosfata i apsorpdije VFA Yvea_pospn P-mol C-mol! mg P mg VFA!

Omjer anaerobnog koristenja glikogena i apsorpcije VFA Yeiyveaan C-mol C-mol” mg Cmg VFA!

Omjer anaerobne proizvodnje PHA i apsorpcije VFA Yvea_phan C-mol C-mol” mg Cmg VFA!

Omjer anaerobnog nastajanja PHB i apsorpcije VFA Yvea_pis,n C-mol C-mol” mg Cmg VFA!

Omjer anaerobnog nastajanja PHV i apsorpcije VFA Yvea_phy,an C-mol C-mol” mg Cmg VFA!

Omjer anaerobnog nastajanja PHMV i apsorpcije VFA Yuea_ptomvan  C-mol C-mol”! mg Cmg VFA!

Omjer anaerobnog nastajanja PHV i formiranja PHB YenvpHe,n C-mol C-mol” mgCmg (!

Kineticki

Maksimalna specifi¢na brzina anaerobne apsorpcije VFA QuEs An C-mol C-mol " h"! mg VFA mg aktivne biomase™ h!
Maksimalna specifi¢na brzina anaerobnog otpustanja P04 Qpp_p04,An P-mol C-mol " h"! mg P mg aktivne biomase™ h?!
Maksimalna specifi¢na brzina anaerobne proizvodnje PHA QVEA_PHAAn C-mol C-mol " h"! mg PHA mg aktivne biomase™ h'
Brzina anaerobnog endogenog otpustanje PO, Mep_pos pn P-mol C-mol ™ h! mg P mg aktivne biomase'h'
Koeficijent anaerobnog odrZavanja ATP MATP An mol ATP C-mol" h! mg ATP mg aktivne biomase™ h”!

Brzina naknadnog anaerobnog otpustanja POs

MPpp_Po4,Sec.An

P-mol C-mol " h”!

mg P mg aktivne biomase™ h



ANOKSICNI PARAMETRI
Stehiometrijski

Omjer anoksicne razgradnje PHA i potro$nje NOx Yiox_pHaAx C-mol N-mol! mg Cmg NOx

Omjer anoksi¢nog nastajanja glikogena i potroSnje NOx Ynox _aly ax C-mol N-mol! mg Cmg NOx

Omjer anoksi¢nog nastajanja poli-P i potro3nje NOx Ynvox_peax P-mol N-mol! mg P mg N0

Omjer anoksicnog rasta biomase i potrosnje NOx Ynox,Bio,ax C-mol N-mol” mg Cmg NO,!

Omjer anoksi¢nog nastajanja glikogena i potroSnje PHA Yeua_clyAx C-mol C-mol mgCmg(’

Omjer anoksi¢nog nastajanja poli-P i potroSnje PHA Yeua_ppax P-mol C-mol mgPmg ("

Omjer anoksi¢nog rasta biomase i potro3nje PHA YeHa_sio,x C-mol C-mol” mgCmg(

Kineticki

Maksimalna specifi¢na brzina anoksicne razgradnje PHA QonaAx C-mol CG-mol " h"! mg PHA mg aktivne biomase™ h”!
Maksimalna specifi¢na brzina anoksi¢nog nastajanja glikogena QpHA_Gly,Ax C-mol CG-mol " h"! mg Gly mg aktivne biomase ™ h!
Maksimalna specifi¢na brzina anoksi¢nog nastajanja poli-P Qroa_ppx P-mol C-mol™ h! mg PP mg aktivne biomase™ h
Maksimalna specifi¢na brzina anoksi¢nog rasta biomase Qio, Ax C-mol C-mol™h"! mg aktivne biomase mg aktivne biomase™ h!
Koeficijent anoksi¢nog odrZavanja ATP MATP Ax mol ATP C-mol " h”! mg ATP mg aktivne biomase™ h"!
Brzina anoksine endogene respiracije Miox N-mol C-mol " h”! mg NOx mg aktivne biomase™ h”!
AEROBNI PARAMETRI

Stehiometrijski

Omjer aerobne razgradnje PHA i potrosnje 0, Yena C-mol mol 0, mg Cmg 0,

Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potrosnje 0, Yy C-mol mol 0, mg Cmg 0,

Omjer aerobnog nastajanja poli-P i potrosnje 0, Yee P-mol mol 0, mg P mg0,"

Omjer aerobnog rasta biomase PAQ i potrosnje 0, Yeao C-mol mol 0, mg Cmg 0,

Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potronje PHA Yena_oly,0x C-mol C-mol” mgCmg (!

Omjer aerobnog nastajanja poli-P i potro3nje PHA Yeua_ppox P-mol C-mol" mgPmg ("

Omjer aerobnog rasta biomase i potrosnje PHA Yona_Bio,ox C-mol C-mol” mg(mg (!

Kineticki

Maksimalna specificna brzina aerobne razgradnje PHA Qona0x C-mol C-mol™h"! mg PHA mg aktivne biomase™ h'
Maksimalna specifi¢na brzina aerobnog nastajanja glikogena QpHA_Gly,0x C-mol C-mol™h"! mg Gly mg aktivne biomase™ h"!
Maksimalna specifi¢na brzina aerobnog nastajanja poli-P Qroa_pp0x P-mol C-mol h! mg PP mg aktivne biomase™ h
Maksimalna specificna brzina aerobnog rasta biomase Qio, 0 C-mol CG-mol " h"! mg aktivne biomase mg aktivne biomase™ h”!
Koeficijent aerobnog odrzavanja ATP MATP.ox mol ATP C-mol h"! mg ATP mg aktivne biomase™ h”!
Brzina aerobne endogene respiracije kulture Mo mol 0, C-mol ™ h! mg 0, mg aktivne biomase™ h"!

2.3.2 Materijali

1.

Dvije menzure od 1 ili 2 L (ovisno o koristenim koli¢inama mulja) za cuvanje aktivnog mulja i pranje
mulja ako je potrebno.
Najmanje 2 plasticne Strcaljke (po mogucnosti od 20 mL ili najmanje 10 mL) za prikupljanje i

. Najmanje 3 plasticne S$trcaljke (po moguénosti od 20 mL) za prikupljanje krutina, Cestica ili

Filtri s porama veli¢ine 0,45 pm. Po moguénosti ne od celuloznog acetata, zato §to mogu otpustiti
tragove celuloze ili acetata u prikupljene uzorke vode. Najbolje pripremiti najmanje dvostruko vise

Prozirne plasti¢ne CaSice od 10 ili 20 mL za prikupljanje uzoraka za odredivanje topivih spojeva (npr.

Prozirne plasti¢ne casice od 10 ili 20 mL za prikupljanje uzoraka za odredivanje koncentracije
aktivnog mulja i organskih suspendiranih krutina (MLSS odnosno MLVSS). Razmotriti prikupljanje

Plasti¢ne kivete od 15 mL za centrifugiranje za odredivanje PHA i/ili glikogena.
Plasti¢na kutija ili kutija za suhi led napunjena ledom s potrebnom zapreminom za privremenu
pohranu (u trajanju do 1-2 h nakon zavrSetka $arznog testa aktivnosti) plasti¢nih ¢aSica i plasti¢nih

2.
odredivanje topivih spojeva (nakon filtracije).
3
unutarstani¢nih spojeva (bez filtracije).
4.
filtera od broja uzoraka koje treba filtrirati za odredivanje topivih spojeva.
5.
topivi COD, acetat, propionat, ortofosfat, nitrat, nitrit).
6.
trostrukog broja uzoraka zbog varijabilnosti analiticke tehnike.
7.
8.
kiveta za centrifugiranje nakon prikupljanja uzoraka.
9. Plasti¢ne rukavice i zastitne naocale.

10. Pasteurove ili plasti¢ne pipete za dodavanje HCI i/ili NaOH (kad se kontrola pH provodi ru¢no).



11. Metalne laboratorijske Stipaljke za zatvaranje gumenih cijevi koriStene kao otvor za uzorkovanje kad

se uzorci ne uzimaju iz bioreaktora.

2.3.3 Priprema medija

Prava otpadna voda

Ako ¢e se za SarZni test aktivnosti koristiti prava otpadna voda, uzorak se mora uzeti na ulazu
odgovarajuceg uredaja za obradu otpadne vode, a SarZni test aktivnosti treba provesti §to je prije
moguce nakon uzimanja uzorka. Ovisno o prirodi testa, istrazivac treba odluciti hoce li uzeti uzorak
sirove otpadne vode ili istalozene otpadne vode (ako se u uredaju koristi prethodno taloZenje). Ako
se zbog lokacije, problema u transportu ili ostalih logistickih pitanja testovi ne mogu provesti u manje
od 1 ili 2 h neposredno nakon uzimanja uzorka, tada uzorak otpadne vode treba cuvati na hladnom
dok se test ne provede (npr. stavljanjem posude ili spremnika u hladnjak na temperaturu od 4 °C).
Ipak, prije izvodenja testa, temperaturu otpadne vode treba prilagoditi ciljanoj temperaturi na kojoj ¢e
se izvoditi Sarzni test aktivnosti (po moguénosti dosegnutoj u manje od 1 h). U tu se svrhu moze
koristiti vodena kupelj ili prostorija s kontroliranom temperaturom, kako je opisano u odjeljku 2.2.1.

Medij ili supstrat sintentickog influenta

Ako se testovi mogu ili ih se zeli provesti sa sintetickom otpadnom vodom, ovisno o vrsti testova

(anaerobni, anoksicni ili aerobni), medij sintetiCkog influenta moze sadrzavati mjesavinu izvora

ugljika i ortofosfata plus potrebne (makro- i mikro-) nutrijente. Opcenito, moze ih se pomijesati sve

zajedno u istom mediju (za anaerobne-(anoksi¢ne)-aerobne testove); podijeliti u dvije otopine (i) izvor

C i (ii) izvor P (plus otopina nutrijenata); ili pripremiti odvojeno ako ih treba dodati u razli¢itim

fazama ili trenucima. Uobicajeni sastavi i koncentracije su:

a. Otopina izvora ugljika: Obi¢no se sastoji od izvora RBCOD, po moguénosti hlapivih masnih
kiselina, kao Sto su acetat ili propionat, ovisno o prirodi i cilju testa i odgovarajuéim istrazivackim
pitanjima. Ponekad se koriste slozeniji supstrati koji sadrze mjesavinu RBCOD i bioloski sporo
razgradivi COD (SBCOD); medutim, oni se ne koriste u testovima opisanima u ovom izvjescu,
zbog Cega se izostavljaju. Za anaerobne Sarzne testove aktivnosti, koncentraciju COD u ulaznoj
vodi treba postaviti na razinu koja osigurava da ¢e se unutar anaerobne faze potrositi sav COD.
Za Sarzne testove aktivnosti koji se provode s aktivnim muljem uzetim iz gradskih uredaja, obi¢no
se preporucuju koncentracije COD koje nisu vise od 100 mg L™!. Za laboratorijske uzorke aktivnog
mulja, koncentracije COD mogu biti jednako visoke kao i koncentracija ulaznog COD u
laboratorijskom sustavu (a ponekad ¢ak 2 do 3 puta vise) sve dok je RBCOD u cijelosti uklonjen
u anaerobnoj fazi i nije toksican ili inhibitoran za PAO.

b. Otopina izvora ortofosfata: Koncentracije ortofosfata mogu se prilagoditi prema Zelji ovisno o
svrsi eksperimenta. Za eksperimente sa samo anaerobnim S$arZnim testom, koncentracije
ortofosfata mogu iznositi svega 2-3 mg PO,-P L' ili ¢ak mogu biti iskljudene, dok se koncentracije
od ¢ak 75 mg PO4-P L'! za uzorke iz gradskih uredaja ili vise od 120 mg PO4-P L™! za laboratorijski
obogacene kulture (Wentzel i sur., 1987) mogu dodati da se ocijeni maksimalni kapacitet mulja
za apsorpciju P u anoksi¢nim ili aerobnim uvjetima (kad anaerobna faza prethodi anoksi¢nom ili
aerobnom testu).

c. Otopina nutrijenata: Sadrzi sve potrebne makro- (amonij, magnezij, sulfat, kalcij, kalij) i mikro-
nutrijente (Zeljezo, bor, bakar, mangan, molibden, cink, jod, kobalt) kako bi se osiguralo da stanice
nisu ogranicene njihovim izostankom i izbjeglo dobivanje krivih rezultata te, u ekstremnim
slu¢ajevima, neuspjeh testa. Stoga, unato¢ ¢injenici da njihove koncentracije mogu djelovati vrlo
niske, nuzno je osigurati da se u otopinu dodaju sve sastavnice u potrebnim koli¢inama.
Preporucen je sljedeci sastav (koli¢ine po litri otopine nutrijenata) (na temelju Smolders i sur.,
1994a): 107 mg NH4Cl, 90 mg MgSO47H,0, 14 mg CaCl,:2H,0, 36 mg KCl, 1 mg ekstrakta
kvasca i 0,3 mL otopine elementa u tragovima (koja po litri ukljucuje 10 g EDTA, 1,5 g
FeCls-6H,0, 0,15 g H3BOs, 0,03 g CuSO45H,0, 0,12 g MnCl,'4H,0, 0,06 g Na,MoO42H-0,
0,12 g ZnSO47H,0, 0,18 g KI i 0,15 g CoCl-6H,0). Slicne otopine nutrijenata mogu se koristiti
tako dugo dok sadrZe sve prethodno navedene potrebne nutrijente.

Otopina nitrata ili nitrita

Kada Sarzni testovi ukljucuju anoksi¢nu fazu, mogu se koristiti otopine nitrata ili nitrita (prema
potrebi) za stvaranje anoksi¢nih uvjeta u SarZnim testovima aktivnosti (odjeljak 2.2.4). U tu se svrhu
mogu koristiti nitratne i nitritne soli (npr. KNOj3; odnosno NaNQO,). Ipak, njihovo dodavanje se mora



pazljivo nadzirati kako bi se osigurala njihova prisutnost i dostupnost bez stvaranja inhibitornog ili
cak toksi¢nog ucinka na biomasu. Stoga se preporucuje da se njihove koncentracije drze ispod 20 mg
NOs-N L1 10 mg NO»-N L (pri pH 7,0).

Medij za pranje

Ako se uzorak mulja mora 'oprati' kako bi se uklonio neZeljeni spoj (koji ¢ak moZe biti inhibitoran ili
toksican), potrebno je pripremiti otopinu nutrijenata za pranje mulja koja po litri sadrzi (Smolders i
sur., 1994a): 107 mg NH4Cl, 90 mg MgSO,-7H,0, 14 mg CaCl,-2H,0, 36 mg KCI, 1 mg ekstrakta
kvasca i 0,3 mL otopine elementa u tragovima (koja po litri ukljucuje 10 g EDTA, 1,5 g FeCl;3-6H,0,
0,15 g H;BO3, 0,03 g CuSO4-5H,0, 0,12 g MnCl,-4H,0, 0,06 g Na;M00O4-2H0, 0,12 g ZnSO,4-7H,0,
0,18 gKIi0,15 g CoCl-6H:0). Proces pranja se moZe ponoviti dva ili tri puta. Nakon toga, mogu se
poduzeti sljede¢i koraci pripreme Sarznih testova aktivnosti. U posebnim sluc¢ajevima kad se koristi
mulj iz gradskih uredaja, za pranje se moZe koristiti efluent iz uredaja (pod uvjetom da njegov
kemijski sastav to dopusta).

Otopina formaldehida
Za pripremu i Cuvanje uzoraka za analitiCko odredivanje PHA i glikogena, potrebna je komercijalna
otopina formaldehida (37-postotna koncentracija).

Otopina ATU (Alil-N-tiourea)

Kako bi se sprijecila nitrifikacija, moZe se pripremiti otopina ATU kako bi se dosegnula pocetna
koncentracija od oko 20 mg L' (nakon dodavanja mulju). Otopinu ATU treba dodati prije izlaganja
mulja aerobnim uvjetima (uklju€ujuci pripremu ili aklimatizaciju uzorka mulja).

Kisele i bazne otopine

To trebaju biti otopine 0.2 M HCl volumena 100-250 mL i 0.2 M NaOH volumena 100-250 mL za
automatsku ili ru¢nu kontrolu pH te otopine 1 M HCI, 10-50 mL i 1 M NaOH, 10-50 mL za pocetnu
korekciju pH, ako se Zeljeni radni pH jako razlikuje od pKa vrijednosti puferskog agensa.

Radne i koncentrirane otopine potrebne za odredivanje analitickih parametara od interesa takoder
moraju biti pripremljene u skladu sa Standardnim metodama (APHA i sur., 2012) i odgovaraju¢im
protokolima.

Preporuca se da se uzme uzorak medija prije izvodenja eksperimenta kako bi se potvrdila/provjerila
pocetna (Zeljena) koncentracija paramet(a)ra od interesa (npr. COD, ortofosfat itd.).

2.3.4 Priprema materijala

Broj uzoraka (i njihovu koli¢inu) koje treba prikupiti treba definirati u skladu s vrstom analize,
koli¢inama potrebnima za analiti¢ko odredivanje i brojem ponavljanja otopljenih parametara od
interesa:

a. Npr. treba uzeti uzorak od 3 mL ako je to minimalna koli¢ina potrebna za odredivanje
koncentracije acetata u tom uzorku s dva ponavljanja.

b. Kad ¢e se odredivati dva ili vi§e parametra pomocu istog uzetog uzorka, tada potrebne koli¢ine
treba zbrojiti: npr. ako su za odredivanje Ac potrebne 3 mL, za amonijak 5 mL a za ortofosfat 6
mlL, tada treba uzeti uzorak od najmanje 14 mL.

U dobro izmijeSanom sustavu, tekuéi uzorci se uzimaju samo jednom (premda se analiza moze

ponoviti) zato Sto samo uzorkovanje obi¢no ne djeluje na kvalitetu uzorka (osim ako uzorci nisu

omaskom filtrirani).

Isto tako, broj uzoraka (i njihovu koli¢inu) koje treba prikupiti treba definirati u skladu s vrstom

analize, koli¢inama ili masama potrebnima za analiticko odredivanje pojedinih parametara od interesa

i brojem ponavljanja po analizi (npr. po 3 uzorka od 10 mL za odredivanje MLSS/MLVSS u tri

ponavljanja, 20 mg TSS po svakoj analizi PHA i 5 mg TSS za svaku analizu glikogena). U slucaju

uzoraka fokusiranih na koncentracije krutina, postoji odstupanje u koncentracijama krutina od uzorka
do uzorka zbog prirode postupaka uzorkovanja. Stoga uzorkovanje i analizu po moguénosti treba
provesti s tri ponavljanja.

Ucestalost uzimanja uzoraka:

a. Ako treba odrediti maksimalne specifi¢ne (pocetne) brzine (npr. maksimalna specificna brzina
apsorpcije acetata ili maksimalna brzina apsorpcije ortofosfata), tada treba uzeti ve¢i broj uzoraka
na pocetku odgovarajuce faze (anaerobna, anoksicna ili aerobna). Konkretno, uzorke moze biti



potrebno uzimati svakih 5 min tijekom prvih 30-40 min trajanja SarZnog testa aktivnosti.
Razdoblje od 5 min je minimalno prakti¢no razdoblje potrebno za uzimanje i postupanje s jednim
uzorkom (skupom uzoraka).

b. Ako treba procijeniti jedino stehiometrijske parametre, a ne kineticke (npr. omjer anaerobnog
otpustanja P i apsorpcije Ac ili omjer anaerobnog formiranja PHB i apsorpcije Ac), tada se uzorci
mogu uzeti samo na pocetku i na kraju svake faze kako bi se odredile ukupne konverzije od
interesa.

Kako bi se povecala pouzdanost podataka i znalo pocetno stanje mulja, preporuca se da se uzme serija

uzoraka mulja prije nego $to se doda bilo kakav medij. Narocito za PHA i glikogen, koji zahtijevaju

duZe vrijeme uzorkovanja, zbog brze konverzije biomase slicno analizi MLSS 1 MLVSS, uzorci se
¢esto uzimaju triput zajedno s uzorcima MLSS i MLVSS.

PaZljivo definirati maksimalni i minimalni radni volumen bioreaktora:

a. Procjenom minimalnog kona¢nog volumena na kraju testa (nakon prikupljanja svih uzoraka)
izbjec¢i ¢e se problemi s uzorkovanjem (npr. kad je visina kona¢nog volumena niZa od visine
otvora/cijevi za uzorkovanje) i kontrolom radnih uvjeta (npr. do¢i ¢e do nekontroliranog
dodavanja kiseline i luzine ako vrh pH elektrode nije uronjen, Sto ¢e dovesti do pH Soka, bez
uocavanja problema u o€itanju mjeraca pH). Time se takoder moze sprijeciti neodgovarajuca ili
nedovoljna aeracija i mijesanje (ekstremno mali volumeni mogu dovesti do snaznog prodora
kisika, mrtvih koli¢ina i gubitaka biomase ako zapljusne stijenke bioreaktora).

b. Kako bi se procijenio minimalni pocetni volumen na pocetku testa na temelju minimalnog
konac¢nog volumena i volumen potreban za uzorkovanje (vodeéi racuna o pocetnom volumenu
aktivnog mulja i dodavanju medija i ostalih otopina) i kako bi se potvrdilo da taj volumen ne
premasSuje maksimalni radni volumen bioreaktora, §to ¢e omoguditi da se izbjegnu izlijevanja i
plavljenje. Takoder, treba razmotriti potencijalno povecanje volumena zbog upuhivanja plina
(npr. dusik ili komprimirani zrak) kako bi se definirao maksimalni radni volumen.

Nakon §to se definira broj i u€estalost uzimanja uzoraka, oznacite sve plasticne ¢aSice. Po moguénosti,

definirajte nomenklaturu i/ili kraticu koja ¢e vam omoguciti da lako identificirate i prepoznate Sarzni

test, vrijeme uzorkovanja i parametar (parametre) od interesa koji (koje) treba odrediti pomocu tog
uzorka. Oznacavanje i plasti¢nih caSica i poklopca pomoc¢i ¢e u laksem identificiranju uzorka.

Kod izvodenja i pracenja uzorkovanja i izvodenja Sarznog testa moze biti prilicno koristan

jednostavan radni list izraden u obliku tablice na ra¢unalu. Uz to, moZze se koristiti i za vodenje baze

podataka o razli¢itim provedenim Sarznim testovima. Tablica 2.10 sadrzi primjer takve tablice.

Organizirajte sav potreban materijal u relativno uskom krugu rada oko bioreaktora za provodenje

Sarznog testa kako bi se izbjeglo kasnjenje u postupanju i pripremi uzoraka. U protivnom, bit ¢e tesko

postovati pocetnu petominutnu uéestalost uzorkovanja.

Ako treba uzeti uzorke za odredivanje PHA i glikogena, pazljivo dodajte 4-5 kapljica 37-postotne

otopine formaldehida pomocu plasticne Pasteurove pipete. Otopinu formaldehida dodajte unutar

digestora ili barem unutar prostora s dobrom ventilacijom. Nakon dodavanja, odmah zatvorite cijevi

i drzite ih zatvorenima dok se ne dodaju uzorci. Uvijek nosite plasticne rukavice i postupajte s

kori$tenim materijalima kontaminiranima formaldehidom kao s kemijskim otpadom u skladu s vasim

lokalnim laboratorijskim propisima.

Kalibrirajte sve mjerace (pH, DO i termometar) najmanje 24 h prije izvodenja testova i Cuvajte

elektrodu/senzore u odgovaraju¢im otopinama do izvodenja testova, slijede¢i pritom posebne

preporuke odgovarajuceg proizvodaca ili dobavljaca i potvrdite da su ocCitanja pouzdana.

Treba imati na umu da svaki uzeti uzorak zahtijeva trenutnu paznju, postupanje i odgovarajucu

pohranu prije uzimanja iduc¢eg uzorka (Tablica 2.2).

Tablica 2.2 Prijedlozi za pohranu i ¢uvanje uzoraka u funkciji analitickog odredivanja parametra od interesa.

Parametar od interesa Materijal posude za Metoda cuvanja Maksimalno preporuceno vrijeme izmedu
povezan s EBPR-om uzorak uzorkovanja, postupak ¢uvanja i analiza
Ukupni BOD Plastika ili staklo Ohladiti na 1-5 °C; 24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
ili zamrznuti na -20 °Ci uvati na tamnom mijestu. do 1 mjesec za zamrznute uzorke.
Topivi/otopljeni BOD Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
velicine pora 0,45 um i ohladiti na 1-5 °C; do 1 mjesec za zamrznute uzorke.

ili zamrznuti na -20 °Ci ¢uvati na tamnom mjestu.




Ukupni COD

Plastika ili staklo

Ohladiti na 1-5 °C;
ili dodati koncentrirani H,50, kako bi se pH smanjio na
1-2, zamrznuti na -20 °Ci Cuvati na tamnom mjestu .

24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
do 6 mjeseci za zakiseljene uzorke koji su zamrznuti
i Cuvaju se na tamnom mjestu.

Topivi/otopljeni COD

Plastika ili staklo

Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir
velicine pora 0,45 um, ohladiti na 1-5 °C.

24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
do 6 mjeseci za zakiseljenje uzorke koji su
zamrznuti i ¢uvaju se na tamnom mjestu.

VFA Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
velicine pora 0,45 pm, ohladiti na 1-5 °C; do 6 mjeseci za zakiseljene uzorke koji su zamrznuti
ili dodati koncentrirani H;504 kako bi se pH smanjiona i cuvaju se na tamnom mijestu.
1-2, zamrznuti na -20 °Ci ¢uvati na tamnom mjestu.
Ukupni P Plastika ili staklo Dodati koncentrirani H,504 kako bi se pH smanjio na 6 mjeseci.
oprano kiselinom (0,1 1-2i zamrznuti na-20°C.
MHC)
P04 Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24h,
oprano kiselinom (0,1 veli¢ine pora 0,45 um i ohladiti na 1-5 °C.
MHC)
NH4 Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
velicine pora 0,45 um, ohladiti na 1-5°C; do 21 dan za zakiseljene uzorke koji su zamrznuti i
ili dodati koncentrirani H,504 kako bi se pH smanjiona  ¢uvaju se na tamnom mjestu.
1-2, zamrznuti na -20 °Ci ¢uvati na tamnom mijestu.
NO, Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24h.
velicine pora 0,45 um, ohladiti na 1-5 °C.
NOs Plastika ili staklo Filtrirati odmah nakon prikupljanja kroz filtar papir 24 h za uzorke pohranjene na 1-5 °C;
velicine pora 0,45 um, ohladiti na 1-5 °C; 7 dana za acidifirane uzorke koji su zamrznuti i
ili dodati koncentrirani H,504 kako bi se pH smanjiona  ¢uvaju se na tamnom mjestu.
1-2, zamrznuti na -20 °Ci cuvati na tamnom mijestu.
PHAs Plastika Nakon odgovarajuceg postupka uzorkovanja i Do 6 mjeseci.
pripreme (vidi odjeljak 2.2.5) ¢uvati na-20 °Cili -80
°C; i zamrzavanjem osuseni uzorci mogu se Cuvati na -
201ili-80 °C.
Glikogen Plastika ili staklo Nakon odgovarajuceg postupka uzorkovanja i Do 6 mjeseci.
pripreme (vidi odjeljak 2.2.5) ¢uvati na-20 °C;
i nakon digestije ¢uvati na -20 °C.
MLSS Plastika ili staklo Ohladitina 1- 5 °C. 2 dana.
MLVSS Plastika ili staklo Ohladiti na 1-5 °C. 24h.

2.3.5 Priprema aktivnog mulja

Ove procedure smatraju da se Sarzni testovi aktivnosti mogu provesti §to je prije moguce nakon uzimanja
uzoraka iz gradskih uredaja ili laboratorijskih sustava ili, u najgorem slucaju, unutar 24 h nakon
uzorkovanja. Izvodenje Sarznih testova 24 h nakon uzimanja uzoraka aktivnog mulja se ne preporucuje
zbog potencijalnih promjena koje kultura EBPR moze dozivjeti prilikom rukovanja (osim ako vrijeme
izloZenosti nakon uzorkovanja nije od posebnog interesa za izvodenje testova). Imajuéi na umu prethodne
komentare, preporucuju se sljedece tri procedure za pripremu uzoraka aktivnog mulja za izvodenje

SarZznih testova aktivnosti:

e Ako se SarZni testovi aktivnosti mogu provesti u manje od 1 h nakon uzimanja uzorka mulja i ako
uzorak mulja ne treba oprati:
a. Temperaturu Sarznog bioreaktora gdje ¢e se odvijati testovi prilagodite ciljanoj temperaturi

istrazivanja.

b. Uzmite uzorak mulja:

i.  Na kraju aerobnog bazena ili faze kako bi se proveli anaerobni $arzni testovi.
ii.  Na kraju anaerobne faze ili bazena kako bi se proveli anoksicni ili aerobni SarZni testovi.
c. Prebacite uzorak mulja u bioreaktor gdje ¢e se odvijati Sarzni testovi aktivnosti.
d. Dodajte otopinu ATU (ako je primjenjivo za cilj testa) do konacne koncentracije od 20 mg L

(vidi odjeljak 2.3.3).

e. Zapocnite s njeznim mijesanjem (50 - 100 rpm) i pratite temperaturu uzorka mulja tako da unutar
bioreaktora postavite eksterni termometar (ako u strukturu nije ugraden termometar).
f. Nastavite s mijeSanjem sve dok mulj ne postigne ciljanu temperaturu istrazivanja.



g. Odrzavajte iste redoks uvjete koji su prevladavali tijekom uzorkovanja sve dok Sarzni testovi

1.

1ii.

aktivnosti nisu spremni krenuti:

Izbjegavajte aeraciju uzoraka uzetih u anaerobnim uvjetima. Ako je dostupan, koristite
zrakonepropustan bioreaktor i upuhujte plin dusik kako bi se izbjegao/smanjio prodor kisika.
Izbjegavajte aeraciju uzoraka uzetih u anoksiénim uvjetima i po moguc¢nosti konacnoj
koncentraciji dodajte otopinu nitrata od oko 10 mg NOs-N L' kako bi se odrzalo anoksi¢no
okruZenje za vrijeme mijeSanja.

Aerirajte uzorke mulja uzete u aerobnom bazenu ili u aerobnim uvjetima, odrzavajuci
koncentraciju otopljenog kisika ve¢om od 2 mg L.

h. Mulj za izvodenje anaerobnih Sarznih testova: ako se u aerobnim uzorcima uzetima za izvodenje

ovih testova (vidi odjeljak 2.2.3) otkrije nitrat, aeracija se mora zaustaviti, a uzorak mulja treba
njezno mijesati sve dok se nitrati vise ne opazaju. Cim se nitrati vise ne opazaju, mulj se odmah
mozZe koristiti za izvodenje anaerobnih Sarznih testova aktivnosti. Za brzu procjenu prisutnosti
ovih spojeva mogu se koristiti indikatorski test papiri¢i za otkrivanje nitrata ili nitrita (Sigma-
Aldrich).

Mulj za izvodenje anoksi¢nih i aerobnih Sarznih testova aktivnosti se onda moze koristiti za
provedbu testova unutar 1 h od uzorkovanja.

e Ako se SarZni testovi aktivnosti mogu provesti u manje od 1 h nakon uzimanja uzorka mulja uzorak
aktivnog mulja treba oprati:
a.

Temperaturu SarZnog bioraktora gdje ¢e se odvijati testovi prilagodite ciljanoj temperaturi
istrazivanja. Uzmite uzorak mulja na kraju aerobnog bazena ili faze.

b. Operite mulj u otopinu nutrijenata (vidi odjeljak 2.3.3) na sljede¢i nacin:

ii.
iv.

1.

Odvojite biomasu taloZenjem ili blagim centrifugiranjem (2.000-3.000 rpm u trajanju od 5
min) i pazljivo uklonite supernatant, pazeci pritom da se ne izgubi biomasa.
Zamijenite volumen supernatanta istim volumenom otopine nutrijenata i njeZzno mijesajte 5
min.
Ponovite prethodnu proceduru pranja barem jos$ jednom.
Nakon zadnjeg ciklusa pranja, odvojite biomasu talozenjem ili blagim centrifugiranjem
(2.000-3.000 rpm u trajanju od 5 min) i resuspendirajte mulj u istoj koli¢ini prethodno dodane
otpine za pranje.
Oprani uzorak treba imati istu koncentraciju MLSS kao i u laboratorijskom sustavu ili
gradskom uredaju sustavu u kojemu je uzet. Prema tome, definirajte i prilagodite volumen
otopine nutrijenata dodane da se resuspendira oprani mulj kako bi se postigla ista
koncentracija MLSS kao u originalnom izvoru.
Prebacite oprani uzorak mulja u bioreaktor gdje ¢e se odvijati testovi Sarzne aktivnosti.
Dodajte otopinu ATU (ako je primjenjivo za cilj testova) do kona¢ne koncentracije od 20 mg L
(vidi odjeljak 2.3.3).
Zapocnite s njeznim mijeSanjem (50 - 100 rpm) i pratite temperaturu uzorka mulja tako da unutar
bioreaktora postavite eksterni termometar (ako u strukturu nije ugraden termometar).
Nastavite s mijeSanjem sve dok mulj ne bude izloZen ciljanoj temperaturi istraZivanja najmanje
30 min.
Pocnite aerirati uzorak mulja, odrzavaju¢i koncentraciju otopljenog kisika visom od 2 mg L', uz
njezno mijeSanje dok ne zapo€nu SarZni testovi aktivnosti.
Zbog izlaganja mulja aeriranim i neaeriranim uvjetima, preporucuje se jedino da se taj mulj koristi
za izvodenje Sarznih testova aktivnosti koji po€inju anaerobnom fazom (anaerobna-(anoksi¢na)-
aerobna). Izvodenje Sarznih testova aktivnosti koji po€inju anoksi¢nom ili aerobnom fazom nije
preporucljivo zato Sto koraci pranja mogu smanjiti unutarstani¢ni sadrzaj PHA i sadrZaj poli-P
zbog postupanja tijekom pranja.

e Ako se zbog lokacije i udaljenosti testovi ne mogu provesti unutar 1 ili 2 h nakon uzorkovanja (veé
unutar 24 h):
a.

b.

Temperaturu bioraktora prilagodite ciljanoj temperaturi istraZivanja.

Uzorak mulja ¢uvajte na hladnom sve dok se test ne provede (npr. stavljanjem posude ili
spremnika u hladnjak na temperaturu od 4 °C), pritom paze¢i da se uzorak mulja ne aerira.

Prije izvodenja testa, uzorak mulja izvadite iz hladnjaka, hladnog spremnika ili hladne prostorije.
Sadrzaj njezno promijesajte kako bi se dobio homogeni i reprezentativni uzorak s koncentracijom
MLSS sli¢nom onoj u originalnom laboratorijskom ili u gradskom uredaju iz kojega je uzet.

Ako uzorak treba oprati, operite mulj u otopini nutrijenata (vidi odjeljak 2.3.3) na sljedeci nacin
(u protivnom, preskocite korak pranja):
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Odvojite biomasu taloZenjem ili blagim centrifugiranjem (2.000-3.000 rpm u trajanju od 5
min) i pazljivo uklonite supernatant, pazeci pritom da se ne izgubi biomasa.
Zamijenite volumen supernatanta istim volumenom otopine nutrijenata i njezno mijesajte 5
min.
Ponovite prethodnu proceduru pranja barem jo$ jednom.
Nakon zadnjeg ciklusa pranja, odvojite biomasu taloZenjem ili blagim centrifugiranjem
(2.000-3.000 rpm u trajanju od 5 min) i resuspendirajte mulj u istom volumenu prethodno
dodane otopine nutrijenata.
Buduc¢i da bi oprani uzorak trebao imati istu koncentraciju MLSS kao i u laboratorijskom ili
gradskom uredaju u kojemu je uzet, definirajte i prilagodite volumen otopine nutrijenata kako
bi se postigla ista koncentracija MLSS kao u originalnom izvoru.
Prebacite oprani uzorak mulja u bioreaktor gdje ¢e se odvijati Sarzni test aktivnosti.
Dodajte otopinu ATU do konaéne koncentracije od 20 mg L! (vidi odjeljak 2.3.3).
Pocnite aerirati uzorak mulja, odrzavajuéi koncentraciju otopljenog kisika viSom od 2 mg L', uz
njezno mijesanje.
Pratite temperaturu uzorka mulja tako da unutar bioreaktora postavite eksterni termometar (ako u
strukturu nije ugraden termometar).
Nastavite s aeriranjem i mijeSanjem najmanje 1 h (najviSe 2 h), ali osigurajte da mulj bude izloZen
ciljanoj temperaturi istraZivanja najmanje 30 min.
Ako se otkrije nitrat nakon procedure za prilagodavanje temperature (vidi odjeljak 2.2.3 o
pripremi uzorka aktivnog mulja), aeracija se mora zaustaviti. NjeZno mijeSajte sve dok se nitrat
viSe ne opaza. Nakon toga, mulj se moZe odmah koristiti za pokretanje i izvodenje testa anaerobne
faze.
Ako je uzorak 'opran', preporucuje se jedino da se taj mulj koristi za izvodenje Sarznih testova
aktivnosti koji po¢inju anaerobnom fazom (npr. anaerobna-(anoksic¢na)-aerobna), zato §to koraci
pranja mogu smanjiti unutarstanicni sadrzaj PHA i sadrZaj poli-P zbog postupanja tijekom pranja.
Prema tome, anaerobna je faza uvijek potrebna za nadopunu PHA sadrzaja biomase.

2.4 Sarzni testovi aktivnosti: izvodenje

Jednom kada su eksperimentalna struktura, materijali, otopine i aktivni mulj spremni, moze se
provesti odgovarajuci Sarzni test aktivnosti. Radi lakSeg izvodenja i za potrebe evidentiranja i arhiviranja
podataka, unaprijed treba pripremiti eksperimentalni plan provedbe. Tablica 2.10 sadrzi predlozak za
eksperimentalni plan provedbe koji se moze koristiti uz nuzne izmjene za izvodenje svakog od Sarznih
testova aktivnosti opisanih u odjeljcima koji slijede. Zbog posebnog metabolizma EBPR kultura, Sarzni
testovi aktivnosti EBPR mogu se kretati od anaerobnih do anoksic¢nih i aerobnih testova, ukljucujuéi
njihove razlic¢ite kombinacije, ovisno o svrsi ili cilju testa. Prema tome, u ovom se izvjesc¢u predstavljaju
sljede¢i Sarzni testovi aktivnosti EBPR:

Oznaka testa Redoks uvjeti Kratak opis i svrha

EBPR.ANA.1 Anaerobni lzvode se bezvanjskog izvora ugljika kako bi se procijenila endogena
anaerobna aktivnost EBPR kultura.

EBPR.ANA.2 Anaerobni lzvode se nakon dodavanja definirane koncentracije ugljika kako bi se odredila
maksimalna anaerobna aktivnost EBPR kultura.

EBPR.ANA.3 Anaerobni lzvode se nakon dodavanja viska izvora ugljika kako bi se procijenila
maksimalna aktivnost EBPR kultura u uvjetima kad izvor ugljika nije
limitirajuci faktor

EBPR.ANOX.1 Anoksicni Izvode se s uzorcima aktivnog mulja uzetima na kraju anaerobne faze.

EBPR.ANOX.2 Kombinirani anaerobno-anoksicni Anaerobno-anoksicni test proveden s muljem uzetim na kraju aerobne faze.

EBPR.AER.1 Aerobni lzvodi se s muljem uzetim na kraju anaerobne ili anoksicne faze kako bi se
ocijenila aerobna aktivnost EBPR.

EBPR.AER.2 Kombinirani anaerobno-aerobni Anaerobno-aerobni test proveden s muljem uzetim na kraju aerobne faze.

EBPR.AER.3 Kombinirani anaerobno-anoksi¢no-aerobni u nizu Anaerobno-anoksicno-aerobni test proveden s muljem uzetim na kraju
aerobne faze kako bi se ocijenile sekvencijske anaerobne, anoksi¢ne i aerobne
aktivnosti EBPR.

EBPR.AER.4 Kombinirani istovremeni anaerobno-anoksi¢no-aerobni Nakon provodenja zajednicke anaerobne faze, paralelno se izvodi jedan

anoksicni test i jedan aerobni test s istim muljem kako bi se ocijenila anoksi¢na
i aerobna aktivnost EBPR za potrebe usporedbe.




2.4.1 Anaerobni Sarzni testovi aktivnosti EBPR

Anaerobni Sarzni test aktivnosti moze trajati od 1 h do viSe od 8 h. Biomasa je osjetljiva na pH i
temperaturu, tako da testove treba provesti pri temperaturi i pH od interesa, a fluktuacije treba izbjegavati.
Testove treba izvoditi u odsutnosti akceptora elektrona (molekularni kisik, nitrat ili nitrit) (npr. pravi
anaerobni uvjeti). Kako bi se izbjegao ili minimizirao prodor kisika, preporucuje se koriStenje
zrakonepropusnih reaktora/bioreaktora i, ako je dostupno, kontinuirano upuhivanje plinovitog N> tijekom
¢itavog izvodenja testa. Kako bi se uklonio nitrat prisutan u uzorku, tijekom pripreme uzorka (prije nego
§to se uzorak aerira) treba dodati ATU i mulj se moze njeZno mijeSati nekoliko minuta kako bi se uklonio
sav preostali nitrat. Ovisno o svrsi anaerobnog Sarznog testa aktivnosti, raspolozivost i prisutnost donora
elektrona moZe varirati. Uvelike se provode sljedeci anaerobni testovi:

1. Test EBPR.ANA.1. Izvodi se u izostanku vanjskog izvora ugljika kako bi se procijenila endogena
anaerobna aktivnost odrZzavanja EBPR kultura.

2. Test EBPR.ANA.2 Izvodi se nakon dodavanja definirane koncentracije ugljika (koji treba u cijelosti
potrositi tijekom trajanja anaerobnog testa): kako bi se odredila maksimalna brzina apsorpcije ugljika,
maksimalna brzina otpuStanja P, konstanta polu-zasi¢enja za apsorpciju ugljika te povezana
anaerobna stehiometrija kao §to je omjer otpustenog P i potroSenog ugljika.

3. Test EBPR.ANA.3 Provodi se nakon dodavanja izvora ugljika koji premasuje koncentraciju koju bi EBPR
kultura mogla potrositi tijekom trajanja testa: kako bi se procijenila maksimalna koncentracija fosfora
koji se mozZe otpustiti i maksimalna koncentracija ugljika koju EBPR kulture mogu potrositi u
uvjetima kad izvor ugljika nije limitirajuci faktor.

Budu¢i da prisutnost i vrsta izvora ugljika ima glavnu ulogu u procesima EBPR, sakupljanje i
priprema mulja su od velike vaznosti. Te je testove pozeljno provesti s aktivnim muljem uzetim na kraju
aerobne faze (kako bi se minimizirala prisutnost originalno prisutnog izvora ugljika) i/ili nakon S$to se
provede procedura pranja mulja. Prema tome, sljedeéi protokoli za izvodenje anaerobnih $arznih testova
predlazu se ovisno o prisutnosti i dostupnosti vanjskog izvora ugljika:

Test EBPR.ANA.1 Anaerobni Sarzni testovi EBPR koji se provode u izostanku donora elektrona

a. Nakon $to je mulj prikupljen, pripremljen i prenesen u Sarzni bioreaktor (vidi odjeljak 2.3.5), uzorak
drzite aeriranim najmanje 30 min, uz istovremenu potvrdu da su pH i temperatura na ciljanoj
vrijednosti od interesa. U protivnom, postavite odgovarajuce zadane vrijednosti (ako se koriste
automatski kontrolori pH i temperature) ili ih podesite ruc¢no. Pricekajte dok se ne postignu stabilni
uvjeti.

b. Kada se postignu stabilni operativni uvjeti, nekih 20 min prije pocetka testa uzmite prve uzorke
vodene faze i biomase kako bi se odredile pofetne koncentracije parametara od interesa: izvor C,
ukupni P, PO4 i koncentracije MLSS i MLVSS. Mogu se prikupiti i uzorci za odredivanje PHA i
glikogena kako bi se ocijenile anaerobne stehiometrijske konverzije. Preporucuje se da se uzmu i
uzorci medija kako bi se provjerile i potvrdile pocetne koncentracije.

c. Za uzorkovanje, spojite Strcaljku, otvorite ili otpustite laboratorijsku stezaljku koja zatvara otvor za
uzorkovanje te gurajte i vucite Strcaljku nekoliko puta dok se ne prikupi homogeni uzorak (obi¢no je
potrebno oko 5 puta). Zatim, kada je $trcaljka puna, zatvorite stezaljku i uklonite Strcaljku.

d. Uzorke za odredivanje topivih tvari treba smjesta filtrirati (kroz filtar s veli¢inom pora 0,45 pm).
Ostale uzorke (npr. PHA, glikogen) treba pripremiti u skladu s odgovaraju¢im protokolima opisanima
ranije u ovom izvjeséu.

e. Za vrijeme izvodenja testa, privremeno pohranite uzorke na temperaturi od 4 °C u hladnjaku ili po
moguénosti u hladnom spremniku s ledom.

10 min prije pocetka testa zaustavite aeraciju i zatvorite bioreaktor.

Ako je dostupno, pocnite upuhivati plinoviti N, i nastavite s upuhivanjem do kraja Sarznog testa.
Osigurajte odgovarajuci izlaz kojim ¢e se omogucditi izlaz plina N i izbje¢i nakupljanje nadtlaka (koji
moze dovesti do plavljenja i gubitka biomase). Ako nije izvedivo kontinuirano upuhivanje plina N,
tijekom citavog SarZnog testa, upuhujte plinoviti N> 10 min (alternativno bi se mogao koristiti neki
drugi prikladni plin za uklanjanje prisutnog kisika i izbjegavanje njegovog prodora), nakon ¢ega drzite
bioreaktor u zrakonepropusnim uvjetima.

h. Pocnite s izvodenjem anaerobnog testa s pocetnim vremenom nula. Pratite vrijeme izvodenja pomocu
zapornog sata.
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Trajanje 1 uzorkovanje:
Ako treba odrediti jedino brzinu otpustanja P za anaerobno endogeno odrZavanje P, test moZe trajati
1 h ili najviSe 2 h uz kontinuirano uzorkovanje svakih 15 min za odredivanje PO, koji je otpustila
biomasa (PAO) u izostanku vanjskog ugljika.
Ako su od interesa i brzina konverzije glikogena pri anaerobnom endogenom odrzavanju te
stehiometrijske konverzije, anaerobne testove se mora produZiti za do 6 odnosno 8 h (preporuceno).
Uzorci za odredivanje PO4 se mogu prikupljati svakih 30 min zajedno s uzorcima za odredivanje
PHA i glikogena.
Anaerobni test zakljucite uzimanjem uzoraka za odredivanje COD, ukupnog P, PO, i koncentracija
MLSS i MLVSS, kao i za PHA 1i glikogen (ako je primjenjivo).
Osigurajte da tijekom izvodenja SarZznog testa ne dode do znacajnijih varijacija u temperaturi i pH
(visa od 1 °C za temperaturu, odnosno + 0,1 za pH) i da o¢itanja DO ostanu ispod granica detekcije.
Pobrinite se da su sve koriStene elektrode kalibrirane nedugo prije izvodenja testa.
Organizirajte uzorke i osigurajte da su svi uzorci cjeloviti i propisno obiljeZeni kako bi se izbjeglo
mijesanje uzoraka i ostale trivijalne pogreske.
Dok se prikupljeni uzorci ne analiziraju, ¢uvajte i pohranite ih kako je preporuceno odgovarajuéim
analiti¢kim procedurama.

. Ocistite opremu i poduzmite odgovarajuce mjere kako bi se sacuvali i ocuvali razliciti senzori, oprema

1 materijali.
Zadrzite mulj (dio) koriSten u testu za moguce kasnije koriStenje (npr. za identifikaciju mikroba.

Test EBPR.ANA.2 Anaerobni 3arzni testovi EBPR koji se provode uz definirano dodavanje donora elektrona

a.
b.

ii.

d.
e.

i
il.

iil.

f.

Ponoviti korake od ‘a’ do ‘g’ iz testa EBPR.ANA.1.
Za anaerobne testove koji se izvode uz prisutnost vanjskog izvora ugljika (donor elektrona), testovi
pocinju s pocetnim vremenom nula uz dodavanje prave ili sinteticke otpadne vode (kao otopina izvora
ugljika).
Za izvodenje testova, preporucuju se sljedece koncentracije MLVSS i RBCOD ovisno o porijeklu
uzoraka mulja:
Uzorci mulja iz gradskog uredaja s aktivnim muljem: dodajte izvor RBCOD kako bi se postigao
pocetni omjer RBCOD-MLVSS u bioreaktoru od izmedu 0,025 i 0,050 mg COD mg VSS™. Na
primjer, pomijesajte izvor RBCOD sa svjezim aktivnim muljem tako da pocetna koncentracija
RBCOD u bioreaktoru iznosi izmedu 50 i 100 mg COD L!,a pogetna koncentracija MLVSS oko
2.000 mg VSS L!. Nizak omjer RBCOD-MLVSS je poZeljan kako bi se osigurala potronja
RBCOD tijekom trajanja anaerobnog testa.
Uzorci mulja iz laboratorijskih sustava s aktivnim muljem: izvor RBCOD se moze dodati kako bi
se postigao pocetni omjer RBCOD-MLVSS u bioreaktoru izmedu 0,05 i 0,10 mg COD mg VSS™.
Na primjer, nakon mijeSanja pocetna koncentracija RBCOD moze se kretati izmedu 100 i 300 mg
COD L, a MLVSS izmedu 2.000 i 3.000 mg VSS L'!. Mogu biti prihvatljive i viSe koncentracije
sve dok se COD u potpunosti ne potrosi tijekom trajanja anaerobne faze. Ipak, treba izbjegavati
koncentracije COD vise od 800 mg COD L™! zato $to to moZe biti inhibitorno za biomasu (osobna
opaZanja autora).
Nakon dodavanja otpadne vode, pratite vrijeme izvodenja i uzorkovanja pomocu zapornog sata.
Trajanje i uzorkovanje:
Testovi mogu trajati izmedu 2 i 4 h.
Kako bi se odredili anaerobni kinetic¢ki parametri, uzorke za odredivanje topivog COD i PO, treba
uzimati svakih 5 min u prvih 30-40 min izvodenja testa. Nakon tog razdoblja, ucestalost
uzorkovanja se moze smanjiti na svakih 10 ili 15 min tijekom prvog sata, a kasnije na svakih 15
ili 30 min dok test ne zavrsi.
Ako je od interesa anaerobna kineticka konverzija PHA 1 glikogena, uzorke treba uzeti u isto
vrijeme kao i uzorke za odredivanje COD i POs.
Za stehiometrijske konverzije, uzorke za odredivanje PHA i glikogena se mora uzeti na pocetku i
kraju testa.
Zakljucite anaerobni test uzimanjem uzoraka za odredivanje izvora C i/ili COD (ovisno o
parametrima od interesa), ukupnog P, PO, i koncentracija MLSS i MLVSS, kao i za PHA i
glikogen (ako je primjenjivo).
Ponovite korake od ‘j” do ‘n’ iz testa EBPR.ANA.1.



Test EBPR.ANA.3 Anaerobni 3arzni EBPR testovi koji se izvode nakon dodavanja viska donora elektrona

a. Ponoviti korake od ‘a’ do ‘g’ iz testa EBPR.ANA.1.

b. Za anaerobne testove koji se izvode uz prisutnost vanjskog izvora ugljika (donor elektrona), testovi
pocinju s pocetnim vremenom nula uz dodavanje prave ili sinteticke otpadne vode (kao otopina izvora
ugljika).

c. Za izvodenje testova, preporucuju se sljedece koncentracije MLVSS i RBCOD ovisno o porijeklu
uzoraka mulja:

il.

d.
e.

L

iii.

VI.

f.

Uzorci mulja iz gradskog uredaja s aktivnim muljem: Provedite anaerobne testove uz pocetni
omjer RBCOD-MLVSS u bioreaktoru visi od 0,15 mg COD mg VSS™! nakon mije$anja izvora
RBCOD i mulja. Na primjer, za uzorke mulja s koncentracijama MLVSS od oko 2.000, dodajte
300 mg COD L izvora RBCOD od interesa. Mogu se dodati veée koncentracije, ali treba
izbjegavati dodavanje vise od 800 mg COD L' buduéi da se pokazalo da je to inhibitorno za EBPR
kulture (osobno opazanje autora). Ako se potrosi sav RBCOD, moze se dodati jo§ RBCOD sve
dok se skroz ne potrosi. Praéenje profila koncentracije PO, tijekom izvodenja testa moze se
koristiti kao neizravna metoda ocjene je li mulj dosegnuo svoj maksimalni kapacitet
uklanjanja/apsorpcije RBCOD. To se moze primijeniti ako nakon dodatne doze izvora RBCOD
nema znacajnijeg povecanja u koncentracijama PO, (npr. manje od 2-3 mg PO4-P L™! tijekom 30-
60 min, $to odgovara anaerobnom endogenom otpustanju P).
Uzorci mulja iz laboratorijskih sustava s aktivnim muljem: sli¢éno uzorcima mulja iz gradskog
sustava, primijenite pocetni omjer RBCOD-MLVSS u bioreaktoru ve¢i od 0,2 mg COD mg VSS-
! (nakon mije$anja izvora COD i mulja). Laboratorijske kulture, naro¢ito iz sustava EBPR, imaju
prili¢no velik kapacitet uklanjanja RBCOD, §to moze zahtijevati ponavljanje dodavanja COD vise
od dva puta sve dok se viSe ne opaza daljnja apsorpcija COD. Na primjer, za uzorke mulja s
koncentracijama MLVSS od izmedu 2.000 i 3.000 mg L™, dodajte barem 400 mg COD L!izvora
RBCOD od interesa, ali izbjegavajte dodavanje vise od 800 mg COD L (zbog potencijalno
inhibitornog djelovanja na EBPR kulture). Ako se potrosi sav RBCOD, moze se dodati jos
RBCOD sve dok se ne opazi preostali COD. Pracenje profila koncentracije PO, tijekom izvodenja
testa moze se koristiti kao neizravna metoda ocjene je li mulj dosegnuo svoj maksimalni kapacitet
uklanjanja RBCOD. Ovaj se pristup moze primijeniti ako nakon dodatne doze izvora RBCOD
nema znacajnijeg poveéanja u koncentracijama PO, (npr. manje od 2-3 mg PO4-P L™! tijekom 30-
60 min).
Odmah nakon dodavanja otpadne vode, pocnite pratiti vrijeme izvodenja pomocu zapornog sata.
Trajanje i uzorkovanje:

Testovi mogu trajati vise od 2-4 h za uzorke iz gradskog uredaja, a ¢ak jos i dulje za

laboratorijske sustave ovisno o sadrzaju poli-P i glikogena u biomasi.

Kako bi se odredili anaerobni kineticki parametri, uzorke za odredivanje izvora C i/ili COD

(ovisno o paramterima od interesa) i PO, treba uzimati svakih 5 min u prvih 30-40 min

izvodenja testa. Nakon tog razdoblja, ucestalost uzorkovanja se moze smanjiti na svakih 10 ili

15 min tijekom prvog sata, a kasnije na svakih 15 ili 30 min dok test ne zavrsi.

Ako je od interesa anaerobna kineticka konverzija PHA i glikogena, uzorci se mogu uzimati

u isto vrijeme kao i uzorci za odredivanje izvora C i/ili COD i POs,.

Za stehiometrijske konverzije, uzorke za odredivanje PHA i glikogena se mora uzeti na

pocetku i kraju testa.

Prije zavrSetka testova, dodajte dodatnu koncentraciju COD. Pri¢ekajte 10-15 min i uzmite

zadnji uzorak za odredivanje COD i PO4. Ako se ne opazi dodatna apsorpcija COD i otpustanje

P, to ¢e pomoc¢i potvrditi je li test zaista proveden u uvjetima kad COD nije limitirajuéi faktor.

Zakljucite anaerobni test uzimanjem uzoraka za odredivanje izvora C i/ili COD, ukupnog P,

PO, i koncentracija MLSS i MLVSS, kao i za PHA i glikogen (ako je primjenjivo).
Ponovite korake od ‘j” do ‘n’ iz testa EBPR.ANA.1.

2.4.2 Anoksicni Sarzni testovi EBPR

Anoksi¢ni Sarzni testovi EBPR provode se kako bi se procijenilo simultano uklanjanje ortofosfata i nitrata
(ili nitrita) od strane PAO. Moze ih se provoditi s uzorcima aktivnog mulja iz gradskog uredaja ili
laboratorijskih sustava, koriStenjem prave ili sinteticke otpadne vode. Vazno je da biomasa EBPR kad je
izlozena anoksi¢nim uvjetima ima dovoljno dostupnih unutarstani¢no pohranjenih PHA kao izvora

ugljika

i energije za apsorpciju P, formiranje glikogena, rast i odrzavanje biomase (slika 2.1). U svakom



slucaju, ne dodaje se nikakav vanjski izvor ugljika. Uzorci mulja se mogu uzeti na kraju anaerobne faze,
sve dok je RBCOD u cijelosti potroSen (i stoga odsutan iz aktivnog mulja). Kako bi se osigurala
dostupnost PHA, preporucuje se izbjegavanje pranja aktivnog mulja ili biomase izmedu prikupljanja
mulja i baratanja muljem na kraju anaerobne faze i pocetka anoksi¢nog Sarznog testa. U iznimnim

okolnostima (npr. kad se sumnja na prisutnost toksi¢nih spojeva), uzorci aktivnog mulja se mogu prati

sve dok se strogi anaerobni uvjeti mogu stvarati tijekom procedure pranja (komplicirana procedura u
praksi). Umjesto toga, mulj se moZe prikupiti na kraju acrobne faze, a anoksicni test EBPR moZe poceti
prethodnim anaerobnim SarZnim testom uz definirano dodavanje donora elektrona (sli€no testu
EBPR.ANA.2, opisanom u odjeljku 2.4.1). Prema tome, predlazu se sljede¢i anoksi¢ni Sarzni testovi
aktivnosti:

Test EBPR.ANOX.1 Pojedinacan anoksicni test EBPR koji se provodi s uzorcima aktivnog mulja uzetima
na kraju anaerobne faze.

Test EBPR.ANOX.2 Kombiniran anaerobno-anoksi¢ni Sarzni test EBPR. Anoksicni Sarzni test EBPR se
provodi nakon prethodne anaerobne faze s muljem prikupljenim na kraju aerobne faze.

Svaki test opisan je u nastavku:

Test EBPR.ANOX.1 Pojedinacni anoksicni SarZni testovi EBPR

1.

Uzmite uzorak aktivnog mulja u gradskom uredaju ili laboratorijskom uredaju na kraju anaerobne
faze. Pripremite ga i prebacite u Sarzni bioreaktor kako je opisano u odjeljku 2.3.5. Drzite uzorak
u anaerobnim uvjetima najmanje 30 min, uz istovremenu potvrdu da su pH, DO i temperatura na
ciljanim vrijednostima od interesa (u protivnom ih korigirajte i pricekajte dok se ne postignu
stabilni uvjeti).
Ponovite korake 'b' do 'e' iz testa EBPR.ANA.1.
Ako je dostupno, upuhujte plinoviti N> kontinuirano do kraja SarZznog testa. Osigurajte
odgovarajuci izlaz za plinoviti N i izbjegavajte nadtlak. Ako se ne moZe primijeniti kontinuirano
upuhivanje plina N, tijekom citavog SarZznog testa, upuhujte plinoviti N, 10 min (alternativno se
moZe koristiti neki drugi prikladni plin za uklanjanje prisutnog kisika i izbjegavanje njegovog
prodora), nakon ¢ega bioreaktor treba ostati zrakonepropustan.
Pocnite s izvodenjem anoksi¢nog EBPR testa s poc¢etnim vremenom nula uz dodavanje nitrata ili
nitrita (ovisno o konacnom akceptoru elektrona od interesa). Treba koristiti iste operativne uvjete
poput onih koriStenih za anaerobne testove kako bi se izbjegao prodor kisika (vidi test
EBPR.ANA.1).
Trajanje 1 uzorkovanje anoksi¢nog Sarznog testa EBPR:
Anoksi¢ni test EBPR moZe trajati izmedu 2 1 4 h.
Ovisno o kona¢nom akceptoru elektrona od interesa:
o Anoksicni testovi EBPR s nitratom (NOs) kao konacnim akceptorom elektrona:
Za uzorke aktivnog mulja izlozene prisutnosti nitrata, na pocetku anoksi¢ne faze moze se
dodati do 20 mg NOs-N L. S druge strane, ne preporucuje se dodavanje vise od 20 mg NO;-
N L' uzrocima aktivnog mulja koji nisu redovno izloZeni visokim koncentracijama nitrata.
Ipak, ako se potrosi sav nitrat, moZe se dodati dodatnih 20 mg NOs-N L' kako bi se produzilo
trajanje anoksi¢ne faze sve dok se viSe ne opaZa daljnja anoksic¢na apsorpcija P.
o Anoksicni testovi EBPR s nitritom (NO,) kao konacnim akceptorom elektrona:
Uzorci aktivnog mulja obi¢no nisu izloZeni velikim koncentracijama nitrita, osim ako nisu
aklimatizirani na prisustvo ovog akceptora elektrona (u iznimnim/posebnim sluc¢ajevima).
Prema tome, za uzorke aktivnog mulja izloZene prisutnosti nitrita, na po¢etku anoksi¢ne faze
moze se dodati do 20 mg NO,-N L. S druge strane, ne preporucuje se dodavanje vise od 10
mg NO,-N L' uzrocima aktivnog mulja koji nisu redovno izloZeni visokim koncentracijama
nitrita. U potonjem slucaju, ako se potrosi sav nitrit, moZe se dodati dodatnih 10 mg NO»-N
L' kako bi se osigrala dostupnost akceptora elektrona i anoksi¢na faza se moZe produziti sve
dok se viSe ne opaZa daljnja anoksi¢na apsorpcija P.
Buduci da se analiti¢ko odredivanje nitrata ili nitrita ne moZe odrediti onoliko brzo koliko je
potrebno za pracenje njihove prisutnosti tijekom testa, indikatorski test papiri¢i za detekciju nitrata
i/ili nitrita (Sigma-Aldrich) mogu se koristiti za brzu procjenu njihove prisutnosti i u odredenoj
mjeri to¢nosti njihove koncentracije, kao i za ocjenu jesu li jo§ uvijek prisutni anoksicni uvjeti ili
se mora dozirati dodatni nitrat ili nitrit.



iv.  Za procjenu anoksi¢nih kinetickih parametara, uzorke za odredivanje izvora C (ili topivog COD
ovisno o analitickom parametru od interesa) i PO, treba uzimati svakih 5 min u prvih 30 min
izvodenja testa. Nakon tog razdoblja, ucestalost uzorkovanja se moZze smanjiti na svakih 10 ili 15
min tijekom prvog sata, a kasnije na svakih 15 ili 30 min dok test ne zavr$i.

v.  Ako su od interesa anoksi¢ne kineticke konverzije PHA i glikogena, uzorci se mogu uzeti u isto
vrijeme kad i uzorci za odredivanje POs.

vi.  Kako bi se procijenile anoksi¢ne stehiometrijske konverzije, uzorke za analiti¢ko odredivanje
ukupnog P, PO4, NO; (ili NO,, i koncentracija MLSS i MLVSS, kao i za PHA i glikogen (ako je
primjenjivo), treba uzeti i na pocetku i na kraju anoksicne faze.

f. Zakljucite anoksi¢ni test uzimanjem zadnjih uzoraka potrebnih za procjenu anoksi¢nih
stehiometrijskih konverzija.
g. Ponovite korake od ‘j° do ‘n’ iz testa EBPR.ANA.1.

Test EBPR.ANOX.2 Kombinirani anaerobno-anoksi¢ni sarzni testovi EBPR

a. Ponovite korake 'a' do 'g' iz testa EBPR.ANA.1 i korake 'b' do 'f' iz testa EBPR.ANA.2. Nakon toga,
nastavite s izvodenjem anoksicne faze.

b. Odmah nakon $to zavrSi anaerobna faza, anoksi¢ni Sarzni test EBPR moze odmah zapoceti
dodavanjem nitrata ili nitrita (test EBPR.ANOX.1, korak ‘d”). Kako bi se izbjegao prodor kisika
moraju se Koristiti isti operativni uvjeti poput onih koristenih za anaerobne testove (npr. test
EBPR.ANA.1).

c. Trajanje i uzorkovanje anoksi¢nog Sarznog testa EBPR: ponovite korak 'e' iz testa EBPR.ANOX.1.

d. Ponovite korake 'j' do 'n" iz testa EBPR.ANA.1.

2.4.3 Aerobni Sarzni testovi EBPR

Aerobni $arzni testovi EBPR se mogu provoditi kako bi se ocijenila apsorpcija ortofosfata od strane PAO
u sustavima aktivnog mulja. Moze ih se provoditi s uzorcima aktivnog mulja iz gradskog sustava ili
laboratorijskih sustava pomocu prave ili sinteticke otpadne vode/otopina. Slicno anoksi¢nim testovima
EBPR, vazno je da EBPR biomasa kad je izloZzena aerobnim uvjetima ima dovoljno dostupnih
unutarstani¢no pohranjenih PHA kao izvor ugljika i energije za apsorpciju P, formiranje glikogena, rast i
odrzavanje biomase (slika 2.1). Kako bi se osigurala dostupnost unutarstni¢no pohranjenih PHA, aerobni
Sarzni testovi moraju biti (i) provedeni s uzorcima aktivnog mulja uzetima na kraju anaerobne ili
anoksi¢ne faze (ovisno o konfiguraciji uredaja za obradu otpadne vode) ili (if) provedeni nakon
anaerobnog $arznog testa, a prije provodenja aerobnog testa. U svakom slucaju, tijekom aerobne faze ne
dodaje se nikakav vanjski izvor ugljika. Prema tome, uzorci se mogu uzimati na kraju anaerobne faze
tako dugo dok nije prisutan RBCOD. Alternativno, acrobni se test moze provesti u nizu nakon anaerobno-
anoksicnog testa (Test EBPR.ANOX.1) §to rezultira anaerobno-anoksi¢no-aerobnim testom ili paralelno
s anoksi¢nim testom nakon izvodenja anaerobnog testa (Test EBPR.ANA.2) (Wachtmeister i sur., 1997).
Preporucuje se izbjegavanje pranja aktivnog mulja ili biomase izmedu prikupljanja mulja i baratanja
muljem iz anaerobne ili anoksic¢ne faze i pocCetka aerobnog $arZznog testa kako bi se smanjila potencijalna
oksidacija PHA. Ako biomasu treba oprati (npr. kad se sumnja na prisutnost toksi¢nih spojeva), tada
anaerobni test uvijek treba provesti prije acrobnog Sarznog testa uz definiranu prisutnost donora elektrona
(Test EBPR.ANA.2). Prema tome, mogu se predloziti sljede¢i aerobni Sarzni testovi EBPR (s i1 bez
prethodne anaerobne ili anoksi¢ne faze):

1. Test EBPR.AER.1 Pojedinacni aerobni test EBPR koji se provodi s muljem prikupljenim na kraju
anaerobne ili anoksi¢ne faze kako bi se ocijenila aerobna aktivnost EBPR na unutarstani¢nim
polimerima pohranjenima u originalnom izvoru mulja.

2. Test EBPR.AER.2 Kombinirani anaerobno-aerobni Sarzni testovi EBPR koji se provode kako bi se
osigurala definirana koncentracija unutarstanicnih PHA da se zadovolje aerobne metabolicke potrebe
pomocu mulja prikupljenog na kraju aerobne faze.

3. Test EBPR.AER.3 Kombinirani anaerobno-anoksi¢no-aerobni Sarzni testovi EBPR u nizu koji se provode
s muljem prikupljenim na kraju aerobne faze kako bi se ocijenila sekvencijska anaerobna, anoksi¢na
i aerobna aktivnost EBPR nakon $to se osigurala definirana koncentracija unutarstani¢no pohranjenih
PHA.

4. Test EBPR.AER.4 Kombinirani paralelni anaerobno-anoksi¢no-aerobni Sarzni testovi EBPR koji se
provode s muljem prikupljenim na kraju aerobne faze kako bi se ocijenila paralelna anoksi¢na i



aerobna aktivnost EBPR nakon anaerobne faze. Budu¢i da je anaerobni test zajednicki, mulj ima isti
sadrZaj unutarstanicno pohranjenih polimera na pocetku anoksi¢nog i aerobnog testa, tako da se i
anoksicna i aerobna aktivnost EBPR mogu usporediti jedna s drugom i u nekim se slu¢ajevima ¢ak
mogu provoditi paralelno (obi¢no privilegija iskusnijih eksperimentatora).

U nastavku slijedi opis razli¢itih koraka ukljucenih u izvodenje aerobnih testova EBPR:

Test EBPR.AER.1 Pojedinacan aerobni EBPR test

il

il

g.

h.

Test

a.

i
il

C.
d.

Prikupite mulj u anaerobnoj fazi ili anoksi¢noj fazi u skladu s preporukama za uzorkovanje i pripremu
aktivnog mulja opisanima u odjeljku 2.3.5. Vazno je napomenuti da se pojedinacni aerobni testovi
mogu provoditi jedino kad se testovi mogu provesti odmah nakon prikupljanja (i po moguénosti uz
izbjegavanje procedure pranja).
Nakon Sto prebacite aktivni mulj, odrzavajte redoks uvjete jednake onima koji su prevladavali u
spremniku iz kojega je uzet mulj (npr. anaerobni ili anoksi¢ni) kako je opisano u odjeljku 2.3.5
najmanje 30 min, uz istovremenu potvrdu da su pH i temperatura na ciljanim vrijednostima od interesa
(u protivnom ih korigirajte i pri¢ekajte dok se ne postignu stabilni uvjeti). Nemojte poceti s aeriranjem
uzorka i, ako je dostupno, upuhujte plinoviti N» (ili neki drugi dostupni plin) kako bi se izbjegao
prodor kisika.
Ponovite korake 'b' do 'e' iz testa EBPR.ANA.1.
Test poc€inje s pocetnim vremenom nula dobavom zraka (ili ¢istog kisika), pri ¢emu treba osigurati da
koncentracija DO u odnosu na koncentraciju zasi¢enosti DO u lokalnim uvjetima dosegne barem 2,0
mg DO L' u prvih 10 min izvodenja aerobnog testa i oko 4-5 mg DO L' nakon toga.
Nakon §to zapo¢ne dobava zraka, pratite vrijeme izvodenja i uzorkovanja pomocu zapornog sata.
Trajanje 1 uzorkovanje aerobne faze:
Aerobni test EBPR moZe trajati izmedu 2 - 4 h.
Koncentracija DO u teku¢em dijelu suspenzije moze se pratiti tijekom ¢itavog testa pomocu sonde
za otopljeni kisik.
Za procjenu aerobnih kineti¢kih parametara, uzorci za odredivnaje PO, se moraju uzimati svakih
5 min u prvih 30-40 min izvodenja testa. Nakon tog razdoblja, u€estalost uzorkovanja se moze
smanjiti na svakih 10 ili 15 min tijekom prvog sata, a kasnije na svih 15 ili 30 min dok test ne
Zavrsi.
Ako su od interesa aerobne kineticke konverzije PHA 1 glikogena, uzorci se mogu uzimati u isto
vrijeme kad i uzorci za odredivanje POs.
Kako bi se procijenile aerobne stehiometrijske konverzije, uzorci za analiticko odredivanje
ukupnog P, PO,, i koncentracija MLSS i MLVSS, kao i za PHA 1i glikogen (ako je primjenjivo),
se moraju uzeti i na pocetku i na kraju aerobne faze. Medutim, ukupnu potroSnju kisika mora se
odrediti respirometrijom.
Zakljucite aerobni test EBPR uzimanjem zadnjih uzoraka potrebnih za procjenu anoksi¢nih
stehiometrijskih konverzija.
Ponovite korake 'j' do 'n' iz testa EBPR.ANA.1.

EBPR.AER.2 Kombinirani anaerobno-aerobni Sarzni testovi EBPR

Provedite anaerobni test kako slijedi:

Ponovite korake 'a' do 'g' iz testa EBPR.ANA.1.

Nakon toga, provedite korake 'b' do 'e' iz testa EBPR.ANA.2.
Odmah nakon provodenja anaerobnog testa, moze poceti acrobni Sarzni test EBPR upuhivanjem zraka
ili ¢istog kisika, pri cemu treba osigurati da koncentracija DO u odnosu na koncentraciju zasi¢enosti
DO u lokalnim uvjetima dosegne barem 2,0 mg DO L' u prvih 10 min izvodenja aerobnog testa i oko
4-5 mg DO L™ nakon toga.
Ponovite korak 'f' iz testa EBPR.AER.1.
Ponovite korake 'j' do 'n' iz testa EBPR.ANA.1.

Test EBPR.AER.3 Kombinirani anaerobno-anoksi¢no-aerobni Sarzni testovi EBPR u nizu

a.

i
ii.

Provedite anaerobni test kako slijedi:
Ponovite korake 'a' do 'g' iz testa EBPR.ANA.1.
Nakon toga, provedite korake 'b' do 'e' iz testa EBPR.ANA.2.



b. Odmah nastavite s izvodenjem anoksi¢nog testa ponavljanjem koraka 'd'i 'e' iz testa EBPR.ANOX.1.

c. Nakon anoksi¢nog testa, nastavite s izvodenjem aerobne faze ponavljanjem koraka 'd' do 'g' iz testa
EBPR.AER.1.

d. Ponovite korake 'j' do 'n' iz testa EBPR.ANA.1.

Test EBPR.AER.4 Kombinirani paralelni anaerobno-anoksi¢no-aerobni 3arzni testovi EBPR

a. Ovaj test zahtijeva dva (po mogucnosti identi¢na) reaktora: jedan za izvodenje anaerobno-anoksicne
faze, a drugi za izvodenje pojedina¢nog aerobnog testa. To se postize tako da se, na kraju anaerobnog
testa, odredeni volumen (obi¢no 50 %) prebaci iz bioreaktora gdje ¢e se odvijati anaerobno-anoksic¢ni
test u drugi bioreaktor gdje ¢e se provesti aerobni test. U tu svrhu, preporucuju se koraci opisani u
nastavku.

b. Provedite anaerobni test kako slijedi:

i.  Ponovite korake 'a' do 'g' iz testa EBPR.ANA.1.
ii. ~ Nakon toga, provedite korake 'b' do 'e' iz testa EBPR.ANA.2.

c. Kada zavrsi anaerobna faza, prebacite 50 % aktivnog mulja prisutnog u anaerobnom bioreaktoru u
prazni bioreaktor (aerobni bioreaktor).

d. Nastavite s izvodenjem anoksi¢nog testa u istom bioreaktoru gdje se odvijao anaerobni test
ponavljanjem koraka 'd' i 'e' iz testa EBPR.ANOX.1.

e. U isto vrijeme, provedite aerobni test u drugom bioreaktoru (u koji je prebacen mulj) ponavljanjem
koraka 'd' do 'g' iz testa EBPR.AER.1. Napominjemo da izvodenje dva (anoksi¢ni i aerobni) paralelna
testa zahtijeva naprednije vjestine rukovanja. Dva alternativna pristupa su da ili dvije osobe provedu
testove ili da se testovi provedu jedan iza drugog.

f. Ponovite korake ' do 'n' iz testa EBPR.ANA.1.

2.5 Analiza podataka

2.5.1 Procjena stehiometrijskih parametara

Prije procjene stehiometrijskih i kinetickih parametara, trebalo bi napraviti bilancu COD kako bi se
validirali rezultati i potvrdila njihova kvaliteta i pouzdanost (Barker i Dold, 1995). Prili¢no vaZan alat za
procjenu pouzdanosti podataka je bilanca COD. U teoriji, COD se mora oc¢uvati u pravom anaerobnom
sustavu tako da ukupni COD koji ulazi u anaerobnu fazu mora biti jednak ukupnom COD koji izlazi iz
anaerobne faze (Wentzel i sur., 2008). Prema tome, pod pretpostavkom da su topivi COD, unutarstani¢ni
PHA i glikogen jedine sastavnice ugljika ukljucene u kemijske transformacije, bilanca COD se moze
provesti kako slijedi:

CODB,cons + CODGLY,cons = CODPHA,prod 2.1

gdje je:

CODsgons koncentracija bioloski razgradivog supstrata, kao COD, potroSenog tijekom trajanja
anaerobnog SarZnog testa aktivnosti, u mg COD L.

CODcLy.cons koncentracija unutarstanicnog glikogena potroSenog tijekom trajanja anaerobnog SarZnog
testa aktivnosti, u mg COD L.

CODpua prod koncentracija unutarstani¢nih PHA formiranih ili pohranjenih tijekom trajanja anaerobnog
Sarznog testa aktivnosti, u mg COD L.

Isto tako, postotak pogreske za zatvaranje bilance COD (ACOD (%)) mozZe se procijeniti kao:

% bilance COD =[1—

CODB,cons + CODGLY,COHS - CODPHA,prod
CODB,cons + CODGLY,cons + CODPHA,prod

]-100 2.2

U idealnom sluc¢aju, ACOD (%) bi trebao biti nizi od 1-5 %, no vrijednosti od ¢ak 15 % se Cesto
prijavljuju i smatraju se prihvatljivima u pogledu, i ovisno o, kvaliteti podataka i nesigurnosti koju stvara
odredivanje odredenih parametara (narocito glikogena).



Sli¢no anaerobnim transformacijama, bilanca COD moZe biti vaZan alat za procjenu pouzdanosti
podataka dobivenih u anoksi¢nim i aerobnim Sarznim testovima aktivnosti (Ekama i Wentzel, 2008a,b).
Prema tome, ukupna koli¢ina potroSenih kona¢nih akceptora elektrona bi trebala biti jednaka ukupnoj
koli¢ini oksidiranih donora elektrona. Za aerobne transformacije koje se odvijaju tijekom aerobnog testa
EBPR, bilanca COD se moZe provesti na sljede¢i nacin.

ACODcons = CODinput - CODoutput = AOZ,cons 23

Pod pretpostavkom da su PHA, glikogen (GLY) i biomasa (Bio) jedine sastavnice COD koje se
mijenjaju za vrijeme anoksicne ili aerobne faze, neto potrosnja COD moze se izracunati na sljedeci nacin:

CODPHA,Cons - CODGLY,prod - CODBio,prod = A02,c0ns 2.4

gdje je:

CODpha cons ukupna koncentracija potrosnje PHA tijekom anaerobnog Sarznog testa aktivnosti, u mg COD
Lt

CODeqLy proa ukupna koncentracija proizvedenog glikogena tijekom anaerobnog Sarznog testa aktivnosti,
umg COD L.

CODgio proa ukupna koncentracija proizvedene biomase tijekom anaerobnog $arznog testa aktivnosti, u mg
cop L.

AOs,cons ukupna koncentracija kisika potroSenog u aerobnom Sarznom testu aktivnosti procijenjena na
temelju brzine respirometrije i apsorpcije kisika u mg COD L.

Postotak pogreske za zatvaranje bilance COD (ACOD (%)) moze se procijeniti kao:

% bilance COD =[1—

CODPHA,cons - CODGLY,prod - CODBm,prod - AOZ,cons
CODPH/\,cons + CODGLY,prod + CODBm,prod + AOZ,mns

1- 100 2.5

U idealnom slucaju, sli¢no odredivanju bilanci COD za anaerobnu fazu Sarznih testova aktivnosti
EBPR, ACOD(%) bi trebao biti niZi od 1-5 %, no vrijednosti od ¢ak 10 % se mogu smatrati prihvatljivima.

Bilance COD se takoder mogu odrediti i primijeniti na anoksi¢ne testove aktivnosti EBPR gdje, na
primjer, nitrat ili nitrit djeluje kao kona¢ni akceptor elektrona. Kad se bilanca COD primjenjuje na Sarzne
testove aktivnosti EBPR provedene s kona¢nim akceptorom elektrona koji nije kisik, pristup bi bio
slican, ali: (i) ekvivalentne koncentracije COD konac¢nog akceptora elektrona treba odrediti i iskazati u
jedinicama COD na temelju njegovog kapaciteta prihvacanja elektrona i (i7) treba poznavati
odgovaraju¢e maksimalne stehiometrijske prinose (Y) metabolickih konverzija na kona¢nom akceptoru
elektrona od interesa (na primjer, nitrat ili nitrit). Za testove koji se provode s nitratom kao kona¢nim
akceptorom elektrona, mogu se koristiti maksimalni stehiometrijski prinosi koje su procijenili Kuba i
sur. (1996). Zadnje, ali ne manje vazno, ukupnu potroS$nju konacnog akceptora elektrona tijekom
izvodenja anoksi¢nog Sarznog testa EBPR treba procijeniti na temelju respirometrije.

Nakon §to se potvrdi i validira kvaliteta i pouzdanost podataka, mogu se izracunati stehiometrijski i
kineti¢ki parametri. Cesto su neto otpusteni P, konverzija glikogena te proizvedeni PHA po potro§enom
organskom ugljiku ili COD (omjeri Yvra pos.an, YGlyviaAn, YVFA PHAAn, Y VFA PHBAn I YVEA PHV.An) SU
stehiometrijski parametri od interesa za ocjenu anaerobne stehiometrije procesa EBPR (tablica 2.1).

Vezano uz anaerobne stehiometrijske parametre, Cesto je acetat (Ac) najuobicajeniji izvor ugljika
koriSten za izvodenje SarZnih testova aktivnosti. EBPR Slika 2.5 sadrzi graficki prikaz odredivanja i
stehiometrijskih i kineti¢kih parametara za Ac potroSen i ortofosfat ispusten u anaerobnom testu Sarzne
aktivnosti. Treba primijetiti da neto P otpuSten (Preieascd) zbog apsorpcije Ac treba procijeniti nakon
isklju¢ivanja naknadnog otpustanja PO4 (1pp po4,sec,.an). Medutim, buduci da do naknadnog otpustanja PO,
dolazi kontinuirano tijekom ¢itavog anaerobnog testa kao posljedica potreba stanica za anaerobnim
odrzavanjem (premda se to obi€no moze opaziti jedino nakon iscrpljivanja izvora ugljika), akumulirani
PO, otpusten zbog anerobnog odrZavanja treba iskljuciti iz ukupno opazenog otpustanja PO4. Prema
tome, neto otpusSteni P se moZe procijeniti na sljedec¢i nacin:



Net Preleased = [(TOtal PO4'Preleased)] 7[(rPP7P04,Sec,An) . (trajanje testa)] 2.6

gdje:

Net Preleased j€ PO otpusten jedino zbog apsorpcije Ac, mg PO4-P L.

Tpp_po4,sec,an Odgovara brzini otpustanja PO4 zbog potreba biomase za anaerobnim odrzavanjem,
mg PO,-P L'hl,

Otpusteni PO,
_____________________ Top_pO4,sec,An zbog anaerobnog
PO, (mg PO,-P L' h) odrzavanja
_ Ukupno iig)uitir:i PO,
- m -| -
: Apsorbirani HAc (mg PO, )
-1
z (mg Acetate L) Neto P-otpusten = otpusteni PO, -
o - {(rep_possecan? (trajanje testa [h])}
& (mg acetat L' h'')
gl N
T
rPPJ04,An
(mg PO-P L' h') Otpusteni PO,
---------------------- zbog anaerobnog
s = = - = odrZavanja
Vrijeme (h)

Slika 2.5 Primjer odredivanja maksimalnih anaerobnih volumetrijskih kinetickih brzina za potro3nju acetata (Ac) i ortofosfat otpusten (POs)
u anaerobnom 3arznom testu aktivnosti gdje je sav ugljik potroden. Za procjenu neto otpustenog P, naknadno otpustanje P
(rep_ros secan) (0dgovara potrebama anaerobnog endogenog odrzavanja koje se javljaju tijekom Citavog anaerobnog testa) se mora iskljuiti
(Net P released = [(Total PO4 released)] - [(ree_rossecan)-(duration of the test)]). Neto otpusteni P bi trebalo koristiti za odredivanje
anaerobnog stehiometrijskog omjera PO4/Ac (Yac_pos un).

Neto oslobodeni P bi trebalo koristi za odredivanje anaerobnog stehiometrijskog omjera POs/Ac
(Y ac_rosan). Tako se, na primjer, ako je u Sarznom testu aktivnosti ugljik u cijelosti potroSen, omjer
anaerobnog neto oslobodenog P i potrosenog Ac (koji se moze zvati i omjer P/C) odredene kulture moze
izraCunati na sljede¢i nacin:
_ Net Prejeased  _ SP04,mifsPO4,ﬁnal

Y, = D€ Proleased, _ ZPOgini ~ PPOgfinal 2.7
Cpo4,An .
PO4 sAc,cons S/\c,ml - sAc,('uml

gdje je:
Sac.cons koncentracija acetata potro$enog u Sarznom testu aktivnosti, mg L.
Spros,ini koncentracija ortofosfata u tekuéem dijelu suspenzije na pocetku Sarznog testa aktivnosti,
mg PO,-P L.
Spo4-p.fina kOncentracija ortofosfata u tekuc¢em dijelu suspenzije u trenutku kad je potroSena koncentracija
acetata ili na kraju anaerobnih Sarznih testova aktivnosti ako nije potro§en sav acetat, mg PO,-P L.
Sac.ini koncentracija acetata u tekué¢em dijelu suspenzije na pocetku $arznog testa aktivnosti, mg L.
Sac.finat kOncentracija acetata u tekué¢em dijelu suspenzije na kraju $arznog testa aktivnosti, mg L.

Medutim, ako ugljik nije potrosen (npr. kada se dodaje visak ugljika ili je trajanje testa relativno
prekratko da se omoguci puna potroSnja izvora ugljika), tada se razlika izmedu pocetne i zavrSne
koncentracije spojeva moze podijeliti s razlikom izmedu pocetne i zavrSne koncentracije ugljika (neto
potrosen ugljik). Sli¢an se pristup moze primijeniti za odredivanje ostalih anaerobnih stehiometrijskih
omjera od interesa (poput anaerobne hidrolize glikogena i proizvedenih PHA po potroSenom izvoru C).
Cesto se u znanstvenim publikacijama koriste razli¢ite jedinice za prikazivanje stehiometrije anaerobnih
konverzija, poput koriStenja C-mola ili P-mola umjesto mg Ac ili mg PO4-P. U tu svrhu, Prilog I sadrZi
niz koeficijenata za konverziju jedinica odredenih spojeva od interesa (npr. za pretvaranje jedinica
ortofosfata iz g PO4-P u P-mmol). Za razliku od anaerobnih stehiometrijskih parametara, anoksi¢ni i
aerobni stehiometrijski parametri se ne mogu odrediti na sli¢an jednostavan nacin. Budué¢i da EBPR
kulture imaju razlicite unutarstani¢ne metaboli¢ke konverzije koje se deSavaju istovremeno u anoksi¢nim
ili aerobnim uvjetima (apsorpcija poli-P, nadopunjavanje, rast i odrzavanje glikogena) (tablica 2.1), neto
potrosnja donora elektrona (PHA) i konacnih akceptora elektrona (kisik, nitrat ili nitrit) je kombinirani



rezultat te Cetiri metabolicke aktivnosti koje se preklapaju (Smolders i sur., 1994b). Ipak, Smolders 1 sur.
(1994b) i Kuba i sur. (1993, 1996) su dokazali da koristenjem metabolickog modeliranja, Cetiri aerobna
ili anoksi¢na metabolicka procesa ovise o omjeru izmedu ATP proizvedenog po NADH potroSenom
tijekom aerobne ili anoksi¢ne respiracije, tzv. ‘d-omjer’ ili ‘d-vrijednost’ (Smolders i sur., 1994b; Kuba i
sur., 1996). To znaci da se za EBPR kulture, aerobna ili anoksi¢na vrijednost 6 moze odrediti da se
dosljedno procijene vrijednosti razli¢itih aerobnih ili anoksi¢nih stehiometrijskih parametara. Nadalje,
unato¢ tome Sto su u literaturi navedene razlicite d vrijednosti za razli¢ite mikrobne populacije (u rasponu
od 1,3 do 2,2) (Lopez-Vazquez i sur., 2009a), za EBPR kulture u¢inak J-vrijednosti je prilicno neosjetljiv
na aerobne i anoksic¢ne stehiometrijske omjere unutar ovog raspona J vrijednosti. Ovo potonje sugerira
da su aerobni i anoksi¢ni stehiometrijski parametri takoder neosjetljivi i da ne mora postojati potreba za
njihovim odredivanjem ako uredaj ili laboratorijski sustav radi u normalnim radnim i okoli§nim uvjetima.
Medutim, ako je potrebno odredivanje J vrijednosti, mogu se provesti dva testa s i bez prisutnosti
ortofosfata u teku¢em dijelu suspenzije i mjerenjem brzine apsorpcije kisika (engl. oxygen uptake rate,
OUR) pomocu respirometrije. Izracunom razlika u brzini apsorpcije P i brzini apsorpcije kisika izmedu
testova provedenih s i bez prisutnosti ortofosfata u tekuéem dijelu suspenzije, J vrijednost se moze
procijeniti kako su opisali Smolders i sur. (1994b). Alternativno, moze se koristiti matematicko
modeliranje za procjenu § vrijednosti na temelju anoksi¢nog i/ili aerobnog profila PHA, glikogena,
ortofosfata, brzine rasta i potreba odrzavanja (Lopez-Vazquez i sur., 2009a). U slucaju interesa za
odredivanje ¢ za EBPR kulture, Citatelj ¢e mozda morati pregledati citirane reference, budud¢i da je ta
procedura van opsega ove knjige. Kao referenca i vodic, tablica 2.3 prikazuje razlicite parametre od
interesa za laboratorijske EBPR kulture obogacéene u razli¢itim radnim uvjetima (npr. izvor ugljika) i
kojima dominiraju ili PAO ili GAO.

Tablica 2.3 Tipicni stehiometrijski parametri od interesa za laboratorijski obogacene EBPR kulture kultivirane u standardnim uvjetima
(20 °C, pH 7, starost mulja 7-8 dana).

Stehiometrijski parametar Uobicajena Jedinice Tipicne Referenca
oznaka vrijednosti
Laboratorijska kultura PAO obogacena acetatom
Omjer anaerobnog otpustanja ortofosfata i apsorpcije acetata Yc_po4an P-mol C-mol! 0,50 Smolders i sur. (1994a)
= Omjer anaerobnog koriStenja glikogena i apsorpcije acetata Yaiyacan C-mol C-mol! 0,50
§ Omjer anaerobnog nastajanja PHA i apsorpcije acetata Yac_phamn C-mol C-mol! 1,22
52" Omjer anaerobnog nastajanja PHB i apsorpcije acetata Yc_pHg,an C-mol C-mol! 1,10
== Omjer anaerobnog nastajanja PHV i apsorpcije acetata Yac_pvpn C-mol C-mol! 0,12
Omjer anaerobnog nastajanja PH:.MV i apsorpcije acetata Yac_pHamypn C-mol C-mol! N/P
o  Omjeraerobnog nastajanja poli-P i potrosnje PHA Yeua_ppox P-mol C-mol! 3,68 Smolders i sur. (1994b)
§ Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potrosnje PHA Yena_oly,0x C-mol C-mol! 0,90
E Omjer aerobnog rasta biomase PAO i potro3nje PHA YPHA_PA0,0x C-mol C-mol” 0,74
Brzina aerobnog odrzavanja PAQ MPA0,ox C-mol C-mol"h!  4x10°3
Omjer aerobnog nastajanja poli-P i potro3nje kisika Yer P-mol C-mol! 3,27
Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potrosnje kisika PAO Yei,pr0 C-molmol-0,7 3,92
Omjer aerobnog rasta biomase PAQ i potro3nje kisika Yeso C-molmol-0,7 2,44
Brzina aerobne endogene respiracije PAQ MPAo,02 mol-0; C-mol'h" 4,5x10°
Laboratorijska kultura PAO obogacena propionatom
Omjer anaerobnog otpustanja ortofosfata i apsorpcije propionata Yer_poan P-mol C-mol! 0,42 Oehmeni sur. (2005¢)
o Omjeranaerobnog koristenja glikogena i apsorpcije propionata Yer_aiyn C-mol C-mol! 0,32
g Omjer anaerobnog nastajanja PHA i apsorpcije propionata Yer_pamn C-mol C-mol! 1,23
=3 Omjer anaerobnog nastajanja PHB i apsorpcije propionata Yer_pHg An C-mol C-mol! 0,04
= Omjer anaerobnog nastajanja PHV i apsorpcije propionata Yer_pHv.an C-mol C-mol! 0,55
Omjer anaerobnog nastajanja PH.MV i apsorpcije propionata Yer_pomy,an C-mol C-mol! 0,65
Omjer aerobnog nastajanja poli-P i potroSnje PHA Yeua_ppox P-mol C-mol! 3,34 Oehmen i sur. (2007)
Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potrosnje PHA Yena_oly,0x C-mol C-mol! 1,06
o Omjer aerobnog rasta biomase PAO i potrosnje PHA YPHA_PA0,0x C-mol C-mol” 0,80
E Brzina aerobnog odrZavanja PAQ MPA0,ox C-mol C-mol"h!  4x10°%
g Omjer aerobnog nastajanja poli-P i potro3nje kisika Yer P-mol C-mol! 3,34
Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potrosnje kisika PAO Yei,pr0 C-mol mol-0,7 6,16
Omjer aerobnog rasta biomase i potro3nje kisika Yeso C-molmol-0," 2,03

Brzina aerobne endogene respiracije PAQ MPAo,02 mol-0; C-mol'h" 4,5x10°



Laboratorijska DPAO kultura obogacena acetatom

Omjer anaerobnog otpustanja ortofosfata i apsorpcije acetata Yacpospn  P-mol C-mol” 0,50 Smolders i sur. (1994a),
o Omjer anaerobnog koristenja glikogena i apsorpcije acetata Yeymean  C-mol C-mol” 0,50 Kuba i sur. (1996)
§ Omjer anaerobnog nastajanja PHA i apsorpcije acetata Yacriasm  C-mol C-mol” 1,22
= Omjer anaerobnog nastajanja PHB i apsorpcije acetata Yacrigan  C-mol C-mol” 1,10
= Omjer anaerobnog nastajanja PHV i apsorpcije acetata Yacrwian  C-mol C-mol” 0,12
Omjer anaerobnog nastajanja PH:MV i apsorpcije acetata Yacriamvan  C-mol C-mol”! N/P
Omjer anoksi¢nog nastajanja poli-P i potro3nje PHA Yewa_ppax  P-mol C-mol? 0,46 Kuba i sur. (1996)
Omjer anoksi¢nog nastajanja glikogena i potrosnje PHA Yewa_eyac C-mol C-mol” 1,27
o  Omjer anoksi¢nog rasta biomase PAQ i potro3nje PHA Yeua_paoax  C-mol C-mol”! 1,63
; Brzina anoksi¢nog odrzavanja PAQ MPAo Ax C-mol G-mol'h™  3,64x10°
§ Omjer anoksi¢nog nastajanja poli-P i potro3nje NO3 Yvos_ppax P-mol N-mol” 0,414
== Omjer anoksi¢nog nastajanja glikogena i potrosnje NOs; Yvos_ayax C-mol N-mol”! 0,35
Omjer anoksicnog rasta biomase PAQ i potrosnje NO3 Ynos_paoax  C-mol N-mol”! 0,57
Brzina anoksicne endogene respiracije PAQ na NO meaonos  N-mol G-mol™h?  3,27x10°
Laboratorijska GAO kultura obogacena acetatom
Omjer anaerobnog koristenja glikogena i apsorpcije acetata Yeymean  C-mol C-mol” 112 Zengisur. (2003a)
% Omjer anaerobnog nastajanja PHA i apsorpcije acetata Yacriasm  C-mol C-mol” 1,86
& Omjer anaerobnog nastajanja PHB i apsorpcije acetata Yacrigan  C-mol C-mol” 1,36
:Z': Omjer anaerobnog nastajanja PHV i apsorpcije acetata Yacrwian  C-mol C-mol? 0,46
Omjer anaerobnog nastajanja PH:.MV i apsorpcije acetata Yacriamvan - C-mol C-mol”! 0,04
Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potro3nje PHA Yewa_ayox  C-mol C-mol”! 0,95 Zengi sur. (2003a)
Omjer aerobnog rasta biomase GAQ i potro3nje PHA Yeua_cioox  C-mol C-mol” 0,75
% Brzina aerobnog odrZavanja GAO MGk0,0x C-mol G-mol"h™  3,06x10°
% Omjer aerobnog nastajanja glikogena i potro3nje kisika Yay C-mol mol-0," 4,89
Omjer aerobne razgradnje PHA i potrosnje kisika GAO Y 6ho C-mol mol-0," 2,18
Brzina aerobne endogene respiracije GAO MG0,02 mol-0; C-mol"h?  3,51x10°

2.5.2 Procjena kinetickih parametara

Vezano uz anaerobnu kinetiku, najvazniji parametri su maksimalna specifi¢na brzina potro$nje izvora
ugljika ili VFA (qvra,an), maksimalna specifi¢na brzina otpustanja P (qep po4.an), brzina formiranja PHA
(qvra_pHa,An) 1 koeficijent endogenog odrzavanja ATP (martp.an) (tablica 2.1). Moze ih se izraCunati tako
da se na grafikon prikazu eksperimentalni podaci (os y) nasuprot vremena (os x) i podese eksperimentalni
podaci dobiveni u anaerobnim S$arZnim testovima aktivnosti pomocu linearne regresije. Buduc¢i da nas
zanimaju maksimalne brzine, moZe se primijeniti pristup linearne regresije tako da se podesi sam prvi
skup ili skupina eksperimentalnih podatkovnih tocaka dobivenih na pocetku testa Sarzne aktivnosti. To je
glavni razlog zasto je ucestalost uzorkovanja u prvih 30-40 min izvodenja testova Sarzne aktivnosti
postavljena na 5 min. Po moguénosti linearnu regresiju se mora provesti tako da se koncentracije prikazu
na grafikonu i pomocu linearne regresije podesi viSe od 4-5 eksperimentalnih podatkovnih tocaka, u isto
vrijeme ostvarajuéi statisticki koeficijent determinacije (R?) koji nije manji od 0,90. Uz procjenu
jednadzbe linearne regresije (oblika: ‘y = Ax + B’), maksimalne volumetrijske kineticke brzine
parametara od interesa mogu se odrediti koeficijentom ‘A’ izraza linearne regresije koji odgovara
‘nagibu’ skupa podatkovnih tocaka. To ¢e rezultirati odredivanjem maksimalnih volumetrijskih brzina
(obi¢no se iskazuju u jedinicama kao $to su mg L' h'! ili g m™ d!). Slika 2.5 prikazuje procjenu
maksimalnih anaerobnih kinetickih brzina za EBPR kulturu. Za uzorke aktivhog mulja iz gradskog
uredaja, brzine se mogu iskazati kao maksimalne specificne kineticke brzine tako da se volumetrijske
koli¢ine (ili vrijednosti nagiba) podijele s koncentracijom organskih suspendiranih krutina (VSS) u
aktivnom mulju. Medutim, zbog posebnog dinami¢kog ponasanja unutarstani¢nih spojeva prisutnih u
EBPR kulturama, maksimalne specifi¢ne kineticke brzine se Cesto izrazavaju u smislu aktivne frakcije
biomase (bez prisustva unutarstani¢nih spojeva) pribliznio kvantificirane u skladu sa sljede¢im izrazom:

Aktivna frakcija biomase = MLVSS — PHA — glikogen 2.8

S mikrobioloskog gledista, gornja jednadzba nije tocan izraz zbog potencijalnog akumuliranja
bioloski nerazgradivih organskih tvari istvarne metabolicke aktivnosti svake pojedine stanice. Ipak, to je
obicno prihvacena procjena za eksperimentalne potrebe u praksi obrade otpadne vode. Sli¢no spojevima
ugljika i fosfora (narocito za kulture kultivirane u laboratorijima), aktivna frakcija biomase moze se
izraziti i u jedinicama C-mol umjesto u mg VSS. U tu se svrhu koristi elementarni sastav biomase (vidi
Prilog I s odgovaraju¢im jedini¢nim faktorima konverzije za razlicite spojeve). Obi¢no, nakon S§to se
utvrde maksimalne specifi¢ne brzine, moZe ih se navesti za spoj od interesa kao mg g VSS' h'lili mg g



VSS dL. Sliéno tome, koeficijent anaerobnog endogenog odrzavanja ATP (marp.an) moZe se odrediti na
temelju profila koncentracije ortofosfata odredene za vrijeme izvodenja anaerobnog Sarznog testa
aktivnosti EBPR provedenog bez izvora ugljika (odjeljak 2.4.1). Ta maksimalna volumetrijska koli¢ina
slici ili odgovara brzini endogenog otpustanja P (mpp po4.sec.an) Opazenoj u anaerobnim testovima nakon
$to je potrosen izvor ugljika (slika 2.6). Tada je marpan ekvivalentan mpp possec.an (Wentzel i sur., 1989a;
Smolders i sur., 1994a). Slican pristup linearne regresije moze se koristiti za odredivanje maksimalnih
specifi¢nih kinetickih brzina za aerobne i anoksicne testove SarZne aktivnosti (tablica 2.2 i 2.3). Obi¢no
su apsorpcija ortofosfata, rast biomase, razgradnja PHA, formiranje glikogena i potrebe za aerobnim
odrzavanjem kineticki parametri od interesa ovisni o dostupnom kona¢nom akceptoru elektrona. Na slici
2.6 prikazan je primjer koji ilustrira odredivanje maksimalnih kinetickih brzina u aerobnom (ili
anoksi¢nom) Sarznom testu aktivnosti.

Te04_pRox

(mgPO,-PL"h")
ili
(ako su anoksi¢ni uvjeti)

To04_ppax

(mgPO,-P L h')

T'\H4_Bio,0x

(Mg NH,NL"h")

PO,-P, NH,-N (mg L")

Vrijeme (h)

Slika 2.6 Primjer odredivanja maksimalnih aerobnih (ili anoksi¢nih) volumetrijskih brzina za apsorpciju ortofosfata (PQs) i potrodnju
amonijaka (NH.) u aerobnom (ili anoksi¢nom) Sarznom testu.

Vazno je spomenuti da se maksimalna specificna brzina rasta biomase (qpua Bio,ox) N€ moze
jednostavno izraCunati pracenjem povecanja koncentracija biomase tijekom ciklusa. Umjesto toga, moze
se koristiti maksimalna specifi¢na brzina potroSnje (qnu4 Bio,0x) amonijaka (NHs4) podijeljena sa sastavom
dusika u aktivnoj frakciji biomase (0,20 N-mol po C-mol biomase) (Smolders i sur., 1995; Zeng i sur.,
2003a; Lopez-Vazquez i sur., 2007; Welles i sur., 2014). Medutim, potonji pristup moze biti valjan sve
dok nema nitrifikacije, ne dode do kemijske precipitacije ili adsorpcije NH, i relativno male razlike
omogucuju zadovoljavajuce odredivanje NH4. Razlike u koncentracijama NHy cesto mogu biti
zanemarive ili potpasti pod standardnu pogresku analiticke tehnike. To moze komplicirati proces
determinacije.

Eksperimenti predstavljeni u ovom izvjes¢u su fokusirani na relativne konverzije unutarstani¢nih i
topivih spojeva prisutnih u vodnoj fazi. Ovdje nisu obuhvaceni ili rijeSeni profili potroSnje niti analiza
konacnih akceptora elektrona (kao Sto je potroSnja kisika, brzine apsorpcije kisika ili brzine apsorpcije
nitrata).

Od velike je vaznosti odredivanje koeficijenta aerobnog odrzavanja EBPR kultura. Za odredivanje
ovog parametra, moraju se provesti testovi produzene aeracije (u pravilu u trajanju od najmanje 24 h) u
odsustvu vanjskog izvora ugljika. Nakon 24 h, mogu se odrediti aecrobne potrebe za ATP (marp,0x) Na
temelju brzine potrosnje ili apsorpcije kisika (kao mol potrosenog O, po molu aktivne biomase po satu),
a potrebe aerobnog odrzavanja mogu se izracunati pomocu sljedeceg izraza kao funkcije J (uz prosjecnu
tipi¢nu vrijednost od oko 1,75-1,80 za obogacene EBPR kulture):

-~ 1.125 mATP,OX
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2.6 Rasprava i tumacenje podataka

Rezultati Sarznih testova aktivnosti EBPR ¢e dati vazne informacije, ne samo o aktivnosti biomase u
razli¢itim radnim i okolisnim uvjetima, ve¢ i o opfem stanju biomase, kao i odredene smjernice o
dominantnim mikrobnim populacijama prisutnima u uzorku mulja. Nadalje, identificiranje dominantnih
mikrobnih vrsta je vazna nadopuna za bolje razumijevanje aktivnosti procesa EBPR.

2.6.1 Anaerobni Sarzni testovi aktivnosti

Budu¢i da su PAO jedini organizmi za koje se zna da otpustaju fosfat za vrijeme anaerobne apsorpcije
hlapivih masnih kiselina, anaerobni omjeri otpusteni P/ /apsorbirani C ili otpusteni P/COD, Yc¢ pos,an
poput Yvra posan, YacPosan il Ypr posan, S€ mogu smatrati jednim od najprikladnijih pokazatelja za
ocjenu aktivnosti organizama koji akumuliraju fosfate i glikogen u EBPR kulturama. Visok omjer
otpusteni P/apsorbirani C se smatra pokazateljem prisutnosti PAO, dok se njihov niski omjer smatra
pokazateljem znacajne prisutnosti GAO. Ipak, takvo je razmatranje predmet proturje¢ja (Schuler i
Jenkins, 2003; Ochmen i sur., 2007; Lopez-Vazquez i sur., 2008b; Welles i sur., 2015b). Do takvog
proturjecja dolazi zbog Citavog raspona omjera navedenih u literaturi, od niskih 0,025 do ¢ak 0,75 P-mol
C-mol™ ili vise (Schuler i Jenkins, 2003). Nekoliko istraZivanja s jako oboga¢enim PAO kulturama otkrilo
je da na anaerobni omjer otpustenog P i apsorbiranog C djeluju i drugi faktori osim prisutnosti GAO. Na
primjer, pokazalo se da na omjer otpusteni P/absorbirani C djeluje izvor ugljika, pH i sadrzaj poli-P u
organizmima koji akumuliraju fosfate i specificne podgrupe PAO obogacene u istrazivanju (Smolders i
sur., 1994a; Filipe i sur., 2001a; Zhou i sur., 2008; Acevedo i sur., 2012). Slijedom toga, nije preporucljivo
koristiti jedino taj omjer kao izravan i jedini pokazatelj za ocjenu EBPR aktivnosti aktivnog mulja. Ipak,
moze se koristiti kako bi se dobila gruba procjena dominantnih metabolizama koji prevladavaju u
aktivnom mulju. Ako ga podrzavaju molekularne tehnike moze ponuditi prikladan i cjelovitiji pregled
aktivnosti biomase. Prema tome, na temelju opazanja izvedenih iz ranijih istrazivanja, razli¢iti omjeri P/C
izvedeni u standardnim uvjetima (20 °C, pH 7,0) uz dodatakacetata mogu ukazivati na (Schuler i Jenkins,
2003):

Omjer P/C (P-mol C-mol”) Dominantni metabolizam

<025 —— > Metabolizam kojim dominiraju GAO
0,25-0,50 ——— > Prijelazni metabolizam PAO-GAO
> 0,50 —— > Metabolizam kojim dominiraju PAO

Slika 2.7 prikazuje razlicite anaerobne omjere otpusteni P/apsorbirani C navedene u literaturi kao
funkciju koli¢ine fosfora nakupljenog u mulju na temelju koncentracije TSS iskazane kao omjer P/TSS u
mulju. Zanimljivo, pokazalo se da je sadrzaj fosfora u mulju (u smislu mg P g VSS™) snaZno povezan s
anaerobnim omjerom otpusteni P/apsorbirani C.
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Slika 2.7 Anaerobni omjer otpusteni P/apsorbirani C kao funkcija omjera P/TSS u biomasi naveden u literaturi (prilagodeno iz Schuler i
Jenkins, 2003; i Welles i sur., 2015b).



Kako je prikazano na slici 2.7, anaerobni omjer P/C visi od 0,50 se obi¢no opaza kada je sadrzaj
P/TSS u mulju obogacenom PAO veéi od 0,10 g P g TSS™!. Prema tome, sustav s aktivnim muljem ¢e
vjerojatno imati zadovoljavajucu aktivnost EBPR kad anaerobni omjer otpusteni P/apsorbirani C iznosi
oko ili vide od 0,50 P-mol C-mol’!, a omjer P/TSS u mulju oko ili vise od 0,10 mg P mg TSS™!. Nize
vrijednosti bi mogle ukazivati na to da aktivnost EBPR u sustavu moze biti ograni¢ena odredenim radnim
ili okoli$nim faktorima kao $to su (i) relativno obilna prisutnost GAO umjesto PAO, (ii) prodor akceptora
elektrona u anaerobnu fazu (kao Sto su kisik, NOs;, NO,), (iii) dodavanje soli Al ili Fe radi kemijskog
uklanjanja P, ili povremeno (iv) prisutnost inhibitornih ili toksi¢nih spojeva. U takvim okolnostima,
sustav s aktivnim muljem treba pazljivo preispitati kako bi se provele odgovarajuce korektivne mjere.

U odredenim okolnostima, testovi aktivnosti EBPR mogu se provesti u nestandardnim uvjetima (pH
razli¢it od 7,0) koristenjem prave otpadne vode ili drugih izvora ugljika umjesto acetata. Za potrebe
usporedbe i mjerenja, omjer P/C se moze korigirati pomocu izraza koje su razvili Smolders i sur. (1994a)
odnosno Filipe i sur. (2001a) za kulture uz koristenje aceta:

Y ac po4,an = 0.19 - pH - 0.85 210

Y ac po4,an = 0.16 - pH - 0.55 211

Isto tako, koriStenje prave otpadne vode ili drugih izvora C umjesto acetata (poput propionata, butirata
ili glukoze) ¢e dovesti do nizeg anaerobnog omjera P/C od onih navedenih za EBPR kulture gdje je
metabolizam PAO (ili i PAO) dominantan. Takvi nizi omjeri P/C mogu, pored niskog sadrzaja P/TSS o
¢emu se ranije raspravljalo, biti posljedica manje energije potrebne za pohranjivanje PHA ili veée
ukljucenosti metabolizma GAO (moguce uzrokovano prisutnos¢u GAO). Ako se omjer potrosnje
glikogena i apsorpcije C ne poveca i ostane unutar obi¢no navedenog omjera od 0,35-0,50 C-mol C-mol
! za sustave kojima dominiraju PAO (Smolders i sur., 1994b; Schuler i Jenkins, 2003), moZe se
pretpostaviti da je sustav snazan i stabilan, naro€ito ako unutarstani¢ni omjer P/TSS nije znatno nizi od
0,10 u obogacenim kulturama. Medutim, ako se u takvim okolnostima omjer potroSnje glikogena i
apsorpcije C, YoLyacan, poveéa iznad 0,35-0,50 C-mol C-mol™’, tada metabolizam GAO (ili samo
prisustvo GAO) moze poceti dominirati sustavom i u konacnici dovesti do pogorsanja procesa sve dok
taj omjer nastavi rasti (na kraju moze dosegnuti Ygry/acan 0d 1,12 C-mol C-mol™) u kombinaciji sa
smanjivanjem sadrzaja P/TSS ispod 0,10 mg P mg TSS™.

Paralelno s time, omjeri sinteze PHA i apsorpcije C veéi od 1,33 C-mol C-mol™! ée se opaziti kao
posljedica veée sinteze PHV 1 PH,MV. Omjeri PHV 1 apsorpcije C veci od 0,10 i do 0,25-0,30 mogu se
opaziti zajedno s formiranjem PH,MV. Te vrijednosti vjerojatno upucuju na potencijalno pogorsanje
aktivnosti i u¢inkovitosti EBPR. Vezano uz anaerobne kineti¢ke brzine, narocito pocetnu maksimalnu
anaerobnu brzinu apsorpcije izvora ugljika, razlicite vrijednosti su predstavljene za laboratorijske kulture
kojima dominiraju PAO i GAO (uglavnom sekvencijski $arzni reaktori, SBR) i gradske uredaje kao Sto
su modificirani UCT (engleska kratica za SveudilisSte u Cape Townu, JAR), Phoredox (od engl.
phosphorus reduction oxidation, odnosno redukcija oksidacija fosfora), i PhoStrip (od engl. phosphorus
stripping, odnosno uklanjanje fosfora) (Wentzel i sur., 2008) (tablica 2.4).

Slicno omjeru otpustenog P i apsorbiranog C, izgleda da kineticke brzine ovise o sadrzaju poli-P u
mulju (Schuler i Jenkins 2003, Welles i sur., 2016), a kreéu se u rasponu od 0,02 do 0,20 C-mol C-mol™!
h'l. Medutim, u veéini istrazivanja provedenih sa srednjim sadrzajem poli-P i omjerima P/Ac od oko 0,5
P-mol C-mol!, opaZene brzine apsorpcije konvergiraju oko 0,20 C-mol C-mol' h..

Sli¢no tome, brzine opaZene u testovima provedenima s uzorcima aktivnog mulja iz gradskih EBPR
uredaja kre¢u se u rasponu izmedu 17 1 22 mg Ac g VSS! h'! (Lopez-Vazquez i sur., 2008a).

Temperatura ima veliku ulogu u razli¢itim mikrobnim procesima EBPR (Brdjanovic i sur., 1997,
1998¢, Tablica 2.5).



Tablica 2.4 Maksimalne pocetne specificne anaerobne brzine apsorpcije izvora C predstavljene u literaturi za laboratorijske i velike EBPR
uredaje.

Laboratorijski EBPR uredaji

Dominantni mikroorganizam/metabolizam i sustav Quaan U C-mol C-mol " h! Referenca
PAO - SBR 0,27 Smolders i sur. (1994a)
0,20 Filipe i sur. (2001b)
0,20 Kuba i sur. (1996)
0,20 Brdjanovici sur. (1997)
0,20 Lopez-Vazquezi sur. (2007)
GAO - SBR 0,24 Filipe i sur. (2001a)
0,16-0,18 Zengisur. (2003a,b)
0,20 Lopez-Vazquezi sur. (2007)
0,19 Lopez-Vazquezi sur. (2009a)
Veliki EBPR uredaji
Dominantni mikroorganizam/metabolizam Quaan UMg AcgVSSTh! Referenca
PAO - Modificirani UCT 22 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
19 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
47 Kuba i sur. (1997a,b)
7-31 Kuba i sur. (1997b)
PAO - Phoredox 14 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
21 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
1 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
14 Lopez-Vazquez i sur. (2008a)
PAQ - Sidestream PhoStrip 9 Lopez-Vazquez i sur. (2008a)
23 Brdjanovic i sur. (2000)

Tablica 2.5 Arrheniusovi temperaturni koeficijenti (6) predstavljeni u literaturi kako bi se opisale maksimalne specifi¢ne kineticke brzine
razlicitih EBPR metabolickih procesa koji se javljaju u laboratorijskim i gradskim EBPR sustavima (Meijer, 2004).

Parametar ) Referenca

QviAAn 1,094 (%) Brdjanovic i sur. (1998c); Meijer (2004)

MATP An 1,071 (e%%%%) Smolders i sur. (1995); Murnleitner i sur. (1997)
QpHA Ox 1,129 (e%17") Brdjanovici sur. (1998); Meijer (2004)

QJPHA_Gly,0x 1,125 (e°18) Meijer (2004)

Po4_p,0x 1,031 (e°%1) Murnleitner i sur. (1997); Brdjanovici sur. (1998c)
QPa0,0x 1,081 (%78 Brdjanovici sur. (1997)

MATP Ax 1,071 (e9) Murnleitner i sur. (1997)

MATP.0x 1,071 (%) Murnleitner i sur. (1997)

* Broj u zagradama oznacava vrijednost Arrheniusovog temperaturnog koeficijenta (6) u smislu Eulerovog broja.

2.6.2 Aerobni Sarzni testovi aktivnosti

Radi usporedbe, opazene maksimalne kineticke brzine moraju se standardizirati pomocu Arrheniusovih
koeficijenata. Na temelju opaZanja Brdjanovic i sur. (1997, 1998) i drugih autora (Smolders i sur., 1995,
1 Murnleitner i sur., 1997), Meijer (2004) jekroz razvoj modela TUDelft i provedbu nekoliko studija
modeliranja, odredio prikladne Arrheniusove temperaturne koeficijente koji ¢e najbolje pristajati
maksimalnim kinetickim brzinama EBPR kultura za razlicite operativne laboratorijske i gradske uredaje.
Premda su aerobne kineticke brzine navedene u literaturi za laboratorijske EBPR sustave dosljedne
(tablica 2.6), vrijednosti opaZene u gradskim EBPR uredajima mogu navelike varirati (od modificiranih
UCT sustava do uredaja BIODENIPHO - bioloSka denitrifikacija, nitrifikacija i uklanjanje fosfora)
(tablica 2.7).



Tablica 2.6 Maksimalne aerobne kineticke brzine predstavljene u literaturi za obogacene EBPR kulture.

Kultura ili sustav 0P04_PP,0x QpHa_cly, 0x QPA0,0x MATP 0x Referenca

P-mol C-mol " h! C-mol C-mol " h! C-mol C-mol " h! mol ATP C-mol™ h”!
SBR 0,055 0,080 0,014-0,016 1,9x103 Smolders i sur. (1994b)
SBR 0,046 - 0,13 1,2x10°% Brdjanovic i sur. (1997)
SBR 0,083 - - 1,7x10°3 Welles i sur. (2014)

Tablica 2.7 Maksimalne pocetne specificne aerobne brzine apsorpcije P predstavljene u literaturi za gradske EBPR uredaje.

Dominantni mikroorganizam/metabolizam (lPo4_pp,0x Referenca
mgPgVsSThT

PAO - Modificirani UCT 19,2 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
9,0 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
13 Kubaisur. (1997a, b)
4-6 Kuba i sur. (1997b)

PAO - Phoredox 8,0 Lopez-Vazquez i sur. (2008a)
9,1 Lopez-Vazquez i sur. (2008a)
6,2 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
6,3 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)

PAQ - Sidestream PhoStrip 9,8 Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
2,2 Brdjanovici sur. (2000)

PAO - Pilot BIODENIPHO 4 Meinhold i sur. (1999)

Takve znatne razlike su logi¢ne bududi da su laboratorijski sustavi visoko obogaéeni organizmima
koji akumuliraju fosfate (na temelju sli¢nih istrazivanja, PAO vjerojatno mogu Ciniti vise od 80-90 %
ukupne populacije) s malom varijabilno$¢u u postotku obogacenosti (Lopez-Vazquez i sur., 2009a;
Welles i sur., 2014, 2015a), dok u gradskim uredajima PAO mogu ¢initi izmedu 3 i 20 % ukupne aktivne
frakcije biomase (Lopez-Vazquez i sur., 2008a). Stovise, u gradskim uredajima u kojima se provodi
biolosko uklanjanje dusika i fosfora, EBPR kulture su izlozene naizmjeni¢nim anaerobno-anoksi¢no-
aerobnim (A?0) fazama kojima se moZe smanjiti dostupnost unutarstani¢nih PHA nakon sekvencijalne
izlozenosti anoksi¢nim i aerobnim uvjetima (buduci da i anoksi¢na i aerobna metabolicka aktivnost
zahtijeva PHA kao izvor ugljika i energije). Na temelju podataka navedenih u tablici 2.7, moZze se vidjeti
da vrijednosti vise od 10 mg P g VSS™!' h'! nisu uobicajene. Takve kineti¢ke brzine se mogu smatrati
prilicno velikima bududi da, kako je ve¢ ranije re¢eno, gradski uredaji ¢esto imaju aerobna hidraulicka
vremena zadrzavanja (HRT) od nekoliko sati (npr. najmanje 6-8 h i duze), Sto ¢e pogodovati apsorpciji
ortofosfata iz tekueg dijela suspenzije. Aerobne brzine apsorpcije P (qpo4 pp,ox) niZe od 10 mg P g VSS'!
h'! neée biti zadovoljavajuée ovisno o trajanju aerobne faze (premda se moraju izbjegavati razdoblja
produzene aeracije) (Brdjanovic i sur., 1998c). Drugi vazan aspekt koji treba razmotriti jest to da li je
uredaj sklon kemijskoj precipitaciji P, buduéi da ¢e ta pojava pogodovati kemijskom uklanjanju P na Stetu
EBPR procesa.

2.6.3 Anoksicni Sarzni testovi aktivnosti

Istovremeno uklanjanje ortofosfata i nitrata (ili nitrita) je izrazito poZeljno zbog potencijalnih uSteda u
energetskim i1 operativnim troskovima, dok se u isto vrijeme ¢uva ili odrzava aktivnost uklanjanja P koja
moZe biti usporediva onoj opazenoj u anaerobno-aerobnim uvjetima (Kuba i sur., 1996). Medutim, u
odredenoj mjeri to je proturjecno pitanje, narocito zbog prilicno promjenjivih i nedosljednih anoksi¢nih
aktivnosti uklanjanja P opaZenih u gradskim uredajima (Hu i sur., 2002) i teoretski smanjenog uklanjanja
P potencijalno uzrokovanog manjim prinosima biomase PAQO. Tablica 2.8 prikazuje razli¢ite anoksi¢ne
aktivnosti uklanjanja P opaZene u gradskim uredajima (anaerobno-anoksi¢ni (A?) i anaerobno-anoksi¢ni-
oksiéni (A%0) uredaji) usporedene s aerobnim aktivnostima uklanjanja P u istim sustavima (u skladu s
protokolima predstavljenima u ovom izvje$¢u, a koje je uveo Murnleitner i sur., 1997).



Tablica 2.8 Maksimalne pocetne anoksicne kineticke brzine predstavljene u literaturi za laboratorijski obogacene denitrificirajuce EBPR

kulture.
Kultura ili sustav ([P04_PP,Ax QIPHA_GlyAx PA0.Ax Max Referenca
P-mol C-mol" h”! C-mol C-mol " h! C-mol C-mol " h! C-mol C-mol " h!
SBR, PAO, sustav A2 0,1 0,8 0,05 3,6x10° Kubai sur. (1996)
SBR, PAO, sustav A2 0,02-0,63 0,0025 - - Carvalho i sur. (2007)
SBR, PAO, sustav A2 0,58 0,9 - - Zeng i sur. (2003b)
SBR, PAO, sustav A20 0,33 - - - Saito i sur. (2004)

?Jedinice: P-mmol g VSS'h

Tablica 2.9 Maksimalna pocetna specifi¢na anoksi¢na brzina apsorpcije P i njezin odnos s maksimalnom aerobnom brzinom apsorpcije P
predstavljena za gradske EBPR uredaje.

Dominantni (Po4_pp,0x (Po4_ppAx Qpoa_ppax / (po4_pp,0x Referenca

mikroorganizam/metabolizam mgPgVsS'h? mgPgVsS'h? %

PAO — Modificirani UCT 19,2 5.9 31 % Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
9,0 2,1 3% Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
13 6 46 % Kuba i sur. (1997a,b)
4-6 1,2-1,6 20-40 % Kuba i sur. (1997b)

PAO - Phoredox 8,0 1,9 23 % Lopez-Vazquez i sur. (2008a)
9,1 44 48 % Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
6,2 0,6 9% Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
6,3 0,0 0% Lopez-Vazquezi sur. (2008a)

PAO - Sidestream PhoStrip 9,8 33 34 % Lopez-Vazquezi sur. (2008a)
2,2 1,7 80 % Brdjanovici sur. (2000)

PAO - Pilot BIODENIPHO 4 2 54 % Meinhold i sur. (1999)

Kako je prikazano u tablici 2.9, anoksi¢na brzina apsorpcije P rijetko doseze viSe od 5 mg PO4-P
g VSS' h'!, a u odredenim je okolnostima vrlo niska ili je nema. U svakom slu¢aju, razli¢ite anoksi¢ne
aktivnosti P su zbirni odraz (i) stupnja obogacivanja denitrificiraju¢ih PAO sposobnih koristiti kisik i
nitrat (/ili ostalih EBPR kultura i nus-populacija uklju¢enih u proces denitrifikacije) (Kerr-Jespersen i
Henze, 1993; Meinhold i sur., 1999; Saad i sur., 2016), i/ili (ii) kapaciteta denitrifikacije potaknutog kod
PAO (Kuba i sur., 1996, 1997; Wachtmeister i sur., 1997). U svakom slucaju, stupanj izlozenosti sustava
s aktivnim muljem ¢e pogodovati rastu denitrificiraju¢ih EBPR populacija. Prema tome, jace anoksi¢ne
aktivnosti apsorpcije P mogu se ocekivati u konfiguracijama uredaja koji rade s definiranom fazom
prethodne denitrifikacije.

2.7 Primjer

2.7.1 Opis

Kako bi se ilustriralo izvodenje Sarznog testa aktivnosti EBPR, u ovom se dijelu predstavljaju podaci iz
anaerobno-aerobnog testa (Test EBPR.AER.2) provedenog pri 10 °C s laboratorijski obogacenom EBPR
kulturom. Test EBPR.AER.2 je bio proveden kako bi se odredila anaerobna stehiometrija i anaerobna i
aerobna kinetika procesa EBPR. Sarzni test aktivnosti je proveden u bioreaktoru od 2,5 L. Sva oprema,
aparatura i materijali su pripremljeni kako je opisano u odjeljku 2.3. Senzori za pH i DO su kalibrirani
manje od 24 h prije izvodenja testa. Test je trajao 4,5 h, te se sastojao od 2,25 h anaerobne faze (stvorene
kontinuiranim upuhivanjem plina N; tijekom citavog testa), nakon koje je uslijedila aecrobna faza od 2,25
h (stvorena dobavom zraka, s time da je dosegnuta koncentracija DO visa od 4 mg L!). Prije SarZnog
testa, 1,25 L koncentriranog EBPR mulja uzetog na kraju aerobne faze laboratorijskog bioreaktora
prebaceno je u bioreaktor i aklimatizirano 30 min pri 10 °C uz sporo mijesanje (100 rpm) pri pH 7,0,
prateci preporuke opisane u odjeljku 2.3.5. Priprema aktivnog mulja za testove napravljena je u manje od
1 h nakon uzimanja mulja. Nakon toga, 20 min prije pocetka testa, uzeti su uzorci za odredivanje
parametara od interesa (u skladu s izvodenjem testa EBPR.AER.2).



Tablica 2.10 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje arZnog testa aktivnosti (Test tipa br. EBPR.AER.2) provedenog s
laboratorijski obogacenim EBPR muljem pri 10 °Ckoristeci sinteticki influent pri pH 7,0.

Kombinirani anaerobno-aerobni $arZni testovi EBPR

Oznaka: EBPR.AER.2

Datum: Cetvrtak 17.12.2015. 9:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)
Opis: Testovi pri 10 °C, pH 7, s umjetnim supstratom 1. Potvrditi dostupnost materijala za uzorkovanje i potrebne opreme 08:00
i obogac¢enom kulturom PAO 2. Potvrditi kalibriranost i funkcionalnost sustava, mjeraca i senzora 08:10
Test br.: 30d6 3. Prebaciti 1,25 L mulja u 3arzni reaktor 08:20
Trajanje 4,5 h (270 min) 4. Odrzavati aerobne uvjete pomocu njeznog mijesanja 08:40
Supstrat: Sinteti¢ki: Acetat (350 mg L) + minerali i upuhivanja plina pri zadanoj Ti pH
Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjesavine mulja i vode u SBR-u 5. 20 min prije pocetka uzeti uzorak radi odredivanja pocetnog stanja 08:40
Uzorci br.: EBPR.AER.2(1-22) 6. Zaustaviti aeraciju i poceti upuhivati plin N, 08:50
Ukupni volumen uzorka: 305 mL 7. Zapoceti ciklus, dodati 1,25 L sinteti¢kog medija (0 min) 09:00
(10 mL za MLVSS, 12 mL za PHA, 4,5 mL za glikogen, 8. Nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenja (5 min) 09:05
6 mL za ostale uzorke) 9. Zaustaviti upuhivanje plina N, zapoceti s dodavanjem zraka (135 min) 11:15
Volumen reaktora: 25L 10. Zaustaviti uzorkovanje i aeraciju (nakon 270 min) 13:30
11. Organizirati uzorke i ocistiti eksperimentalnu opremu i prostor 13:45
12. Pobrinuti se da je sva oprema isklju¢ena i da su uzorci propisno zbrinuti 14:00
Plan provodenja uzorkovanja
Vrijeme (min) -20 0 5 10 15 20 25 30 40 50 60 90 135
Vrijeme (h) -0.33 0.00 0.08 0.17 0.25 033 0.42 0.50 0.67 0.83 1.00 1.50 2.25
Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Parametar ANAEROBNA FAZA
HAc (C-mmol L) 5.83' 4.85 4.57 3.98 348 2.87 221 1.35 043 0 0 0
PO,-P (P-mmol L) o' 0.24 0.45 1.01 1.35 1.69 2.14 2.85 3.01 3.04 3.07 3.11
NH,-N (N-mmol L) 132" 134 126 139
PHA (C-mmol) 12.27 20.04 20.08
Glikogen (C-mmol) 15.09 12.68 12.71
MLSS i MLVSS (mg L") Vidi tablicu Vidi tablicu
B Prosjecna vrijednost koncentracije prisutne u sintetickom supstratu i tekucoj fazi uzorka mulja prije pocetka testa
Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)
Vrijeme (min) 140 145 150 155 160 165 180 195 215 270
Vrijeme (h) 233 242 2.50 2.58 2.67 2.75 3.00 3.25 3.58 4.50
Uzorak br. 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Parametar AEROBNA FAZA
HAC (C-mmol L)
PO, (P-mmol L") 3.00 273 2.45 2.20 1.90 1.64 0.84 0 0 0
NH, (N-mmol L") 1.11 1.09 1.07 1.06 1.05
PHA (C-mmol) 15.55 11.72
Glikogen (C-mmol) 15.04 15.90
MLSS i MLVSS (mg L") Vidi tablicu
Mjerenja MLSS i MLVSS
Totka uzorkovanja Casica br. Wi W2 w3 W2-wi W2-w3 MLSS MLVSS Omjer
Pocetak anaerobne faze’ 1 0.08835 0.16525 0.10792 0.07690 0.05733 7,690 5,733 0.75
2 0.08835 0.16553 0.10997 0.07718 0.05556 7,718 5,556 0.72
3 0.08834 0.16435 0.10903 0.07601 0.05532 7,601 5,532 0.73
Prosjek 7,670 5,607 0.73
Kraj anaerobne/Pocetak aerobne fal 4 0.08858 0.12437 0.09606 0.03579 0.02831 3,579 2,831 0.79
5 0.08848 0.12564 0.09646 0.03716 0.02918 3,716 2,918 0.79
6 0.08914 0.12527 0.09648 0.03613 0.02879 3,613 2,879 0.80
Prosjek 3,636 2,876 0.79
Kraj aerobne faze 7 0.08868 0.12859 0.09952 0.03991 0.02907 3,991 2,907 0.73
8 0.08764 0.12716 0.09881 0.03952 0.02835 3,952 2,835 0.72
9 0.08722 0.12622 0.09800 0.03900 0.02822 3,900 2,822 0.72
Prosjek 3,948 2,855 0.72
2 Uzorak uzet prije dodavanja supstrata
Sastav biomase
Tocka uzorkovanja Poletk anaer.| Kraj anaer. Kraj aer.
MLSS (mg L?) 3,835 3,636 3,948 Napomena:
MLVSS (mg L) 2,804 2,876 2,855 Acetat (CH,0) 30.03 mg C-mmol™*
Omjer 0.73 0.79 0.72 Ortofosfat (PO,-P) 31.00 mg P-mmol™*
Pepeo (mg L™) 1,031 760 1,093 Amonij (NH,-N) 14.00 mg N-mmol™
PHB (mg L") 2417 392.0 232.1 PHB (CH, 5005 21.52 mg C-mmol™®
PHV (mgL?) 20.9 373 18.6 PHV (CH, 00.4) 20.02 mg C-mmol”
PHA (mg L") 2626 4293 250.8 Glikogen (CH;0/60s/6) 27.00 mg C-mmol®
Glikogen (mg L) 423.7 3433 429.2 Biomasa (CH,.0500.54Ng.20) 26.00 mg C-mmol™*
%(PHA+GIi) MLVSS™ 32.0 37.0 31.0
Aktivna biomasa (mg L") 2,117 2,103 2,175
Aktivna biomasa (Cmmol L) 81.4 80.9 83.6




Tablica 2.11 Sazeti prikaz anaerobnih i aerobnih konverzija opaZenih u primjeru SarZznog testa aktivnosti (Test tipa EBPR.AER.2)
provedenog s laboratorijski obogacenim EBPR muljem pri 10 °Ckoristei sintetski influent pri pH 7,0.

Parametar Jedinica Anaerobna faza Aerobna faza
Pocetak Kraj Anaerobna Pocetak Kraj Aerobna
[Vrijeme: 0] [Vrijeme: 135 konverzija [Vrijeme: 135 [Vrijeme: 270 konverzija

min] min] min]

Ac C-mmol L 5,20 0,00 -5,20 0,00 0,00 0,00
P0.-P P-mmol L 0,00 3N 3N 3N 0,00 3,11
NHa-N N-mmol L 1,32 1,39 0,07 1,39 1,05 -0,34
PHB C-mmol L 1,23 18,21 6,99 18,21 10,79 -7143
PHV C-mmol L 1,05 1,86 0,82 1,86 0,93 -0,93
PHAs (PHB+-PHV) C-mmol L 12,27 20,08 7,80 20,08 11,72 -8,36
Glikogen C-mmol L 15,69 12,71 -2,98 12,71 15,90 3,18

Tablica 2.12 SaZeti prikaz anaerobnih i aerobnih stehiometrijskih i kinetickih parametara opazenih u primjeru SarZnog testa aktivnosti
(Test tipa EBPR.AER.2) provedenog s laboratorijski obogacenim EBPR muljem pri 10 °Ckoristei sinteticki influent pri pH 7,0.

Konverzija Simbol Jedinica Procijenjena vrijednost
Anaerobna stehiometrija

Omijer neto otpustenog P i apsorpcije Ac Yac_poaan P-mol C-mol! 0,57
Omjer proizvodnje PHA i apsorpcije Ac Yac_piasn C-mol C-mol! 1,50
Omjer proizvodnje PHV i proizvodnje PHB Yeuv/eHs, an C-mol C-mol! 0,12
Omjer potrodnje glikogena i apsorpcije Ac Yaiy/acan C-mol C-mol! 0,57
Anaerobne kineticke brzine®

Maksimalna volumetrijska brzina apsorpcije Ac TAcAn C-mmol L™ h! 6,15
Maksimalna specificna brzina apsorpcije Ac QacAn C-mol C-mol "h"! 0,075
Maksimalna volumetrijska brzina otpustanja PO, 1Pp_po4,An P-mmol L h! 4.42
Maksimalna specifi¢na brzina otpustanja POs Qrp_Po4,an P-mmol L™ h! 0,054
Brzina naknadnog anaerobnog otpustanja POs TPP_P04 Secin P-mmol L™ h! 0,063
Koeficijent anaerobnog odrzavanja Mep_po4 An P-mol C-mol™ h! 7,69 E-04
Aerobne kineticke brzine

Maksimalna volumetrijska brzina apsorpcije POs TP04_pp0x P-mmol L™ h! 3,12
Maksimalna specificna brzina apsorpcije POs Qpos_pp,0x P-mol C-mol" h! 0,038
Volumetrijska aerobna brzina potrosnje NH,¢ TNH4_Bio,0x N-mol L h"! 0,15
Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase QPA0,0x C-mol C¢-mol " h! 0,009

2 Ne ukljucujuci naknadno otpustanje P mnoZenjem ree_pos secn s trajanjem anaerobne faze (0,063 P-mmol L h-2,25 h = 0,142 P-mmol).

b Procijenjeno dijeljenjem maksimalnih volumetrijskih brzina konverzije s koncentracijom aktivne biomase na pocetku testa od 81,4 C-mmol.

¢Procijenjeno: aerobna potro3nja NH podijeljena s trajanjem aerobne faze.

¢ Procijenjeno: volumetrijska aerobna brzina potrosnje NHs podijeljena s N-sadrZajem biomase (0,20 N-mol) i pocetnom koncentracijom aktivne biomase (81,4 C-
mmol L7).

Test je poceo dodavanjem 1,25 L sinteti¢ke otpadne vode koja je sadrzavala 350 mg COD L™! kao Ac
(ostali makro- i mikro-nutrijenti kao i 20 mg L' ATU bili su ukljudeni u sinteti¢koj otpadnoj vodi u skladu
s odjeljkom 2.3.3). Buduc¢i da se test izvodio pri 10 °C, temperatura sinteticke otpadne vode prilagodena
jena 10 °C u vodenoj kupelji u kojoj je odrzavana ista temperatura prije pocetka pokusa. Kako je glavni
cilj bio odrediti anaerobnu stehiometriju i anaerobnu i aecrobnu kinetiku procesa EBPR, uzorci su uzimani
¢esce (svakih 5 min) u prvih 30 min svake anaerobne i aerobne faze. Odmah nakon uzimanja, svi uzroci
su pripremljeni, sacuvani i pohranjeni prije analitickog odredivanja parametara od interesa (npr. POs,
MLSS, MLVSS i PHA, medu ostalim parametrima) kako je opisano u odjeljku 2.3.4 ,Priprema
materijala“. Svi uzeti uzorci su analizirani kako je opisano u odjeljku 2.2.5. Konkretno, unutarstani¢no
pohranjeni PHA su odredeni prema protokolu za odredivanje PHB i PHV, a glikogen je odreden
metodama kiselinske hidrolize i ekstrakcije (Smolders i sur., 1994a). Ostali spojevi PHA, poput PH,MV,
nisu mjereni bududi da je acetat bio dobavljeni izvor ugljika, zbog ¢ega se ocekivalo da ¢e PHB i PHV
¢initi ve¢inu PHA. U tablici 2.10 prikazan je eksperimentalni plan provedbe izvodenja testa.



2.7.2 Analiza podataka

Nastavljajuci se na rezultate iz eksperimenta prikazanih u tablici 2.10, slika 2.8 prikazuje rezultate testa
prikazanih u planu provedbe, kao i procjenu maksimalnih volumetrijskih brzina primjenom linearne
regresije. Razlicite anaerobne i aecrobne konverzije parametara od interesa prikazane su u tablici 2.11, dok
tablica 2.12 sadrZi procjenu razli€itih anaerobnih i aerobnih stehiometrijskih i kinetickih parametara od
interesa.

Sve u svemu, rezultati Sarznog testa aktivnosti (slika 2.8) pokazuju tipi¢ni fenotip mulja kojim
dominiraju PAO: puna apsorpcija Ac u anaerobnoj fazi povezana s anaerobnim otpuStanjem P,
proizvodnjom PHA i potrosnjom glikogena, dok je puna apsorpcija PO4 opazena u aerobnoj fazi zajedno
s koriStenjem PHA, nastajanjem glikogena i niskom potrosnjom NHy4. Nadalje, relativno nizak omjer
VSS/TSS opazen na pocetku i kraju testa (od oko 0,72-0,73) je tipiCan za sustave EBPR zbog
akumuliranja poli-P (koji je odrazen u visSem sadrzaju pepela) u usporedbi sa sustavima koji provode
jedino uklanjanje organskih tvari (pri cemu omjeri VSS/TSS obi¢no nisu nizi od 0,80) (Wentzel i sur.,
2008).

Kako je prikazano u tablici 2.12, anaerobna stehiometrija, naro€ito omjer neto otpuStenog P i
apsorpcije Ac (Yac posan, PO#/Ac ili P/C) od 0,57 P-mol C-mol' u kombinaciji s omjerom potro$nje
glikogena i apsorpcije Ac od 0,57 C-mol C-mol! ukazuje da opazena aktivnost biomase (fiziologija)
odgovara onoj kojom dominira metabolizam PAO (tablica 2.3). To moze potvrditi relativno nizak omjer
proizvodnje PHV i proizvodnje PHB (Ypuv/pus an) 0d 0,12 bududi da se omjeri PHV/PHB blizu ili nizi od
0,10 obi¢no opazaju u sustavima obogacenima s PAO (Smolders i sur., 1994a) zbog manje potrosnje
glikogena za apsorpciju Ac u usporedbi sa sustavima kojima dominiraju GAO (Zeng i sur., 2003a).
Nadalje, kada se opazeni omjer PO4/Ac usporedi s vrijednostima u tablici 2.3 (za obogac¢ene EBPR
kulture) i slici 2.5, ¢ini se da su PAO (ili njihova aktivnost) dominantni u mulju. Medutim, to je tek gruba
procjena koju bi trebalo usporediti s koriStenjem molekularnih tehnika. Omjer P/TSS u mulju takoder se
moze koristiti za ocjenu oc¢ekivanog omjera POs/Ac (slika 2.7). Ipak, na temelju prethodnih podataka,
uzorak mulja pokazuje zadovoljavajucu aktivnost EBPR.
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Slika 2.8 Graficki prikaz podataka dobivenih u primjeru eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje SarZnog testa aktivnosti (Test
EBPR.AER.2, Tablica 2.10) provedenog s laboratorijski obogacenim EBPR muljem pri 10 °C koristeci sinteticki influent pri pH 7,0: A) profili
eksperimentalnih podataka od interesa i B) eksperimentalni podaci o Aci PO s prikazom linija glavnih trendova brzina konverzije za daljnju
procjenu maksimalnih brzina.

Vazan alat za ocjenu dosljednosti i kvalitete podataka je bilanca COD. U ovom primjeru, bilanca
COD je napravljena kako bi se ocijenile anaerobne konverzije EBPR te pokazuje da se potro$i oko 5,83



C-mmol Ac i 2,98 C-mmol glikogena, dok se proizvede 7,80 C-mmol PHA. KoriStenjem faktora
konverzije COD od 32 mg COD C-mmol™ i za Ac i za glikogen odnosno 36 mg COD mg C-mmol™! za
PHA, procjenjuje se greska bilance COD (ACOD(%)) od oko 0,2 % koristenjem jedn. 2.2. Sli¢na bilanca
COD se mozZe napraviti s acrobnom konverzijom COD ako se provede test respirometrije.

Vezano uz anaerobne brzine, vrijednosti qac,an 1 Mpp_pos,an 0d 0,075 C-mol C-mol™! h'! odnosno 7,69
x 10 P-mol C-mol ' h'! se &ine niZzima od tipi¢nih vrijednosti prijavljenih za sustave obogacene s PAO,
oko 0,20 C-mol C-mol™ h'! odnosno 2,1 x 103 P-mol C-mol™! h! (tablica 2.12). Ipak, treba imati na umu
da je Sarzni test aktivnosti proveden pri temperaturi od 10 °C, dok su prethodne vrijednosti navedene u
literaturi uglavnom dobivene iz testova provedenih pri 20 °C. Prema tome, radi usporedbe s testovima
provedenima pri 20 °C (kao i pri ostalim temperaturama), Arrheniusovi koeficijenti temperature (6) koje
je predlozio Meijer (2004) mogu se koristiti (1,094 za apsorpciju ugljika i 1,071 za anaerobno odrzavanje)
za procjenu ekvivalentnih brzina pri 20 °C na temelju testova provedenih pri 10 °C. Stoga, ekvivalentne
brzine pri 20 °C su: 0,18 C-mol C-mol™! h! za maksimalnu brzinu apsorpcije acetata (procijenjen qac20.an
= qAc,10,an/ 9(10_20)) i1,53 % 10" P-mol C-mol ! h! (mpp_p0o4,20,4n= Mpp_p04,10,An/ 9(10_20))-

Sli¢no tome, za maksimalnu aerobnu specifi¢nu brzinu apsorpcije (qros pr,0x) 0d 0,038 P-mol C-mol
"h! opazenu pri 10 °C, ekvivalentna maksimalna specifi¢na brzina od 0,050 P-mol C-mol” h'! se
procjenjuje pri 20 °C, §to je unutar vrijednosti ranije navedenih u literaturi (tablica 2.6). Kako je prethodno
navedeno, rast biomase se ne moze izravno odrediti iz porasta MLVSS buduc¢i da ¢e potencijalno mali
rast biomase vjerojatno potpasti pod standardnu pogreSku tehnike analitickog odredivanja MLVSS.
Umjesto toga, rast biomase se procjenjuje na temelju potroSnje NH, opazene u testu (pri ¢emu treba
osigurati da NH, nije uklonjen nekim drugim bioloskim ili kemijskim procesom). Tako se odreduje
maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase (qpio.0x) 0d 0,009 C-mol C-mol™! h! (C-mol nove biomase
proizveden po C-molu postojece biomase). Nakon ponovnog izracuna priblizne brzine rasta biomase s 10
°C na 20 °C (koriste¢i Arrheniusove koeficijente temperature za rast biomase od 1,081), procijenjena
brzina rasta biomase je 0,020 C-mol C-mol™ h'!, §to je unutar raspona prethodno prijavljenih vrijednosti
za EBPR mulj (0,016 C-mol C-mol! h'!) (Smolders, 1995). Sve u svemu, stehiometrijski i kineticki
parametri dobiveni u testu su usporedivi sa slicnim vrijednostima ranije navedenima u literaturi za EBPR
kulture (tablica 2.3), Sto snazno upucuje na to da je aktivnost EBPR opazena u testu bila tipi¢na za
obogacenu EBPR kulturu.

2.8 Dodatna razmatranja

2.8.1 Pojava GAO u EBPR sustavima

Zbog Stetnih uc¢inaka koje organizmi koji akumuliraju glikogen mogu imati na uspje$nost EBPR, pojava
GAO je zadnjih godina predmet opseznih istrazivanja. Dosad su (i) dostupnost jednog izvora COD u
influentu (bilo acetat ili proprionat), (ii) temperatura visa od 20 °C i (iii) pH vrijednosti nize od 7,0
predlozeni kao glavni faktori koji pogoduju prisutnosti GAO u (laboratorijskim) EBPR sustavima (Filipe
i sur., 2001b; Ochmen i sur., 2004; Lopez-Vazquez i sur., 2009b). Najkarakteristi¢niji aspekti koji
sugeriraju prisutnost GAO su anaerobni omjeri otpustenog P i apsorpcije C puno nizi od 0,50 P-mol C-
mol! i nepotpuna aerobna apsorpcija PO,. Unato¢ prividno &estoj pojavi GAO u laboratorijskim EBPR
sustavima (mozda kao posljedica rada laboratorijskih sustava na granicama gore navedenih parametara:
s jednim izvorom ugljika, obi¢no acetat, pri pH 7,0 1 20 °C), obilne populacije GAO se rijetko nalaze u
komunalnim EBPR uredajima (Thomas i sur., 2003; Saunders i sur., 2003; Lopez-Vazquez i sur., 2008a;
Lopez-Vazquez, 2009; Kong i sur., 2006), osim ako se ne odvijaju odredeni uvjeti (kao $to je ispustanje
industrijskih efluenata) (Burow i sur., 2007). Premda bi nizak anaerobni omjer otpustenog P i apsorpcije
C mogao upudivati na vecu aktivnost ili ukljuc¢enost GAO, kako je opisano u tekstu u nastavku, novija
opaZanja su pruzila dokaze da PAO, u uvjetima ograni¢enja unutarstani¢nim poli-P, mogu provesti sli¢an
metabolizam kao GAO u anaerobnim uvjetima, ali ipak posti¢i puno aerobno uklanjanje P (Schuler i
Jenkins, 2003; Zhou i sur., 2008; Acevedo i sur., 2012; Welles i sur., 2015b). Stoga, anaerobni omjer
otpustenog P i apsorpcije C znatno niZi od 0,50 P-mol C-mol™! (npr. oko 0,35 P-mol C-mol™) opaZen u
Sarznim testovima aktivnosti EBPR nuzno ne znac¢i da su GAO brojniji od PAO. I dok ¢ée stvarni
mehanizmi koji djeluju na koristenje metabolizma tipa GAO sa strane PAO vjerojatno nastaviti biti
predmet bududih istrazivanja, koriStenje mikroskopskih i molekularnih tehnika se preporucuje za
identificiranje dominantnih EBPR mikrobnih populacija.



2.8.2 UCinak izvora ugljika

Dobro je poznato da RBCOD dodan u anaerobnu fazu (sadrzi uglavnom hlapive masne kiseline kao Sto
su acetat 1 propionat) poboljsava rast EBPR biomase (Comeau i sur., 1986; Mino i sur., 1998; Oehmen i
sur., 2004). Ostali izvori RBCOD, kao §to je glukoza, nisu prikladni zato §to izgleda da poboljSavaju rast
GAO ili G-bakterija (Cech i Hartman, 1993). Isto tako, pretpostavlja se da sloZenije supstrate treba
hidrolizirati i fermentirati do VFA kako bi postali dostupni za EBPR biomasu (Wentzel i sur., 2008). S
tim u vezi, vjerojatno je da sloZeniji izvori COD nece biti u cijelosti potroSeni u anaerobnoj fazi i da ¢e
‘curiti’ u anoksi¢nu ili aerobnu fazu, $to ¢e djelovati na anoksicne i aerobne rezultate EBPR (na primjer,
kad se provode kombinirani anaerobno-anoksi¢no-aerobni testovi, poput testa EBPR.ANOX.2 ili
EBPR.AER.2). U idealnom sluc¢aju, za zadovoljavajuce tumacenje dobivenih eksperimentalnih podataka,
nikakav izvor COD ne moZe biti prisutan u anoksi¢noj ili aerobnoj fazi SarZnog testa aktivnosti EBPR
(osim ako nije predmet od interesa). Uz to, noviji razvoj iznosi hipotezu da, osim oc¢ito poznatih PAO
(Candidatus Accumulibacter phosphatis), 1 drugi organizmi, poput Actinobacteria ili S-PAO (Kong i sur.,
2005; Wu i sur., 2014), mogu provesti prekomjernu apsorpciju P kao $to je Accumulibacter koriste¢i
alternativne donore elektrona (npr. aminokiseline ili H,S). Za svakodnevne ili redovne testove na dobro
poznatim EBPR sustavima, koriStenje sintetickih otpadnih voda koji sadrze VFA moze biti dovoljno
dobro da se dobije zadovoljavaju¢a ocjena EBPR aktivnosti, kako je prikazano u ovom izvjescu.
Medutim, koriStenje i primjena slozenijih izvora COD, koji nesumnjivo mogu biti prisutni u sirovoj ili
istalozenoj otpadnoj vodi, moze dovesti ili do EBPR aktivnosti nize od optimalne ili (zasad jo$ uvijek
nepoznatih) drugacijih metabolizama EBPR. Ovo potonje jest i nastavit ¢e biti predmet opseZnih
istrazivanja. Citatelj mora biti svjestan da takvi uvjeti mogu dovesti do rezultata koji se mogu razlikovati
od onih predstavljenih u ovom izvjescu.

2.8.3 Ucinak temperature

I dok su opseZna istrazivanja posveéena ocjenjivanju ovisnosti kultura EBPR o temperaturi, i daju
naslutiti da temperature nize od 20 °C pospjesuju rast PAO, dok vise temperature pogoduju razvoju GAO
(Brdjanovic i sur., 1997, 1998b; Lopez-Vazquez i sur., 2009a), odredena opaZanja su ukazala na to da
stabilni EBPR sustavi mogu raditi pri temperaturama visima od 25 °C (Cao i sur., 2009). Premda ¢e za
svaki pojedini slucaj specifi¢cne kombinacije izmedu sastava otpadne vode, radnih i okoli$nih uvjeta imati
veliku ulogu, dugotrajan rad i aklimatizacija EBPR kultura na takve posebne uvjete takoder moze dovesti
do razvoja i obogacivanja PAO kultura (ili sli¢nih organizama koji dijele fenotip PAO) koje mogu
provesti stabilni EBPR pri vi$oj temperaturi. U tom pogledu, identifikacija takvih organizama je od velike
vaznosti ondje gdje ¢e mikrobioloske metode i molekularne tehnike biti potrebne i primjenjive kako bi se
objasnio identitet tih organizama.

2.8.4 UCinak pH

Kako je ve¢ re€eno, pH izravno djeluje na EBPR kulture (Smolders i sur., 1994a, Filipe i sur., 2001a).
Tijekom SarZnih testova aktivnosti EBPR, pH treba pazljivo pratiti i dobro kontrolirati kako bi se dobili
pouzdani podaci (treba izbjegavati fluktuacije pH vece od + 0,1-0,2). Medutim, vise razine pH (narocito
iznad pH 8,0) zajedno s prisutnos¢u RBCOD mogu dovesti do (o¢ekivano) veceg anaerobnog otpustanja
P i pogodovati kemijski potaknutoj precipitaciji fosfata pomocu kalcija ili ¢ak formiranju struvita ovisno
o sastavu otpadne vode (NHsMgPO, ili KMgPO,) (Lin i sur., 2012; Madas i sur., 2011). Isto tako, ne
moZe se zanemariti da prisutnost alumijskih soli u otpadnoj vodi, nastalih ispuStanjem mulja iz uredaja
za proizvodnju vode za pice, moze dovesti do precipitacije fosfora, naro€ito ako postoji dovoljno vrijeme
zadrZavanja u kanalizacijskoj mreZi. Tim procesima ¢e se smanjiti bioloSka dostupnost fosfora za PAO,
§to ¢e rezultirati potencijalnim naruSavanjem procesa EBPR, buduéi da PAO nece biti u moguénosti
nadopuniti svoje unutarstanicne zalihe poli-P. Takvi ¢e uvjeti dovesti do vrijednosti razli¢itih od onih
predstavljenih u ovom izvjes¢u. S druge strane, premda prethodni proces ne mora biti poZeljan i stoga bi
ga trebalo izbjegavati u kontinuiranim konvencionalnim naizmjeni¢nim anaerobno-anoksi¢no-aerobnim
EBPR sustavima, on moZe ponuditi zanimljive alternativne opcije za oporavak P koje moZe biti vrijedno
istraziti u svjetlu vaZzne uloge fosfora u prehrambenom lancu i potencijalnom osiromaSenju
konvencionalnih svjetskih izvora fosfora.



2.8.5 Denitrifikacija pomocu EBPR kultura

Denitrificiranje mulja iz EBPR je predmet raSirene debate od 90-ih godina 20. stolje¢a. I dok je
zadovoljavajuce simultano uklanjanje NOs i apsorpcija PO4 opaZeno u anoksi¢noj fazi nekoliko EBPR
sustava (Vlekke et al., 1988; Kuba i sur., 1993, 1996, 1997a, 1997b; Wachtmeister i sur., 1997,
Brdjanovic i sur., 2000; Zeng i sur., 2003b), ogranicena ili nedosljedna simultana denitrifikacija i
apsorpcija PO4 opaZena je u ostalim laboratorijskim i gradskim uredajima (Kerrn-Jespersen i Henze,
1993; Hu i sur., 2003; Carvalho i sur., 2007; Lopez-Vazquez i sur., 2008a). Zapravo, izgleda da je otkrice
postojanja dvije razliCite podskupine Accumulibacter (poznati PAO) bilo potaknuto ocjenom
denitrifikacijske sposobnosti EBPR biomase (Flowers i sur., 2008). Flowers i sur. (2008) su predlozili da
tzv. Tip I podskupine Accumulibacter ima sposobnost pune denitrifikacije (moZe denitrificirati od nitrata
do plinovitog dusika), dok izgleda da Tip II podskupine Accumulibacter jedino moze denitrificirati od
nitrita nadalje (u skladu s prvim opaZanjima Kerrn-Jespersen i Henze, 1993). Kako su sugerirali Kuba i
sur. (1996) i Lopez-Vazquez i sur. (2008a), sposobnost mulja iz EBPR za simultano uklanjanje NOs 1
anoksi¢nu apsorpciju PO4 moze biti i odraz stvaranja potrebnih denitrificiraju¢ih enzima (nitrat i nitrit
reduktaza) i razvoja EBPR te sporednih populacija sposobnih za denitrificiranje. Stoga, kad se provode
anoksicni testovi aktivnosti EBPR, opaZene relativne anoksi¢ne aktivnosti EBPR mogu uvelike varirati
od prakticki nule do znatno visokih anoksi¢nih aktivnosti (tablica 2.8, tablica 2.9) kao funkcija prethodno
raspravljenih anoksi¢nih uvjeta i razvoja denitrificiraju¢ih populacija u laboratorijskim ili gradskim
uredajima.

2.8.6 Visak/manjak unutarstanicnih spojeva

Premda se iscrpljivanje unutarstani¢nih zaliha poli-P u pocetku smatralo ogranicavaju¢im faktorom za
anaerobnu apsorpciju VFA od strane PAO (Brdjanovic i sur., 1997), kasnija dostignuca su pokazala da
PAO mogu koristiti veée koli¢ine unutarstani¢no pohranjenog glikogena kao izvora energije za anaerobnu
apsorpciju  VFA kako bi se nadoknadila ograni¢ena dostupnost poli-P i jo§ uvijek provesti
zadovoljavajucu potpuno aerobnu apsorpciju P (Schuler i Jenkins, 2003; Zhou i sur., 2008, Acevedo i
sur., 2012; Welles i sur., 2014, 2015b, 2016). To je odrazeno u aerobnim omjerima otpustenog P i
apsorpcije C puno nizima od 0,50 P-mol C-mol™! (slika 2.7) i veéim anaerobnim omjerima glikogena i C
(tablica 2.3). Na temelju opazanja Schuler i Jenkins (2003) te Welles i sur. (2015b), izgleda da se pomak
s metabolickog koristenja poli-P na glikogen odvija ¢im omjer ukupni P/TSS u biomasi padne ispod 0,08
mg P g TSS™! (Acevedo i sur., 2014). Nadalje, Welles i sur. (2015b) su primijetili da su maksimalne brzine
dviju poznatih podskupina Accumulibacter (Flowers i sur., 2008) pogodene na razli¢it nacin ovisno o
dostupnosti unutarstani¢nog poli-P, pri ¢emu je Tip [ Accumulibacter pogoden vise od Tipa I podskupine
Accumulibacter. Time se mogu objasniti potencijalna odstupanja od onih predstavljenih u ovom izvjescu,
Sto se moze potkrijepiti odredivanjem sadrzaja unutarstani¢nog poli-P i glikogena ili barem procjenom
omjera P/TSS u biomasi.

2.8.7 Prekomjerna aeracija

IzloZenost EBPR biomase razdobljima produZene aeracije (npr. duze od 12-24 h) moZe dovesti do
posljedi¢nog iskori§tavanja PHA, glikogena i unutarstani¢nog poli-P u aerobnim uvjetima (Brdjanovic i
sur., 1998c; Lopez i sur., 2006), kao posljedica potreba biomase da zadovolji potrebe svojeg aerobnog
odrzavanja. Slijedom toga, to ¢e dovesti do kona¢nog aerobnog otpuStanja P ¢im unutarstanicno
pohranjene zalihe poli-P po¢nu biti hidrolizirane. Prema tome, ako se uzorci mulja iz EBPR aeriraju duze
vrijeme prije izvodenja SarZnih testova aktivnosti (npr. preko no¢i ili tijekom transporta), vjerojatno je da
¢e biti opazena niza aktivnost EBPR zbog potencijalno niskog (niZeg) sadrZaja poli-P i glikogena u mulju.
Stoga treba izbjegavati uvjete prekomjerne aeracije. Nadalje, to zasluzuje posebnu paznju za
zadovoljavajuci rad gradskih EBPR uredaja s aktivnim muljem budu¢i da razdoblja produzene aeracije u
uvjetima niskog opterec¢enja (npr. vikendi ili praznici) mogu rezultirati neZeljenim aerobnim otpustanjem
P, §to ¢e djelovati na kvalitetu obradenog efluenta.

2.8.8 Manjak esencijalnih iona

Premda moze biti trivijalna, prisutnost makro- i mikro-nutrijenata u pravoj koncentraciji i (bioloska)
raspolozivost je nuzna za EBPR sustave s aktivnim muljem. Na primjer, kalij, magnezij, zeljezo i kalcij
su medu ostalima, prili¢no vazni za reguliranje mikrobnog EBPR metabolizma i podrzavaju pohranjivanje



unutarstani¢nih spojeva (Brdjanovic i sur., 1997; Burow i sur., 2007; Barat i sur., 2008). Odsutnost, na
primjer kalija, moze dovesti do narusavanja procesa EBPR (Brdjanovic i sur., 1997), ali i njihov viSak
moZe djelovati na metabolizam PAO ¢ime se potice metabolizam GAO (Jobaggy i sur., 2006; Barat i sur.,
2008), mozda zbog kemijske precipitacije fosfora pomocu gore spomenutih elemenata. Time ¢e se
smanjiti njihova bioloSka raspoloZivost, a time i aerobno nadopunjavanje zaliha poli-P. Izostanak ili
prisutnost gore spomenutih elemenata u prekomjernim koncentracijama treba provjeriti ako se sumnja da
se njihove koncentracije razlikuju od onih koje se redovno opazaju u sustavima obrade komunalne
otpadne vode.

2.8.9 Toksi¢nost/inhibicija

Ogranicen broj spojeva je identificiran kao toksican ili inhibitoran za proces EBPR. Prisutnost nitrata ili
nitrita u anaerobnoj zoni se smatra Stetnim za proces EBPR budu¢i da oni pospjesuju aktivnost obi¢nih
denitrificiraju¢ih organizama koji mogu potrositi raspolozivi RBCOD na Stetu PAO (Wentzel i sur.,
2008). Isto tako, dokazano je da prisutnost nitrita u aerobnoj zoni u koncentracijama od svega
6-8 mg L'! inibira PAO (Saito i sur., 2004), §to moZe pogorsati negativne uginke pri nizem pH zbog
povecéanja slobodne dusicne kiseline (FNA) (Zhou i sur., 2008; Pijuan i sur., 2010). Ovo potonje pogoduje
pojavi GAO na Stetu PAO, bududéi da su GAO tolerantniji na prisutnost FNA (Pijuan i sur., 2011), Sto
rezultira narusavanjem procesa EBPR. Salinitet je jo§ jedan faktor koji moze inhibirati aktivnost PAO u
kratkom roku (sati) (Welles i sur., 2014, 2015a). Welles i sur. (2014) su opazili da, nakon kratkotrajne
izlozenosti (sati), koncentracije klorida od svega 10.000 mg NaCI L' (1 % salinitet) mogu dovesti do vise
od 50-postotne inhibiranosti anaerobnog metabolizma PAO i zapravo u cijelosti inhibirati aerobni
metabolizam. Do sli¢nih okolnosti moze doc¢i zbog iznenadnog prodora soli u kanalizaciju ili prodora soli
u uredaj (narocito na obalnim podruc¢jima), ili ih mogu uzrokovati ispusti industrijskih efluenata. Ipak,
dugotrajna izloZenost mulja iz EBPR visokim koncentracijama saliniteta (> 35.000 mg NaCl L', 3,5 %
salinitet) moze poboljsati aklimatizaciju EBPR biomase koja moZe postati tolerantna na sol i sposobna
provesti zadovoljavajuée poboljSano biolosko uklanjanje fosfora na razinama saliniteta ekvivalentnima
onima koje su opazene u morskoj vodi. Drugi spoj koji je potencijalno inhibitoran ili toksi¢an za mulj iz
EBPR je H.S, koji se moze formirati u otpadnoj vodi (zbog prodora soli ili industrijskih ispusta) ili u
anaerobnoj fazi sustava EBPR s aktivnim muljem. Njegova prisutnost moze biti prili¢no inhibitorna za
anaerobni metabolizam PAO pri koncentracijama od svega 20-25 mg H,S L §to dovodi do 50-postotne
inhibiranosti (Saad i sur., 2013; Rubio-Rincon i sur., 2016). Sve u svemu, inhibitorni uéinci ¢e biti
odrazeni u ogranicenoj aktivnosti EBPR ili aktivnosti EBPR manjoj od optimalne. Ako je to izvedivo,
mulj se moze oprati u otopini nutrijenata (kako je objasnjeno u odjeljku 2.3.5) kako bi se izbjegli
potencijalno inhibitorni ili toksi¢ni spojevi.



3. Smjernice za provodenje laboratorijskih eksperimenata za
biolosko uklanjanje dusika (N) iz otpadnih voda

3.1 Opis procesa

Potreba za uklanjanjem duSika iz otpadnih voda proizlazi iz njegovog potencijalnog toksi¢nog uc¢inka na
Zivot u vodi u prijemnim vodnim tijelima kao slobodnog amonijaka (NHs), njegovog ucinka na dusi¢nu
potroSnju kisika i njegovu ulogu kao nutrijenta u pospjeSivanju eutrofikacije, naro¢ito u morskim
sredinama (Metcalf i Eddy, 2003). Dusik je uglavnom prisutan u otpadnim vodama u svojem reduciranom
obliku kao amonij (NH4) i moZe ga se ukloniti razli¢itim fizikalno-kemijskim i biolo§kim procesima.
Odabir najbolje opcije obi¢no se temelji na ekonomskoj isplativosti. Opéenito, fizikalno-kemijske metode
kao Sto su otplinjavanje amonijaka zrakom, kloriranje do prijelomne tocke i selektivna ionska izmjena
karakteriziraju visi operativni troSkovi koji se smatraju ekonomski izvedivima jedino kad su koncentracije
amonija ve¢e od 5 g N L'! (Mulder, 2003). U otpadnim vodama koje sadrze manje od 5 g N L'}, §to je
slucaj za neke industrijske efluenate i ve¢inu komunalnih otpadnih voda (gdje su tipi¢ne koncentracije
dusika obi¢no nize od 100 mg N L"), obi¢no se preferiraju procesi bioloskog uklanjanja dusika zbog nizih
operativnih troskova. Mogu se koristiti razliciti bioloski procesi i njihove kombinacije, §to ukljucuje
odgovarajuc¢e metabolicke putove. Medu proizaSlim alternativama, karakteristike otpadne vode u smislu
ulaznog omjera COD/N ¢e dati smjernice u odredivanju najprikladnijih bioloskih procesa za uklanjanje
dusika. Mogu se razlikovati tri raspona ulaznog omjera COD/N:

(i)  Za visoke ulazne omjere COD/N (> 20 g COD g N'!), potrebe za dusikom ili asimilacija dusika sa
strane heterotrofnih bakterija (obi¢ni heterotrofni organizmi: Xono) za sintezu biomase tijekom
uklanjanja COD (organska tvar) je obi¢no dovoljna za postizanje potrebne koncentracije dusika u
efluentu.

(ii) Za ulazne omjere COD/N koji se nalaze izmedu 5120 g COD g N'!, moZe se koristiti kombinacija
asimilacije duSika za mikrobni rast i primjena konvencionalnih procesa nitrifikacije i heterotrofne
denitrifikacije.

(iii) Za omjere COD/N niZe od 5 g COD g N°!, konvencionalnim procesima nitrifikacije i heterotrofne
denitrifikacije teSko se mogu ostvariti zadovoljavajuce razine uklanjanja duSika. Konkretno, proces
heterotrofne denitrifikacije ¢e biti ograni¢en manjkom organske tvari i izvana treba dozirati dodatni
izvor ugljika. Prema tome, nekonvencionalni procesi uklanjanja duSika koji se provode putem tzv.
‘nitritne rute’ su prikladniji za uklanjanje duSika zbog manjih (ili ¢ak nikakvih) potreba za COD.
Zbog toga, pored ostalih tehnic¢kih i ekonomskih razmatranja, procesi kao $to su djelomi¢na
nitritacija-denitritacija (poznata i kao “nitritna skretnica® engl. nitrite shunt) ili djelomi¢na
nitrifikacija-ANAMMOX (PNA) su danas najmoderniji procesi bioloSkog uklanjanja duSika za
otpadne vode s niskim ulaznim omjerom COD/N. Zbog relativno manje brzine rasta bakterija koje
anaerobno oksidiraju amonij, proces ANAMMOX (anaerobna oksidacija amonija) se trenutno
uglavnom koristi za obradu toplih tokova otpadne vode (> 25 °C) kao $to je supernatant iz sustava
digestije anaerobnog mulja u uredajima za obradu komunalnih i industrijskih otpadnih voda.

Sve u svemu, ovisno o karakteristikama otpadne vode i lokalnim uvjetima, uklanjanje dusika iz
otpadne vode moZze se provesti pomocu nekoliko tehnologija i njihovih kombinacija. Unato¢ razli¢itim
tehnologijama i procesima uklanjanja N, u prakti¢ki svima od njih amonij se prvo (potpuno ili djelomi¢no)
oksidira u nitrit (nitritacija) ili u nitrat (nitrifikacija), nakon ¢ega se oksidirani oblik dusika reducira do
plinovitog dusika koji se ispusta u atmosferu ili putem procesa denitrifikacije (iz nitrata u N»), denitritacije
(iz nitrita u N) ili ANAMMOX (iz nitrita i amonija u N;). Na temelju Cinjenice da primjenjena
tehnologija u Projektu Pore¢ za uklanjanje duSika iz otpadne vode je klasi¢na kombinacija aerobne
nitrifikacije i anoksi¢ne denitrifikacije, ANAMMOX proces ne €ini dio ovog izvjesca.

Ucinkovitost uklanjanja duSika bioloSkim procesima ovisi o odgovarajucoj ravnotezi izmedu
aktivnosti razli¢itih mikrobnih skupina. S tim u vezi, izvodenje Sarznih testova aktivnosti kako bi se
procijenila i odredila stehiometrija i kineticke brzine tih procesa bioloske konverzije predstavlja koristan
alat za pracenje i kontrolu procesa uklanjanja dusika. Prije detaljnog opisa metodologija i procedura
Sarznog testa, u nastavku se u kratkim crtama predstavljaju bioloski procesi nitrifikacije i denitrifikacije.



Za bolje razumijevanje konfiguracija razli¢itih procesa, operativnih uvjeta i faktora koji djeluju na
svaki proces, kao i metabolizam ukljucen u ciklus bioloskog uklanjanja dusika, Citatelja se upucuje na
standardne priru¢nike (npr. Henze i sur., 2008; Grady i sur., 2011).

3.1.1 Nitrifikacija

Nitrifikacija je naziv koji su proizvodnji nitrata dali Schleesing i Miintz (1877), koji su prvi prepoznali
biolosku prirodu tog procesa. Jedno desetljece kasnije, Winogradsky (1890) je po prvi put izolirao
bakteriju koja oksidira amonij, §to je pokazalo da su za nitrifikaciju odgovorne specificne skupine
bakterija. Opsezan posao Winogradskog (1892) na kultivaciji bakterija doveo je do izoliranja
Nitrosomonas europea 1 Nitrobacter, ¢ime se pokazalo da je proizvodnja nitrata iz oksidacije amonija
zapravo bila podijeljena u dva razli¢ita mikrobioloSka procesa koje su provele dvije filogeneticki
nezavisne skupine kemolitoautotrofnih aerobnih bakterija: organizmi koji oksidiraju amonij (Xaco) 1
proizvode nitrit te organizmi koji oksidiraju nitrit (Xnoo) i proizvode nitrat. Oksidaciju amonija uglavnom
provode kemolitoautotrofne bakterije koje oksidiraju amonij, a koje koriste amonij kao svoj izvor energije
i dusika, a anorganski ugljik kao izvor ugljika. Zabiljezeno je da oksidaciju amonija provode i odredene
bakterije Archea (Xaoa, Konneke i sur., 2005) i heterotrofne bakterije (van Niel i sur., 1993), §to pokazuje
da je raznolikost organizama koji oksidiraju amonij veca nego $to se ranije pretpostavljalo. Medutim,
zbog dominacije kemolitoautotrofnog puta koji provode Xaoo u sustavima obrade otpadne vode, to je
proces oksidacije amonija koji se razmatra u ovom izvjescu.

Na razini mikrobnog procesa, oksidacija amonija do nitrita kree formiranjem hidroksilamina
(NH20OH) kao posrednika putem enzima amonijak monooksigenaza (AMO):

NH;+ O, + H + 2¢” — NH,0H + H,0 3.1

Hidroksilamin se onda dalje oksidizira do nitrita pomoc¢u enzima hidroksilamin oksidoreduktaza
(HAO):

NH,OH + H,0 — NO; + 5H" + 4e° 3.2
Kombinacija ta dva redoks procesa poznata je kao nitritacija:
NH; + 1.50, — NO; + H,0 + 2H" 3.3

Ova jednadZba predstavlja jednadZbu kataboli¢ke makro-kemijske reakcije procesa nitritacije. Kada
se u obzir uzme i anabolizam, tada jednadzba metabolicke (katabolizam plus anabolizam) makro-
kemijske reakcije postaje:

NH; + 1.3830, + 0.09HCO; — 0.982NO; + 1.036H,0 + 0.018CsH,0,N + 1.892H" 3.4

Kako je prikazano u gornjoj jednadZzbi, po molu oksidiranog amonija proizvede se oko 2 mola protona.
Karbonatni sustav dostupan u otpadnoj vodi obicno sluzi kaopH pufer koji neutralizira proizvodnju
protona putem otplinjavanja nastalog CO,. Kada karbonatni pufer, koji se obi¢no mjeri kao alkalitet
izrazen u ekvivalentima kalcijevog karbonata (CaCOs, meq L), nije dostupan ili ga nema dovoljno u
otpadnoj vodi (npr. u slu¢aju komunalne otpadne vode, alkalitet nizi od oko 100 mg CaCO; L' ili 2 meq
L"), tada pH moze pasti ispod pH 7,0 (Ekama i Wenzel, 2008).

U drugoj fazi procesa nitrifikacije, poznatoj i kao proces nitratacije, Xnoo oksidiraju nitrit u nitrat
pomocu enzima nitrit oksidoreduktaza (Nir):

NO; +0.50, — NO; 35
Xnoo su aerobne kemolitoautotrofne bakterije koje za sintezu koriste anorganski ugljik kao izvor
ugljika (npr. HCOs") a amonij kao izvor duSika. Kada se u gornju jednadZbu ubaci rast bakterija, dobiva

se sljedeca jednadzba metabolicke makro-kemijske reakcije:

NO; + 0.003NHj + 0.4850, + 0.015HCO3 + 0.012H" - NOj + 0.009H,0 + 0.003CsH;0,N 3.6



Kombinacija procesa nitritacije koji provode Xaoo 1 procesa nitratacije koji provode Xnoo €ini proces
nitrifikacije. Nitrifikacijska stehiometrija se moZe izraziti i prema standardnom modelu aktivnog mulja
(ASM) kao:

( 1 4 ) S n 4.75 — YANO S+
'YANO lN,AN;) NHx Yoo 1 02 37
IN,ANO
> 4+ — - X + .
( 14 14-YANO) Sic = Xano* g+ Snos

gdje je Snos koncentracija nitrata (mg N L); Sic je koncentracija alkaliteta (mmol L), So; je
koncentracija DO (mg O, L), Sxux je koncentracija amonija (mg N L), Xano je koncentracija
nitrificiraju¢ih organizama (mg COD L), Y ano prirast nitrificirajuéih organizama (g COD g N'!), a ix ano
je sadrZaj dugika u stanicama nitrificirajué¢ih organizama (g N g COD™).

3.1.2 Denitrifikacija

1850-ih godina, prvo je Reiset (1856.), a potom Pasteur (1859.) zabiljezio da je redukcija nitrata bioloske
prirode, §to je oznaéilo pocetak istrazivanja o bioloskom kruzenju dusika. Cak i ako je Pasteur redukciju
nitrata pogreSno pripisao ‘mlije¢nom kvascu’, razumio je ulogu organskih tvari. Reiset (1856.) je zapazio
da se dusSik ispusta u atmosferu prilikom raspadanja biljnih i Zivotinjskih ostataka. Ubrzo nakon toga,
Gayon i Dupetit (1883.) su taj proces nazvali denitrifikacijom, eksperimentalno je dokazano da su
organske tvari potrebne u tom procesu (Munro, 1886), a nitrit, duSikov monoksid (NO) i didusikov oksid
(N20) su identificirani kao posrednici (Payne, 1986). UocCeno je da ne samo bakterije, ve¢ i eukarioti i
arheje mogu rasti zahvaljujuéi energiji dobivenoj oksidacijom organskih tvari ili anorganskih supstrata
povezanom s redukcijom nitrata na nitrit, NO, N>O i na kraju plinovit dusik (N») (Risgaard-Petersen i
sur., 2006; Pina-Choa i sur., 2010). Pokazalo se da odredeni mikroorganizmi sposobni provesti
heterotrofnu nitrifikaciju takoder mogu provesti i denitrifikaciju u aerobnim i anoksi¢nim uvjetima, tzv.
aerobnu denitrifikaciju (Robertson i sur., 1995). Denitrifikacija moze krenuti i bez N>O kao posrednika,
kao u nedavno otkrivenoj denitrifikaciji u kojoj se metan koristi kao donor elektrona (Ettwig i sur., 2010).
Prijavljena je i denitrifikacija nitrifikatora gdje Xaoo reduciraju nitrit do N>,O (Bock i sur. 1995). Za
razliku od ostalih mikroorganizama u kruZenju dusSika (npr. Xaoo, Xnoo, ANAMMOX), nekoliko obi¢nih
heterotrofnih organizama (Xono) su fakultativni denitrifikatori koji radije koriste kisik kao akceptor
elektrona zbog veceg prinosa energije, a na denitrifikaciju se prebacuju jedino kad prevladavaju niske
razine kisika u prisutnosti nitrata ili nitrita (Zumft, 1997). Neovisno o koristenom donoru elektrona, op¢i
biokemijski put za denitrifikaciju ukljucuje iste enzime u svakom od tih koraka redukcije od nitrata do
plina dusika: nitrat reduktaza (NAR), nitrit reduktaza (NIR), reduktaza dusikovog monoksida (NOR) i
reduktaza didusikovog oksida (NOS):

) NAR NIR NOR NOS
NO;3(aq) — NO3(aq) — NO(g) — N,0(g) — Ny(g) 3.8

Ako ili denitrificiraju¢i mikroorganizmi ne iskazu sve enzime za cjelovit lanac denitrifikacije ili
alternativno u odredenim okolisnim uvjetima, tada se posrednici NO i N,O mogu izostaviti, §to ¢e oboje
imati negativan utjecaj na okoli§ zbog njihove toksi¢nosti i izravnog ili neizravnog doprinosa ucinku
staklenickih plinova.

U sustavima obrade otpadne vode, biolosko uklanjanje dusika uglavnom provode Xono koristeci
organsku tvar kao donor elektrona. Kada organske tvari prirodno prisutne u otpadnoj vodi nisu dovoljne
za postizanje potpune denitrifikacije, obi¢no se doziraju vanjski donori elektrona (poput octene kiseline
ili metanola, medu ostalima). Buduci da prevladava u obradi otpadne vode, u ovom se izvjeS¢éu razmatra
jedino denitrifikacija koju pokrec¢u Xono (heterotrofna denitrifikacija), koja se odvija prema sljede¢em
generickom katabolickom putu (Mateju i sur., 1992):

NO;3 + 1.25CH,0 — 0.5N, + OH + 0.75H, + 1.25CO, 3.9

Ova jednadzba ilustrira da heterotrofna denitrifikacija okolinu ¢ini vise alkalnom zbog proizvodnje
iona hidroksida.



Xono kao akceptor elektrona mogu koristiti 1 nitrat i nitrit. Proces redukcije nitrata do plinovitog
dusika se zove denitrifikacija, dok se proces redukcije nitrita do plinovitog dusika zove denitritacija. U
skladu s oznakama standardnog modela aktivnog mulja (ASM), kada se kao izvor ugljika koristi
genericki topiv i biorazgradiv supstrat (Sg), stehiometrija denitrifikacije odnosno denitritacije moze se
opisati na sljede¢i nacin:
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gy oHOAx o 9
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Pri tome, Youoax je heterotrofni prirast u anoksi¢nim uvjetima (g COD g COD™), Xouo je
koncentracija heterotrofnih mikroorganizama (mg COD L), Sux je koncentracija amonija (mg N L),
Snoz je koncentracija nitrita (mg N L), Snos je koncentracija nitrata (mg N L), Sz je koncentracija
otopljenog plinovitog dusika (mg N L), a Sic je koncentracija alkaliteta (mmol L).

3.2 Mogudnosti pracenja procesa

Prema stehiometriji procesa ukljucenih u uklanjanje dusika, $to je predstavljeno u odjeljku 3.1, dostupne

su razli¢ite moguénosti za ocjenu kinetike procesa i stehiometrijskih parametara od interesa za vrijeme

Sarznog testa, kao Sto su:

e Kemijsko pracenje mjerenjem koncentracija nitrita, nitrata ili amonija kroz vrijeme; odabir optimalnih
kemijskih vrsti koje e se pratiti ovisi o specificnom procesu od interesa.

e Titrimetrijsko pracenje primjenom pH-statine titracije na one procese koji bitno utje¢u na pH
otopine.

e Manometrijsko pracenje, primjenjivo na procese koji ukljucuju topive plinove niske topivosti, kao §to
je Nz.

e Respirometrija, primjenjiva na aerobne procese koji djeluju na koncentracije otopljenog kisika
(DO).

Zadnja mogucnost nije predstavljena u ovom poglavlju, ve¢ u 4. poglavlju.
Ostale mogucnosti pracenja su u kratkim crtama predstavljene u nastavku.
3.2.1 Kemijsko pracenje

Pracenje koncentracije supstrata i produkata kroz vrijeme je najuobicajeniji nacin ocjene kinetike nekog
procesa.

Kada treba pratiti nitrifikaciju, kroz vrijeme se prate koncentracije amonija i nitrata. Za zasebnu
ocjenu brzina nitritacije ili nitratacije, moraju se kroz vrijeme mjeriti koncentracije amonija i nitrita ili
nitrita i nitrata. Na kraju, kada istovremeno treba ocijeniti brzine nitritacije i nitratacije, kroz vrijeme
treba pratiti koncentracije amonija, nitrita i nitrata.

Za denitrifikaciju, najuobicajeniji SarZni test u kojemu se primjenjuje postupak kemijskog pracenja je
tzv. test brzine apsorpcije nitrata (engl. nitrate uptake rate, NUR). Testovi NUR omogucuju ocjenu
nekoliko parametara od prakti¢nog interesa, kao Sto su brzina iskoriStavanja nitrata, iskoriStavanje
organskih tvari za denitrifikaciju i koeficijent prirasta anoksi¢ne biomase (Naidoo i sur., 1998; Kujawa i
Klapwijk, 1999). Kako je opisano u odjeljku 2.2.4, uzorci se uzimaju za vrijeme Sarznih testova, nakon



¢ega se provode kemijske analize glavnih supstrata (npr. nitrit, nitrat i COD) kako bi se dobilo dovoljno
informacija za ocjenu relevantnih kinetickih i stehiometrijskih parametara.

3.2.2 Titrimetrijsko pracenje

Tehnika pH-staticne titracije sastoji se od kontroliranog dodavanja primjereno razrijedene otopine
kiseline ili baze kako bi se odrzao konstanti pH (otuda naziv ‘stati¢ni’ pH) u bioloskom sustavu gdje na
pH djeluju razlicite reakcije. U takvim uvjetima, brzina titracije je proporcionalna brzini reakcije preko
stehiometrijskog faktora. U nacelu, ova tehnika je primjenjiva na svaku biolosku ili fizikalno-kemijsku
reakciju koja djeluje na koncentraciju protona (¢ime je povezana s pH), odnosno svaku reakciju kojom se
neutralni supstrati pretvaraju u kisele ili luznate produkte, ili kiseli ili luZnati supstrati u neutralne
produkte. Postoji nekoliko bioloskih reakcija od ekoloskog interesa koje djeluju na pH suspenzije u kojoj
se odvijaju. Pokusaji koriStenja pH-stati¢ne titracije uglavnom su fokusirani na nitrifikaciju (Gernaey i
sur., 1997, 1998; Massone i sur., 1998) i denitrifikaciju (Massone i sur., 1996; Rozzi i sur., 1997; Bogaert
isur., 1997; Foxon i sur., 2002). Premda su to konsolidirane primjene tehnike pH-stati¢ne titracije, mogu
se predvidjeti i druge, poput onih koje uklju¢uju ravnoteze CO,/HCO;/CO5*, npr. heterotrofna razgradnja
organskih supstrata kojom se proizvodi CO, (Ficara i Rozzi, 2004) i acetoklasticna metanogeneza kojom
se proizvodi bikarbonat (Rozzi i sur., 2002).

Pracenje nitrifikacije je prva i najjaca primjena ove tehnike budu¢i da se odnos izmedu oksidiranog
amonija i1 proizvedenog protona Ywnusn+ moZe izraCunati iz reakcijske stehiometrije, kako je
pretpostavljeno u ASM1 (Henze i sur., 2000):

14

YNo Ht = ~6.92 g N mol (protoni)'1 3.12

2 +inaNo"YANO

Omjer N/H je stoga stehiometrijski faktor koji omogucuje konverziju brzine titracije u brzinu
potroSnje amonija. Tehnika pH-stati¢ne titracije se moZe primijeniti i na denitrifikaciju budu¢i da je ovaj
proces ‘reakcija koja djeluje na pH’. Medutim, procjena omjera izmedu potroSnje nitrita ili nitrata i
proizvodnje protona Ynox u+na temelju stehiometrije nije tako jednostavna kao za nitrifikaciju, uglavnom
stoga $to ovisi o puno viSe faktora, kao Sto su izvor ugljika, karakteristike mulja i zadana vrijednost pH.
Kako bi se teoretski izratunao Ywnox u+, Petersen i sur. (2002) su predlozili konceptualni model koji
pretpostavlja da sljede¢a Cetiri procesa imaju o pH ovisni u€inak na proizvodnju protona tijekom
denitrifikacije: (i) apsorpcija slabih organskih kiselina kao izvora ugljika, (i7) apsorpcija nitrata, (iii)
apsorpcija amonija za sintezu stanica te (iv) proizvodnja ugljikovog dioksida iz oksidacije organskog
ugljika. Na temelju tih pretpostavki, predloZena je sljedeca stehiometrija reakcije kako bi se ocijenio
omjer izmedu neto proizvodnje protona i potro$nje nitrata:

1 1 = Yomno,ax 1 = YoHo,ax
Sy + A% Snox + iNOHO * St — XoHo + — oA g |
YoHo,ax R YoHo,ax NOx T INOHO TN oo g YoHo,ax ne C - Yono,ax
~_1-Youoax  b-inono , C- (1-Yonoax) " X o
B 14 Yono,ax 14 C - Yono,ax 3.13

Pri tom je Snox koncentracija nitrita ili nitrata, X je broj molova ugljika po molu organskog supstrata,
C je faktor (u g COD mol"! organskog supstrata) za iskazivanje organskog ugljika u jedinicama COD, j
je kisikov ekvivalent oksidiziranog dusika, a a, b, ¢ su o pH ovisni faktori koji u obzir uzimaju ravnotezu
disocijacije slabih kiselina/baza (a za organske kiseline - HA, b za uglji¢nu kiselinu te ¢ za amonij):

a= Al o 3.14
[HA]+[A]  10PH+ 1oPKa .
10PH-PRL. (1 42 . oPH-PK2)

- 1+ 1OpH—pK1 .(1+10pH—pK2) 3.15
[NH,] 1071
c= = 3.16

~ NHJF[NHs] 1077+ 10PRN



Pri tom je pKakonstanta disocijacije za octenu kiselinu (4,75 pri 25 °C), pK, je konstanta disocijacije
za uglji¢nu kiselinu (6,352 pri 25 °C), pK; konstanta disocijacije za bikarbonat (10,33 pri 25 °C), a pKnns
konstanta disocijacije za amonij (9,25 pri 25 °C).

Zamjenom ispravne vrijednosti 8 (4. 2,86 g COD N' za N-NO; i 1,72 g COD N'! za N-NO,), proizlazi
da se Ynox u+, u g N mol™, u prisutnosti nitrata, Ynos s, ili nitrita, Yoz s+, kao akceptor elektrona, moze
izraziti kao:

v _ 1 —Youoax
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Ove jednadZzbe pokazuju da je za ocjenu Ynox u+ potrebno znati kemijski sastav izvora ugljika (C i x),
Sto je rijetko slucaj u praksi, i koeficijent anoksi¢nog prirasta biomase, Yomo,ax. Kao takva, njegova ocjena
je moguca u teoriji, ali teSka u praksi.

Na srecu, Ynox u+ se moze i eksperimentalno ocijeniti mjerenjem kolicine titracijske otopine (obi¢no
kiselina) dozirane u pH-staticnim uvjetima kako bi se denitrificirala poznata koli€ina nitrita ili nitrata u
prisutnosti izvora ugljika od interesa. Nakon S§to se izmjeri omjer Ynox n+, brzina titracije se moze lako
pretvoriti u brzinu apsorpcije nitrata ili nitrita.

3.2.3 Manometrijsko pracenje

Prema ovoj tehnici, brzina bioloSkog procesa kojim se proizvodi slabo topiva plinovita komponenta je
proporcionalna brzini porasta tlaka, pod uvjetom da se bioloska reakcija odvija u plinonepropusnom
reaktoru. Odnos izmedu generiranog nadtlaka, P(t), i volumetrijske proizvodnje plina, Vg(t), moze se
dobiti ako se pretpostavi da transfer plina iz tekuce u plinovitu fazu ne ograni¢ava brzinu (mijeSanje mulja
omogucuje brz transfer plinovitih vrsta) i da u otopini ne ostaju nikakve relevantne koli¢ine plinovitih
vrsta. U takvim uvjetima i pri konstantnoj temperaturi, prema plinskom zakonu, primjenjuje se sljede¢i
odnos:

P(t) — Py 3.19

Ve = * Vs

Patm
Gdje je Vus volumen plinske faze u reaktoru, a Pam je atmosferski tlak.

Ovo mjeriteljsko nacelo se dokazalo primjenjivim i korisnim u pracenju denitrifikacije (Sanchez i
sur., 2000; Ficara i sur., 2009) i anaerobne oksidacije amonija (Dapena Mora i sur., 2007; Scaglione i
sur., 2009; Bettazzi i sur., 2010; Lotti i sur., 2012), buducéi da oba procesa proizvode plinoviti dusik. Kod
denitrifikacije, trebalo bi koristiti adsorbent CO, koji se obi¢no nalazi u plinskoj fazi u reaktoru (npr.
granule NaOH), kako bi se podaci o nadtlaku odnosili jedino na ispustanje N».

3.3 Eksperimentalna struktura

3.3.1 Reaktori

Neovisno o tehnologiji koriStenoj za uklanjanje duSika iz otpadne vode, u svrhu ocjene uspjesnosti
procesa bioloskog uklanjanja dusika, Sarzni testovi aktivnosti mogu se provesti u aerobnim (nitrifikacija)
ili anoksi¢nim uvjetima (denitrifikacija i ANAMMOX) ovisno o parametrima od interesa i prirodi
istrazivanja. U svakom slucaju, reaktor(i) koriSten(i) za izvodenje testova moraju biti takvi da se: (i)



izbjegne prodor kisika u anoksi¢nim uvjetima, (if) osigura zadovoljavajuca dostupnost Sp, u aerobnim
uvjetima (npr. Soz veéi od 2 mg L), (iii) osiguraju zadovoljavajuéi uvjeti mijeSanja, (iv) odrzi prikladna
1 pozeljna temperatura, (v) osigura precizna kontrola pH te (vi) imaju dodatne otvore za uzimanje uzoraka
i dodavanje influenta, otopina, plinova i bilo kojeg drugog tekuceg medija ili supstrata kori§tenog u testu.
Po pitanju toga Sto je potrebno da se osiguraju valjani anoksicni uvjeti, aerobni uvjeti, mijeSanje, kontrola
temperature, kontrola pH i otvori za uzorkovanje i doziranje tijekom izvodenja testova, Citatelja
upucujemo na odjeljak 2.2.1. Medutim, kada treba provesti titrimetrijske ili manomerijske eksperimente,
potrebna je posebna oprema, kako je opisano u nastavku.

3.3.2 Oprema za titrimetrijske testove

Za provodenje titracijskih testova kojima se stabilnom odrzava zadana vrijednost, potrebna je

automatizirana titracijska jedinica. Sto se respirometara tice, takvi su sustavi lako dostupni na trZistu.

Moze ih se lako provesti i pomoéu konvencionalne laboratorijske opreme i osnovnih uredaja za

prikupljanje i kontrolu signala. Konkretno, automatizirana titracijska jedinica trebala bi se sastojati od

sljedec¢ih komponenti (vidi sliku 3.1):

e Reakcijska posuda: reaktor s dobrim mjeSanjem i s termostatom ili kontrolom temperature za uzorak
aktivnog mulja, radnog volumena od 0,5 do 1,5 L. Kod izvodenja testova nitrifikacije, reakcijska
posuda ne mora biti plinonepropusna. Ipak, pozeljno je smanjeno podrucje kontakta krutina-tekucina
kako bi se ograni¢io transfer plin-tekuéina kisika i ugljikovog dioksida. Kod izvodenja testova
denitrifikacije potrebna je plinonepropusnost za valjan anoksican rad.

e Sonde za ocjenu: temperature (s razlu¢ivoséu od 0,1 °C), pH (s razlucivoséu od 0,01 pH jedinica) i,
po moguénosti, DO (£ 0,02 mg L! oko odabrane zadane vrijednosti).

e Sustav aeracije (za aerobne procese), obi¢no s kapacitetom aeracije od 50-200 L L' h*!, i kerami¢ki
difuzor za aeraciju pomocu finih mjehurica.

e Automatiziran titracijski sustav kojim se pH moze odrzati unutar uskog raspona (npr. pri definiranoj
zadanoj vrijednosti pH £ 0,02) i za evidentiranje volumena postupno dozirane titracijske otopine s
predlozenom razlucivoséu od 0,1 mL i minimalnom ucestalo$éu biljezenja od 1 podatka po minuti.
Rucno evidentiranje dodanog volumena titracijske otopine moze se dobiti pohranjivanjem titracijske
otopine u menzuru i rué¢nim ocitavanjem preostalog volumena u redovnim razmacima (svakih par
minuta za nitrifikacijske testove) ili stavljanjem otopine na vagu pri ¢emu se njezina tezina ili ocitava
ili automatski biljezi. Otopina od 0,05-0,02 N NaOH moze se koristiti kao alkalna titracijska otopina,
dok otopina 0,05-0,02 N HC1 moze sluziti kao kisela titracijska otopina.

A

Slika 3.1 Shema pH-stati¢nog titracijskog sustava: 1. aerator; 2. mjesalica; 3. temperaturna sonda; 4. pH sonda; 5. DO sonda; 6. reakcijska
posuda; 7. sustav za doziranje titracijske otopine; 8. prikupljanje i biljezenje signala; 9. alkalna titracijska otopina; 10. kisela titracijska
otopina.



Kada su ukljuceni aerobni bioloSki procesi, pH-stati¢ni sustavi se mogu prikladno nadograditi na

pH/DO-stati¢ni sustav, u kojemu sekundarna titracijska jedinica daje razrijedenu otopinu H>O», koja sluzi
kao oksigenirana titracijska otopina. U tu svrhu, sustav opisan na slici 3.1 treba nadograditi uklapanjem
sljedeceg:

DO sonda, s minimalnom razlug¢ivo$¢u od 0,1 mg L.

Dodatni automatizirani sustav za doziranje ili titraciju kojim se So, moZe odrzati u uskom rasponu
(£ 0,1 mg L' oko odabrane zadane vrijednosti). 0,05-0,2 M otopine H>Os je prikladno kad se pH/DO-
staticni titracijski testovi provode na uzorcima konvencionalnog aktivnog mulja. Nakon §to se dozira,
otopinu H,O ¢e u molekularni kisik (O2) i vodu pretvoriti perokisdaze koje proizvode aerobne
bakterije kako bi se neutralizirao oksidativni stres, ¢ime kisik postaje dostupan za bakterijsku
respiraciju. Zapravo, opazeno je da se razrijedene otopine H,O, mogu koristiti za kratkotrajne
respirometrijske testove bez znacajnijeg inhibiranja bakterija (npr. Ficara i sur., 2000).

Svrha ove DO-stati¢ne titracijske jedinice je odrZati vrijednost DO na unaprijed definiranoj zadanoj

razini (zadana vrijednost DO) titriranjem oksigenirane titracijske otopine, ¢ime se ostvaruju sljedeci
ciljevi:

Odrzati zeljeni redoks uvjet bez potrebe za aeriranjemto omogucuje da se izbjegne uklanjanje CO,,
Sto je proces koji djeluje na pH koji se preklapa s drugim reakcijama od interesa koje djeluju na pH.
Ocijeniti brzinu potrosnje kisika reakcije koja je, u DO-statiénom radu, jednaka brzini titracije
oksigenirane titracijske otopine. To su dodatne informacije koje se mogu koristiti da se provjeri ili
nadopuni brzina titracije alkalne/kisele otopine, kako je detaljnije opisano kasnije u ovom izvjescu.

3.3.3 Oprema za manometrijske testove

Testove treba provesti pomocu plinonepropusne opreme. Obicno se koriste sustavi koji se primjenjuju za
izvodenje testova BOD. Minimalni zahtjevi su sljedeci:

Staklena boca s (vidi sliku 3.2):

a. Radnim volumenom od oko 1 L.

b. Dva boc¢na otvora, zatvorena gumenim dijafragmama koje na mjestu drzi plasticni ili aluminijski
pribor, za injektiranje supstrata i upuhivanje/ispustanje plina.

c. Spremnik za granule NaOH smjesten u plinskoj fazi boce i koji sluzi kao hvata¢ CO..

d. Manometrijski mjerni uredaj, po mogucnosti opremljen uredajem za biljeZenje podataka (data
logger), postavljen na vrhu staklene boce s razlucivoséu 1-3 mbar.

Inkubator konstantne temperature koji temperaturne oscilacije ograni¢ava na + 0,2 °C. Temperaturu

se obavezno mora dobro kontrolirati za vrijeme testa, buduci da temperaturne varijacije izazivaju

promjene u vrijednostima nadtlaka koje nisu povezane s ispustanjem plina, §to bi stoga rezultiralo

Sumom u podacima.

Magnetska mjesalica koja moze raditi na oko 100-200 rpm. Alternativno, moze se koristiti

termostatska orbitalna tresilica kako bi se osigurala i kontrola temperature i mijeSanje.

Slika 3.2 Komercijalno dostupna oprema za provedbu manometrijskih testova za potrebe denitrifikacije (fotografija: Lotti, 2016).



3.3.4 Uzimanje uzorka aktivnog mulja

Vrijeme i lokacija uzimanja uzorka aktivnog mulja u kojem se odvija nitrifikacija i denitrifikacija uvelike
ovise o vrsti Sarznog testa aktivnosti koji ¢e se provesti. Uklanjanje duSika putem procesa nitrifikacije 1
denitrifikacije se temelji na naizmjeni¢nim aerobno-anoksi¢nim uvjetima. Stoga bi, po moguénosti,
trebalo uzeti svjez uzorak na kraju faze odgovarajuce reakcije: aerobni za nitrifikaciju, anoksi¢ni za
denitrifikaciju. Nesumnjivo, lokacija uzorkovanja ¢e ovisiti o konfiguraciji sustava. U gradskim
uredajima i pilot uredajima za obradu otpadne vode, prije uzorkovanja moraju se identificirati fizicke
granice izmedu faza. U ekstremnim slucajevima, kada faze nisu (fizi¢ki) dobro definirane, redoks granice
moraju biti definirane pomo¢u DO mjeraca, redoks mjeraca i/ili odredivanjem koncentracija nitrata i
nitrita. U laboratorijskim uredajima (koji obi¢no rade ovisno o vremenskom ciklusu), uzimanje uzoraka
moze biti relativno lakSe, budu¢i da vrijeme reakcije odreduje duzinu faza. Kako bi se dobili homogeni i
reprezentativni uzorci, uzorci mulja se moraju uzimati na tockama uzorkovanja gdje se odvijaju uvjeti
dobrog mijesanja.

U idealnom slucaju, Sarzni testovi aktivnosti se moraju provesti ¢im prije je mogucée nakon uzimanja
uzorka. U laboratorijskim sustavima, u nacelu, to ne bi trebao biti problem ako se Sarzni testovi aktivnosti
provode u istom laboratoriju i njihovo izvodenje se koordinira i sinkronizira s radom laboratorijskog
reaktora. Isto tako, u gradskim uredajima i pilot uredajima za obradu, Sarzni testovi aktivnosti se mogu
provesti in situ ubrzo nakon uzimanja uzorka mjesSavine mulja i vode, ako je laboratorij uredaja za obradu
otpadne vode ureden i opremljen potrebnom eksperimentalnom i analitickom opremom. Ako se $arzni
testovi aktivnosti ne mogu provesti istoga dana in sifu, uzorak mjesavine mulja i vode moze se uzeti i
prenijeti do lokacije na kojoj ¢e se provoditi testovi. Nakon toga, posuda s uzorkom se moze propisno
pohraniti i prenijeti u hladnjaku ili spremniku s ledom (ispod ili blizu 4 °C) u neaeriranim uvjetima, a
testove aktivnosti treba provesti najkasnije 24 h nakon uzorkovanja. Kako bi se izbjeglo stvaranje
anaerobnim uvjeta tijekom pohrane i nezeljena proizvodnja toksi¢nog sulfida kroz smanjivanje sulfata,
mjesavini mulja i vode trebalo bi dodati nitrat u kona¢noj koncentraciji od oko 50-200 mg N L. Medutim,
dostupnost nitrata bi potaknula endogenu respiraciju biomase. Zbog toga je vazno naglasiti da se snazno
preporucuje provesti test ¢im je prije moguce nakon uzimanja uzorka.

Narocito nakon pohrane, biomasu prisutnu u uzorcima mjeSavine mulja i vode prije izvodenja SarZnih
testova aktivnosti treba ‘oprati’ kako bi se uklonio sav dodani nitrat, ‘reaktivirati’ i aklimatizirati na ciljani
pH i temperaturu od interesa. Pranje treba provesti pomocu odgovarajuéeg ‘medija za pranje’ ¢iji
mineralni sastav ovisi o ciljanoj mikrobnoj populaciji, kako je navedeno nize. Kao medij za pranje moze
se koristiti i voda iz slavine sve dok je njezina vodljivost slicna vodljivosti medija kultivacije. U svakom
slu€aju, pozeljno je in situ izvodenje Sarznih testova aktivnosti budu¢i da se time izbjegava izlaganje
biomase promjenjivim uvjetima. Ukupna koli¢ina aktivnog mulja (mjeSavine mulja i vode) koju treba
prikupiti ovisi o broju testova, volumenu reaktora i ukupnoj koli€ini uzoraka koje treba uzeti kako bi se
ocijenila aktivnost biomase. Cesto se dovoljnim smatra 10-20 L aktivnog mulja ili mjesavine mulja i vode
iz gradskih uredaja za obradu otpadne vode. S druge strane, uzorci uzeti iz laboratorijskih reaktora rijetko
doseZu viSe od 1 L zato Sto su laboratorijski sustavi obi¢no manji (od 0,5 do 2,2 L, a u nekim sluc¢ajevima
do 8-10 L), a maksimalna koli¢ina koja se moZe izvuéi iz laboratorijskih reaktora je Cesto odredena
dnevnim izvlaCenjem viska mulja iz sustava. Budu¢i da je maksimalna koli¢ina koju se smije izvuci
izravno povezana s koriStenom staro§¢u mulja (SRT), koje je pak odredeno brzinom rasta organizama,
treba posebno paziti kada se radi sa sporo rastué¢im organizmima kao $to su nitrifikanti.

Prijedlozi o rasporedu uzorkovanja i idealnom trajanju pohrane opisani su ranije (vidi odjeljak 2.3) i
treba ih paZzljivo razmotriti.

3.3.5 Priprema uzorka aktivnog mulja

Opéenito govoredi, uzorci aktivnog mulja mogu se koristiti kao takvi ili nakon specifi¢nih korekcija pH
(sa ili bez prisutnosti pH pufera), temperature, koncentracije amonija/nitrata/nitrita, koncentracije izvora
ugljika i Xyss. Za konvencionalne uzorke aktivnog mulja iz uredaja u kojima se obraduje komunalna
otpadna voda, idealan bi bio uzorak koji ima Xvyss od oko 2-4 g VSS L. Za jako razrijedene ili
koncentrirane uzorke mulja, moze pomo¢i prethodna koncentracija (npr. dekantiranjem u Imhoffov stozac
u trajanju od 30 min ili centrifugiranjem na 4.000 rpm u trajanju od nekoliko minuta) ili razrjedivanje



sekundarnim efluentom iz istog uredaja za obradu otpadne vode. Time ¢e se izbje¢i pojava prespore ili
prebrze konverzije.

Kad se takve procedure provode na anoksi¢nim ili anaerobnim uzorcima aktivnog mulja, odmah
nakon uzorkovanja bi trebalo provesti otplinjavanje plinom N, kako bi se ponovno uspostavili
odgovarajuéi anoksi¢ni/anaerobni uvjeti. Sto se pH i temperature ti¢e, u nadelu, $to je zadana vrijednost
pH vrijednosti bliza tipicnom radnom pH uredaja, to ¢e proizasla brzina procesa biti reprezentativnija za
brzinu radnog procesa. Isti koncept vrijedi i za odabir vrijednosti temperature. Ipak, pH pufer kao Sto je
HEPES (N-2-hidroksietil-piperazin-N0-2-etan sulfonska kiselina) ili fosfatni pufer moze se koristiti kako
bi se odrzao konstantan pH tijekom Citavog trajanja Sarznog testa (Dapena-Mora i sur., 2007; Lotti i sur.,
2012).

Opc¢enito, glavni cilj uzorkovanja i eksperimentiranja trebao bi biti da se u najvecoj mogucoj mjeri
smanji potreba za transportom, hladenjem, pohranjivanjem i reaktiviranjem mulja. Kad god je to moguce,
preporucuje se da se koristi 'svjez' mulj (i supstrat/medij). Kada ¢e se testirati stvarni radni uvjeti, tada se
odgovarajuc¢i SarZni testovi aktivnosti moraju provesti odmah nakon uzimanja mulja s minimalnim
korekcijama radnih uvjeta (npr. za pH i temperaturu). Kada se Sarzni testovi ne mogu provesti in situ ili
ubrzo nakon uzorkovanja, uzorke mulja treba spremiti na temperaturi od oko 4 °C za potrebe ocuvanja
tijekom transporta i pohrane. Temperatura od 4 °C, $to se obi¢no smatra prikladnom temperaturom za
pohranu konvencionalnih uzoraka aktivnog mulja. U takvim okolnostima, Sarzne testove aktivnosti po
moguénosti treba provesti u manje od 24 h nakon uzimanja mulja i nakon 'reaktivacije' tako da se mulj
zadrZi na pH i temperaturi od interesa (nakon otplinjavanja plinom N u slu¢aju denitrifikacije).

Dodavanje ogranicenih koli¢ina supstrata moZe pogodovati reaktivaciji bakterijskog metabolizma.
Medutim, priprema aktivnog mulja ovisi o testovima koji ¢e se provesti, a specificni prijedlozi/preporuke
su opisani u nastavku.

3.3.6 Supstrat

Kada se prava otpadna voda (bilo sirova ili istaloZena) koristi za izvodenje testova aktivnosti, na relativno
jednostavan nacin moze je se dobaviti do reaktora/fermentora. Gruba filtracija (kroz filtare s otvorima
veli¢ine 10 pm) moze se koristiti za uklanjanje preostalih grubo dispergiranih Cestica prisutnih u sirovoj
otpadnoj vodi.

Ako ¢e se proucavati razliciti izvori i koncentracije ugljika, i efluent iz uredaja moZze se koristiti za
pripremu polu-sinteti¢kog medija koji sadrzi koncentraciju Sg od izmedu 50 i 100 mg COD L.

Za izvodenje konvencionalnih denitrifikacijskih testova, mogu se pripremiti otopine nitrata i nitrita
kako bi se stvorili potrebni anoksi¢ni uvjeti. U tu svrhu, mogu se pripremiti razli¢ite koncentrirane otopine
koriste¢i nitratne i nitritne soli.

Kada se testovi provode kako bi se ocijenio potencijalan inhibitorni ili toksi¢ni u¢inak odredenog
spoja pri razli¢itim koncentracijama, mogu se pripremiti koncentrirane otopine i dodati ih tijekom testa
kako bi se dobile Zeljene koncentracije. Testovi koji se provode kako bi se ocijenilo jesu li inhibitorni ili
toksicni ucinci reverzibilni moraju se provesti nakon pranja biomase radi uklanjanja inhibitornih ili
toksi¢nih spojeva. Pranje se Cesto provodi naizmjeni¢nim taloZenjem i resuspenzijom uzorka mulja u
mediju bez ugljika i nitrita (bilo u cijelosti sinteticki ili pomocu obradenog efluenta nakon filtracije) u
anoksi¢nim uvjetima.

3.3.7 Analiticke procedure

Analiti¢ke procedure od interesa (NHi, NO,, NO3;, MLSS, MLVSS, COD, BOD) treba provesti u skladu
sa sljede¢im standardiziranim i uobic¢ajeno koriStenim analitickim protokolima detaljno opisanima u
Standardnim metodama (APHA i sur., 2012).

Ako se koristi specifi¢an izvor ugljika, njegovo odredivanje treba provesti u skladu s relevantnom
analiticCkom metodom. Medutim, u u vecini slucajeva, za odredivanje topivog COD moze biti prikladno
pratiti iskoriStavanje izvora ugljika.



3.3.8 Parametri od interesa

Nitrifikacija

Najznacajniji kineticki parametar aerobnog procesa oksidacije amonija (nitritacija) koji provode AOO je
maksimalna specifi¢na brzina oksidacije amonija (qaoonns). Slino tome, za aerobni proces oksidacije
nitrita (nitratacija) koji provode NOO, glavni parametar od interesa je maksimalna specifi¢na brzina
oksidacije nitrita (qnoo,Nno2 no3). U tablici 3.1 prikazane su tipicne kineticke vrijednosti parametara u
literaturi i za proces aerobne oksidacije amonija i oksidacije nitrita. U tablici 3.1 prikazane su i vrijednosti
prirasta biomase i AOO i NOO navedene u literaturi.

Tablica 3.1 Ocekivani stehiometrijski i kineticki parametri od interesa za aktivni mulj koji provodi aerobnu oksidaciju amonija i nitrita do
nitrita i nitrata. Kineticki parametri se prijavljuju u odnosu na referentnu temperaturu od 20 °C.

([A00,NH4 Ya0o Referenca
gNgVss'd? gVSSgN'
0,11 0,14 Blackburne i sur. (2007)
0,09 0,11 Jones i sur. (2007)
0,24 0,13 Jubany i sur. (2008)
0,27 0,15 Koch i sur. (2000)
0,21 0,11 Lochtman (1995)
0,22 0,15 Wiesmann (1994)
Aerobna oksidacija nitrita — proces nitratacije
([N00,N02_NO3 Yhoo Referenca
gNgVss'd? gVSSgN?!
0,21 0,07 Blackburne i sur. (2007)
0,13 0,07 Jones i sur. (2007)
0,39 0,06 Jubany i sur. (2008)
1,78 0,02 Koch i sur. (2000)
0,45 0,03 Lochtman (1995)
0,78 0,04 Wiesmann (1994)
1,07 0,03 Wik i Breitholtz (1996)

Kineticki podaci navedeni u tablici 3.1 odnose se na radnu temperaturu od 20 °C, a izraCunati su iz
originalnih vrijednosti u skladu s Arrheniusovom jednadzbom u nastavku.

Eus- (TK - Tref)

kg(T) =kg(Tyep) - e 3.20

S( ) S( ref) eXp( R'TK'Tref

gdje je ks(T) maksimalna specificna brzina potro$nje supstrata S ocijenjena na Zeljenoj radnoj
apsolutnoj temperaturi Tk (K), T je referentna apsolutna temperatura, R je idealna plinska konstanta
(8,31 Jmol! K, E, s energija aktiviranja razmatranog biolo§kog procesa kojim se trosi supstrat S. E, nu4
= 68 kJ mol-NH4 ' K i Eano2 = 44 kJ mol-NO, ! K! su tipiéne vrijednosti energije aktivacije za proces
nitritacije koji provode AOO, odnosno proces nitratacije koji provode NOO.

Kako je vidljivo u tablici 3.1, brzine aerobne potrosnje za oksidaciju amonija i nitrita navedene u
literaturi mogu jako varirati, naro¢ito za proces nitratacije koji kataliziraju NOO. Glavni razlog tome
mozZe biti udio aktivne biomase prisutne u biomasi aktivnog mulja, koja se obi¢no naziva ukupnom
koncentracijom MLVSS. Sto je veca frakcija aktivne nitrificirajuée biomase, to je veca ocekivana
specifi¢na brzina konverzije biomase. U konvencionalnom sustavu s aktivnim muljem, to se moZze izravno
povezati s omjerom COD/N u influentu, pri ¢emu nizi omjer COD/N odgovara vecem udjelu aktivne
nitrificirajuc¢e biomase. Kako je prikazano u tablici 3.1, prijavljene vrijednosti prirasta su vece za bakterije
koje oksidiraju amonij nego za bakterije koje oksidiraju nitrit.



Denitrifikacija

Kako bi se kvantificirala aktivnost OHO u anoksi¢nim uvjetima, moraju biti poznati relevantni
stehiometrijski parametri i kineti¢ke konstante. Sto se stehiometrije ti¢e, najvazniji parametar koji treba
definirati je heterotrofni prirast u anoksi¢nim uvjetima Youoax (U g COD-biomasa po g COD-supstrat).
Kao 1 aerobni prirast, ovaj parametar moze ovisiti o razli¢itim faktorima, kao $to su koli€ina i kvaliteta
organskog izvora ugljika i uvjeti u okoliSu. Tipi¢ne vrijednosti za ovaj parametar navedene su u tablici
3.2. Ovaj se parametar moze lako odrediti uspostavom prikladno osmisSljenih Sarznih testova aktivnosti,
kako je objaSnjeno kasnije. Kada se provodi denitrifikacija, izvor ugljika potreban po nitratu/nitritu koji
treba ukloniti (iskazan kao omjer COD/N ili kao omjer C/N) moZe se koristiti umjesto Yomuo,ax, buduci da
izmedu toga dvoga postoji stehiometrijski odnos. Omjer COD/N predstavlja denitrifikacijski kapacitet

.....

Tablica 3.2 Ocekivani stehiometrijski i kineticki parametri od interesa za sustave obrade otpadne vode s aktivnim muljem koji provode

denitrifikaciju.

Parametar (simbol) Napomena Vrijednost Referenca

Heterotrofni anoksicni prirast (Yoro,ax) Acetat 0,66 g COD g COD? Ficara i Canziani (2007)
Otpadna voda 0,509 CODg COD Orhonii sur. (1996)
Acetat 0,66gVSSg COD™ Kujawa i Klapwijk (1999)
Etanol 0,22gVSSg COD ™ Hallin i sur. (1996)
Metanol 0,18¢VSSg COD ! Tchobanoglous i sur. (2003)

Omjer COD i dusika (COD/N) Metanol 469 CODgN Bilanovici sur. (1999)
Metanol 4,79 CODgN Mokhayeri i sur. (2006)
Etanol 3,59 CODgN Mokhayeri i sur. (2006)
Acetat 3,49 CODgN Mokhayeri i sur. (2006)

Maksimalna specifi¢na brzina denitrifikacije (qnox_2) Acetat, 10-19 mgN g VSS™h' Ficara i Canziani (2007)
Acetat, nitrit 15-28 mgN g VSS™h Ficara i Canziani (2007)
Metanol, 13 °C 9,2mgNgVsS'h? Mokhayeri i sur. (2008)
Etanol, 13 °C 30,4mgNgVssTh’ Mokhayeri i sur. (2008)
Acetat, 13 °C 31,7mgNgVss'h’ Mokhayeri i sur. (2008)
Acetat 1-3mgNgVSSTh? Kujawa i Klapwijk (1999)
Acetat 2-10mgN g VSS'h' Henze (1991)

Po pitanju kinetike rasta, specifi¢na potro$nja supstrata (ili nitrat/nitrit ili COD) moze se lako utvrditi
Sarznim testovima aktivnosti. Ta vrijednost ovisi o radnim uvjetima kori§tenima tijekom testa (naro€ito
o temperaturi, prirodi i koncentracijama supstrata). Stoga, te vrijednosti uvijek treba specificirati kada se
izvjeStava o rezultatima nekog testa. Kao referentni uvjeti, testove denitrifikacije treba provesti pri 20 °C
u neograni¢avaju¢im koncentracijama ugljika i nitrata/ nitrita. To ¢e omoguciti odredivanje maksimalne
specifi¢ne brzine denitrifikacije. U praksi, maksimalna specificna brzina denitrifikacije quox n2 j€
povezana sa koncentracijom suspendirane tvari u suspenziji (Xrss) ili, Sto je uobicajenije, sagorivim
dijelom suspendirane tvari (Xvss). Vrijednosti koje se navode u literaturi nalaze se u tablici 3.2.

3.3.9 Vrsta Sarznih testova

Ovisno o vrsti procesa od interesa (nitrifikacija ili/i denitrifikacija) i o odabranoj tehnici pracenja
(kemijsko, titrimetrijsko ili manometrijsko), za ocjenu konverzija uklanjanja duSika mogu se provesti
razli¢iti testovi.

Tablica 3.4 sadrzi opseZan popis testova koji se opisuju kasnije u ovom izvjescéu.

U nastavku se ti testovi detaljno opisuju. Prvo se predstavljaju nitrifikacijski testovi (odjeljak 3.4), a
potom denitrifikacijski testovi (odjeljak 3.5).



Tablica 3.4 Sarini testovi aktivnosti koji se provode kako bi se ocijenile konverzije biolokog uklanjanja dusika kao funkcija procesa i metode
pracenja.

Oznaka testa Proces Metoda pracenja Svrha

NIT.CHE Nitrifikacija Kemijsko Procijeniti maksimalnu brzinu oksidacije NH4

NIT.TIT.1 Nitrifikacija Titrimetrijsko Procijeniti maksimalnu brzinu oksidacije NH4

NIT.TIT.2 Nitrifikacija Titrimetrijsko Procijeniti maksimalnu brzinu oksidacije NH, i NOi brzinu amonifikacije

DEN.CHE Denitrifikacija Kemijsko Procijeniti maksimalnu brzinu denitrifikacije i anoksicni prirast na specificnom izvoru C
DEN.CHE.2 Denitrifikacija Kemijsko Procijeniti denitrifikacijski potencijal otpadne vode

DEN.MAN Denitrifikacija Manometrijsko Procijeniti maksimalnu brzinu denitrifikacije

DEN.TIT Denitrifikacija Titrimetrijsko Procijeniti maksimalnu brzinu denitrifikacije

3.4 Nitrifikacijski Sarzni testovi aktivnosti: priprema

3.4.1 Oprema

Svaka metodologija pracenja (kemijsko, titrimetrijsko ili manometrijsko) ima specifi¢ne potrebe za

opremom. Kada se koristi kemijsko pracenje, potrebna je sljedeca oprema:

1. Sarzni reaktor opremljen sustavom za mijeanje i odgovarajuéim otvorima za uzorkovanje (odjeljak
3.3.1).

2. Kalibrirana pH elektroda (ako nije ukljucena/ugradena u strukturu SarZznog reaktora).

3. Dvosmjerni kontrolor pH za dodavanje HCl i NaOH (alternativno, moZze se koristiti jednosmjerna
kontrola — opcenito za dodavanje HCI - ili ru¢na kontrola pH kroz ru¢no dodavanje HC1 i NaOH). Za
alkalne otopine koje treba zakiseliti, umjesto dodavanja kisele otopine moZe se razmotriti upuhivanje
plinovitog CO- (ili plinske mjeSavine obogacene s CO;) buduéi da je prednost toga izbjegavanje
dodavanja protuiona protona (tj. Cl- kada se kao kisela otopina koristi HCI).

4. Termometar (s preporucenim rasponom radne temperature od 0 °C do 40 °C).

Sustav za kontrolu temperature (ako nije uklju€en u strukturu SarZznog reaktora).

6. Mjerac DO s elektrodom (ako nije uklju¢en/ugraden u strukturu Sarznog reaktora) kako bi se potvrdili
aerobni/anoksi¢ni uvjeti.

7. Zaporni sat.

W

Popis opreme potrebne za titrimetrijske i manometrijske testova opisan je u odjeljku 3.3.1.
3.4.2 Materijali

Za opcenite upute o pripremi materijala, upucujemo Citatelja na odjeljak 2.3.4 i tablicu 2.2. Zahtjevi
specifini za svaki pojedini test ¢e biti navedeni u sklopu svakog protokola testa. Za cjelovit popis
potrebnih materijala, upu¢ujemo na odjeljak 2.3.2 (uz iznimku 7. i 8. tocke).

3.4.3 Priprema medija

e Pravaotpadnavoda
Za Sarzne testove koji zahtijevaju koriStenje prave otpadne vode, slijedite upute navedene u odjeljku 2.3.3.

o Titracijske otopine

a. Potrebne su otopine NaOH i HCI. Obi¢no bi za ve¢inu primjena bila dovoljna 0,05-0,1 N otopina.

b. Otopina H,O, se moZe dobiti razrjedivanjem komercijalno dostupnih otopina H,O,. Naj¢eS¢a otopina
H,0, je 3-postotna, $to odgovara koncentraciji od 0,44 mola O, L. Dakle, odgovarajuca oksigenirana
titracijska otopina moZze se dobiti ako se ta otopina deseterostruko razrijedi (konacna koncentracija
od 44 mmol O, L"). Kako bi se provjerila koncentracija otopine H,O,, moZe se koristiti jodometrijska
metoda (metoda 4,500-C1 B u APHA i sur., 2012). Razrijedena otopina treba biti spremljena u tamne
boce, a nove otopine treba pripremiti svakih 7-10 dana.



e Koncentrirane otopine amonija i nitrita

Ove se otopine mogu pripremiti iz soli (npr. iz NH4Cl i NaNOs). Prikladna koncentracija koncentriranih
otopina je izmedu 5 i 10 g N L'\ pH otopine amonija treba biti prilagoden na 7,0 kako bi se smanjila
potencijalna interferencija tijekom pH-stati¢nih testova.

e Alil-N-tiourea (ATU)
Opéenito je dovoljna otopina koncentracije otprilike 5-10 g L.

e Kisele i bazne otopine

Treba koristiti 100-250 mL 0.2 M otopine HCI i 100-250 mL 0.2 M otopine NaOH za automatsku ili
ru¢nu kontrolu pH, odnosno 10-50 mL 1 M otopine HC1 i 10-50 mL 1 M otopine NaOH za pocetnu
prilagodbu pH ako se Zeljeni radni pH jako razlikuje od pKa vrijednosti puferskog sredstva. Umjesto
NaOH, 0.2 M Na,COj; se moze koristiti kao alkalna otopina, koja ima prednost u tome da djeluje i kao
izvor baze i ugljika. Stoga se preporucuje koriStenje Na,COj3 kao bazne otopine kad otpadnoj vodi moze
nedostajati anorganski ugljik. Ovaj stavak ne vrijedi kada se koristi titrimetrija.

o Sinteticki medij

Ovaj medij treba sadrzavati sve potrebne makro- (natrij, klorid, fosfat, magnezij, sulfat, kalcij, kalij) 1
mikro-nutrijente (zeljezo, cink, bakar, mangan, bor, molibdat, kobalt, jodid) kako bi se osiguralo da
stanice nisu ogranicene, a u ekstremnim slu¢ajevima kako bi se izbjegao neuspjeh testa. Dakle, premda
njihove koncentracije mogu djelovati jako niske, mora se osigurati da su sve te sastavnice dodane otopini
u potrebnim koli¢inama. Vezano uz makro-nutrijente, preporucuje se sljedeci sastav (koli¢ine po litri
otopine nutrijenta) (na temelju Kampschreur i sur., 2007): 72 mg NaH,PO4, 35 mg MgS04-7H,0, 5 mg
CaCly-2H,0, 180 mg NaCl, 30 mg KCl, i 1 mg ekstrakta kvasca. Mikro-nutrijenti se mogu dobaviti
doziranjem 0,3 mL L' otopine elementa u tragovima koja sadrZi (po litri otopine, recept na temelju
Kampschreur i sur., 2007): 10 g EDTA, 1,5 g FeCl3-6H»0, 0,15 g H3;BO3, 0,03 g CuSO4-5H>0, 0,18 g
KI, 0,12 g MnCl,-4H,0, 0,06 g Na,MoO4:2H>0, 0,12 g ZnSO47H,0, 0,15 g CoCl,-6H>0. Mogu se
koristiti druge sli¢ne otopine nutrijenata sve dok sadrZe sve prethodno navedene potrebne nutrijente.

o Medij za pranje

Ako se uzorak mulja mora oprati kako bi se uklonio nezeljeni spoj (koji ¢ak moze biti inhibitoran ili
toksican), potrebno je pripremiti medij za pranje. Kao medij za pranje moze se Koristiti isti gore opisan
sinteticki medij. Proces pranja se moze ponoviti dva ili tri puta koriste¢i postupak opisan u odjeljku 2.3.5.
Nakon toga, mogu se provesti sljedeci pripremi koraci Sarznih testova aktivnosti. U posebnim slucajevima
kad se koristi mulj iz gradskih uredaja, za pranje se moze koristiti efluent uredaja (samo ako ne sadrzi
toksi¢ne ili inhibitorske spojeve).

Prije izvodenja eksperimenta, treba prikupiti uzorke medija i mjeSavine vode i mulja ili aktivnog
mulja koriStene za provodenje testova kako bi se potvrdila/provjerila pocetna (zeljena) koncentracija
paramet(a)ra od interesa (npr. amonij, nitrit, nitrat, Xrss, Xvss).

Na kraju, i potrebne radne i koncentrirane otopine za odredivanje analitiCkih parametara od interesa
moraju biti pripremljene u skladu sa Standardnim metodama (APHA i sur., 2012) i odgovarajué¢im
protokolima.

3.5 Nitrifikacijski Sarzni testovi aktivnosti: izvodenje
Test NIT.CHE Nitrifikacijski kemijski test: procjena maksimalne brzine oksidacije amonija

Priprema aktivnog mulja

1. O uzimanju uzoraka molimo pogledajte odjeljak 3.3.4.

2. Zauzorke aktivnog mulja iz konvencionalnih uredaja u kojima se obraduju komunalne otpadne vode,
bio bi prikladan uzorak s koncentracijom Xyss od oko 2-4 g VSS L. Prilagodba Xyss se moZe provesti
kako je predloZeno u odjeljku 3.3.5.

3. Ulijte definirani volumen (Vw) uzorka mjesavine vode i mulja (obi¢no 1 do 3 L) u reakcijsku posudu
1 pokrenite sustave za mijeSanje, aeraciju i kontrolu temperature i pH kako bi se temperatura i pH
odrzali oko Zeljenih zadanih vrijednosti. Odaberite Zeljenu zadanu vrijednost pH; obi¢no su prikladne
vrijednosti izmedu 7,5 i 8,4. Ako nije dostupna automatizirana kontrola pH, pH korigirajte na Zeljenu



vrijednost ruénim dodavanjem kisele/bazne otopine. U nacelu, $to je zadana vrijednost pH bliZza
uobicajenom radnom pH u uredaju, to ¢e brzina nitrifikacije biti bliZa i reprezentativnija. Isto nacelo
se primjenjuje na odabir zadane vrijednosti temperature. Sto se tiée DO, sustav aeracije treba osigurati
dovoljno kisika kako bi se tijekom izvodenja nitrifikacijskih testova izbjegli uvjeti koji ogranicavaju
DO. To zna¢i da bi u endogenim uvjetima opaZzena vrijednost DO trebala biti visoka
(npr. > 6 mg L.

4. Pricekajte 30-ak min kako bi se postigli i osigurali stabilni pocetni uvjeti. Ova faza pred-inkubacije
¢e obicno omoguciti da se potro$i sav preostali nitrit preostao iz uredaja ili izvor porijekla mulja.

lzvodenije testa

1. Provjerite jesu li o¢itanja temperature, pH i DO na zadanim vrijednostima ili barem unutar odabranih
intervala. U protivnom korigirajte radne uvjete i pricekajte dok se sustav ne stabilizira.

2. Nakon §to se postignu stabilni uvjeti, dodajte otopinu amonija (s time da ste prethodno prilagodili
njezinu temperaturu ciljanoj temperaturi testa) kako bi se u mjeSavini vode i mulja postigla
koncentracija amonija koja nije niti ograni¢avajuca niti inhibirajuca. Tipi¢ne i prikladne vrijednosti
su one izmedu 20 140 mg N L.

3. Pokrenite zaporni sat kako biste precizno pratili vremena uzorkovanja, buduéi da test formalno
poCinje dodavanjem otopine amonija. Uzmite uzorke aktivnog mulja svakih 20-30 min tijekom
izvodenja testa. Napominjemo da svi uzorci moraju biti filtrirani kroz filtar s porama veli¢ine 0,45
pm (ili manje), osim onih koji se koriste za odredivanje koncentracija Xrss 1 Xvss.

4. Zavrsite test nakon 3 do 4 h ili, ako to omogucuje uzorkovanje i analiticko odredivanje amonija u
uzetim uzorcima, kada se amonij potrosi.

5. Nakon zavrSetka testa, uzmite uzorak za zavr§nu procjenu Xvyss.

Napominjemo da je nitrit prilicno nestabilan, zbog ¢ega koncentracije nitrita treba odrediti ubrzo
nakon uzorkovanja istog dana (vidi tablicu 2.2).

Analiza podataka
Tipican rezultat ovog testa prikazan je na slici 3.3.

NH,, NO,, NO, (mgN L")

0 : T .
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Vrijeme (h)

Slika 3.3 Tipicni profili dobiveni testom NIT.CHE: koncentracije amonija (e), nitrita (e) i nitrata () se prikazuju na osi y. Prikazane su i
relevantne brzine od interesa (npr. brzina uklanjanja amonija s, i brzina proizvodnje nitrata rus).

Na osi y prikazuje se koncentracija amonija, nitrita i nitrata (u mg N L"), a vrijeme (u satima) se
prikazuje na osi x. Linearna regresija nad tim podacima omogucuje izracun brzine uklanjanja amonija i
proizvodnje nitrata (u mg N L' h'!). Napominjemo da prikupljeni podaci trebaju biti dovoljni da se
pouzdano procijeni odgovaraju¢a brzina uklanjanja/proizvodnje (npr. rnms 1 'noz) pomocu linearne
regresije sa zadovoljavaju¢im koeficijentom determinacije (npr. R? > 0,98). Dakle, potrebno je po
moguénosti najmanje 4 do 5 podatkovnih to¢aka da se provede linearna regresija, $to ukazuje na to da ¢e
na pocetku testa trebati uzeti vec¢i broj uzoraka.

Nitrit se moZe akumulirati do nekoliko mg N L' kad se koristi konvencionalni aktivni mulj. Medutim,
ako se aktivni mulj koristi za izvodenje testova (djelomic¢ne) nitritacije, tada se ocekuje veé¢e akumuliranje



nitrita i njegovu koncentraciju treba pratiti kroz vrijeme, sli¢no kao za amonij i nitrat (za primjer vidi Test
NIT.TIT.2). Kada se koristi konvencionalni aktivni mulj za punu oksidaciju amonija do nitrata, brzina
uklanjanja amonija treba biti jednaka brzini proizvodnje nitrata uz zanemarivo nakupljanje nitrita za
vrijeme testa. Maksimalna specifi¢na brzina oksidacije amonija (qaoonms, kao mg N g VSS' h'!) se stoga
moze izracunati kako slijedi:

qAOO.NH4 = I'ypg / Xvss 3.21

Test NIT.TIT.1 Nitrifikacijski titracijski test: procjena maksimalne brzine oksidacije amonija

Priprema aktivnog mulja

1.

Za konvencionalne uzorke aktivhog mulja iz uredaja u kojima se obraduju komunalne otpadne vode,
bit ¢e prikladan uzorak s Xyss od oko 2-4 g VSS L. Za jako razrijedene ili koncentrirane uzorke
mulja, moze pomo¢i koncentriranje (npr. dekantiranjem u Imhoffov stozac u trajanju od 30 min ili
centrifugiranjem pri 4.000 rpm u trajanju od nekoliko minuta) te razrjedivanje sekundarnim efluentom
iz istog uredaja za obradu otpadne vode. Time ¢e se izbjeéi prespora ili prebrza nitrifikacija.

Ulijte definirani volumen uzorka aktivnog mulja (obi¢no 1 L) u reakcijsku posudu i pokrenite sustave
za aeraciju i kontrolu temperature. Odaberite Zeljenu zadanu vrijednost pH. Obic¢no su prikladne
vrijednosti izmedu 7,5 i 8,4. U nacelu, Sto je zadana vrijednost pH bliza uobic¢ajenom radnom pH
uredaja ili izvora mulja, to ¢e opaZzana brzina nitrifikacije biti bliza i reprezentativnija. Isto nacelo se
primjenjuje na odabir vrijednosti temperature. Sto se tie DO, sustav aeracije treba osigurati dovoljno
kisika kako bi se tijekom izvodenja nitrifikacijskih testova izbjegli uvjeti koji ograni¢avaju DO. To
zna¢i da bi u endogenim uvjetima opazena vrijednost DO trebala biti relativno visoka
(npr. > 6 mg L),

Aktivirajte automatiziran sustav titracije za razdoblje pred-inkubacije od oko 1 h. Ova faza pred-
inkubacije ¢e osigurati: (7) da se endogeni uvjeti postignu na pocetku titracijskog testa (Sg, amonij i
nitrit se oksidiziraju za vrijeme ove faze prekonoéne aeracije) i (if) da su temperatura, pH i So stabilni
na pocetku testa. Prethodno ovlazeni zrak moze se koristiti da se ogranici znacajnije isparavanje vode
tijekom ove faze pred-inkubacije. Napominjemo da produZena razdoblja inkubacije (npr. duza od 4
h) mogu smanyjiti brzinu nitrifikacije zbog brzog endogenog raspadanja biomase u acrobnim uvjetima.

lzvodenje testa

1.

Aktivirajte biljezenje podataka.

2. Dodajte koncentriranu otopinu amonijevog klorida (s time da ste prethodno prilagodili njezinu

temperaturu ciljanoj temperaturi testa) kako bi se postigla koncentracija amonija u aktivnom mulju
koja nije niti ogranicavajuca niti inhibiraju¢a (uobicajeno prikladne vrijednosti su izmedu 20 1 40 mg
N LY). Dodavanje NH4Cl alkalnoj suspenziji ima acidifirajué¢i u¢inak (kiselinska hidroliza) koji
dovodi do brzog opadanja pH, $to treba kompenzirati automatskim sustavom kontrole pH ili ru¢nim
dodavanjem koncentriranog NaOH. Svako dodavanje titracijskih otopina za vrijeme faze korigiranja
pH treba zanemariti prilikom analize podataka. Po dodavanju amonija, nitrificirajue bakterije ¢e
oksidirati dodani amonij, slijedom cega ¢e trebati dodati alkalnu titracijsku otopinu kako bi se
kompenzirao acidifiraju¢i ucinak nitrifikacije.

Zabiljezite dodani volumen titracijske otopine NaOH kroz vrijeme (Vnaon nasuprot vremena) (obi¢no
je prikladno 20-40 min). Provjerite ostaje li ocitanje pH blizu ciljanoj zadanoj vrijednosti pH = 0,02 i
da razina Sp, ne postane ograni¢avajuc¢a. Nemojte mijenjati brzinu aeracije ili uvjete mijesanja buduci
da bi to djelovalo na brzinu titracije, §to bi oteZalo ocjenu brzine titracije povezane s nitrifikacijom.
Prikupljeni podaci trebaju biti dovoljni da se pouzdano procijeni odgovarajuca brzina titracije (Qnaon)
pomocu linearne regresije Vnaon U ovisnosti o vremenu reakcije sa zadovoljavajué¢im koeficijentom
determinacije (R2> 0,98).

Dodajte alil-N-tioureu kako bi se postigla kona¢na koncentracija ATU od 10 mg L. Pri toj
koncentraciji, oksidacija amonija ¢e biti inhibirana. Nastavite biljeziti brzinu titracije NaOH daljnjih
20-30 min kako bi se ocijenila rezidualna brzina titracije buduci da pozadinski pH djeluje na reakcije
kao §to je uklanjanje CO; (Qnaom,final), ako je prisutno. Valja primijetiti da Sto je duze razdoblje
prethodne inkubacije, to je manji znacaj QaoH,fina-

Test sada moze zavrSiti. [zmjerite zavrSni volumen aktivnog mulja i uzmite uzorak radi ocjene
koncentracije Xyss. Napominjemo da ¢e se volumen suspenzije promijeniti za vrijeme testa zbog



dodavanja titracijskih otopina. Oc¢ekuje se da dodavanje titracijske otopine ne ¢ini viSe od 10 %
zavr$nog volumena aktivnog mulja.

Analiza podataka

Tipican trend volumena NaOH dodanog za vrijeme testa prikazan je na slici 3.4. Iz tih podataka (titracijski
volumen u ovisnosti u vremenu) mogu se izracunati brzine titracije (Q) kroz nagib titracijske krivulje
pomocu odgovarajuceg racunalnog programa ili primjenom sljedece formule:

_n 2t VNeori— Lt 2 VNaoH.i 3.22
n-3g - ()’

Gdje je n broj zabiljezenih dostupnih podataka [ti, VNaom,i].

\ QNaOH,final

\
,,,,,,,,, A

VNaoH

Vrijeme

Slika 3.4 Primjer pH-staticne titracijske krivulje tijekom nitrifikacijskog testa kako bi se ocijenio maksimalni kapacitet oksidacije amonija.
Strelice oznacavaju dodavanje amonijevog klorida i alil-N-tiouree. Na grafikonu su identificirane i relevantne brzine titracije.

Brzine titracije NaOH (Qnaon 1 Qnaon finat U mL min) se koriste za ocjenu brzine oksidacije amonija
(Fnux u mg N min'), uzimajuéi pritom u obzir koncentraciju otopine NaOH (Nnaon u meq mL!) i omjer
izmedu oksidacije amonija i potroSnje alkaliteta Ynn4 1+ koji se moZe izraCunati iz jednadzbe 3.12. Dakle:

Frix = (Quaon ~ Qnaom. fina) * NNaoH YNH4_H+ 3.23

Na kraju, maksimalna specifi¢na brzina oksidacije amonija mulja (qaconns, umg N g VSS™ h!) moze
se izradunati uzimajuéi u obzir koncentraciju Xvyss u uzorku mulja (u g VSS L") i volumen suspenzije
opazen na kraju testa (Vw):

qa00NH4 = 60 - Fnn/ (Vyp - Xvss) 3.24

Test NIT.TIT.2 Nitrifikacijski titracijski test: procjena maksimalne brzine oksidacije amonija i nitrita

Priprema aktivnog mulja
Slijedite 1., 2. 1 3. korak pripreme aktivnog mulja opisan za Test NIT.TIT.1.

lzvodenije testa

1. Odaberite odgovarajué¢u zadanu vrijednost za So» (zadana vrijednost DO). Obi¢no su vrijednosti
izmedu 4,0 mg N L' i 6,0 mg N L prikladne za ocjenu maksimalnih brzina nitrifikacije. Aktivirajte
sustav za biljeZenje podataka.

2. Zabiljezite volumen titracijskih otopina H»O; i NaOH dodanih kroz vrijeme (Vu202 1 VNaon nasuprot
vremena) (obi¢no je prikladno 20-40 min). Provjerite ostaju li vrijednosti pH i DO unutar intervala



zadane vrijednosti pH + 0,02, odnosno zadane vrijednosti Sop + 0,10 mg L. Prikupljeni podaci bi
trebali biti dovoljni da se pouzdano procijeni (tj. sa zadovoljavajué¢im koeficijentom determinacije,
R?>0,98) brzina titracije luZine iz linearne regresije Vaon nasuprot vremenskim podacima, odnosno
brzina titracije kisika (Qmu202) iz linearne regresije Vo2 nasuprot vremenskim podacima. Tijekom ove
faze, titracijske brzine poti¢u od endogene respiracije koja dovodi do potrosnje DO i nastajanje CO»;
DO se kompenzira dodavanjem H;O, (brzinom naznacenom kao Qmuaozini), @ nastajanje CO;
dodavanjem NaOH (brzinom naznac¢enom kao Qwao,ini)-

3. Dodajte nitrit u niti ograni¢avajuc¢oj niti inhibirajuc¢oj koncentraciji u aktivnom mulju (obi¢no su
prikladne vrijednosti oko 10 mg N L) kako bi se pokrenula oksidacija nitrita. Ponovite dobivanje
podataka kako je opisano u 2. koraku kako bi se procijenila brzina titracije kisika koja ukljucuje
potrebu za kisikom za oksidaciju nitrita (Qu202,n02). Brzina titracije luzine se neée promijeniti buduci
da oksidacija nitrita ne djeluje znacajnije na pH suspenzije.

4. Dodajte koncentriranu otopinu amonijevog klorida u skladu s uputama iz 2. koraka postupka
provodenja testa opisanog za Test NIT.TIT.1. I tim dodavanjem ¢e se potaknuti oksidacija amonija.
Ponovite dobivanje podataka kako je opisano u 2. koraku kako bi se procijenila brzina titracije luzine
(Qnaon,Nn4) 1 brzina titracije kisika (Qma02,nm4) koje ukljucuju potrebe za oksidacijom amonija.

5. Dodajte alil-N-tioureu (ATU) u kona¢noj koncentraciji od 10 mg L!. Oksidacija amonija ¢e biti

inhibirana. Nastavite biljeZiti brzinu titracije NaOH daljnjih 20-30 min kako bi se ocijenila rezidualna
brzina titracije, zbog toga Sto pozadinski pH djeluje na reakcije kao $to su proizvodnja CO; (Qnao,final)
i reakcije koje djeluju na kisik (Qm202,fina1) ukljucujuéi endogenu respiraciju i oksidaciju preostalog
nitrita.

6. Zavrsite test u skladu s uputama iz 4. koraka postupka provodenja testa opisanog za Test NIT.TIT.1.

Analiza podataka
Tipican trend kumuliranog volumena titracijskih otopina dodanih za vrijeme testa prikazan je na slici 3.5.

ATU
QHZOZ,ﬁnal

VNaOH’ VHZOZ

N Qii202,initiat » QwaoH,initial
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Slika 3.5 Primjer pH/DO-staticne titracijske krivulje tijekom nitrifikacijskog testa provedenog kako bi se ocijenio maksimalni kapacitet
oksidacije amonijai nitrita. Strelice oznacavaju dodavanje nitrita, alil-N-tiouree i amonija. Na grafikonu suidentificirane i relevantne brzine
titracije.

Iz tih podataka (volumen u vremenu) mogu se izracunati brzine titracije (Q) kao nagib titracijske
krivulje pomocu odgovarajuceg ratunalnog programa ili primjenom formule prethodno opisane u Testu
NIT.TIT.1.

Brzine titracije NaOH (Qnaonnis 1 Qnaonfinat U mL min) mogu se prvo Koristiti za ocjenu brzine
oksidacije amonija (Fxuxneon U mg N min) uzimajuéi u obzir koncentraciju titracijskih otopina NaOH
(Nnzon u meq mL™) i omjer izmedu oksidacije amonija i potro$nje alkaliteta, kako je sugerirano u Testu
NIT.TIT.1:



FntxoNaot = (Quaom, N4 ~Quaon, finat )~ NNaoH" YNHA H+ 3.25

Sli¢no tome, brzine titracije kisika (Quz02nm4 1 Qu202.final U ML min™') mogu se prvo koristiti za ocjenu
brzine oksidacije amonija (Fxuxmo2 U mg N min') uzimajuéi u obzir koncentraciju titracijskih H,O»
otopina (Nm202 u mmol O, mL!) i omjer izmedu oksidacije amonija do nitrata i potro$nje kisika,
Y402 NO3, StO je, u skladu s ASM stehiometrijom nitrifikacije (Henze i sur., 2000):

FNHX, H202 = (QHZOZ,NH4 - QHZOZ,ﬁnal) *Np202 * 32 YNH4/027NO3 3.26

1 )
YNH4/02 NO3 = 5 Yoo 023gN g0y 3.27

Vrijednosti Fuxnaon 1 Fnuxmzoz bi trebale biti slicne, a njihova se usporedba moze koristiti za
validaciju eksperimentalnih podataka. Razlike vece od 15 % mogu ukazivati na potrebu za pazljivom

provjerom postavki eksperimenta.

Brzine titracije kisika prikupljene tijekom 3. koraka (Quaoono2 u mL min') ée se koristiti za
odredivanje brzine oksidacije nitrita (Fnoz in mg N min') uzimajuéi u obzir omjer izmedu oksidacije
nitrita do nitrata i potro$nju kisika, Ynozo02 no3, kako slijedi (u skladu sa stehiometrijom nitrifikacije u
dva koraka):

Frno2 = (Qpa0a.n02 ~ Qu202,initia )~ NH202 7 32 - Ynoz/o2 NO3 3.28
1 )
Yno2i02 No3 = 77 —0.88gN g 05 3.29

Ako se ne opaza nikakva razlika izmedu vrijednosti Qu202,n02 1 Qu202,initiat, tada je ili brzina oksidacije
nitrita vrlo spora ili je puno sporija od brzine oksidacije amonija. To moze dovesti do akumuliranja nitrita
tijekom endogene faze buduci da bi do oksidacije amonija vjerojatno doslo na amoniju oslobodenom kroz
amonifikaciju. Ako je tome tako, Qmu2o2,iiial bi ukljucivao potro$nju kisika zbog sporog procesa oksidacije
nitrita i bio bi jednak Qmuzo2,n02. U tom slucaju, uzorak aktivnog mulja treba obraditi kako bi se uklonio
sav sadrzaj nitrita centrifugiranjem, dekantiranjem supernatanta i resuspenzijom u fizioloSkom mediju
bez nitrita kako bi se ocijenila brzina oksidacije nitrita. Medutim, kad je brzina oksidacije nitrita jako
spora, kemijsko pracenje u duzem razdoblju testiranja (nekoliko sati) moze dovesti do pouzdanijih
procjena i trebalo bi imati prednost. Valja primijetiti da za vrlo spore brzine oksidacije nitrita, Fxux,m202
moze biti visi od Fxuxnaon. Zapravo, koriStenje Ynnua/o2 No3 ViSe nije ispravno buducdi da u obzir treba uzeti
samu potrebu za oksidacijom amonija do nitrita, buduéi da Ynmo2 nos kvantificira cjelokupnu potrebu za
oksidacijom i amonija i nitrita. Stoga, u takvom slu¢aju, Fxux 202 bi se tocnije procijenilo uzimajuéi u
obzir omjer izmedu oksidiranog amonija 1 potrosnje kisika za oksidaciju amonija do nitrita, Yxuao2 No2,
Sto se moze izraziti u skladu sa stehiometrijom nitrifikacije u dva koraka kao:

Frx 202 = (Qppon nma — Qu202.finat)” NH202 * 32 YNo2102 NO2 3.30

1 _ -1

YNo2/02 NO2 =

Stovise, razlika izmedu Qnao,initial i QNaOH.final omogucuje procjenu brzine amonifikacije u endogenim
uvjetima. Prva brzina titracije kompenzira alkalni u€inak endogene respiracije i u¢inak nitrifikacije, Sto
je ograni¢eno procesom amonifikacije koji je odgovoran za oslobadanje amonija. Alkalizirajuéi u€inak
povezan s amonifikacijom viSe nije prisutan nakon dodavanja ATU. Prema tome, brzina amonifikacije
(Fx_nux u mg N min') se moZe procijeniti iz razlike prema sljedecoj jednadzbi:

FNfNHX = YNH4/02,NO3 ’ (QNaOH,initial - QNaOH,ﬁnal) ’ NNaOH 3.32
Na kraju, maksimalne specificne brzine oksidacije amonija i nitrita u mulju (qaoo,Nx, 1 qNOO,NO2 NO3 U

mg N g VSS! h') i specifiéna brzina amonifikacije (qn nux) mogu se izradunati uzimajuéi u obzir
koncentraciju Xyss u uzorku mulja (u g VSS L!) i volumen suspenzije opaZen na kraju testa (V):



daoonmx ~ 00 Fx / (Vyy * Xvss) 3.24
qNOO’N037N02 =60 'FNOZ / (VML. XVSS) 3.33

Iy Nx — 00 Fnonmx/ (Vg Xvss) 3.34

3.6 Denitrifikacijski SarZni testovi aktivnosti: priprema

Svrha ovih testova je procijeniti maksimalnu brzinu denitrifikacije uzorka mulja i anoksi¢ni prirast
biomase. Mogu se koristiti i razli¢ite vrste izvora ugljika kao $to je ugljik pohranjen unutar stanice, vanjski
izvori ugljika (npr. Secer ili alkohol) ili otpadna voda. Obi¢no se maksimalna brzina denitrifikacije
izrazava kad se koristi bioloski lako razgradivi izvor ugljika (za asimilaciju kojeg je mulj prilagoden),
dok se nize brzine opazaju u prisustvu slozenih organskih molekula koje zahtijevaju prethodnu hidrolizu
ili kada se doziraju otopine vanjskog izvora ugljika koje zahtijevaju specijalizirane metabolicke
sposobnosti/mikroorganizme.

Predstavljaju se Cetiri testa. Prvi test (DEN.CHE.1) se odnosi na kori$tenje bioloski lako razgradivog
izvora ugljika, za $to su brzina denitrifikacije 1 anoksicni prirast biomase relevantni parametri koje treba
ocijeniti. U drugom testu (DEN.CHE.2) koristi se prava otpadna voda. Premda se iz toga mogu izvuéi
kineti¢ke informacije, ovaj drugi test je uglavnom namijenjen ocjeni denitrifikacijskog kapaciteta te
otpadne vode, odnosno koli¢ini nitrata koja se moZze denitrificirati po jediniénom volumenu te specifi¢ne
otpadne vode. Na kraju, predstavljaju se jo§ dva testa za ocjenu maksimalne brzine denitrifikacije
primjenom manometrijske (DEN.MAN) ili titrimetrijske (DEN.TIT) procedure pracenja.

3.6.1 Oprema
Svaka metodologija pracenja (kemijsko, titrimetrijsko ili manometrijsko) zahtijeva posebnu opremu.
Kada se koristi kemijsko pracenje, potrebna je sljedeca oprema:

1. (Zrakonepropusni) Sarzni reaktor opremljen sustavom za mijeSanje i odgovaraju¢im otvorima za
uzorkovanje (kako je opisano u odjeljku 3.3.1).

2. Dobava plina dusika (preporuceno).

3. Kalibrirana pH elektroda (ako nije ukljucena ili ugradena u strukturu Sarznog reaktora).

4. Dvosmjerni kontrolor pH za dodavanje HCI i NaOH (alternativno, moZe se koristiti jednosmjerna
kontrola, opcenito za dodavanje HCI, ili ru¢na kontrola pH kroz ru¢no dodavanje HCI i NaOH).

5. Termometar (s preporucenim radnim rasponom temperature od 0 °C do 40 °C).

6. Sustav za kontrolu temperature (ako nije ukljucen u strukturu SarZznog reaktora).

7. Mjerac DO s elektrodom (ako nije uklju¢en/ugraden u strukturu Sarznog reaktora) kako bi se potvrdili
anoksicni uvjeti.

8. Zaporni sat.

Kada se provode titrimetrijski testovi, potrebna je sljede¢a oprema:
1. Oprema za titrimetrijski sustav opisana u odjeljku 3.3.1.
2. Dobava plina dusika (preporuceno).

Kada se provode manometrijski testovi, potrebna je sljede¢a oprema:

1. Oprema za manometrijski sustav opisana u odjeljku 3.3.1.
2. Dobava plina dusika (preporuceno).

3.6.2 Materijali
Za cjelovit popis potrebnih materijala, vidjeti odjeljak 2.3.2 (uz iznimku 7. i 8. tocke).
3.6.3 Radne otopine

e Pravaotpadnavoda
ZaSarZne testove koji zahtijevaju koriStenje prave otpadne vode, slijedite upute navedene u odjeljku 2.3.3.



e Otopinaizvora ugljika
Ona se obi¢no sastoji od bioloski lako razgradivog izvora ugljika (Sg), po moguénosti hlapivih masnih
kiselina poput acetata ili propionata, Secera ili alkoholnih otopina. Odabir organskog izvora ugljika ovisi

testove Sarzne anoksi¢ne aktivnosti, treba poznavati koncentraciju COD (i ukupni i topivi) kako bi se
odabrala valjana doza.

o  Otopine nitrata li nitrita
Nitratne i nitritne soli su potrebne za prilagodbu razine nitrata/nitrita za vrijeme denitrifikacijskih testova.

o Medijza pranje
Ako uzorak mulja treba 'oprati' kako bi se uklonili nezeljeni spojevi, vidjeti odjeljak 3.3.4.

o Kisele i bazne otopine

Koriste se 100-250 mL 0.2 M otopine HCl i 100-250 mL 0.2 M otopine NaOH za automatsku ili ru¢nu
kontrolu pH 1 10-50 mL 1 M otopine HCl i 10-50 mL 1 M otopine NaOH za pocetnu korekciju pH ako
se Zeljeni radni pH jako razlikuje od pKa vrijednosti puferskog sredstva. Za titrimetrijske testove,
titracijske otopine treba pripremiti u skladu s uputama navedenima u odjeljku 3.4.3.

e (Qtopina nutrijenata

Otopina nutrijenata treba sadrzavati sve potrebne makro- (amonij, magnezij, sulfat, kalcij, kalij) i mikro-
nutrijente (Zeljezo, cink, kalcij, bakar, mangan, molibdat, kobalt) kako bi se osiguralo da stanicama ne
nedostaju osnovni nutrijenti za njihov metabolizam. Dakle, unato¢ Cinjenici da njihove koncentracije
mogu djelovati jako niske, mora se osigurati da su sve navedene komponente dodane otopini u potrebnim
koli¢inama. Vezano uz makro-nutrijente, preporucuje se sljede¢i sastav (koli¢ine po litri otopine
nutrijenta) (na temelju Smolders i sur., 1994): 107 mg NH4Cl, 90 mg MgSO,4-7H20, 14 mg CaCl, 2H,0,
36 mg KCI, 1 mg ekstrakta kvasca. Mikro-nutrijenti se mogu dobaviti doziranjem 10 mL L' otopine
elementa u tragovima koja sadrzi (po litri otopine) (na temelju Vishniac i Santer, 1957): 50 g EDTA, 22
g ZnS047H0, 5.54 g CaCl,, 5.06 g MnCl,-4H,0, 4.99 g FeSO4-7H,0, 1.10 g (NH4)sM070,4-4H,0, 1.57
g CuS045H,0, i 1.61 g CoCl,-6H,0. Mogu se koristiti slicne otopine nutrijenata sve dok sadrze sve
prethodno navedene potrebne nutrijente.

Preporucuje se da se prije izvodenja eksperimenta uzme uzorak medija i mulja kako bi se
potvrdila/provjerila pocetna (Zeljena) koncentracija paramet(a)ra od interesa (npr. COD, nitrat/nitrit,
Xvss).

Na kraju, radne i koncentrirane otopine potrebne za odredivanje analitiCkih parametara od interesa
takoder moraju biti pripremljene u skladu sa Standardnim metodama (APHA i sur., 2012) i
odgovaraju¢im protokolima za njihovo ¢uvanje i analiticko odredivanje.

3.6.4 Priprema materijala

Za opcenite upute o tome kako organizirati pripremu materijala, molimo vidjeti odjeljak 2.3.4 i tablicu
2.2. Zahtjevi specificni za odredeni test bit ¢e navedeni unutar protokola za svaki pojedini test.

3.7 Denitrifikacijski SarZni testovi aktivnosti: izvodenje

Test DEN.CHE.1 Denitrifikacijski kemijski test: procjena maksimalne brzine denitrifikacije i anoksi¢nog prirasta u prisutnosti
specificnog izvora ugljika

Priprema aktivnog mulja
Optimalna toc¢ka uzorkovanja za aktivni mulj bio bi izlaz iz bazena za naknadnu denitrifikaciju.

1. Zakonvencionalne uzorke aktivnog mulja iz uredaja u kojima se obraduju komunalne otpadne vode,
prikladan bi bio uzorak s Xyss od oko 2-4 g VSS L'!. Xyss se moZe prilagoditi kako je predloZeno u
odjeljku 3.3.5.



Ulijte poznati volumen (Vmy) uzorka aktivnog mulja (obi¢no 1 do 3 L) u reakcijsku posudu i pokrenite
mijeSanje. Pokrenite i sustave za kontrolu temperature i pH kako bi se oba parametra odrzala oko
Zeljenih zadanih vrijednosti.

Plinsku fazu reaktora otplinite plinom N> u trajanju od oko 10 min kako bi se osiguralo okruZenje bez
kisika. Osigurajte izlaz plina kako bi se ogranicio nadtlak. Otplinjavanje se moZe nastaviti do kraja
testa. Ako to nije izvedivo, onda treba koristiti odgovarajuci zrakonepropusni reaktor s izlazom plina
kojim ¢e se sprijeciti povratna difuzija kisika (npr. pomocu jednosmjernog kontrolnog ventila ili U-
cijevi napunjene vodom) (vidi odjeljak 2.2.1 za viSe informacija o tome kako osigurati anoksi¢ne
uvjete).

Pricekajte 30-ak min kako bi se osigurali stabilni pocetni uvjeti. Ova faza pred-inkubacije ¢e obi¢no
omoguciti uklanjanje ¢itavog preostalog nitrata.

lzvodenije testa
Provjerite jesu li vase ciljane vrijednosti temperature, pH i So> blizu zadanih vrijednosti ili unutar
odabranih intervala. Ako nisu, prilagodite ih i pri¢ekajte dok se sustav ne stabilizira.

L.

Dodajte koncentrirane otopine nitrata i Sg. Temperaturu obje te otopine ranije je trebalo prilagoditi
ciljanoj temperaturi. Pocetna koncentracija nitrata ne smije biti niti ograni¢avajuca niti inhibirajuca
(prikladne vrijednosti su obi¢no 20 do 25 mg N L!). Ako se o¢ekuje da ¢e u uzorku aktivnog mulja
biti prisutan rezidualni nitrat, tada dodavanje nitrata treba smanjiti.

Dodajte dovoljnu koli¢inu bioloski lako razgradivog izvora ugljika (Sg) tako da ne bude limitirajuci
faktor u reakciji. Kako bi se procijenila odgovarajuca koli¢ina Sg, moze se razmotriti stehiometrijski
odnos izmedu kolicine Sg i nitrata potroSenog za vrijeme denitrifikacije:

Y =
NO3_SB.AX = Ty

— 2% (gcoDgNT) 3.35

HO,Ax
Dodavanje Sg bi trebalo jamciti da je omjer Sg prema nitratu barem dvostruka stehiometrijska
vrijednost utvrdena gornjim izrazom. Valja imati na umu da anoksicni prirast biomase, Youno,ax, OVisi
o izvoru ugljika, Sto je i prikazano u tablici 3.2. Medutim, za grubu se procjenu obi¢no moze koristiti
vrijednost od 0,5. Kod takve pretpostavke, koncentracija Sg u aktivnom mulju od 200 mg COD L™ bi
obic¢no bila dovoljna. Ta koncentracija ujedno zadovoljava i po€etnu vrijednost omjera Sg prema Xyss
(0,05-0,1 g COD g VSS) predlozenu u odjeljku 2.3.1. Nize vrijednosti mogu rezultirati prebrzim
nestankom ugljika, dok previsoke vrijednosti mogu dovesti do inhibicije biomase. Koncentrirana
otopina amonija se takoder moze dodati kako bi se omjer amonija prema Sg prilagodio na 0,05 gN g
COD".
Test pocinje dodavanjem otopina nitrata i Sg. Pokrenite zaporni sat kako biste tocno pratili vremena
uzorkovanja i poceli uzorkovanje.
Uzmite uzorke aktivnog mulja u pravilnim vremenskim razmacima. Kao op¢enit prijedlog, uzorci za
odredivanje izvora C (ili topivog COD ovisno o analitickom parametru od interesa) i nitrita i nitrata
moraju se uzimati svakih 10 min u prvih 30 min nakon dodavanja Sg, svakih 15 min tijekom idu¢ih
60 min, a kasnije svakih 30 min do zavrSetka testa.
ZavrSite test kad se nitrat i nitrit u cijelosti potroSe. Koristite indikatorske papiri¢e za nitrat i nitrit
kako biste mogli brzo ocijeniti kada su ti spojevi potroSeni.
Uzmite uzorak za kona¢nu procjenu koncentracije Xvyss.

Treba napomenuti da je koncentracija nitrita nestabilna, zbog ¢ega koncentracije nitrata i nitrita treba

brzo izmjeriti, po moguénosti istoga dana.

Analiza podataka
Tipican rezultat ovog testa prikazan je na slici 3.6.
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Slika 3.6 Tipicni profili dobiveni testom DEN.CHE.1: koncentracije nitrata (e) na glavnoj osi y, koncentracije COD (o) na sekundarnoj osi y.
Prikazane su i relevantne brzine od interesa (brzina endogene denitrifikacije rvox_nz.enco, brzina egzogene denitrifikacije, mos_xzexo, i brzina
potrosnje COD rcop). Strelica oznacava dodavanje supstrata.

Na glavnoj osi y, prikazan je ekvivalent oksidiranog duSika Snos,eq, koji odgovara ponderiranom
zbroju koncentracija nitrata i nitrita:

SNn03,Eq= Sno3 + 0.6 - Sno2 3.36

Ponder 0,6 primijenjen na koncentraciju nitrita odgovara relativnom kapacitetu nitrita za prihvat
elektrona u odnosu na nitrat (1,71/ 2,86 = 0,6), kako su sugerirali Kujawa i Klapwijk (1999). Na
sekundarnoj osi y, prikazani su podaci o topivom COD. Tijekom prvog razdoblja (tj. prije dodavanja
vanjskog izvora ugljika), dolazi do endogene denitrifikacije i opaZa se sporo smanjivanje Snos,kq.

Linearna regresija na ovim podacima (vidi odjeljak 3.4.2) moZe se koristiti za ocjenu brzine endogene
denitrifikacije (rnox N2.endo, U Mg N L' min). Nakon dodavanja Sg, raspoloZivost egzogenog izvora
ugljika ubrzava potro$nju nitrata i nitrita. Prikupljanje podataka o nitratu/nitritu nakon toga, ali prije nego
§to nitrat/nitrit postane ogranicavaju¢i, omogucuje da se ocijeni brzina egzogene denitrifikacije
(tNOx N2,ex0, U g N L' min'). Sli¢no tome, unutar istog vremenskog okvira moZe se ocijeniti maksimalna
brzina potrosnje COD (rcop, u mg COD L' min™).

Maksimalna specifi¢na brzina denitrifikacije Sg (qnox n2,s8 U mg N g VSS™! h!) na testiranom izvoru
ugljika moZe se izracunati kako slijedi:

qNOXfNZ,SB =60 - (rNOxiNZ,exo - rNOxiNZ,endo) /XVSS 3.37

Stovise, kombiniranjem brzina denitrifikacije i brzine potrosnje COD, prirast biomase (Yono.ax) S€
takoder moze procijeniti pomocu sljedece formule:

(rN0x7N2,exo ~ INOx_N2,endo) 338

YOHO,AX =1-2.86

Tcop
Test DEN.CHE.2 Denitrifikacijski kemijski test: procjena denitrifikacijskog potencijala otpadne vode

Priprema aktivnog mulja
Uzorke za ovaj test treba uzeti na izlazu iz bazena za primarnu denitrifikaciju.

1. Slijedite 1. korak procedure pripreme aktivnog mulja opisane za Test DEN.CHE.1. U ovom slucaju
koncentracija biomase od 3-4 g VSS L*! bila bi prikladnija buduéi da se dobiva ucinak razrjedenja
kad se doda otpadna voda.

2. Ulijte poznati volumen uzorka aktivnog mulja (Vmr, obi¢no 0,6-0,8 L) i uzmite uzorak aktivnog mulja
kako biste odredili koncentraciju sagorivog dijela suspendiranih tvari (MLVSS u g VSS L). Slijedite
2., 3. 14. korak procedure pripreme aktivnog mulja opisan za Test DEN.CHE.1.



[zvodenije testa

1. Provjerite jesu li vaSe ciljane vrijednosti temperature, pH i DO unutar odabranih intervala. Ako nisu,
prilagodite ih i pricekajte da se stabiliziraju.

2. Odaberite odgovarajuci volumen otpadne vode (Vww) koji ¢e se dodati. Bilo bi idealno dodati takvu
koli¢inu otpadne vode da konac¢na bioloski razgradiva koncentracija COD u reakcijskoj posudi ostane
izmedu 30 i 70 mg L'!. Uz pretpostavku tipi¢ne koncentracije bioloki razgradivog ugljika (Sp +
XCg) od 100-180 mg L'}, bio bi prikladan faktor razrjedenja (Vmi:Vww) od 2 do 6. Ulijte otpadnu
vodu u reakcijsku posudu i dodajte koncentriranu otopinu nitrata kako bi se postigla pocetna
koncentracija nitrata u kona¢noj mjesavini (Vi +Vww) od 20-25 mg N L.

3. Pokrenite zaporni sat kako biste to¢no pratili vremena uzorkovanja i poceli uzorkovanje. Kao opcenit
prijedlog, uzorci za odredivanje koncentracija nitrita i nitrata moraju se uzimati svakih 5 min u prvih
30-45 min izvodenja testa, svakih 10 ili 15 min tijekom iduéih 30-45 min, a kasnije svakih 15 ili 30
min do zavrSetka testa.

4. Zakljucite test nakon 3-4 h kada se opazi spora brzina (nalik na endogenu).

Analiza podataka

Tipican rezultat ovog testa prikazan je na slici 3.7. Na osi y, prikazan je ekvivalent oksidiranog duSika
Snos,Eq Za vrijeme testa. Mogu se opaziti razliCite brzine denitrifikacije. Najveca brzina (rnox n2,s8) S€
opaza na pocetku, odnosno kada su heterotrofnim organizmima dostupni i Sg i XCpg (interval At; na
grafikonu). Nakon §to se u cijelosti potroSi organska frakcija Sg, denitrifikacija se nastavlja jedino na
topivim organskim tvarima koje su dostupne kroz hidrolizu XCg, odnosno na tzv. bioloski sporo
razgradivom organskom materijalu (interval At; na grafikonu). Brzina denitrifikacije (rnox n2.xcs) je dakle
ogranic¢ena brzinom hidrolize XCg. Kada se organske tvari koje se mogu hidrolizirati u cijelosti potrose,
denitrifikacija se moZe nastaviti na endogenom ugljiku sporijom brzinom (rnox N2.endo) SVE dok su nitrat i
nitrit joS uvijek dostupni.

At1 At2

SN03/5B,eq

SNOS,eq

SNO3/XCB,eq

Nitrat
Otpadna voda

y

Vrijeme

Slika 3.7 Tipicni profili dobiveni testom DEN.CHE.2. Prikazane su koncentracije nitrata tijekom izvodenja testa (e).Prikazane su relevantne
brzine od interesa (brzina denitrifikacije na frakcijama bioloski lako razgradivog ruo«_x2ss, i bioloski sporo razgradivog o« nxe, i brzina
endogene denitrifikacije o n.ento). Strelice oznauju dodavanije nitrata i otpadne vode. Identificirane su i relevantne varijacije ekvivalenta
nitrata (Snos/ss.eq Na Sg i Snozcseq N XCn).

Linearna regresija Snos,eq U 0dnosu na vremenske podatke za svaki interval (vidi odjeljak 3.4.2)
omogucéuje da se izraGuna svaka relevantna brzina denitrifikacije (u mg N L' min™!). Specifi¢na brzina
denitrifikacije (u mg N g VSS! h'') moZe se izrafunati na sljedeéi nacin:

e specificna brzina denitrifikacije na Sg:

Inox nosp — 00 " (TNOx N2.SB — I'NOx N2.endo) / XVss 3.39

e specificna brzina denitrifikacije na XCpg:



Inox noxc — 00" (TNOx N2.XCB — I'NOx N2.endo) / XVss 3.40

specifina brzina endogene denitrifikacije:

INOx N2.endo — 00 (rNox_N2,endo) / Xvss 341

Koli¢ina ekvivalenata nitrata koji se potroSe na bioloSki lako (SnossBeq) 1 SPOro (Sno3/XCB.eq)

razgradivim izvorima ugljika je takoder prikazana na grafu, a moze se procijeniti kako slijedi:

SNo3/sB.eq = (INOx N2,SB — INOx_N2,XCB) * Aty 3.42

SNO3/XCB,eq = (TNOx_N2,XCB — INOx_N2,endo) * At 3.43

Razmatranjem testiranog volumena otpadne vode, moze se konacno procijeniti denitrifikacijski

potencijal bioloski lako (DPsg) i sporo razgradivih (DPxcg) organskih spojeva:

DPep = Sno3/sBeq * (VML + Vww) 344
SB Vew
Sno3/xcBeq ~ (VML + Vww)
DPycp = == BquWWML — 3.45

Test DEN.MAN Denitrifikacijski manometrijski test: procjena kineticke brzine denitrifikacije

Priprema aktivnog mulja

1.

Slijedite 1. korak protokola pripreme aktivnog mulja opisanog za test DEN.CHE.1.

2. Odaberite odgovarajucu koli¢inu aktivnog mulja koja ¢e se uliti u reakcijsku posudu (Vmr). U tu

svrhu, treba imati na umu da koli¢ina nadtlaka izazvanog ispustanjem plina ovisi o preostalom
volumenu plinske faze reaktora (Vus) i o ocekivanoj proizvodnji N (koli¢ina dusika koja ¢e se
denitrificirati) i volumenu plinske faze reaktora (Vyus). Prema tome, ispravan odabir ovog omjera je
kljucan za izbjegavanje ekstremnih tlakova (bilo previsokih ili preniskih). Maksimalni nadtlak ¢e se
posti¢i na kraju testa, odnosno kad je sav nitrat denitrificiran, §to se opisuje kao:

Pam  _ Mno | 224 - (273 +T¢)
Vys 281,000 ’ 273

3.46

Pmaxfpatm:

Pri tome je Tc¢ temperatura (°C), M, je masa plina dusSika generiranog denitrifikacijom tijekom
testa (mg N), koja ovisi o koncentraciji nitrata (Snos n2,ax, Ut mg N L) 1 koli¢ini aktivnog mulja, kako
slijedi:

M2 = SNo3 N2,Ax © Vi 3.47

Ubacivanjem ove jednadZbe u prethodnu i preslagivanjem, dobiva se sljedeci odnos:

Vm Pimax = Patm 28 273 1
N " ma @ity SNormea 3.48
Vis Pam 224 (273+Tc)  2NO3 N2.Ax
1,000

Optimalna vrijednost za P je obi¢no oko 0,2 atm, $to znaci da se u tipi¢nim uvjetima (T¢ ~20

°C, Sno3 n2.4x~20 mg N L), dobiva omjer Vi prema Vys od oko 11. Prema tome, za ukupni volumen
reaktora od 1 L, idealni volumen aktivnog mulja koji e se koristiti tijekom testa bit ¢e 0,92 L.
Ulijte prethodno izracunatu koli¢inu aktivnog mulja u reakcijsku posudu. Ubacite magnet za
mijesanje. Dodajte kuglice NaOH u plinsku fazu za adsorpciju CO,. Plinsku fazu reaktora otplinite
plinom Ny i ¢vrsto zatvorite sve otvore bioreaktora. Stavite reaktor u termostatsku komoru i uz njezno
mijesanje, pricekajte 30 min dok se temperatura ne stabilizira.



[zvodenije testa

1. Odredite volumen otopine nitrata koji treba odjednom dodati kako bi se postigla koncentracija nitrata
u aktivnom mulju od 20-25 mg N L', Pomocu §trcaljke, ubrizgajte koncentriranu otopinu nitrata kroz
gumenu dijafragmu. Odaberite koli¢inu izvora ugljika koja ¢e se odjednom dozirati kako bi se radilo
u uvjetima konentracije izvora ugljika koji nije ni limitirajuéi ni inhibitoran (vidi 4. korak izvodenja
testa DEN.CHE). Potom ubrizgajte otopinu izvora ugljika i1 pratite vrijeme izvodenja pomocu
zapornog sata.

2. Pocnite s prikupljanjem podataka s manometra. Prikupljajte podatke svakih 15-30 min ili dok se u
krivulji nadtlaka ne opazi tocka infleksije, $to ukazuje na to da je nitrat iscrpljen.

3. Zavrsite test. Provjerite zavr$ni pH i uzmite zavr$ni uzorak kako biste izmjerili koncentraciju MLVSS.

Analiza podataka
Tipi¢an rezultat manometrijskog testa denitrifikacije pomocu manometra s uredajem za biljeZenje
podataka prikazan je na slici 3.8.

Vrijeme

Slika 3.8 Tipican profil nadtlaka dobiven manometrijskim testom denitrifikacije provedenim pomocu manometra opremljenog uredajem
za biljeZenje podataka. Grafikon prikazuje maksimalnu brzinu proizvodnje tlaka re.

Tijekom prvih 10-15 min, razlic¢ite se pojave mogu preklapati zbog potencijalnih interferencija kao
Sto su: (i) prodor preostalog kisika koji moze zaostati u teku¢em dijelu suspenzije, (if) ravnoteza tlaka

Zbog tog razloga, pocetne podatke o nadtlaku treba zanemariti. Sljede¢i podaci o nadtlaku se mogu
koristiti za izradun brzine proizvodnje nadltaka (rp, atm min!) pomoéu linearne regresije (vidi odjeljak
3.3.3).

Iz p, brzina denitrifikacije (Fnos n2, mg N min™!) se moZe procijeniti kako slijedi:

r 28 273
F - . .28 213 3.49
NO3S N2 ™ p = YHS 24 273+T¢

P.m Se izrazava u atm, a Vgs u mL.

Na kraju, specifi¢na brzina denitrifikacije quox 2 (mg N g VSS! h'!') se moze izradunati pomocu
koncentracije MLVSS u aktivnom mulju (Xvss):

Inox N2~ 60 - Fnos w2 / (V' Xvss) 3.50

Test DEN.TIT Denitrifikacijski titrimetrijski test: procjena kineticke brzine denitrifikacije

Priprema aktivnog mulja

Zakonvencionalne uzorke aktivnog mulja iz uredaja za obradu komunalne otpadne vode, bit ¢e prikladan
uzorak s Xyss od oko 2-4 g VSS L. Uzorak treba uzeti na ispustu ili kraju bazena za primarnu
denitrifikaciju ili naknadnu denitrifikaciju, ovisno o ciljanoj dionici obrade.



1.

Ulijte poznati volumen uzorka aktivnog mulja (obi¢no 1 L) u reakcijsku posudu i pokrenite sustave
za kontrolu temperature. Odaberite Zeljene vrijednosti pH i temperature.

Pokrenite sustav automatske titracije i ostavite aktivni mulj u takvim uvjetima u razdoblju
predinkubacije (idealno 1 h). Faza predinkubacije ¢e potaknuti potroSnju preostalog nitrata ili nitrita
iz uredaja.

lzvodenije testa

1.
2.

4.

5.

Pokrenite biljezenje podataka.
Dodajte koncentriranu otopinu nitrata (nakon S$to ste njezinu temperaturu prilagodili ciljanoj
temperaturi testa) kako bi se postigla neogranicavajuc¢a koncentracija nitrata u aktivnom mulju
(prikladne vrijednosti su obi¢no izmedu 10 i 20 mg N L!) i otopinu S u koncentraciji koja je niti
ograni¢avajuca niti inhibiraju¢a. Napominjemo da mora biti poznata koli¢ina dodanog nitrata (Mnoxini
u mg N). Kako bi se ocijenila odgovarajuca koli¢ina Sg, moZe se koristiti stehiometrijski odnos
izmedu koli¢ine Sg i potroSenog nitrata, Sto se moZe izraCunati kako slijedi:

2.86 1
Yno3 sBax= ——— (gCOD gN™) 3.35

1 = YoHo,ax
Napominjemo da se ista vrsta testa moze provesti koriste¢i nitrit umjesto nitrata. U tom slucaju,

treba koristiti sljede¢i odnos:

171 A
Yno2 sBax= ———— (g COD g N™) 3.51

1= YoHo,ax

Dodavanje Sg se stoga moze kalibrirati kako bi se zajamcilo da je omjer Sg prema nitratu (ili
nitritu) barem 3-4 puta veci od gore navedene stehiometrijske vrijednosti. Napominjemo da Yyp ovisi
o izvoru ugljika. Ipak, za grubu se procjenu obi¢no moze koristiti vrijednost od 0,5. To znaci da
dodavanje Sg treba kalibrirati kako bi se osigurala koncentracija Sg u aktivnom mulju od 350 mg
COD L kada se koristi nitrat, odnosno 200 mg COD L kada se koristi nitrit. Nakon tih dodavanja,
denitrificirajuée bakterije ¢e postati aktivne, a njihova aktivnost ¢e obi¢no povecati pH. Automatski
sustav titracije e reagirati da se smanji pH kako bi se odrzala kontrolna vrijednost pH kroz dodavanje
kiseline.

Zabiljezite volumen titracijske otopine dodane kroz vrijeme (Vi u odnosu na vrijeme). Provjerite
ostaje li pH vrijednost unutar intervala zeljene vrijednosti pH £ 0,02. Koncentracija DO treba biti
ispod granice detekcije. Nastavite s testom dok se na grafikonu titracijske otopine ne opazi jasna tocka
infleksije. Ta tocka ukazuje da je nitrat u cijelosti potroSen, zbog Cega se denitrifikacija zaustavila.
Prikupljeni podaci bi trebali biti dovoljni da se pouzdano procijeni brzina titracije (Qu) iz linearne
regresije Vi U odnosu na vrijeme sa zadovoljavajuéim koeficijenom determinacije (obi¢no R?>0,98).
3. se korak moze ponoviti dodavanjem jos jedne doze nitrata. Dodavanje Sg viSe nije potrebno buduci
da je u aktivnom mulju prisutna dovoljna rezidualna koncentracija za drugu fazu denitrifikacije.
Zavrsite test u skladu s uputama iz 4. koraka procedure opisane za provodenje testa NIT.TIT.1.

Analiza podataka
Tipican trend u nakupljenom volumenu titracijske otopine dodane tijekom testa prikazan je na slici 3.9.

Vtit

Vrijeme

Slika 3.9 Primjer pH-staticne titracijske krivulje tijekom denitrifikacijskog testa u svrhu procjene maksimalne brzine denitrifikacije. Strelice
oznacavaju dodavanje otopina nitrata i Se. Na grafikonu je prikazana i relevantna brzina titracije.



1z podataka (Vi u odnosu na vremenske podatke) se mogu izracunati brzine titracije (Qg) na temelju
nagiba titracijske krivulje (vidi odjeljak 3.3).

Yno3 1+4x U g N mol protona’ se moZe procijeniti analiziranjem volumena dodane titracijske otopine
sve dok se ne opazi plato titracijske otopine (V1 na slici 3.9) i masa dodanog nitrata (ili nitrita) (Mnox,ini):

_ MNOx,im
YNO3 HrAx T 3 3.52
- T T

Nr je normalitet titracijske otopine. Kada se provede viSe od jednog dodavanja nitrata (kao u slucaju
prikazanom na slici 3.9), izracun se moZze ponoviti po svakom dodatku, a srednja vrijednost se moze uzeti
kao procjena Ynos i+ ax-

Brzina titracije (Qu u mL min™') se moze koristiti za procjenu brzine denitrifikacije (Fnos m+ax U mg
N min") uzimajuéi u obzir koncentraciju titracijske otopine (Nt) i vrijednost Ynos m+ax:

Frnos Brax = Qg - N1 YNos H+Ax 3.53

Na kraju, maksimalna specifi¢na brzina denitrifikacije mulja (qnox n2, U mg N g VSS' h'') se
izradunava uzimajuéi u obzir koncentraciju MLVSS u uzorku mulja (u g VSS L) i volumen suspenzije
procijenjen na kraju testa (u L):

Inox w2 = 00 Fnos meax / (Ve Xvss) 3.54

3.10 Primjeri

3.10.1 Nitrifikacijski SarZni test aktivnosti

Opis

Kako bi se ilustriralo izvodenje aerobnog SarZnog testa aktivnosti za nitrifikaciju, u ovom se dijelu
predstavljaju podaci iz testa provedenog pri 20°C s uzorkom aktivnog mulja iz gradskih uredaja. Test
NIT.CHE.] je proveden kako bi se odredila maksimalna specifi¢na brzina oksidacije amonija. Sarzni test
aktivnosti je proveden koriste¢i reaktor od 2,5 L. Sva oprema, uredaji i materijali su pripremljeni kako je
opisano u odjeljku 3.4.1. Senzori za pH i DO su kalibrirani manje od 24 h prije izvodenja testa. Sarzni je
test trajao 3 h. Ukljucujuci vrijeme potrebno za pripremu testa i fazu ¢iS¢enja nakon testa, operacije su
trajale otprilike 5 h. Prije Sarznog testa, 2,0 L svjezeg aktivnhog mulja uzetog na kraju aerobne faze
gradskih uredaja (u skladu s odjeljkom 3.3.4) prebacene su u reaktor i aklimatizirane 1 h pri 20 °C uz
sporo mijesanje (100 rpm) slijedom preporuka opisanih u odjeljku 3.3.5. Kontrola pH i DO je pokrenuta
pri zadanoj vrijednosti pH od 7,5 odnosno DO 6 mg O, L. Nakon toga, 15 min prije poCetka testa,
mijeSanje je ubrzano na 200 rpm i uzeti su uzorci kako bi se odredili parametri od interesa (npr.
koncentracije amonija, nitrita, nitrata i MLVSS). Prije dodavanja sintetickog medija, njegova je
temperatura prilagodena u vodenoj kupki na ciljanu temperaturu Sarznog testa (20 "C). Prvi uzorak je uzet
5 minuta prije dodavanja sintetickog medija kako bi se odredili pocetni uvjeti. Test je zapoceo
dodavanjem sinteti¢kog medija (nulta minuta): 50 mL je sadrzavalo 1 g NHs-N L' kao i ostale makro- i
mikro-nutrijente opisane u odjeljku 3.3.6. Uzorci su uzimani svakih 30 min u razdoblju od 3 h. Trajanje
Sarznog testa je odabrano kako bi se omogucila potpuna oksidacija prisutnog amonija. Odmah nakon
uzorkovanja, svi uzorci su pripremljeni i sacuvani kako je opisano u odjeljku all 2.3.4. Svi uzeti uzorci
su analizirani kako je opisano u odjeljku 3.3.7. U tablici 3.5 prikazan je eksperimentalni plan provedbe i
rezultati izvodenja testa.

Slijedom rezultata iz eksperimenta prikazanih u tablici 3.5, na slici 3.12 prikazani su rezultati testa kao i
procjena maksimalnih volumetrijskih brzina (pomocu linearne regresije).



y=-10,343x + 31,771y =9,707x + 0,039
R’= 0,9927 R’= 0,9992

4
SNH4” SN0z S No3MeN L)

0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Vrijeme (h)

Slika 3.12 Graficki prikaz koncentracija amonija (), nitrita () i nitrata (e) dobivenih u primjeru nitrifikacijskog SarZnog testa aktivnosti
(Test NIT.CHE.1). Test je proveden s aktivnim muljem iz gradskih uredaja pri 20 °Ci pH 7,5 koristeci sinteticki medij kao influent.

Tablica 3.5 Rezultati nitrifikacijskog Sarznog testa aktivnosti.

Nitrifikacijski SarZni test aktivnosti Oznaka: NIT.CHE.1

Datum: Ponedjeljak 05.10.2015. 10:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)

Opis: Nitrifikacijski test pri 20 °C s pravim aktivnim muljem 1. Potvrditi dostupnost materijala za uzorkovanje i potrebne opreme. 08:00

Test br.: 1 2. Potvrditi kalibriranost i funkcionalnost sustava, mjeraca i senzora. 08:10

Trajanje 3 h (180 min) 3. Prebaciti 2,0 L mulja u $arZni reaktor. 08:30

Supstrat: Sinteti¢ki: amonij i nitrit (1.000 mg L) + minerali 4. Pokrenuti aerobne uvjete pomocu njeznog 08:40

Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjesavine mulja i vode u SBR-u mijesanja i upuhivanja plina pri zadanoj T'i pH.

Uzorci br.: NIT.CHE 1-8 5. 15 min min prije pocetka uzeti uzorak radi odredivanja pocetnog stanja. 09:40

Ukupan volumen uzorka: 80 mL 7. Zapoceti Sarini test: dodati 0,05 L sintetickog influenta. 09:55

(5 mL normalni uzorak, 20 mL za MLVSS) 8. Uzeti prvi uzorak radi odredivanja pocetnog stanja (nulta minuta) 10:00

Volumen reaktora: 2,5L 9. 30. minuta: nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenja 10:30
10. 180. minuta: zaustaviti aeraciju i mijeSanje. 13:00
11. Organizirati uzorke i o€istiti sustav. 13:10
12. Provijeriti jesu li svi sustavi iskljuceni. 13:20

Plan provodenja uzorkovanja

Vrijeme (min) -15 -5 0 30 60 90 120 150 180

Vrijeme (h) -0.25 -0.08 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8

Parametar AEROBNA FAZA

NH,-N (mg N L?) 6.8 31 27.3 20.6 17.2 12.4 4.9 0.4

NO,-N (mg N L") 0" 0 0.4 0.9 0.6 0.3 0.4 0.1

NO4-N (mg N L") 0.1 0.1 5.1 9.8 14.2 19.4 24 29.6

MLSS i MLVSS (mg L?) Vidi tablicu Vidi tablicu

! prosjetna vrijednost koncentracije prisutne u sintetickom supstratu i tekuéoj fazi uzorka mulja prije po¢etka testa

Mijerenja MLSS i MLVSS

Tocka uzorkovanja Caica br. W1 W2 W3 W2-W1 W2-W3 MLSS MLVSS Omjer
Potetak testa’ 1 0.09630 0.16530 0.10210 0.06900 0.06320 3,450 3,160 0.92
2 0.09580 0.16380 0.10190 0.06800 0.06190 3,400 3,095 0.91

3 0.09640 0.16440 0.10230 0.06800 0.06210 3,400 3,105 0.91

Prosjek 3,417 3,120 0.91

Kraj testa 4 0.09540 0.16490 0.10200 0.06950 0.06290 3,475 3,145 0.91
5 0.09610 0.16410 0.10180 0.06800 0.06230 3,400 3,115 0.92

6 0.09570 0.16400 0.10220 0.06830 0.06180 3,415 3,090 0.90

Prosjek 3,430 3,117 0.91

? Koncentracije su korigirane u odnosu na razrjedenje zbog dodavanja sintetickog medija.

Sastav biomase

Tocka uzorkovanja ocetak testa|  Kraj testa
MLSS (mg L) 3,417 3,430
MLVSS (mg L) 3,120 3,117
Omjer 0.91 0.91

Pepeo (mg L") 297 313




Maksimalna volumetrijska brzina uklanjanja amonija iznosi 10,3 mg N L' h'!, a za proizvodnju nitrata
9,7 mg N L'! h'l. Uzimajuéi u obzir prosje¢nu koncentraciju MLVSS od 3,1 g L' izmedu uzoraka mulja
uzetih na pocetku i na kraju testa, moZze se procijeniti specifi¢na brzina oksidacije amonija od 3,3 mg N
g VSS! hl, §to odgovara oko 80 mg N g VSS™! d'!. Vazno je primijetiti da je zbroj topivih spojeva
anorganskog duSika na poCetku i na kraju Sarznog testa usporediv (31,1 nasuprot 30,1 mg N L), §to
ukazuje na to da je nitrifikacija bila dominantni proces tijekom Sarznog testa. Dvije linije trenda pokazuju
brzinu konverzije amonija i proizvodnje nitrata za daljnju procjenu odgovarajuc¢ih maksimalnih
specifi¢nih brzina. Smanjivanje u zbroju koncentracija amonija, nitrita i nitrata bi sugeriralo simultanu
pojavu procesa uklanjanja duSika kao §to au denitrifikacija i ANAMMOX, koji se mogu odvijati u
prisutnosti anoksic¢nih uvjeta. Usporedive brzine oksidacije amonija i proizvodnje nitrata ukazuju na to
da su, u testiranom mulju, aktivnosti AOO i NOO dobro uravnoteZene i da im je omoguceno postizanje
pune nitrifikacije. Ta opaZanja je potkrijepio i izostanak nitrita. Izmjerena specificna brzina oksidacije
amonija je usporediva s brzinama navedenima u tablici 3.1, §to ukazuje na velik udio nitrificirajuc¢ih
bakterija u testiranom uzorku aktivnog mulja.

3.10.2 Denitrifikacijski Sarzni test aktivnosti

Opis
U ovom se dijelu opisuje test kojim se ocjenjuje maksimalna brzina denitrifikacije i anoksicni prirast u
prisustvu acetata kao izvora ugljika.

KoriSten je zrakonepropusni reaktor opremljen mehanic¢kim sustavom mijeSanja i automatskim
sustavima kontrole pH i temperature. Osigurano je i propuhivanje plinom N».

Dan prije testiranja, sonde za pH i DO su kalibrirane i svi potrebni materijali su pripremljeni kako je
predloZeno u odjeljku 2.3.2 (uz iznimku 7. i 8. tocke). Pripremljeno je 10 g N L™! nitratne otopine pomoéu
NaNOs i koncentrirana otopina acetata pomocu natrijevog acetata u koncentraciji od 10 g COD L
(vode¢i racuna da 1 g CH;COONa odgovara 0,78 g COD). 1 M otopine HCL i 1 M otopine NaOH su
pripremljene za automatsku korekciju pH. Nadalje, koriStene su 2 L mulja. Definiran je preliminarni plan
rada prikazan u tablici 3.6.



Tablica 3.6 Rezultati denitrifikacijskog Sarznog testa aktivnosti.

Denitrifikacijski Sarzni test aktivnosti Oznaka: DEN.CHE.1
Datum: Srijeda 02.09.2015.9:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)
Opis: Test pri 20 °C, pH 7, s umjetnim supstratom 1. Dan prije testiranja provjereni instrumenti, kalibrirane sonde, pripremljen plan

i obogacenom laboratorijskom kulturom (aktivnim muljem) rada, radne otopine, spremnici za prikupljanje uzoraka i svi ostali materijali.
Test br.: 1 2. Uzet mulj iz SBR-a i prebacen u reakcijsku posudu. 09:00
Trajanje 3,5 h (210 min) 3. Pokretanje otplinjavanja plinom N,. 09:05
Supstrat: Sinteticki: Acetat (200 mgCOD/L) + nitrat (20 mgN/L) 4. Dodavanje nitrata, uzet prvi uzorak. 09:10
Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjesavine mulja i vode u SBR-u 5. Ostalih 5 uzoraka uzeto u razmacima od 20 min.
Uzoreci br.: DEN.CHE.1 (1-18) 6. Dodavanje acetata i uzorkovanje. 10:30
Ukupan volumen uzorka: 240 mL 7. Ostalih 13 uzoraka uzeto u razmacima 5/10 min.

(10 mL za MLVSS te 10 mL za svaki uzorak) 8. Test zaustavljen. 11:35
Volumen reaktora: 25L 9. Uzet uzorak za mjerenje MLVSS, procjena ukupnog volumena. 11:40

10. Provjeriti jesu li svi uzorci ispravno uskladisteni i iskljuciti sustav. 11:50

Plan provodenja uzorkovanja
Vrijeme (min) 0 20 40 60 80 85 90 95 100 105 110 120
Vrijeme (h) 0.00 0.33 0.67 1.00 1.33 1.42 1.50 1.58 1.67 1.75 1.83 2.00
Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Parametar ANOKSICNA FAZA
NO;-N (mg N L") 23.0 232 22.0 21.8 20.2 18.2 15.8 14.0 12.3 11.2 10.2 7.3
NO,-N (mg N L") 0.1 0.0 0.2 0.0 0.0 1.0 2.0 25 2.8 3.0 3.0 2.7
COD, 11 (Mg COD L) 418.0 407.3 397.3 385.8 378.0 366.5 353.7 336.5
Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)
Vrijeme (min) 130 140 150 160 180 185
Vrijeme (h) 2.17 2.33 2.50 2.67 3.00 3.08
Uzorak br. 13 14 15 16 17 18
Parametar ANOKSICNA FAZA
NO;-N (mg N L) 49 1.8 03 0.0 0.0
NO,-N (mg N L?) 2.0 21 15 1.0 0.0
COD, 11 (Mg COD L) 315.0 303.6 285.7 275.0 2714
MLSS (g L*) 2.51
Ukupna biomasa (gVSS) 4.58
Ipend (Mg N L min) 0.035
"p.exog (Mg N L™ min™) 0.278
reop (Mg COD L™ min™) 2.050
Anoksiéni prirast 0.660
Brzina denitrifikacije (mg N g MLVSS™h) 6.600

Pocetna koncentracija nitrata postavljena je na 20 mg N-NO; L! ($to odgovara dodavanju 4 mL
koncentrirane otopine nitrata). Pocetna koncentracija COD postavljena je na 200 mg L' (dodavanje 40
mL koncentrirane otopine acetata). U skladu s uputama navedenima u odjeljku 3.7, planiralo se uzeti do
18 uzoraka. Svi odgovarajuci materijali i potroSna roba (npr. plasti¢ne ¢aSice) su pripemljeni i oznaceni
kako bi se izbjegle greSke u identifikaciji za vrijeme uzimanja uzoraka. Na dan testa, aktivni je mulj
uzorkovan iz pilot SBR uredaja na kraju njegove denitrifikacijske faze. Dvije litre aktivnog mulja su
prebacene u reakcijsku posudu, i pokrenut je sustav odrzavanja temperature na 20 °C, sli¢no radnoj
temperaturi pilot SBR uredaja. Istovremeno, pokrenut je sustav kontrole pH uz zadanu vrijednost 7,4.
Pocetni pH bio je 7,7. Ukljucen je sustav otplinjavanja plinom N> kako bi se uklonio sav preostali DO i
osigurali anoksi¢ni uvjeti nakon dodavanja nitrata. Nakon 5 min, koncentracija So u teku¢em dijelu
suspenzije bila je ispod granice detekcije sonde i otplinjavanje plinom N> je iskljuceno. Unaprijed
definirani volumen koncentrirane otopine nitrata je odjednom dodana kroz otvor za uzorkovanje. Nakon
otprilike 1 min, pokrenut je zaporni sat i uzet je prvi uzorak (nulta minuta). Jo§ Cetiri uzorka su uzeta u
razmacima od 20 min kako bi se procijenila brzina endogene denitrifikacije. Nakon toga, dodana je
koncentrirana otopina COD i nakon 30 sekundi uzet je uzorak. Zatim je uzeto 6 uzoraka u razmacima od
5 min, nakon ¢ega su uzorci uzeti svakih 10 min. Uzorkovanje je nastavljeno, pri ¢emu su profili nitrata
1 nitrita neprekidno pra¢eni pomocu indikatorskih papiri¢a za detekciju NOs i NO,, sve dok nitrat i nitrit
nisu u cijelosti potroSeni. Uzeti su uzorci koriSteni za procjenu koncentracije nitrata, nitrita i topivog
COD. Test je zavrsio nakon 180 min. Jedan zavrSni uzorak je uzet kako bi se procijenila koncentracija
MLVSS. Na kraju, svi sustavi su zaustavljeni i reaktor je otvoren kako bi se izmjerila zavr§na koli¢ina
aktivnog mulja. Svi uzorci su prikupljeni i cuvani kako je opisano u odjeljku 2.3.4. Svi prikupljeni uzorci
su analizirani kako je opisano u 3.3.7.




Analiza podataka

Relevantni podaci o provedbi i rezultati analiti¢kih odredivanja prikazani su u tablici 3.6. Na slici 3.13 su
graficki prikazani trendovi COD i Snosgq (izracunato kao Sxoseq= Snosz+ 0.6 - Snoz). Kako je prikazano
na slici 3.13, brzine endogene i egzogene denitrifikacije su procijenjene pomocu linearne regresije
(TNOx N2,exo 1 TNOx N2.cndo U Mg N L min), kao i brzina egzogene potrosnje COD (rcop, u mg COD L min
). Napominjemo da su za odredivanje kineti¢kih brzina koriSteni jedino podaci dobiveni u
denitrifikacijskoj fazi u uvjetima bez ogranicenja supstratom. Na primjer, samo oni podaci koji su
pokazali najvecu linearnost na temelju najvece vrijednosti R%, i za N-NOgq i topivi COD.
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Slika 3.13 Graficki prikaz koncentracija (8) N-NOeq i (e) topivog COD dobivenih testom DEN.CHE.1 (kako je predstavljen u tablici 3.6). Test
je proveden koristeci uzorak aktivnog mulja iz SBR koji radi pri 20 °Ci pH 7,5 i acetat kao izvor ugljika. Nagibi linija trendova su koristeni za
kvantificiranje brzine endogene, egzogene denitrifikacije i brzine apsorcpije organskog ugljika.

Prema tome, maksimalne brzine se mogu odrediti kao:

e Maksimalna specificna brzina denitrifikacije:

INOx_N2,exo ~ INOx_N2,endo

qNOX_NZ =60 - 3.55

Xvyss

0.28 -0.035
2.51

=58mgNg vssTh!
e Anoksicni prirast na acetatu:

Yonoax=1-2.86"- INOx_N2,exo0 ~ 'NOx N2,endo .
, IcoD
0.28 - 0.035

=1-2.86- 205

1

=0.66 g COD g COD

biomass acetate

Obje dobivene vrijednosti su u rasponu podataka navedenih u tablici 3.2, Sto potkrjepljuje pouzdanost
rezultata.

3.11 Dodatna razmatranja

3.11.1 Prisutnost ostalih organizama

Prisutnost drugih mikroorganizama koji ne provode bioloske konverzije koje se istrazuju moze izmijeniti
rezultate Sarznih testova, §to dovodi do potcjenjivanja ili precjenjivanja kinetike i stehiometerijskih

parametara od interesa.

U nitrifikacijskim Sarznim testovima aktivnosti, istovremena pojava denitrifikacijske i/ili
ANAMMOX aktivnosti moZe dovesti do krive procjene uklanjanja nitrita i/ili proizvodnje nitrata.



Medutim, budu¢i da oba ta bioloSka procesa zahtijevaju anoksi¢ne uvjete, dovoljno je osigurati potpuni
prodor kisika u biomasu. I dok se 3-4 mg O, L' smatraju dovoljnima za osiguravanje potpuno aerobnih
uvjeta kod testiranja uzoraka flokuliranog i suspendiranog mulja, ve¢e koncentracije kisika bi mogle biti
potrebne kad se ocjenjuje aktivnost nitrifikacijskog biofilma. Vazno je primijetiti da kada se Sarzni test
provodi u prisutnosti COD, aerobno uklanjanje COD koje provode heterotrofni mikroorganizmi bi
dodatno smanjilo prodor kisika u biofilm, Sto bi pridonijelo formiranju neZeljenih anoksi¢nih zona (ako
kisik postane ogranicavajuci).

U denitrifikacijskim Sarznim testovima aktivnosti, istovremena pojava ANAMMOX aktivnosti moze
dovesti do precjenjivanja kinetike redukcije nitrita i/ili potcjenjivanja kinetike redukcije nitrata. Kako bi
se to izbjeglo, Sarzni test treba provesti u uvjetima ogranic¢enja amonijem. Vazno je primijetiti da amonij
prisutan tijekom Sarznog testa aktivnosti treba svakako biti dovoljan da se podrze potrebe
denitrificiraju¢ih bakterija za izvorom N, §to se moZe izraunati unaprijed. Kada je cilj Sarznog testa
ocijeniti utjecaj odredenog izvora ugljika na kinetiku denitrifikacije, istovremena pojava procesa
denitrifikacije koji provode mikroorganizmi koji mogu pohraniti COD unutar stanica (npr. PAO i GAO)
moze dovesti do neto¢nih opazanja. U tom slucaju, razdoblje aeracije prije izvodenja Sarznog testa moze
se koristiti kako bi se u cijelosti uklonio unutarstani¢no pohranjen COD prisutan u biomasi.

3.11.2 Manjak esencijalnih mikro- i makro-nutrijenata

Premda to mozZe djelovati trivijalno, prisutnost makro- i mikro-nutrijenata u pravoj koncentraciji i
(bioloska) dostupnost neophodna je za bioloske procese ukljucene u uklanjanje dusika u sustavima s
aktivnim muljem kao §to su procesi nitrifikacije i denitrifikacije opisani u ovom izvjeS¢u. Makro- i mikro-
nutrijenti su obi¢no prisutni u ve¢ini komunalnih otpadnih voda, ali njihovu prisutnost treba provjeriti i
potvrditi, narocito ako proucavani uredaj za obradu otpadne vode redovno zaprima industrijske efluente.
Zbog slabog prirasta autotrofnih mikroorganizama kao $to su nitrifikatori, manjak makro-nutrijenata nije
tako cest kod obrade komunalne otpadne vode. Ipak, tome treba posvetiti pozornost kada se ti bioloski
procesi primjenjuju na obradu industrijskih otpadnih voda i op¢enito za visoko oneciS¢ene otpadne vode.
U tu svrhu, moZe se provesti jednostavna procjena potreba biomase za nutrijentima kao funkcija
opterecenja dusikom koji treba obraditi i to usporediti s koncentracijama nutrijenata u influentu kako bi
se procijenilo je li potrebno vanjsko dodavanje kako bi se podrzale potrebe za bioloskim rastom i brzina
konverzije.

3.11.3 Uindi toksi¢nosti ili inhibicije

Utvrdeno je da je nekoliko spojeva toksicno ili inhibitorno za bakterijske zajednice koje provode procese
nitrifikacije i1 denitrifikacije. Buduc¢i da OHO koji mogu provesti denitrifikaciju u sustavima s aktivnim
muljem ima u obilju, oni se mogu aklimatizirati i prilagoditi razli¢itim okoli$nim i radnim uvjetima i ¢ak
izdrzati prisutnost razli¢itih potencijalno toksi¢nih ili inhibitornih spojeva. S druge strane, autotrofne
bakterije koje kataliziraju procese nitrifikacije su sklonije problemima inhibicije i toksi¢nosti. Popis
spojeva i raspona koncentracija koje mogu biti toksi¢ne ili inhibitorne za nitrificirajuée bakterije je toliko
dugacak i slozen da treba pogledati specifi¢nu literaturu. Unato¢ Cinjenici da se mikrobne zajednice
takoder mogu aklimatizirati i prilagoditi uvjetima losijima od optimalnih, inhibitorni u¢inci odredenih
spojeva mogu dovesti do mikrobne aktivnosti losije od optimalne i na kraju do neuspjeha bioloskog
procesa. Kako bi se ocijenio inhibitorni u¢inak odredenog spoja ili odredene otpadne vode na aktivnost
nitrifikacije i1 denitrifikacije, moze se provesti niz Sarznih testova aktivnosti kako je opisano u ovom
izvjeS¢éu. Usporedba izmedu aktivnosti izmjerene u prisutnosti ili odsustvu razli¢itih koncentracija
potencijalnih inhibitornih spojeva moze dati korisne naznake o inhibitornom potencijalu takvih spojeva
u odnosu na odredeni testirani aktivni mulj. Sli¢no tome, kada se sumnja da otpadna voda koja se koristi
za izvodenje testova ima ili generira inhibitorni u¢inak na odredeni bioloski proces, mogu se provesti dva
niza Sarznih testova aktivnosti: jedan s originalnim aktivnim muljem, a drugi s istom biomasom, ali ispran
u mineralnoj otopini kako bi se uklonili potencijalno inhibitorni ili toksi¢ni spojevi. Ipak, vazno je
napomenuti da takav pristup moZze biti uspjesan jedino ako su inhibirajuéi uéinci otpadne vode koja e se
testirati (brzo) povrativi.



3.11.4 Ucinci izvora ugljika na denitrifikaciju

Dobro je poznato da kinetika denitrifikacije ovisi o izvorima ugljika koji se koriste kao donori elektrona
(e.g. Mokhayeri i sur., 2006, 2008). Za redovno pracenje denitrifikacijskog potencijala aktivnog mulja,
koriStenje sintetickog medija koji sadrzi S kao Sto su VFA mozZe biti dovoljno za zadovoljavajuéu ocjenu
denitrifikacijske aktivnosti (kako je prikazano u ovom izvje$¢u). KoriStenje i primjena sloZenijih izvora
COD, koji nesumnjivo mogu biti prisutni u sirovoj ili istaloZenoj komunalnoj otpadnoj vodi, moze dovesti
do denitrifikacijske aktivnosti koja je loSija od optimalne. Kada su vanjski izvori COD potrebni za
poboljsano uklanjanje dusika (npr. u postdenitrifikacijskoj jedinici), metode opisane u ovom izvjeséu
mogu se koristiti da se ocijeni utjecaj razli¢itih izvora COD na denitrifikacijsku kinetiku uzorka aktivnog
mulja. oboljSano biolosko uklanjanje fosfora (EBPR) mozZe se provesti u sustavima obrade otpadne vode
s aktivnim muljem uvodenjem anaerobne faze na pocetku linije obrade otpadne vode. Visoka uinkovitost
uklanjanja P, niZi operativni troSkovi, manja proizvodnja mulja i potencijalni povrat fosfora pridonijeli
su primjeni i popularnosti tog procesa (Mino i sur., 1998; Henze i sur., 2008; Oehmen i sur., 2007). EBPR
provode organizmi koji akumuliraju fosfor (polifosfat) (PAO) (Comeau i sur., 1987; Mino i sur., 1998)
koji, unutarstani¢nom akumulacijom polifosfata (poli-P), mogu ukloniti veée koli¢ine fosfora (0,35-0,38
g P g VSS! PAO) nego obiéni heterotrofni organizmi (OHO) (0,03 g P g VSS! OHO) (Wentzel i sur.,
2008). Znanstvene, mikrobioloske i tehnicke karakteristike procesa EBPR su u fokusu istraZivanja koja
su u zadnjih nekoliko desetlje¢a provodile razlicite istrazivacke skupine (Wentzel i sur., 1986, 1987;
Comeau i sur., 1986, 1987; Smolders 1 sur., 1994a,b; Mino 1 sur., 1987, 1998; Oehmen i sur., 2005a,
2005¢, 201306, 2007; Nielsen i sur., 2010). Konkretno, napori su usmjereni na razvijanje boljeg
razumijevanja stvarnih metabolickih mehanizama EBPR kako bi se utvrdio mikrobni identitet ukljucenih
organizama i optimizirale potrebne konfiguracije procesa, a sve kako bi se unaprijedila i povecala
ucinkovitost i pouzdanost procesa EBPR.

PAO su heterotrofni organizmi. Medutim, za razliku od OHO, PAO posjeduju jedinstvenu sposobnost
koriStenja unutarstani¢no pohranjenog poli-P za proizvodnju potrebne energije (adenozin trifosfat, ATP)
u anaerobnim uvjetima radi pohrane bioloski lako razgradive organske tvari (RBCOD), kao $to su hlapive
masne kiseline (VFA) poput acetata (Ac) i propionata (Pr), kao unutarstani¢ne poli-p-hidroksi-alkanoate
(PHA). Pohranjeni PHA se kasnije koriste u anoksi¢nim ili aerobnim uvjetima za poboljSano apsorbiranje
fosfora, sintezu glikogena, rast i odrzavanje biomase. Zbog takvog svojstva PAO imaju prednost pred
ostalim mikrobnim populacijama od znacaja. Na taj se na¢in PAO mogu namnoziti kako bi se postiglo
EBPR recikliranjem aktivnog mulja kroz izmjenu anaerobne i anoksi¢ne ili aerobne faze, uz istovremeno
usmjeravanje influenta koji je obi¢no bogat hlapivim masnim kiselinama prema anaerobnoj fazi.



4. Smjernice za provodenje laboratorijskih eksperimenata za
biolosko uklanjanje organske tvari (KPK) iz otpadnih voda i
respirometriju

4.1 Opis procesa

U konvencionalnim sustavima obrade otpadne vode s aerobnim uklanjanjem organske tvari, obicni
heterotrofni organizmi (OHO) uklanjanju organske tvari prisutne u otpadnoj vodi kako bi proizveli viSe
biomase koriste¢i kisik za respiraciju. S metaboli¢kog gledista, proces uklanjanja ukljucuje anabolicki
(za sintezu stanica) i katabolicki proces (za proizvodnju energije potrebne za sintezu stanica). U
anaboli¢kom procesu, OHO dobivaju ugljik potreban za rast stanica iz organske tvari prisutne u otpadnoj
vodi. U meduvremenu, u kataboliCkom procesu, odvija se oksidacijsko-redukcijska reakcija koja
ukljucuje prijenos elektrona iz organske tvari (koja sluzi kao donorelektrona) kisiku (akceptor elektrona),
¢ime se proizvodi energija potrebna za sintezu stanica. Medutim, zbog prilicno raznolike mjeSavine
bioloski razgradivih i nerazgradivih organskih spojeva prisutnih u otpadnoj vodi, COD se obi¢no koristi
za procjenu njihove ukupne koncentracije. Tome je ve¢inom tako jer se koriStenje COD preferira pred
ostalim analitickim parametrima (kao $to je biokemijska potroSnja kisika: BODs ili ukupan organski
ugljik: TOC) zbog nekoliko prednosti. One uklju¢uju (Henze i sur., 1997; Henze i Comeau, 2008): (i)
odredivanje ekvivalenta kisika (ili kapaciteta za predaju elektrona) organskih spojeva, (i) detaljnije i
korisnije odredivanje organske tvari zbog moguénosti mjerenja svih razgradivih i nerazgradivih organskih
tvari, (iii) potencijal da se bilanca organskih tvari zakljuc¢i na temelju COD (kao posljedica prethodnih
dviju prednosti), kao i prakticne implikacije kao §to su (iv) brza analiza (tj. nekoliko sati u odnosu na 5
dana potrebnih za BODs). Opcenito uzevsi, tocna stehiometrija ukljucena u aerobno uklanjanje organskih
tvari nije jednostavna. Ipak, sljedeca jednadZba za aerobnu potros$nju glukoze (C¢H120¢) (koja zanemaruje
vecinu nutrijenata osim dusika) moZe se koristiti kako bi se ilustrirao bioloSki proces aerobnog uklanjanja
(Metcalf'i Eddy, 2003):

3CH,,04 + 80, + 2NH; — 2C5H,NO, + 8CO, + 14H,0 4.1

CsH7NO; je pojednostavljena formula novo stvorenih stanica u aerobnoj razgradnji organskih tvari
(Hoover i Porges, 1952).

S glediSta mikrobnog rasta, oko % bioloSki razgradivih organskih tvari (iz ¢ega slijedi tzv. teoretski
stehiometrijski aerobni prirast, Youo, od ~0,67 g COD-biomase po potroSenom g COD-organske tvari)
pretvara se u novu biomasu putem anabolizma, a preostala !5 se oksidira pomocu kisika putem
katabolickih putova kako bi se proizvela energija potrebna za rast biomase (Marais i Ekama, 1976). Uz
to, za mikrobni rast, makro-nutrijenti (poput dusika i fosfora) i mikro-nutrijenti (poput kalija, natrija,
kalcija, magnezija, cinka, mangana i Zeljeza) su potrebni za sintezu stanica (Metcalf i Eddy, 2003).
Manjak bilo kojeg od tih elemenata moze dovesti do ogranicenja odvijanja mikrobnih procesa.
Pretpostavlja se da potrebe novo stvorene biomase za dusSikom i fosforom iznose otprilike 0,10 g N g
VSS! odnosno 0,03 g P g VSS! (Ekama i Wentzel, 2008a). To znaci da ako otpadna voda sadrzi 100 mg
BCOD L' (bioloski razgradive organske tvari), tada koncentracije dusika i fosfora koje moraju biti
osigurane ne bi smjele biti nize od 4,7 mg NHs-N L' odnosno 1,4 mg PO4-P L', kako bi se zadovoljile
potrebe za nutrijentima. Navedeno pretpostavlja teoretski prirast Youo od 0,67, opaZeni prirast od 0,40
(za starost mulja od oko 5 dana) te omjer COD-VSS biomase od 1,42 mg COD mg VSS™. S prakti¢nog
glediSta i kako bi se izbjegla ogranic¢enja nutrijenata zbog razli¢itog opaZenog Youo (vidi tablicu 4.1),
obicno se predlaze omjer COD:N:P od 100:5:1 (Metcalf i Eddy, 2003).

Vazno je naglasiti da se ne mogu sve organske tvari prisutne u otpadnoj vodi podvrgnuti razgradnji.
U najosnovnijoj klasifikaciji, u otpadnoj se vodi mogu identificirati barem Cetiri razli¢ite organske
frakcije s razli¢itim fizickim karakteristikama i stupnjem bioloske razgradivosti koji odreduju potencijal
njihovog uklanjanja u obradi otpadne vode (Ekama i Wentzel, 2008a). To su (i) bioloski razgradive topive
organske tvari koje OHO lako konvertiraju (zbog ¢ega su poznate i kao bioloski lako razgradive organske
tvari, RBCOD ili Sg prema standardiziranom oznacavanju (Corominas i sur., 2010)), (if) bioloski
razgradive suspendirane organske tvari koje se uglavnom ugrade unutar flokula aktivnog mulja i bivaju



podvrgnute hidrolizi prije bioloske razgradnje, zbog ¢ega ih se obi¢no karakterizira kao bioloski sporo
razgradive organske tvari (SBCOD ili XCg u skladu s Corominas i sur., 2010), (ii7i) bioloski nerazgradive
suspendirane organske tvari koje se uglavnom ugrade unutar flokula mulja i nakupljaju se u suspendiranoj
fazi aktivnog mulja te (iv) bioloski nerazgradive topive organske tvari koje se niti ugrade u aktivni mulj
niti razgraduju pa ostaju u topivoj fazi.

OHO mogu brzo potrositi RBCOD. Premda je bioloska raspadanje SBCOD spora, kod starosti mulja
koja se obi¢no koristi u vecini uredaja s aktivnim muljem (npr. duze od 3-4 dana), SBCOD se doslovno
u potpunosti iskoristi (Ekama i Wentzel, 2008a). Prema tome, OHO koriste RBCOD i SBCOD za sintezu
stanica, ¢ime se proizvodi viSe biomase. Nova biomasa OHO stvorena uklanjanjem i konverzijom
RBCOD i SBCOD, kao i nakupljanje bioloski nerazgradivih suspendiranih organskih tvari, postaje dio
organske mase aktivnog mulja u reaktoru koja se obi¢no mjeri kao MLVSS. Zbog sposobnosti flokulacije
aktivnog mulja, materijal krutina je relativno jako taloziv, tako da ga se moze uspjesno ukloniti u
sekundarnim taloznicama, ¢ime se dobiva obraden i bistar efluent. Muljna masa istalozena u sekundarnoj
taloznici vraca se u bioloski reaktor, a na kraju se uklanja kroz otpad aktivnog mulja koji je u funkciji
starosti mulja uredaja (Arden i Lockett, 1914). Medutim, buduci da bioloski nerazgradive topive organske
tvari ne mogu biti uspjesno uklonjene u sustavu aktivnog mulja, one uredaj napustaju kroz efluent, Sto
pridonosi koncentraciji COD u efluentu.

Pored aerobnog uklanjanja organskih tvari, u sustavima aktivnog mulja koji provode bioloSko
uklanjanje nutrijenata (BNR), ve¢ina organskih tvari ¢e biti uklonjena u anaerobnoj i anoksi¢noj fazi koja
prethodi aerobnoj fazi. Na primjer, u anaerobnoj fazi sustava s aktivnim muljem projektiranim za EBPR,
PAO apsorbiraju hlapive masne kiseline, dok u anoksi¢noj fazi BNR uredaja, denitrificirajuc¢i organizmi
koriste bioloSki razgradive organske tvari za potrebe denitrifikacije koristeci nitrat ili nitrit kao akceptor
elektrona. Uz to, potencijalna pojava procesa redukcije sulfata bakterijama koje reduciraju sulfate u
anaerobnim fazama sustava s aktivnim muljem takoder moze dovesti do uklanjanja organskih tvari.
Nadalje, uklanjanje organskih tvari moZe se odvijati i u sustavima anaerobne obrade otpadne vode (npr.
anaerobni reaktor s uzlaznim tokom (UASB)) u potpuno anaerobnim uvjetima pomocu strogo anaerobnih
organizama.

Kako je opazeno, uklanjanje organske tvari se moze odvijati u razli¢itim okoliSnim uvjetima i mogu
ga provoditi razlicite skupine mikroorganizama. Ovaj je odjeljak fokusiran na izvodenje Sarznih testova
aktivnosti kako bi se procijenilo aerobno uklanjanje organskih tvari kao primarni proces uklanjanja koji
provode OHO u konvencionalnim sustavima s aktivnim muljem u potpuno aerobnim uvjetima. Ocjena
aktivnosti ostalih procesa predstavljena je u ostalim odjeljcima ovog izvjesca.

Svrha ovog odjeljka je da sluzi kao vodi¢ za izvodenje Sarznih testova aktivnosti za odredivanje brzina
uklanjanja RBCOD u sustavima s aktivnim muljem i ostalim sustavima s biomasom u suspendiranom
stanju. Odjeljak ne obuhvacéa uklanjanje frakcija SBCOD budué¢i da njihovo odredivanje zahtijeva
izvodenje testova respirometrije opisanih u ovom poglavlju. Nadalje, premda je frakcioniranje organskih
spojeva u ulaznoj otpadnoj vodi na COD (kao i na N i P) od velike vaznosti za projektiranje, rad,
modeliranje i ocjenjivanje uredaja (s aktivnim muljem) za obradu otpadne vode, cilj ovog poglavlja nije
razraditi protokole karakterizacije i frakcioniranja otpadne vode. U tu svrhu Ccitatelja upucujemo na
drugdje objavljene znanstvene i tehnicke izvjestaje (Henze, 1992; Kappeler i Gujer, 1992; Wentzel i sur.,
1995; Hulsbeek i sur., 2002; Roeleveld i van Loosdrecht, 2002; Vanrolleghem i sur., 2003; WERF, 2003;
Langergraber i sur., 2004).

Vazno je primijetiti da i neki od protokola karakterizacije i frakcioniranja otpadne vode, kao i detaljno
odredivanje stvarnih prirasta biomase pomocu organskih tvari iz razli¢itih otpadnih voda, takoder
zahtijevaju testove respirometrije.

4.2 Eksperimentalna struktura

4.2.1 Reaktori

Kako bi se ocijenila aktivnost acrobnog uklanjanja organske tvari pomocu aktivnog mulja, Sarzni testovi
se moraju provesti u aerobnim uvjetima ¢ime ¢e osigurati dovoljno dostupnog otopljenog kisika
(odrzavajuéi koncentracije DO vi§ima od 2 mg L) i dobre uvjete mijesanja. Sto se ostalih procesa tice,
takoder je vazno odrzati prikladnu i Zeljenu temperaturu, preciznu kontrolu pH te imati dodatne otvore za



uzimanje uzoraka i dodavanje influenta, otopina, plinova i bilo kojeg drugog teku¢eg medija ili supstrata
koristenog u testu. Opcenito, za izvodenje testova aerobnog uklanjanja organske tvari mogu se koristiti
sli¢ni bioreaktori sa svojstvima i karakteristikama onih koriStenih za izvodenje Sarznih testova aktivnosti
EBPR (vidi odjeljak 2.2.1). I ovdje se mogu primijeniti preporuke slicne onima opisanima u odjeljku
2.2.1 po pitanju aeracije, mijeSanja i kontrole pH, lokacije i karakteristika otvora za uzorkovanje i
doziranje.

4.2.2 Uzimanje uzoraka aktivnog mulja

Za izvodenje Sarznih testova aktivnosti acrobnog uklanjanja organske tvari, treba uzeti svjezi uzorak na
kraju aerobnog bazena ili faze na mjestu uzorkovanja gdje postoje uvjeti dobrog mijesanja. U idealnom
slucaju, Sarzne testove aktivnosti treba provesti ubrzo nakon uzimanja uzorka (unutar 2 do 3 h nakon
uzorkovanja). Ako se Sarzni testovi aktivnosti ne mogu provesti in situ ili istog dana kad i uzorkovanje,
uzorak aktivnog mulja se moze sakupiti u posudu ili spremnik na kraju aerobne faze i propisno
transportirati i pohraniti u hladnjak ili pomocu leda (ako je moguce, temperaturu treba drzati oko 4 °C).
U svakom slucaju, in situ izvodenje Sarznih testova aktivnosti je pozeljno iz ocitih razloga. Ukupni
volumen aktivnog mulja koji treba prikupiti ovisi o broju (ponavljanje) testova, volumenu reaktora i
ukupnom volumenu uzoraka koje treba uzeti kako bi se ocijenila aktivnost biomase. Cesto se po $arzi
dovoljnim moze smatrati 10-20 L aktivnog mulja uzetog iz uredaja za obradu otpadne vode u punom
mjerilu. S druge strane, uzorci uzeti iz reaktora u laboratorijskom mjerilu rijetko daju vise od 1 L buduci
da laboratorijski sustavi koriste male reaktore (od 0,5 do 2,4 L, a u nekim sluc¢ajevima 8-10 L, iznimno
15 L), a maksimalni volumen koji se moze izvuéi iz laboratorijskih reaktora je ¢esto odreden dnevnim
izvlacenjem viska mulja iz sustava (§to je izravno povezano s staro§¢u mulja i, slijedom toga, definirano
brzinom rasta organiz(a)ma od interesa).

4.2.3 Priprema uzoraka aktivnog mulja

Za Sarzne testove aktivnosti provedene in situ, mulj bi, u nacelu, trebalo prebaciti iz mati¢nog reaktora (u
slu€aju laboratorijski obogac¢enog mulja) ili reakcijskog bazena (u slu¢aju pokusnog ili uredaja u punom
mjerilu) u bioreaktor ili reaktor gdje ¢e se odvijati testovi aktivnosti. Tada bi aktivni mulj trebalo aerirati
najmanje 1 ili 2 h kako bi se uklonio sav preostali bioloski razgradiv COD prisutan u sustavu, uz
istovremeno prilagodavanje uzorka Zzeljenom pH i temperaturi (kako je opisano u odjeljku 2.3.5).
Alternativno, za uklanjanje preostalog COD, aktivni se mulj moze oprati pomo¢u medija za pranje
opisanog u odjeljku 2.3.3 i procedure pranja opisane u odjeljku 2.3.5.

Ako ¢e se provesti samo Sarzni test aktivnosti aerobnog uklanjanja organske tvari (tj. test nitrifikacije
nije od interesa), tada se uzorku mulja moZe dodati inhibitor nitrifikacije odmah nakon $to je mulj
prebaden u bioreaktor (npr. alil-N-tiourea: ATU do preporucene kona¢ne koncentracije od 20 mg L).
Konkretno, time ¢e se zaustaviti nitrifikacija, ¢ime ¢e se izbjeci veca potrosnja kisika, ako ¢e se paralelno
provoditi testovi respirometrije. Uzorci mulja pohranjeni u hladnim uvjetima mogu se takoder oprati
mineralnom otopinom kako bi se uklonile sve preostale organske tvari.

Za sarzne testove koji se provode s uzorcima mulja pohranjenima u hladnim uvjetima (na oko 4 °C),
uzorke mulja treba ,,reaktivirati“ jer pohranjivanje na niskoj temperaturi usporava metabolizam bakterija.
Kako bi se mulj reaktivirao, aktivni mulj treba aerirati 1-2 h na Zeljenom pH i, naro€ito, na temperaturi
istrazivanja.

4.2.4 Medi

Kada se za izvodenje testova aktivnosti koristi prava otpadna voda (bilo sirova ili istaloZena), na prili¢no
jednostavan nacin se mozZe staviti u reaktor/ fermentor. U normalnim ili redovnim uvjetima, taj korak se
odvija na pocetku testa. Ako je to potrebno, sirova otpadna voda se moze filtrirati (kroz sita s otvorima 1
ili 2 mm) ili taloziti (u trajanju od 1 do 3 h). Ako testove aktivnosti treba provesti pri razli€itim
koncentracijama suspendiranih tvari, (i) obradeni efluent iz uredaja moZze se uzeti i koristiti za
razrjedivanje (pod pretpostavkom da su koncentracije suspendiranih tvari u efluentu relativno niske, npr.
20-30 mg TSS L) ili (i) aktivni mulj se moZe koncentrirati dekantiranjem i ispustanjem supernatanta u
nekoliko ponovljenih koraka sve dok se ne postigne MLSS od interesa.



Ako treba izucavati razlicite izvore i koncentracije ugljika, efluent iz uredaja se moze koristiti i za
pripremu polusintetickog medija (sve dok ne sadrzi toksi¢ne ili inhibitorne spojeve) koji sadrzi
koncentraciju RBCOD od interesa koja, na primjer nakon razrjedenja u omjeru 1:1 u bioreaktoru, moze
osigurati ciljanu pocetnu koncentraciju COD. Medutim, ovisno o prirodi i svrsi testova, koncentracije
ugljika prisutne u sintetickoj otpadnoj vodi mogu varirati i proporcionalno se prilagoditi trajanju testa.
Obicno se koncentracije od oko 400 mg COD L' mogu koristiti s aktivnim muljem ili iz laboratorijskog
ili uredaja u punom mjerilu. Osim izvora ugljika, sinteticka otpadna voda mora sadrZzavati potrebne
makro- 1 mikro-elemente. PredloZeni recept za sinteticku otpadnu vodu za pocetni COD od oko 400 mg
COD L mozZe po litri sadrzavati (Smolders i sur., 1994a): 862 mg NaAc-3H,0 (400 mg COD), 107 mg
NH,4CI (28 mg N), 40 mg NaH,PO4:2H,0 (8 mg P), 90 mg MgS0O4-7H,0, 14 mg CaCl,:2H,0, 36 mg
KCl, 1 mg ekstrakta kvasca i 0,3 mL otopine elemenata u tragovima (koja po litri ukljuc¢uje 10 gEDTA,
1,5 g FeCl3-6H,0, 0,15 gH3BO3, 0,03 g CuSO45H,0, 0,12 g MnCl,-4H,0, 0,06 g Na,M0O4-2H>0, 0,12
g ZnSO4+7TH20, 0,18 g KI i 0,15 g CoCl-6H20). Ako se tako Zeli, sintetiCku otpadnu vodu se mozZe
koncentrirati do viSe Zeljene koncentracije COD kako bi se objasnile potencijalne stope razrjedivanja,
sterilizirati u autoklavu (1 h pri 110 °C) i koristiti kao koncentriranu otopinu ako ¢e se u definiranom
vremenskom razdoblju provoditi nekoliko testova. Medutim, otopinu treba baciti ako se opazi bilo kakva
precipitacija ili ako izgubi transparentnost.

Za eksperimente koji se izvode s laboratorijski oboga¢enim kulturama, testove je najbolje izvoditi s
istom (sintetiCkom) otpadnom vodom koja je koriStena za kultivaciju s istraZivanim koncentracijama
ugljika, osim ako nije potrebno drugacije. Alternativno, slicno uzorcima iz uredaja u punom mjerilu, moze
se prikupiti efluent iz reaktora, filtrirati kroz grube filtre kako bi se uklonile krupne Cestice te koristiti za
pripremu potrebnog medija.

4.2 5 Analiticki testovi

Vecina potrebnih analitickih testova (za odredivanje COD, ukupnog P, PO4, NH4 NO,, NO3, TSS, VSS
itd.) moZe se provesti pomocu standardiziranih i uobicajeno koriStenih protokola detaljno opisanih u
Standardnim metodama (APHA i sur., 2012). Za odredivanje otopljenih parametara kao $to je topivi
COD, PO4, NH4, NO; i NO3, uzorke treba filtrirati odmah nakon uzimanja kroz filtare s porama veli¢ine
0,45 pm. Od dvije najcesce koriStene metode za analiticko odredivanje COD, preporucuje se bikromatna
metoda, buduéi da permanganatna metoda ne oksidira u potpunosti sve organske spojeve (Henze i
Comeau, 2008). Odredivanje VFA (poput acetata, propionata i hlapivih masnih kiselina) moZe se provesti
pomocu GC. Glukoza i ostali spojevi ugljika (ukljucuju¢i VFA) mogu se odrediti pomo¢u HPLC.

4. .6 Parametri od interesa

Kako bi se odredila i ocijenila aktivnost OHO, mogu se procijeniti razliciti stehiometrijski omjeri i
kineticke brzine, kako je prikazano u tablici 4.1.

Vazno je spomenuti da je Arhenijusov temperaturni koeficijent od izmedu 1,060 i 1,123 (s tipicnom
vrijednoscu od 1,070) predlozen za opis aerobnog uklanjanja organske tvari (Metcalf i Eddy, 2003).

Kako je prikazano u tablici 4.1, teoretski stehiometrijski prirast biomase na bioloski razgradivim
organskim tvarima iznosi 0,67 ¢ COD g COD"' (Metcalf i Eddy, 2003; Ekama i Wentzel, 2008a).
Medutim, uobicajeno je promatrati viSe stehiometrijske omjere koji navodno mogu dosegnuti do 0,90-
0,91 g COD g COD™! (Dircks i sur., 1999; Goel i sur., 1999). Ako je to slucaj, treba biti svjestan da su
vrijednosti vise od 0,67 g COD g COD™! prouzrokovane izravnim pohranjivanjem bioloski razgradivih
organskih tvari, a ne ve¢im prirastom biomase. Takvi se procesi obi¢no javljaju kad je RBCOD (Sg)
dominantna organska tvar u uredajima projektiranima sa selektorima. Dodatni detalji dostupni su u
literaturi (Gujer i sur., 1993; Henze i sur., 2008). Vezano uz aerobne brzine uklanjanja organske tvari,
one navedene u literaturi mogu jako varirati od 3 do 10 g COD-supstrat g COD-biomasa™ d!. Glavni
razlog za to moze biti neto koncentracija aktivne biomase prisutne u sustavu (u odnosu na ukupnu
koncentraciju MLVSS). Kratki SRT (manje od 3 dana) moze dovesti do velike frakcije aktivne biomase
u odnosu na VSS prisutan u sustavu, §to bi se moglo odraziti u visokoj brzini uklanjanja organske tvari.
Medutim, (jako) dugi SRT (na primjer, puno duze od 20 dana) ¢e dovesti do veceg nakupljanja bioloski
nerazgradivog VSS (prisutnog u influentu) ili koji su endogenom respiracijom proizveli OHO (mjerljivo
i kao MLVSS), §to povecava koncentraciju MLVSS u mulju i dovodi do niZe maksimalne specificne
brzine uklanjanja COD, qomno.cop,ox. Prema tome, najvisi qouno,con,ox (do 10 g COD-supstrat g COD-



biomasa™! d') se moZe oekivati u testovima koji se izvode s uzorcima aktivnog mulja koji sadrze
relativno velike koncentracije aktivne biomase OHO, §to se obi¢no opaZa u sustavima s muljem male
starosti.

Tablica 4.1 Ocekivani stehiometrijski i kineticki parametri od interesa za sustave s aktivnim muljem koji provode aerobno uklanjanje
organske tvari.

Parametar

Napomena Referenca

Aerobni stehiometrijski parametar Youo (g COD-biomasa g COD-supstrat™)

0,67 Teoretski omjer Ekama i Wentzel (2008a)
0,72 Acetat kao izvor organske tvari Dircks i sur. (1999)
0,37 Metanol kao izvor organske tvari McCarty (2007)

0,65 Format kao izvor organske tvari McCarty (2007)

0,40 -0,80; obi¢no 0,60 jedinica g VSS g BOD"! Metcalf i Eddy (2003)
0,30-0,60 jedinica g VSS g RBCOD"! Metcalf i Eddy (2003)
0,67-0,792* Razliciti izvori organske tvari RBCOD Guisasola (2005)

0,91* Glukoza kao izvor organske tvari Dircks i sur. (1999)
0,90% Glukoza kao izvor organske tvari Goel i sur. (1999)
Aerobni kineticki parametar qoro,conox (g COD supstrat g COD-biomasa™' d”')

6 ASM2d model Henze i sur. (1999)
2-10, obi¢no 5 gRBCOD g VSS'd! Metcalf i Eddy (2003)
3-10 Kappeler i Gujer (1992)

4.3 Aerobni SarZni testovi aktivnosti organske tvari: priprema

43

.10prema

Za izvodenje aerobnih organskih Sarznih testova aktivnosti potrebna je sljede¢a oprema:

1.

B

® =N

10.

Sarzni reaktor ili fermentor opremljen sustavom za mijesanje i odgovarajuéim otvorima za
uzorkovanje (kako je opisano u odjeljku 4.2.1).

Dobava kisika (izvori zraka ili ¢istog kisika).

pH elektroda (ako nije uklju¢ena/ugradena u strukturu Sarznog reaktora).

Dvosmjerni kontrolor pH za dodavanje HCI i NaOH (alternativno, moZe se koristiti jednosmjerna
kontrola, op¢enito za dodavanje HCI, ili ru¢na kontrola pH kroz ru¢no dodavanje HCI i NaOH).
Termometar (preporuceni radni raspon temperature od 0 °C do 40 °C).

Sustav za kontrolu temperature (ako nije ukljucen u strukturu Sarznog reaktora).

Mjera¢ DO s elektrodom (ako nije ukljucen/ugraden u strukturu Sarznog reaktora).

Automatski dvosmjerni kontrolor za dobavu plina duSika i kisika (ako nije ukljucen u strukturu
SarZnog reaktora i ako se testovi moraju provesti pri definiranoj koncentraciji DO).

Centrifuga s kapacitetom radnog volumena od najmanje 250 mL radi izvodenja postupka pranja mulja
(ako je potrebno).

Zaporni sat.

Provjerite jesu li sve elektrode i mjeraci (pH, temperatura i DO) kalibrirani najmanje 24 h prije

izvodenja Sarznih testova aktivnosti u skladu sa smjernicama i preporukama proizvodaca i/ili dobavljaca.
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1.

.2 Materijali

Dvije menzure od 1 ili 2 L (ovisno o koristenim koli¢inama mulja) za Cuvanje aktivnog mulja i pranje
mulja ako je potrebno.

Najmanje 2 plasticne Sprice (po moguénosti od 20 mL ili najmanje 10 mL) za prikupljanje i
odredivanje topivih spojeva (nakon filtracije).

Najmanje 3 plasticne Sprice (po mogucnosti od 20 mL) za prikupljanje krutina, partikulatnih ili
unutarstani¢nih spojeva (bez filtracije).

Filtar s porama veli¢ine 0,45 pum. Po moguc¢nosti ne od celuloznog acetata zato §to mogu otpustiti
odredene tragove celuloze ili acetata u prikupljene uzorke vode. Razmotriti najmanje dvostruko vise
filtara od broja uzoraka koje treba filtrirati za odredivanje topivih spojeva.



5. Prozirne plasti¢ne ¢aSice od 10 ili 20 mL za prikupljanje uzoraka za odredivanje topivih spojeva
(npr. topivi COD, amonij, ortofosfat).

6. Prozirne plasti¢ne ¢aSice od 10 ili 20 mL za prikupljanje uzoraka za odredivanje suspendiranih krutina
umjeSavni vode i mulja (MLSS) i volatilnih suspendiranih krutina (MLVSS). Razmotriti prikupljanje
trostrukog broja tih uzoraka zbog varijabilnosti analiticke tehnike.

7. Plati¢na kutija ili kutija za suhi led punjena ledom s potrebnom zapreminom za privremenu pohranu
(u trajanju do 1-2 h nakon zavrSetka Sarznog testa aktivnosti) plasticnih ¢aSica i plasti¢nih cijevi za
centrifugiranje nakon prikupljanja uzoraka.

8. Plasti¢ne rukavice i zaStitne naocale.

9. Pasteurove ili plasti¢ne pipete za dodavanje HCI i/ili NaOH (kad se kontrola pH provodi ru¢no).

10. Metalne laboratorijske kvacice ili stezaljke za zatvaranje cijevi koriStenih kao otvor za uzorkovanje
kad se uzorci ne uzimaju iz reaktora/bioreaktora.

4.3.3 Radne otopine

Prava otpadna voda

Ako se za SarZni test aktivnosti koristi prava otpadna voda, uzorak se mora uzeti u influentu
odgovarajuceg uredaja za obradu otpadne vode, a SarZni test aktivnosti treba provesti Sto je prije
moguce nakon uzimanja uzorka. Ako se zbog lokacije i udaljenosti testovi ne mogu provesti u manje
od 1 ili 2 h nakon uzimanja uzorka, tada uzorak otpadne vode treba ¢uvati na hladnom dok se test ne
provede (npr. stavljanjem posude ili spremnika u hladnjak na temperaturu od 4 °C). Ipak, prije
izvodenja testa, temperaturu otpadne vode treba prilagoditi ciljanoj temperaturi na kojoj ¢e se izvoditi
SarZzni test aktivnosti (po mogucénosti dosegnutoj u manje od 1 h). U tu se svrhu moZze koristiti vodena
kupelj ili prostorija s kontroliranom temperaturom.

Sinteticki influentni medij ili supstrat

Ako se testovi mogu ili ih se Zeli provesti sa sintetickom otpadnom vodom, tada sinteticki influent

moze sadrzavati mjesavinu ugljika i (makro- i mikro-) nutrijenata. Opcenito, moze ih se pomijesati

sve zajedno u istom mediju, sve dok se ne opazi precipitacija. UobiCajeni sastav i koncentracija su:

a. Otopina izvora ugljika: mora se sastojati od izvora RBCOD kao §to je VFA (poput acetata ili
propionata) ili glukoza, ovisno o prirodi i cilju testa i odgovarajuc¢im istrazivackim pitanjima. Za
uzorke mulja bilo iz laboratorijskih ili sustava u punom mjerilu preporucuje se pocetna
koncentracija COD od oko 400 mg L.

b. Otopina nutrijenata: Trebala bi sadrzavati sve potrebne makro- (amonij, fosfor, magnezij, sulfat,
kalcij, kalij) i mikro-nutrijente (Zeljezo, bor, bakar, mangan, molibdat, cink, jod, kobalt) kako bi
se osiguralo da stanice nisu ograni¢ene njihovim izostankom i izbjeglo dobivanje krivih rezultata
te, u ekstremnim slu¢ajevima, neuspjeh testa. Dakle, premda njihove koncentracije mogu djelovati
trivijalnima, nuzno je osigurati da se u otopinu dodaju sve sastavnice u potrebnim koli¢inama.
Sljedeci sastav otopine nutrijenata se moze preporuciti za influente koji sadrze do 400 mg COD
L (na temelju Smolders i sur., 1994a) po litri: 107 mg NH,4Cl (28 mg), 90 mg MgSO,-7H,0, 40
mg NaH,PO,-2H,0 (8 mg P), 14 mg CaCl,-2H,0, 36 mg KCI, 1 mg ekstrakta kvasca i 0,3 mL
otopine elemenata u tragovima (koja po litri ukljucuje 10 g EDTA, 1,5 g FeCl;-6H,0, 0,15
gH3;BO:;, 0,03 g CuSO45H0, 0,12 g MnCl»-4H,0, 0,06 g Na,M004-2H,0, 0,12 g ZnSO47H,0,
0,18 g KI'i 0,15 g CoCl-6H,0). Sli¢ne otopine nutrijenata mogu se koristiti tako dugo dok sadrze
sve prethodno navedene potrebne nutrijente.

c. Medij za pranje: Ako se uzorak mulja mora oprati kako bi se uklonio preostali COD ili prisutnost
nezeljenih spojeva (koji ¢ak mogu biti inhibitorni ili toksi¢ni), potrebno je pripremiti otopinu
nutrijenata. Za pranje mulja mogla bi se koristiti sljedeca otopina nutrijenata koja po litri sadrzi
(Smolders i sur., 1994a): 107 mg NH4Cl, 40 mg NaH,PO,-2H,0, 90 mg MgSO,-7H,0, 14 mg
CaCl, 2H,0, 36 mg KCI, 1 mg ekstrakta kvasca i 0,3 mL otopine elemenata u tragovima (koja po
litri ukljucuje 10 g EDTA, 1.5 g FeCl3-6H,O, 0,15 gH3BO;, 0,03 g CuSO45H:0, 0,12 g
MnCl,-4H,0, 0,06 g Na,MoO42H,0, 0,12 g ZnSO,47H,0, 0,18 g KI and 0,15 g CoCl-6H,0).
Proces pranja se moZe ponoviti dva ili tri puta. Nakon toga, mogu se poduzeti naredni koraci
pripreme testova aktivnosti Sarze.

d. Otopina ATU: Kako bi se inhibirala nitrifikacija, moze se pripremiti otopina ATU da dosegne
pocetnu koncentraciju od oko 20 mg L' (nakon dodavanja). Otopinu ATU treba dodati prije
izlaganja mulja aerobnim uvjetima (ukljucujuéi pripremu ili aklimatizaciju uzorka mulja).



e. Kisele i bazne otopine: 100-250 mL 0,2 M otopine HC1 i 100-250 mL 0,2 M otopine NaOH za
automatsku ili ru¢nu kontrolu pH.

Na kraju, radne i koncentrirane otopine potrebne za odredivanje analiti¢kih parametara od interesa
takoder moraju biti pripremljene u skladu sa Standardnim metodama i odgovaraju¢im protokolima.

4.3.4 Priprema materijala

1. Prikupite materijale za izvodenje Sarznih testova aktivnosti, a definiranje broja uzoraka koje treba
uzeti moze se pripremiti slijedeci iste korake predstavljene u odjeljku 2.3.4.

2. Odredivanje ucestalosti uzimanja uzoraka: za odredivanje maksimalne kineticke brzine uklanjanja
RBCOD, uzorke treba uzimati svakih 5 min tijekom prvih 30-40 min trajanja Sarznog testa aktivnosti.

3. Uzmite niz uzoraka prije dodavanja bilo kakvog medija kako bi se povecala pouzdanost podatka i
utvrdilo pocetno stanje mulja.

4. Pazljivo definirajte maksimalni i minimalni radni volumen reaktora u skladu s preporukama u odjeljku
2.3.4.

5. Nakon §to se definira broj i ucestalost uzimanja uzoraka, oznadite sve plasti¢ne ¢asice. Definirajte
nomenklaturu i/ili kraticu za lakSe identificiranje i raspoznavanje Sarznog testa, viemena uzorkovanja
i paramet(a)ra od interesa koje treba odrediti pomocu tog uzorka. Oznacavanje i plasti¢nih CaSica i
poklopca pomo¢i ¢e u lakSem identificiranju uzorka.

6. Tablica 4.2 sadrzi primjer radnog lista za izvodenje i praéenje uzimanja uzoraka i provodenje Sarznog
testa. Uz to, moze se koristiti i za vodenje baze podataka o razli¢itim provedenim Sarznim testovima.

7. Organizirajte sav potreban materijal u relativno uskom krugu rada oko laboratorijske strukture kako
bi se izbjeglo kaSnjenje u postupanju i pripremi uzoraka.

8. Kalibrirajte sve mjerace (pH, DO i termometar) manje od 24 h prije izvodenja testova i Cuvajte ih u
odgovarajuc¢im otopinama do izvodenja testova, slijede¢i pritom posebne preporuke odgovarajuceg
proizvodaca ili dobavljaca. Potvrdite i da su o¢itanja pouzdana.

9. Uzorke propisno pohranite i ¢uvajte ih dok ne budu analizirani. Tablica 2.2 sadrzi preporuke za
¢uvanje uzoraka ovisno o analitickom odredivanju parametra od interesa.

4.3.5 Priprema aktivnog mulja

Ove procedure smatraju da se Sarzni testovi aktivnosti mogu provesti §to je prije moguce nakon uzimanja

uzoraka iz uredaja u punom myjerilu ili laboratorijskih sustava ili, u najgorem slucaju, unutar 24 h nakon

uzorkovanja. Izvodenje Sarznih testova 24 h nakon uzimanja uzoraka se ne preporucuje zbog

potencijalnih promjena i raspadanja mikroorganizama. Imajuéi to na umu, preporucuju se sljedece

procedure za pripremu uzoraka aktivnog mulja za izvodenje testova Sarzne aktivnosti:

1. Ako se Sarzni testovi aktivnosti mogu provesti u manje od 1 h nakon uzimanja uzorka mulja i ako
uzorak mulja ne treba oprati:

a. Temperaturu Sarznog bioreaktora prilagodite ciljanoj temperaturi istrazivanja.

b. Uzmite uzorak mulja na kraju aerobne faze.

c. Prebacite uzorak mulja u reaktor ili fermentor.

d. Konacnoj koncentraciji dodajte otopinu ATU od 20 mg L' kako bi se inhibirala nitrifikacija
(narocito ako ¢e se provoditi testovi respirometrije) (vidi odjeljak 4.3.3).

e. Zapocnite s mijesanjem (100 — 300 rpm) i pratite temperaturu i pH uzorka mulja tako da unutar
reaktora postavite eksterni termometar (ako struktura nema ugraden termometar) sve dok mulj ne
postigne ciljanu temperaturu i pH istraZivanja.

f. Pocnite aerirati uzorke mulja, odrzavajuéi koncentraciju otopljenog kisika ve¢om od 2 mg L.

g. Zapocnite s aerobnim Sarznim testovima aktivnosti jednom kad pH i DO budu stabilni.

2. Ako uzorak aktivnog mulja treba oprati, tada se koraci prikazani u odjeljku 2.3.5 (za testove koji se
mogu provesti u manje od 1 h ili 24 h nakon uzorkovanja) mogu slijediti za pripremu uzoraka aktivnog

mulja koriste¢i medij za pranje naveden u odjeljku 4.3.3.

4.4 Aerobni Sarzni testovi aktivnosti organske tvari: izvodenje

Sli¢no prethodnim testovima, kako bi se olakSalo izvodenje i za potrebe evidentiranja i arhiviranja
podataka, unaprijed treba pripremiti eksperimentalni plan provedbe sli¢an onom prikazanom u tablici 4.2.
Aerobni testovi aktivnosti uklanjanja organske tvari mogu se provesti kako bi se ocijenilo uklanjanje



RBCOD u sustavima s aktivnim muljem. Mogu se provoditi s uzorcima aktivnog mulja iz uredaja u
punom mjerilu ili laboratorijskih sustava koriste¢i pravu ili sinteti€ku otpadnu vodu. Uzorke treba
prikupljati na kraju aerobne faze sve dok u uzorku ne bude prisutan RBCOD. Za izvodenje testa
organskog uklanjanja organske tvari predlazu se sljede¢i koraci:

Test OHO.AER.1. Jedinstven aerobni test uklanjanja organske tvari

a.

°

Nakon $to je mulj prikupljen, pripremljen i prenesen u Sarzni reaktor (vidi odjeljak 4.3.5), uzorak
odrzavajte aeriranim najmanje 30 min, uz istovremenu potvrdu da su pH i temperatura na ciljanoj
vrijednosti od interesa. U protivnom, postavite odgovarajuce zadane vrijednosti (ako se koriste
automatski kontrolirapH i temperatura) ili ih podesite ru¢no. Pri¢ekajte dok se ne postignu stabilni
uvjeti.

Osigurajte da je koncentracija DO veé¢a od 2 mg L.

Pratite vrijeme izvodenja i uzorkovanja pomoc¢u zapornog sata.

Kada se postignu stabilni operativni uvjeti (nekih 20 min prije pocetka testa), uzmite prve uzorke iz

vodne faze i biomase kako bi se odredile pocetne koncentracije parametara od interesa: topivi COD,

NH,, PO, i1 koncentracije MLSS i MLVSS.

Pricvrstite Spricu za uzimanje uzoraka, zatim otvorite ili otpustite laboratorijsku stezaljku koja zatvara

otvor za uzorkovanje te gurajte i vucite injekciju nekoliko puta dok se ne prikupi homogeni uzorak

(obicno je potrebno oko 5 puta). Kada je injekcija puna, zatvorite stezaljku i uklonite injekciju.

Odmah filtrirajte uzorke koriStene za odredivanje topivog COD, NH4, PO4 (kroz filtre s velicinom

otvora 0,45 pm). Ostale uzorke (npr. MLVSS i MLVSS) treba pripremiti u skladu s odgovaraju¢im

protokolima.

Prije i za vrijeme testa uzorke pohranite na temperaturi od 4 °C u hladnjaku ili po moguénosti u

hladnom spremniku s ledom.

Pocnite s izvodenjem aerobnog testa s pocetnim vremenom nula uz dodavanje prave ili sinteticke

otpadne vode (kao otopine izvora ugljika).

Dodajte pravu otpadnu vodu ili sinteti¢ki influent kako bi se postigao pocetni omjer RBCOD i

MLVSS u reaktoru od oko 0,10 mg COD mg VSS™. Na primjer, pocetne koncentracije RBCOD i

MLVSS nakon mije$anja mogu se kretati oko 400 mg COD L™ za uzorke koji sadrze 4,000 mg VSS

L. Visi ili nizi omjeri takoder mogu biti prihvatljivi sve dok postoji dovoljno vremena za

uzorkovanje.

Osigurajte da o¢itanja DO ostanu iznad 2 mg L' nakon dodavanja otpadne vode i da ne dode do veé¢ih

varijacija temperature i pH (viSe od 1 °C za temperaturu ili + 0,1 za pH).

Trajanje i uzorkovanje:

(i) Testovi obi¢no mogu trajati izmedu 2 i 4 h za pocetne koncentracije topivog COD do 400 mg
COD L™! (pri pH 7,01 20 °C).

(i1) Za odredivanje aerobnih kinetickih parametara, uzorke za odredivanje topivog COD trebalo bi
uzimati svakih 5 min u prvih 30-40 min izvodenja testa. Nakon tog razdoblja, ucestalost
uzorkovanja moze se smanjiti na 10 ili 15 min tijekom prvog sata, a kasnije na svakih 15 ili 30
min dok test ne zavrsi.

Aerobni test zakljucite uzimanjem uzoraka za odredivanje koncentracija topivog COD, MLSS,

MLVSS, NHs i POs.

. Organizirajte uzorke i osigurajte da su svi uzorci cjeloviti i propisno obiljezeni kako bi se izbjeglo

mijesanje uzoraka i trivijalne pogreske.

Dok se prikupljeni uzorci ne analiziraju, Cuvajte i pohranite ih kako je preporuceno odgovaraju¢im
analitickim procedurama.

Ocistite uredaj i poduzmite odgovarajuée mjere kako bi se zadrzali i ocuvali razli¢iti senzori, oprema
i materijali.

Zadrzite mulj (dio) koristen u testu za moguce kasnije koriStenje (npr. za identifikaciju mikroba).

4.5 Analiza podataka

Prirast biomase na COD je glavni stehiometrijski parametar od interesa za ocjenu aerobne stehiometrije
obi¢nih heterotrofnih organizama (Tablica 4.1). Medutim, aerobni Sarzni test aktivnosti predstavljen u
ovom odjeljku ne moze se koristiti za odredivanje Yono. To je uglavnom stoga sto se za odredivanje Yoo,
testovi respirometrije moraju provesti paralelno s aerobnim testovima kako bi se ocijenila koli¢ina COD



koja se koristi za proizvodnju energije. To je predstavljeno u drugoj literaturi (Wentzel i sur., 1995; Dircks
isur., 1999; Goel i sur., 1999; Guisasola i sur., 2005).

Maksimalna specifi¢na aerobna brzina uklanjanja RBCOD (qomo.cop,ox) moze se izracunati tako da se
graficki prikazu eksperimentalni podaci dobiveni u aerobnim Sarznim testovima aktivnosti (os y) u
ovisnosti o vremenu (0s X), a specifi¢na brzina se procijeni pomocu linearne regresije. Buduci da nas
zanimaju maksimalne brzine, moZe se primijeniti pristup s linearnom regresijom tako da se procijeni iz
viSe od 4 do 5 eksperimentalnih toCaka uz istovremeno ostvarivanje statistickog koeficijenta
determinacije (R?)ne nizeg od 0,90-0,95. To je glavni razlog zasto je udestalost uzorkovanja unutar prvih
30-40 min izvodenja Sarznih testova aktivnosti postavljena na 5 min. Maksimalna volumetrijska brzina
moze se odrediti na temelju nagiba jednadzbe pravca linearne regresije. To ¢e dovesti do odredivanja
maksimalne volumetrijske brzine (obi¢no se navodi u jedinicama kao $to su mg L' h'! ili g m3d!). Na
slici 4.1 prikazana je procjena maksimalnih brzina aerobnog uklanjanja za jednu kulturu OHO.

-1 R-1
OHO,COD,O)((mg cop Lh )

COoD (mg L")

® o o oo
Vrijeme (h)

Slika 4.1 Primjer odredivanja maksimalne aerobne volumetrijske brzine uklanjanja organske tvari (izrazena umg COD L™ h™") u aerobnom
Sarznom testu aktivnosti.

Brzina se moze izraziti kao maksimalna specificna brzina tako da se volumetrijska brzina (ili
vrijednost nagiba) podijeli s koncentracijom VSS u aktivnom mulju. Vazno je napomenuti da se
maksimalna specificna brzina rasta ne moze jednostvno izraCunati pratec¢i povecanje koncentracija
biomase tijekom ciklusa buduci da ona moze biti prakti¢ki zanemariva i potpasti pod standardnu pogresku
analitickog odredivanja MLVSS. Umjesto toga, mogu se provesti ili dugotrajni neprekinuti testovi ili
aerobne testove aktivnosti treba kombinirati s testovima respirometrije kako je prikazano u drugoj
literaturi (Kappeler i Gujer, 1992; Wentzel i sur., 1995).

4.6 Primjer

4.6.1 Opis

Kako bi se ilustriralo izvodenje acrobnog Sarznog testa aktivnosti za OHO, u ovom se dijelu predstavljaju
podaci iz testa provedenog na 15 °C s uzorkom aktivnog mulja iz uredaja u punom mjerilu. Test
OHO.AER.1 je proveden kako bi se odredila aecrobna brzina uklanjanja RBCOD za OHO. Prema tome,
Sarzni test aktivnosti je proveden u reaktoru od 3,0 L. Sva oprema, aparatura i materijali su pripremljeni
kako je opisano u odjeljku 4.3. Senzori za pH i DO su kalibrirani manje od 24 h prije izvodenja testa.
Test je trajao 4 h. Prije Sarznog testa, 1,25 L svjezeg aktivnog mulja prikupljenog na kraju aerobne faze
uredaja u punom mijerilu prebaceno je u reaktor i aklimatizirano 1 h na 15 °C uz sporo mijesanje (100
rpm) pri pH 7,0 slijede¢i preporuke opisane u odjeljku 4.3.5. Priprema aktivnhog mulja za testove
provodena je manje od 1 h nakon prikupljanja mulja. Nakon toga, 20 min prije pocetka testa, mijesanje
je pojacano na 300 rpm i uzeti su uzorci za odredivanje parametara od interesa (u skladu s izvodenjem
Testa OHO.AER.1). Test je zapoceo dodavanjem 1,25 L sintetickog medija koji je sadrzavao 400 mg
COD L kao Ac. Ostali makro- i mikro-nutrijenti kao i 20 mg L' ATU su ukljuceni u sinteti¢ki medij u
skladu s odjeljkom 4.3.3. Bududi da se test provodio na 15 °C, temperatura sintetickog medija je takoder



prilagodena na 15 °C u vodenoj kupelji koja je radila na istoj temperaturi prije dodavanja. Uzorci su
uzimani svakih 5 min u prvih 30 min aerobne faze. Odmah nakon prikupljanja, svi uzorci su pripremljeni
1 spremljeni kako je opisano u odjeljku 4.3.4. Svi prikupljeni uzorci su analizirani kako je opisano u
odjeljku 4.2.4. Tablica 4.2 prikazuje eksperimentalni plan provedbe testa.

4.6.2 Analiza podataka

Slijedom rezultata Sarznog testa aktivnosti prikazanih u tablici 4.2, na slici 4.2 prikazana je procjena
maksimalnih volumetrijskih brzina OHO primjenom linearne regresije.
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Slika 4.2 Graficki prikaz podataka dobivenih u primjeru eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje SarZnog testa aktivnosti (tip
OHO.AER.1) provedenog s aktivnim muljem iz uredaja u punom mjerilu na 15 °Ci koristeci sintetickiinfluent pri pH 7,0. Glavna linija trenda
pokazuje brzinu konverzije RBCOD za daljnju procjenu maksimalne specifi¢ne kineticke brzine.

Na temelju maksimalne volumetrijske brzine uklanjanja COD prikazane na slici 4.2 i uzimajuci u
obzir koncentraciju MLVSS od 1,890 mg L (kao prosjecna koncentracija MLVSS opaZena medu
uzorcima mulja uzetima na pocetku i na kraju testa), moze se procijeniti specificna brzina uklanjanja
RBCOD od 0,20 g COD g VSS™ h'l, §to odgovara oko 4,81 g RBCOD g VSS™! d!. Koristeé¢i omjer COD-
VSS za biomasu od 1,42 g COD g VSS™! (Metcalf i Eddy, 2003), moZe se izradunati qono,cop,oxof 3.39 g
RBCOD g VSS™ d!. Nadalje, buduéi da test nije proveden pri 20 °C veé pri 15 °C, pomoéu tipi¢nog
Arhenijusovog koeficijenta od 1,07 za aktivnost OHO (Metcalf i Eddy, 2003), moZe se odrediti
qono,con,ox of 4.75 ¢ RBCOD g COD! d! (3.39 g RBCOD g VSS™! d!' / 1.071529), Ta vrijednost je u
rasponu ostalih maksimalnih specifi¢nih brzina navedenih za aerobne procese uklanjanja organske tvari.
VaZno je napomenuti da je sinteti¢ki influent sadrzavao 400 mg COD L', a koncentracija COD izmjerena
5 min nakon pocetka testa bila je 203 mg COD L' zbog razrjedenja 1,25 L sinteti¢kog influenta s 1,25 L
aktivnog mulja (koji nije sadrzavao RBCOD) i velike brzine uklanjanja. Stovise, moZe se primijetiti i da
je: (i) pocetna koncentracija COD u aktivnom mulju prije dodavanja otpadne vode iznosila oko 56 mg L
!, a (ii) zavrna koncentracija COD na kraju testa ostala je na oko 30 mg COD L. Ova potonja
koncentracija odgovara topivom bioloski nerazgradivom COD prisutnom u uzorku aktivnog mulja koji
se ne moze ukloniti bioloskim putem (kako je objasnjeno ranije u ovom poglavlju).



Tablica 4.2 Primjer eksperimentalnog plana provedbe za izvodenje Sarznog testa aktivnosti (tip OHO.AER. 1) provedenog s aktivnim muljem
iz uredaja u punom mijerilu na 15 °Ckoristedi sintetski influent pri pH 7,0.

Aerob rzni testovi uklanjanja COD Oznaka: OHO.AER.1
Datum: Cetvrtak 09.10.2015. 10:00 h Eksperimentalna procedura u kratkim crtama: Vrijeme (h:min)
Opis: Testovi pri 25 °C, pH 7, sinteticki supstrat 1. Potvrditi dostupnost materijala za uzorkovanje i potrebne opreme. 08:00

i uzorak iz gradskog uredaja 2. Potvrditi kalibriranost i funkcionalnost sustava, mjeraca i senzora. 08:10
Test br.: lod6 3. Prebaciti 1,25 L mulja u $arZni reaktor. 08:30
Trajanje 4,0 h (240 min) 4. Zapoceti s njeznim mijesanjem i upuhivanjem plina pri zadanoj Ti pH. 08:40
Supstrat: Sintetitki: Acetat (350 mg L™) + mineralna otopinas N i P 5. 20 min prije poCetka uzeti uzorak radi odredivanja pocetnog stanja. 09:40
Tocka uzorkovanja: Srednja visina mjesavine mulja i vode u SBR-u 7. Zapoceti test: dodati 1,25 L sinteti¢kog influenta (nulta minuta). 10:00
Uzorci br.: OHO.AER.1(1-22) 8. 5. minuta: nastaviti s programom uzorkovanja u skladu s planom provodenja 10:05
Ukupan volumen uzorka: 222 mL 9. 240. minuta: zaustaviti aeraciju i mijesanje. 14:00

(10 mL za MLVSS, 6 mL za ostale uzorke) 11. Organizirati uzorke i ocistiti sustav. 14:15
Volumen reaktora: 2,5L 12. Provijeriti jesu li svi sustavi iskljuceni. 14:20

Plan provodenja uzorkovanja

Vrijeme (min) 20 0 5 10 15 20 25 30 40 50 60 75
Vrijeme (h) 033 0.00 0.08 0.17 0.25 0.33 0.42 0.50 0.67 0.83 1.00 1.25
Uzorak br. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Parametar AEROBNA FAZA

HAc (mg L?) 56 203 195.5 184 173 158.5 143.5 135.5 129 119.5 83
PO-P (mg L") 12!

NH,-N (mg L) 53"

MLSS i MLVSS (mg L™) Vidi tablicu See table

! Prosje¢na vrijednost koncentracije prisutne u sintetickom supstratu i tekucoj fazi uzorka mulja prije pocetka testa.

Plan provodenja uzorkovanja (nastavak)

Vrijeme (min) 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Vrijeme (h) 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00
Uzorak br. 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Parametar AEROBNA FAZA

HAc (mg L") 73 63 43 38 28 30.5 33 25.5 28 26.5 30
PO,-P (mg L?) 1.8
NH4-N (mg L) 8.3
MLSS i MLVSS (mg L) Vidi tablicu

Mjerenja MLSS i MLVSS

Tocka uzorkovanja Cagica br. W1 W2 W3 W2-W1 W2-W3 MLSS MLVSS Omjer
Poetak aerobne faze’ 1 0.08835 0.10741 0.08849 0.01906 0.01892 1,906 1,892 0.99
2 0.08835 0.10759 0.09018 0.01924 0.01742 1,924 1,742 0.91

3 0.08834 0.10683 0.08940 0.01849 0.01742 1,849 1,742 0.94

Prosjek 1,893 1,792 0.95

Kraj aerobne faze 4 0.08868 0.10758 0.08934 0.01890 0.01824 1,890 1,824 0.97
5 0.08764 0.10617 0.08874 0.01853 0.01742 1,853 1,742 0.94

6 0.08722 0.10648 0.08973 0.01926 0.01675 1,926 1,675 0.87

Prosjek 1,890 1,747 0.93

2 Uzorak uzet prije dodavanja supstrata.

Sastav biomase

Tocka uzorkovanja Pocetak aer. Kraj aer.

MLSS (mg L) 1,893 1,890 Napomena:

MLVSS (mg L?) 1,792 1,747 Acetat (CH,0) 30.03 mg C-mmol™
Omjer 0.95 0.93 Ortofosfat (PO,>-P) 31.00 mg P-mmol™®
Pepeo (mg L) 101 142 Amonij (NH,*-N) 14.00 mg N-mmol™

Prisutnost dusika (kao amonija) i fosfora (kao ortofosfata) na pocetku (od oko 5,3 odnosno 1,2 mg L' u
aktivnom mulju) i kraju testa (8,3 odnosno 1,8 mg L) ukazuje na to da ti mikro-nutrijenti nisu bili
ogranic¢avajuci. Zapravo, koncentracije su vise na kraju testa zato Sto je sinteticki influent sadrzavao oko
28 mg NH,-N L' i 8 mg PO4-P L. Prema tome, nakon razrjedivanja i potro$nje nutrijenata za sintezu
biomase, na kraju aerobnog testa ostalo je 8,3 mg NH4-N L i 1,8 mg PO,-P L. Ako trebaju biti poznate
stvarne potrebe za dusikom (Nrq) 1 fosforom (Pyq), onda se mogu procijeniti pomocu sljedecih izraza:

_ Ycop - RBCODemoved * Ns

Nreq - 4.2

fey




_ Ycop  RBCODemoved * Ps

Preq - 4.3

fey

Pri tome je Yono prirast biomase (u COD-biomasa COD-supstrat™), RBCOD;emoved j€ koncentracija
RBCOD uklonjena u testu (uzimajuéi u obzir pocCetnu koncentraciju COD i potencijalne ucinke
razrjedenja), Ns je duSik potreban za rast biomase pretpostavljen da iznosi oko 0,10 g N g VSS™!, Ps je
fosfor potreban za rast biomase pretpostavljen da iznosi oko 0,03 g P g VSS™!, fcv je omjer COD-VSS u
mulju, za koji se obi¢no pretpostavlja da iznosi 1,42 ili 1,48 ¢ COD g VSS™' (Metcalf and Eddy, 2003;
Ekama and Wentzel, 2008a).

4.7 Dodatna razmatranja i preporuke

4.7.1 Istovremeno pohranjivanje i mikrobni rast

Razlicite studije provedene u laboratorijskim ili sustavima u punom mjerilu su dokazale istovremenu
pojavu pohranjivanja RBCOD i mikrobnog rasta u aerobnim uvjetima (van Loosdrecht i sur., 1997; Beun
i sur., 2000; Dircks i sur., 2001; Martins i sur., 2003; Sin i sur., 2005). U takvim uvjetima i kada su OHO
izloZeni visokim gradijentima koncentracije supstrata (poput onih opazenih u reaktorima s ¢epolikim
strujanjem ili u aerobnim selektorima u sustavima s aktivnim muljem), dio RBCOD prisutan u teku¢em
dijelu suspenzije se prenosi kroz stani¢nu membranu i pohranjuje kao unutarstani¢ni polimeri kao $to su
PHA za njihovo daljnje koriStenje za mikrobni rast kad koncentracije supstrata postanu niske ili iscrpljene
(van Loosdrecht i sur., 1997; Beun i sur., 2000, Dircks i sur., 2001). Preostala frakcija RBCOD koja nije
unutarstani¢no pohranjena se izravno koristi za rast biomase (Sin i sur., 2005). Takva kombinacija procesa
¢e dovesti do prividno visih vrijednosti Youno buduéi da aerobni procesi pohranjivanja prividno zahtijevaju
manje kisika od izravnog rasta na RBCOD (barem kad se odvija proces pohranjivanja supstrata). Uloga i
vaznost procesa pohranjivanja u sustavima aktivnog mulja je prepoznata do takvog stupnja da su razvijeni
i razmotreni razli¢iti modeli kako bi se dobio bolji opis istovremene pojave pohranjivanja i rasta u
sustavima u punom mjerilu (Gujer i sur., 1999; Sin i sur., 2005; Guisasola i sur., 2005, van Loosdrecht i
sur., 2015). Za izvodenje aerobnih testova uklanjanja tvari koji su fokusirani na odredivanje brzina
uklanjanja, istovremena pojava tih procesa ne bi trebala imati izravne prakti¢ne implikacije. Medutim,
Citatelj treba biti svjestan da ¢e oni djelovati na profile brzine potrosnje kisika i dovesti do odredenih
odstupanja u predloZenim vrijednostima Yono, Sto je detaljno opisano u drugim izvorima (Gujer i sur.,

1999).
4.7.2 Manjak nutrijenata

Premda se to moze Ciniti trivijalnim, prisutnost makro- i mikro-nutrijenata u pravim koncentracijama je
bitna za uspjesan rad sustava s aktivnim muljem. Oni su obi¢no prisutni u dovoljnim koli¢inama u vecini
komunalnih otpadnih voda, ali njihovu prisutnost treba provjeriti i potvrditi, narocito ako uredaj za obradu
otpadnih voda redovno zaprima industrijske efluente. U tu svrhu, moZe se napraviti jednostavna procjena
potrebe biomase za nutrijentima kao funkcija koncentracije uklanjanja COD (kako je predlozeno u ovom
poglavlju) i usporediti s koncentracijama nutrijenata u influentu kako bi se procijenilo postoji li dovoljno
nutrijenata da se zadovolje potrebe bioloskog rasta. Manjak takvih nutrijenata moze dovesti do ozbiljnih
problema, ukljucujuéi pojavu sitnih flokula aktivnog mulja i nitastih bakterija (Eikelboom, 2000;
Martins, 2004), $to negativno djeluje na talozivost mulja, kvalitetu efluenta i, u ekstremnim sluc¢ajevima,
moze u potpunosti onesposobiti sustav s aktivnim muljem.

4.7.3 Toksi¢nost ili inhibicija

Obicni heterotrofni organizmi su tako raSireni i raznoliki u sustavima s aktivnim muljem da se mogu
aklimatizirati 1 prilagoditi razli¢itim okoliSnim i radnim uvjetima i ¢ak izdrzati prisutnost razli¢itih
potencijalno toksic¢nih ili inihibitornih spojeva, narocito onih koji dolaze iz industrijskih aktivnosti.
Premda se mogu aklimatizirati i prilagoditi takvim razli¢itim uvjetima, inhibitorni u¢inci mogu dovesti
do mikrobne aktivnosti koja je slabija od optimalne. Kako bi se procijenili takvi potencijalni u¢inci, mogu
se provesti dva Sarzna testa aktivnosti: jedan s originalnim muljem, a drugi s istim muljem ali opranim u
mineralnoj otopini kako bi se uklonili potencijalno inhibitorni ili toksi¢ni spojevi (kako je objasnjeno u
odjeljku 4.3.5). Kako bi se usporedili rezultati dobiveni iz svakog SarZnog testa aktivnosti, bit ¢e jako
korisno procijeniti inhibira li prisutnost odredenih spojeva aktivnost OHO. Ipak, treba biti svjestan da
takav pristup moze biti uspjeSan jedino ako su inhibirajuéi ucinci (brzo) povrativi.



Prilog I: Jedinicni koeficijenti konverzije

Tablica A1 Faktori konverzije (CF) za neto konverzije, stehiometrijske i kineticke parametre za ugljik, fosfor, dusik i sumpor.

Parametar Jedinica (mg) Jedinica (mol) (F Jedinica (COD) (F
ANAEROBNI PARAMETRI
Otpusteni fosfat/apsorpcija HAc mg POs mg GH40;" P-mol C-mol” 0,32 mgPO0smg COD" 0,95
Koristenje glikogena/ apsorpcija HAc mg (CeH100s) mg GoHa0; ! C-mol C-mol” 1,11 mg (0D mg COD™ 1,12
Nastajanje PHB/apsorpcija HAc mg (C4Hs02)a mg GH40," C-mol C-mol” 1,40 mg (0D mg COD? 1,57
Nastajanje PHV/apsorpcija HAc mg (CsHs02)a mg GH40," C-mol C-mol” 1,50 mg (0D mg COD! 1,82
Nastajanje PH.MV/apsorpcija HAc mg (CsHg02)amg GHs 07 C-mol C-mol” 1,58 mg (0D mg COD! 2,01
Otpusteni fosfat/apsorpcija HPr mg POs mg GHs 0 P-mol C-mol” 0,80  mgPOsmg COD" 0,65
Koristenje glikogena/apsorpcija HPr mg (CeH100s) mg GHs 0" C-mol C-mol” 0,92 mg (0D mgCOD! 0,77
Nastajanje PHB/apsorpcija HPr mg (CHe0)n mg GHs 0, C-mol C-mol” 1,5 mg (0D mg COD! 1,08
Nastajanje PHV/apsorpcija HPr mg (CsHs0)n mg GHs 0, C-mol C-mol” 1,23 mg (0D mg COD! 1,25
Nastajanje PHMV/apsorpcija HPr mg (CsHo02)n mg GHs 0, C-mol C-mol” 1,30 mg (0D mg COD! 1,39
Nastajanje PHV/Nastajanje PHB mg (GHg02)n mg (GHs02)n™! C-mol C-mol” 1,08 mg (0D mg COD! 1,16.
ANOKSICNI PARAMETRI
Razgradnja PHB/uklanjanje nitrata mg (CsHs02)r mg NO5™ C-mol N-mol” 2,88 mg (0D mg NO5" 1,66
Razgradnja PHV/ uklanjanje nitrata mg (CsHg02)n mg NO5™ C-mol N-mol! 3,70  mg COD mg NO;! 1,92
Razgradnja PHMV/uklanjanje nitrata mg (CsHo02)n mg NO ! C-mol N-mol 3,26 mg COD mg NOs! 2,12
Nastajanje glikogena/uklanjanje nitrata mg (CeH100s) mg NOs! C-mol N-mol” 2,30 mg (0D mg NO5? 1,18
Nastajanje poli-P/uklanjanje nitrata mg (P0sMgo33Kos3)n mg NO3™ P-mol N-mol" 062 - -
Nastajanje aktivne biomase/uklanjanje nitrata mg (CH2.090054No.20Po.c2) mg NOs C-mol N-mol! 2,38 mg COD mg NOs! 1,52
Razgradnja metanola/uklanjanje nitrata mg CH.0 mg NOs! C-mol N-mol! 1,92 mg (0D mg NOs' 1,98
Razgradnja etanola/uklanjanje nitrata mg GHs0 mg NO3! C-mol N-mol” 2,70  mg (0D mg NO5™ 2,06
Razgradnja acetata/uklanjanje nitrata mg CzH40; mg NO;! C-mol N-mol” 2,08 mg (0D mg NO5" 1,06
Razgradnja PHB/uklanjanje nitrita mg (CHs02)n mg NO,™ C-mol N-mol! 2,14 mg COD mg NO," 1,66
Razgradnja PHV/uklanjanje nitrita mg (CsHg02)n mg NO,™ C-mol N-mol 2,30 mg COD mg NO," 1,92
Anoksicna razgradnja PHMV/uklanjanje nitrita mg (CsHio02)n mg NO;! C-mol N-mol! 2,42 mgC0D mgNO," 2,12
Nastajanje glikogena/uklanjanje nitrita mg (CsHio0s)n mg NO;! C-mol N-mol! 1,71 mg (0D mg NO," 1,18
Nastajanje poli-P/uklanjanje nitrita mg (P0sMgo33Kos3)s mg NO,! P-mol N-mol" 046 - -
Nastajanje aktivne biomase/uklanjanje nitrita mg CHz090054No20Poo mg NO; ! C-mol N-mol” 1,77 mg (0D mg NO;" 1,52
Razgradnja metanola/uklanjanje nitrita mg CH.0 mg N0, C-mol N-mol! 1,43 mg (0D mg NO," 1,98
Razgradnja etanola/uklanjanje nitrita mg GHs0 mg NO;! C-mol N-mol” 2,00 mg (0D mg NO;" 2,06
Razgradnja acetata/uklanjanje nitrita mg CzHs0; mg NO,! C-mol N-mol” 1,54 mg (0D mg NO;" 1,06
Uklanjanje nitrita/uklanjanje amonija mg NO; mg NH,?! N-mol N-mol! 0,39  mgNO;mg NH," -
Uklanjanje nitrata/uklanjanje amonija mg NOs/mg NH4? N-mol N-mol! 0,29  mgNOs mg NH," -
Nastajanje aktivne biomase/Potro3nja amonija mg(CHa0900.5¢No20Pos2) mg NHy™ C-mol N-mol! 0,69 mgCOD mgNH," -
AEROBNI PARAMETRI
Razgradnja PHB/potrosnja kisika mg (CHs02)n mg 0, C-mol mol 0, 0,37 mg(0DmgO0;’ 1,66
PHV Razgradnja/potronja kisika mg (CsHz02)a mg 07 C-mol mol 0, 040 mgC0ODmgO0;" 1,92
Razgradnja PHMV/potro3nja kisika mg (CsHg02)a mg 0, C-mol mol 0, 042 mgC0DmgO0;" 2,12
Nastajanje glikogena/potrosnja kisika mg (CsHig0s)a mg 0, C-mol mol 0, 0,29 mgC0Dmg0;" 1,18
Nastajanje poli-P/potro3nja kisika mg (P0sMgo33Ko33)» mg 0z P-mol mol 0, 0,08 mg(POsMgoxsKozs)amg 0" -
Nastajanje aktivne biomase/potro$nja kisika mg (CH2.090054No.20Po.2) mg 07! C-mol mol 0, 0,31 mgC0DmgO0;’ 1,52
Nastajanje aktivne biomase/Potro$nja amonija mg (CH2.090054No.20Po.c2) mg NHs ™! C-mol N-mol 0,69 mgCODmgNH,' 1,52
OPC| PARAMETRI
- mg P mg (" P-mol C-mol! 039 - -
- mg Cmg (! C-mol C-mol! 1,00 - -
- mg Cmg N’ C-mol N-mol" 1,16 - -
- mg P mgN? P-mol N-mol! 045 - -
- mg Cmg 0, C-mol 0p-mol™ 133 - -
- mg P mg 0" P-mol 0-mol™ 104 - -

MOLARNE MASE



HF mg CH0, C-mol

HAc mg GH0; C-mol
HPr mg GHs 0, C-mol
HBr mg CHs0; C-mol
Laktat mg GHe03 C-mol
Metanol mg CH40 C-mol
Etanol mg GHs0 C-mol
Glukoza mg CeH1206 C-mol
Sulfid mg S* S-mol
Ugljikov dioksid mg (0, C-mol
Fosfat mg P04 P-mol
Dusik mg N, N-mol
Amonij mg NH N-mol
Nitrat mg N0 N-mol
Nitrit mg NO; N-mol
Kisik mg 0, mol 0,
Sulfat mg SOs S-mol
PHB mg (CHs02)n C-mol
PHV mg (CsHs02)n C-mol
PH2MV mg (CsHig02)n C-mol
Glikogen mg (CeH00s)n C-mol
Poli-P mg (P0sMgo33Ko33)n P-mol
Aktivna biomasa mg (CH2.090054No2oPo.2) C-mol

DODATNI FAKTORI
Najceci udio aktivne biomase u VSS ukulturama ~ mg VSS mg aktivne biomase
obogacenima EBPR-om ®

0,022
0,033
0,041
0,045
0,033
0,031
0,043
0,033
0,031
0,023
0,011
0,071
0,055
0,048
0,065
0,031
0,010
0,046
0,050
0,053
0,037
0,010
0,038

0,80

0,35
1,06
1,53
1,80
1,06
1,98
2,06
1,06
2,00

@ Sadrzaj glikogena u mulju varira, ovisno o sadrzaju poli-P (Welles i sur., 2015b).



5. Smjernice za provodenje respirometrije
5.1UV0D

Cilj ovog poglavlja je dati praktiéne smjernice za procjenu brzine respiracije biomase. Pristup ¢ée biti
orijentiran na praksu i vodit ¢e se metodama. Ipak, pruZit ¢e se i odredeni osnovni biokemijski podaci o
respiraciji kako bi se razumjelo na koji je nalin respiracija povezana s mikrobnim iskoriStavanjem
supstrata i rastom. Objasnit ¢emo da se respiracija moze procijeniti u smislu brzine apsorpcije krajnjeg
akceptora elektrona, kao $to je molekularni kisik ili nitrat, ili, u slu¢aju anaerobne respiracije, u smislu
brzine proizvodnje metana ili sulfida. Mjerenje brzine potrosnje (ili proizvodnje), odnosno respirometrija,
¢e se objasniti pomocu razli¢itih mjernih principa, a pruzit ¢emo i neke prakti¢ne preporuke. Fokus ¢e
biti na laboratorijskim testovima u kojima se koriste uzorci biomase i otpadne vode. Medutim, veéina
mjernih principa se u pravilu moze automatizirati, ili su veé¢ automatizirana u komercijalnim
respirometrima, radi automatskog mjerenja brzine respiracije ili ¢ak in-line u uredaju za obradu otpadne
vode.

Informacije koje se mogu dobiti iz respirometrijskih mjerenja mogu se podijeliti u dvije vrste: izravne
i neizravne (Spanjers i sur., 1998). Izravne informacije, poput brzine acrobne respiracije ili specificne
metanogene aktivnosti, pruzaju informacije o stvarnoj aktivnosti biomase i mogu se na primjer koristiti
za evidentiranje respirograma (vremenskih nizova brzina respiracije) u laboratoriju. Neizravne se
informacije odnose na varijable koje se izvode iz respirometrijskih mjerenja, kao §to su koncentracija
mikroorganizama, koncentracija supstrata i kineticki parametri. U ovom slucaju respirometrijska
mjerenja se koriste kao ulazni podaci za jednostavne aritmeticke izracune ili ¢ak podeSavanje modela.

Budué¢i da je cilj ovog poglavlja dati tek praktiCne smjernice za procjenu brzine respiracije,
biokemijski kontekst ¢e se objasniti tek u osnovnim crtama, a Citatelja se upucuje na literaturu o biokemiji
(Alberts i sur., 2002; Nelson i Cox, 2008). Budu¢i da se prakti¢ne smjernice fokusiraju na respirometrijske
metode koje se mogu lako provesti u veéini laboratorija, nece biti rigorozne rasprave o svim
respirometrijskim mjernim principima, a za cjelovitiji opis koncepata upucujemo na Spanjers i sur.
(1998). Za raspravu o koristenju izravnih i neizravnih respirometrijskih informacija u kontroli procesa
aktivnog mulja Citatelj moze konzultirati Copp i sur. (2002).

5.1.1 Osnove respiracije

U biokemijskom smislu, mikrobna respiracija je metabolicki proces proizvodnje adenozin trifosfata
(ATP) u kojemu ili organski ili anorganski spojevi sluze kao donor elektrona, a anorganski spojevi sluze
kao krajnji akceptor elektrona (npr. kisik, nitrat, sulfat). Univerzalni nositelj energije, ATP, nastaje kako
se elektroni uklonjeni iz donora elektrona prenose duz lanca za prijenos elektrona od jednog metabolickog
nositelja do iduéeg i, u konacnici, do krajnjeg akceptora elektrona. Na taj nacin, mikroorganizmi
pretvaraju energiju unutarmolekarnih veza u donoru elektrona u visoko-energetske fosfatne veze ATP-a
(katabolizam). Energija se potom koristi za sintetiziranje razli¢itih molekularnih komponenti potrebnih
za rast (anabolizam), odrzavanje i reprodukciju stanica.

Tijekom procesa respiracije, donor elektrona se pretvara u svoj oksidirani oblik, a akceptor elektrona
se pretvara u svoj reducirani oblik. U slucaju ugljicnog donora (organski spojevi), oksidirani oblik je
ugljikov dioksid. Ako je akceptor elektrona molekularni kisik, tada je njegov reducirani oblik voda.
Pretvorbu uglji¢nog donora s kisikom kao akceptorom elektrona provode heterotrofne bakterije.

Anorganski donori koje u njihov oksidirani oblik pretvaraju aerobni mikroorganizmi, gdje kisik sluzi
kao krajnji akceptor elektrona, ukljucuju amonij i nitrit, dvovalentno Zeljezo i sulfid, a pretvorbe provode
nitrifikanti (bakterije koje oksidiraju amonijak i nitrit), bakterije koje oksidiraju Zeljezo odnosno bakterije
koje oksidiraju sulfid. U ovom sluc¢aju CO, je izvor ugljika, a organizmi se zovu autotrofi. Neaerobni
mikroorganizmi kao krajnji akceptor elektrona koriste anorganske spojeve koji nisu kisik, poput nitrita,
nitrata, sulfata i ugljikovog dioksida. U tim slu¢ajevima govorimo o anoksinim (nitrit, nitrat) i
anaerobnim procesima (CO,, sulfat). Treba uzeti na znanje da se u obradi otpadne vode razli€iti procesi



respiracije mogu odvijati istovremeno, pri ¢emu razli¢iti mikroorganizmi koriste raznolike supstrate i
krajnje akceptore elektrona ili se nadmecu za iste supstrate i krajnje akceptore elektrona.

Slika 5.1 sadrzi shematski prikaz nekih primjera metabolickih konverzija. Treba primijetiti da se i
donor elektrona i krajnji akceptor elektrona mogu smatrati supstratom, poput mnogih drugih komponenti
koje ulaze u metabolicke putove. U respirometriji, respiracija se opcenito smatra potroSnjom O,, NO; ™ ili
NOj" ili (u anaerobnoj respirometriji) proizvodnjom CHy. Opéenito, metabolicke konverzije ukljucene u
respiraciju su kataboli¢ke reakcije, a nekoliko plinovitih spojeva potroSenih ili proizvedenih tijekom tih
reakcija moze se koristiti za procjenu glavnih metabolickih konverzija. Medutim, u nacelu se mogu
razmatrati i druge tvari, kao §to je potrognja NH4*, HS ili S%, ili SO4%, ili proizvodnja N,. Ostali produkti
koji nisu ukljuceni u sliku, ali koji su takoder povezani s respiracijom uklju¢uju H" i toplinu, a povezane
metode su titrimetrija odnosno kalorimetrija. Ipak, one su izvan opsega ovog poglavlja.
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Slika 5.1 Shematski prikaz nekih primjera metabolickih konverzija. e 0znacava elektron koji se prenosi od donora elektrona do krajnjeg
akceptora elektrona. [CHO] oznacava bilo koji ugljikohidrat. ZaokruZeni spojevi se opcenito koriste kao mjerene varijable u respirometriji.

Bududi da se energija generirana tijekom procesa mikrobne respiracije koristi za funkcije rasta i
odrzavanja stanica, kao §to su reprodukcija, mobilnost stanica, osmotska aktivnost itd., brzina respiracije
je povezana s brzinom tih procesa. Medutim, ta dva procesa je teSko razlikovati. Kao primjer, razmotrite
aerobnu respiraciju heterotrofnih mikroorganizama koji koriste uglji¢ni (organski) supstrat kao donor
elektrona, a kisik kao krajnji akceptor elektrona. Samo dio (1-Y) potroSenog organskog supstrata se
oksidira kako bi se dobila energija za rast i odrzavanje stanica. Ostatak, obi¢no polovica (na temelju
tezina/teZina) molekula supstrata (prinos Y) se reorganizira u novu stani¢nu masu. Zbog toga je brzina
potrosnje kisika povezana s rastom biomase kroz prinos. U anaerobnoj respiraciji hidrogenotrofnih
metanogena, gdje se supstrat H koristi kao donor elektrona, a CO; kao akceptor elektrona, samo mali dio
Y supstrata se reorganizira u biomasu, dok se najve¢i dio oksidira da bi se proizveo CHa.

U aktivnom mulju, uklanjanje uglji¢nog supstrata nije jedini proces kojim se trosi kisik. Pored toga
§to heterotrofna masa trosi kisik, postoje neki drugi bioloski procesi koji mogu pridonijeti respiraciji
aktivnog mulja, kao Sto je oksidacija anorganskih spojeva koju vrSe nitrifikanti i ostale bakterije, 1
specifi¢ne mikrobne oksidacijske reakcije koje ubrzavaju oksidaze i mono-oksidgenaze. Nitrifikacijske
bakterije ugraduju tek manji dio amonija prisutnog u supstratu u novu biomasu, dok se vecina supstrata
(amonij) oksidira za proizvodnju energije. Te autotrofne bakterije koriste otopljeni ugljikov dioksid kao
izvor ugljika za novu biomasu. U usporedbi s heterotrofnom biomasom, nitrifikanti trebaju viSe kisika za
svoj rast. Nitrifikacija se zbiva u dva koraka: oksidacija amonijaka do nitrita i oksidacija nitrita do nitrata.
Poput nitrifikanata, i autotrofne bakterije koje oksidiraju sumpor i bakterije koje oksidiraju Zeljezo



umjesto organske tvari koriste anorganske spojeve za dobivanje energije i koriste ugljikov dioksid ili
karbonat kao izvor ugljika. Bakterije koje oksidiraju sumpor mogu oksidirati sumporovodik (ili druge
reducirane spojeve sumpora) u sumpornu kiselinu. Bakterije koje oksidiraju Zzeljezo oksidiraju
anorgansko dvovalentno Zeljezo u trovalentni oblik da bi se dobila energija. Osim bakterija, u aktivnom
mulju su prisutne i praZivotinje te ostali predatorni organizmi viSe razine, koji takoder troSe kisik.
Napokon, neki anorganski donori elektrona kao $to su dvovalentno Zeljezo i sulfid mogu biti kemijski
oksidirani, ¢ime se takoder trosi kisik.

Svi gore spomenuti procesi kojima se trosi kisik pridonose ukupnoj brzini respiracije aktivnog mulja.
Obicno je namjera respirometrije mjeriti jedino biolosku potros$nju kisika, a ponekad se nastoje razlikovati
razli¢iti bioloski procesi kao §to su heterotrofna oksidacija i nitrifikacija. Medutim, u mnogim je
sluc¢ajevima tesko razlikovati specifi¢ne mikrobne procese i identificirati kemijsku potrosnju kisika.
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Slika 5.2 Odnos izmedu respiracije, koristenja i rasta supstrata za tri vrste supstrata [CHO], NH4 i H. i srodnog akceptora elektrona npr. O,
NOs i HCOs (Spanjers i sur., 1998).

5.1.2 Osnove respirometrije

Respirometrija se opcenito definira kao mjerenje i tumacenje brzine bioloSke potro$nje anorganskog
akceptora elektrona u dobro definiranim eksperimentalnim uvjetima. U nacelu, sve tvari prikazane u
‘obliku supstrat-oksidirani’ istaknute na slici 5.1 mogu sluZiti kao mjerena varijabla. Iznimka je
anaerobna respirometrija gdje se opc¢enito mjeri brzina proizvodnje krajnjeg reduciranog produkta,
metana. To je stoga Sto su tijekom anaerobne razgradnje ukljuceni brojni posrednici i nije moguce mjeriti
brzinu potro$nje tih posrednih supstrata. Stovise, metanogeneza opcenito nije korak koji ograni¢ava
brzinu. Prema tome, brzina proizvodnje metana odrazava proces koji ogranicava brzinu (uglavnom
hidroliza u slucaju slozenog supstrata).

Treba napomenuti da se u nacelu moze mjeriti i brzina potroSnje donora elektrona, kao §to je [CHO],
NH," i Ho. Medutim, to se u pravilu ne smatra respirometrijom i zbog toga §to tvari donora elektrona kao
$to su [CHO] i NH,4" takoder mogu biti potro$ene u procesima koji nisu povezani s generiranjem energije,
na primjer apsorpcijom u biomasi, zbog €ega nisu jasno povezani s generiranjem energije. Na kraju,
mjerenje proizvodnje CO, moZe se smatrati respirometrijom zato $to je proizvodnja CO; povezana s
generiranjem energije (slika 5.2). Medutim, budu¢i da je CO; u plinskoj fazi povezan s karbonatnim
sustavom, bit ¢e potrebna dodatna mjerenja da se izmjeri pH i koncentracija bikarbonata u tekucoj fazi.

Respirometrija uvijek ukljucuje odredenu tehniku za procjenu brzine kojom biomasa apsorbira
akceptor elektrona (poput O, i NOs') iz tekuéine ili proizvodi njegov reducirani oblik (poput CHy); vidi
sliku 5.2. Za akceptore elektrona kao $to su O, i NOj3™ to se opcenito temelji na mjerenju koncentracije
akceptora elektrona u tekucoj fazi i odredivanju njegove masene bilance kako bi se iz toga izvela brzina
respiracije. Ako se mjeri potrosnja kisika i prisutna je plinovita faza, u obzir treba uzeti i masenu bilancu
kisika u plinskoj fazi. Sli¢no tome, ako se mjeri brzina proizvodnje metana, u obzir treba uzeti masenu
bilancu metana i u tekucoj fazi i u plinskoj fazi.



Za aerobnu respirometriju, odnosno procjenu brzine kojom biomasa apsorbira O,, Spanjers i sur.
(1998) su predstavili klasifikaciju respirometrijskih principa koji se temelje na dva jednostavna kriterija:
prvi je mjesto mjerenja kisika, tekuca ili plinska faza, a drugi je stanje plinske i tekuce faze, od kojih obje
mogu biti u stanju gibanja (pokretni) ili u mirovanju (stati¢ni). Utvrdeno je da bi se vecina od predlozenih
respirometrijskih naprava mogla svrstati u jednu od osam kategorija formiranih takvom strukturom.
Stovise, za svaku od kategorija u literaturi su pronadeni primjeri primjene.

5.2 0PCA METODOLOGIJA RESPIROMETRIJE

5.2.1 0snove respirometrijske metodologije

Brzina respiracije se obi¢no mjeri respirometrom. Respirometri se kre¢u u rasponu od jednostavne ru¢no
upravljane boce opremljene senzorom do sloZenih instrumenata koji rade u potpunosti automatski. U
nekim slucajevima sam bioreaktor uredaja za obradu moze sluziti kao respirometar. Uz iznimku potonjeg,
svojstvo zajednicko svim respirometrima je reaktor, odvojen od bioreaktora, gdje se okupljaju razlicite
komponente (biomasa, supstrat itd.). Rad svih respirometara ukljucuje odredenu tehniku za procjenu
brzine kojom biomasa apsorbira neku komponentu iz tekucéine ili proizvodi komponentu (slika 5.2). U
proslosti su razvijene brojne tehnike. Medutim, Spanjers i sur. (1998) su otkrili da se sve mjerne tehnike
za brzinu respiracije mogu razvrstati u samo osam osnovnih principa prema dva kriterija: (1) faza u kojoj
se mjeri koncentracija (plinska (G) ili tekuca (L)) i (2) da li postoji li ili ne, ulaz i izlaz tekuéine i plina
(pokretni (F) ili stati¢ni (S)). Rad svih postojec¢ih respirometara moze se objasniti u smislu tih kriterija.
Na slici 5.3 prikazana je genericka shema respirometra. Treba primijetiti da plinska faza ukljucuje i
mjehuri¢e rasprSene u tekucoj fazi. U kasnijim dijelovima, principi ¢e se obraditi prema gore navedenim
kriterijima. Necemo raspravljati o korisnosti razli¢itih mjernih tehnika buduéi da smatramo da svaka
tehnika ima svoje prednosti, ovisno o specifi¢noj primjeni, pod uvjetom da su ispunjeni ispravni uvjeti
mjerenja.
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Slika 5.3 Generictka shema respirometra.

5.2.2 Opceniti principi: vise od samo kisika
5.2.2.1 Principi na temelju mjerenja u tekucoj fazi

Vecina tehnika koje se temelje na mjerenju u tekucoj fazi koriste posebnu elektrodu ili senzor. Pouzdano
mjerenje brzine respiracije je moguce jedino ako je senzor ispravno kalibriran i ako je u obzir uzet niz
okolisnih varijabli, kao §to su temperatura i tlak. Senzori imaju i vrijeme odgovora koje mora biti uzeto
u obzir u nekim respirometrijskim strukturama.

Respirometri koji se temelje na mjerenju koncentracije otopljenog kisika (DO) u tekucoj fazi koriste
masenu bilancu DO iznad tekuce faze. Zamislite sustav koji se sastoji od tekuce faze, koja sadrzi biomasu,
i plinsku fazu, pri ¢emu u objema postoji idealno mijesanje i imaju ulaz i izlaz (slika 5.4). Pretpostavlja
se da se moze izmjeriti koncentracija DO u tekucoj fazi. Masena bilanca DO iznad tekuce faze iznosi:

d(Vv;-S
(](_171:02) = Qin. SOZ,m - Qoul. SOZ +

V,kLa (S, = S0, ) = Vi 1o,

5.1



U gornjem izrazu Soz je koncentracija DO u tekuéoj fazi (mg L), S}, je koncentracija zasiéenja DO

u tekuéoj fazi (mg L), Sozim je koncentracija DO u tekucoj fazi koja ulazi u sustav (mg L), kLa je
koeficijent masenog prijenosa kisika, na temelju volumena tekuéine (h''), Qi,je brzina protoka tekuéine
koja ulazi u sustav (L h™'), Qou je brzina protoka tekuéine koja izlazi iz sustava (L h™), ro; je brzina
respiracije biomase u tekuéini (mg L' h''), a Vi je volumen tekuée faze (L).

Slika 5.4 Princip mjerenja u tekucoj fazi, pokretni plin, pokretna tekucina (LFF).

Treba primijetiti da, bududi da se radi o masenoj bilanci iznad tekuce faze, jedn. 5.1 ne sadrzi ¢lanove
protoka plina. Prvi i drugi ¢lan na desnoj strani jednadzbe predstavljaju advektivni protok DO u ulaznom
i izlaznom toku tekucine. U vecini sustava Qi i Qou €e biti jednaki, tako da je tekuéi volumen konstantan.
Tre¢i ¢lan opisuje maseni prijenos kisika iz plinske faze u tekucu fazu. Zadnji ¢lan sadrzi brzinu
respiracije koju treba izvesti iz masene bilance. Prema tome, So se mora izmjeriti, a svi ostali koeficijenti
moraju biti poznati ili zanemareni (odnosno nemaju utjecaja). U praksi, odredivanje ro, se moze
pojednostaviti na nekoliko nacina. U onome $to slijedi pretpostavlja se da je tekuci volumen konstantan,
tako da se ¢lanovi u jedn. 5.1 mogu podijeliti s Vy.

e Staticni plin, statina tekucina (LSS)
Jedan pristup je koristiti metodu bez protoka tekuéine i masenog prijenosa kisika (slika 5.5). U takvom
slu¢aju otpadaju prva tri ¢lana na desnoj strani jedn. 5.1 i masena bilanca se reducira na:

ds
d;)z =1, 5.2

Prema tome, kako bi se dobila brzina respiracije, treba odrediti jedino diferencijalni ¢lan. To se moze
posti¢i mjerenjem smanjivanja DO kao funkcije vremena zbog respiracije, §to je jednako aproksimiranju
diferencijalnog ¢lana s ¢lanom konacne razlike: ASo/At = —102. Za ovaj je princip tipicno to da se DO
nakon nekog vremena mozZe iscrpiti, tako da za daljnje mjerenje ponovne aeracije ro, koncentraciju DO
treba ponovno dovesti do viSe razine. DO i supstrat ograniavaju respiraciju kad njihove koncentracije
postanu preniske, Sto dovodi do nelinearnog smanjivanja DO, §to pak komplicira procjenu diferencijalnog
¢lana. Valja primijetiti da na slici 5.5 postoji plinska faza. Medutim, pretpostavlja se da nema masenog
prijenosa iz plinske faze u tekucu fazu. U praksi, kako bi se sprijecio unos kisika u teku¢inu, plinska faza
moze biti odsutna. Na tom se principu temelji procedura za odredivanje ro u skladu sa standardnim
metodama (APHA i sur., 2012).
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Slika 5.5 Princip mjerenja utekudoj fazi, staticni plin, stati¢na tekucina (LSS).



e Pokretni plin, staticna tekucina (LFS)
Nedostatak potrebe za ponovnom aeracijom moze se eliminirati kontinuiranim aeriranjem biomase. Tada
u masenu bilancu mora biti ukljuden ¢lan masenog prijenosa kLa-(S;,, —S,,) (jedn. 5.3):

%:kLa-(SZZ —Spy) — Ty, 53

Kako bi se dobio ro,, mora se odrediti i diferencijalni ¢lan i ¢lan za maseni prijenos. Za izracun
potonjeg, mora biti poznat koeficijent masenog prijenosa (kLa) i koncentracija zasi¢enja DO (S, ). Te

koeficijente treba redovno odredivati zato Sto ovise o uvjetima u okolini kao $to su temperatura,
barometarski tlak i svojstva tekuéine (viskozitet, salinitet itd.). Najjednostavniji pristup je odrediti ih
pomocu zasebnih testova ponovne aeracije i literaturnih tablica. Drugi pristup je procijeniti koeficijente
na temelju mjerenja dinamike promjene koncentracije DO primjenom tehnika procjene parametara.
Prednost potonje metode je u tome §to se vrijednosti koeficijenata aeracije mogu relativno lako ponovo
izmjeriti. Ovaj respirometrijski princip omogucéuje mjerenje roz pri gotovo konstantnoj koncentraciji DO,
¢ime se uklanja ovisnost o, 0 koncentraciji DO (pod uvjetom da je DO >> 0 mg L*!). Treba primijetiti
da, premda je na slici 5.6 prikazan ulaz i izlaz iz plinske faze, u jedn. 5.3 nema ¢lana za protok plina.
Nema potrebe razmatrati ¢lanove za protok plina ako je S;, poznat ili odreden.

Slika 5.6 Princip mjerenja u tekucoj fazi, pokretni plin, stati¢na tekucina (LFS).

e Staticni plin, pokretna tekucina (LSF)

Ponavljanje aeracije ili procjena koeficijenata prijenosa kisika, kao kod ve¢ gore navedenih principa
mjerenja, mogu se izbjeci kad tekucina s dovoljno visokom ulaznom koncentracijom DO kontinuirano
tece kroz zatvorenu i u cijelosti izmijeSanu stanicu bez plinske faze (slika 5.7). Sada u masenu bilancu
treba ukljuciti ¢lanove za protok tekucine (jedn. 5.4):

dSOZ _ & . S Qout .

So, — 1oy 5.4

dt v, 02,in v,
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Slika 5.7 Princip mjerenja u tekucoj fazi, staticni plin (nema), pokretna tekucina (LSF).



Obje koncentracije DO, Sozin 1 So2, s€ moraju izmjeriti da bi se mogao izracunati ro,. U respirometru,
Qin 1 VL su konstante instrumenta, zbog Cega se pretpostavlja da su poznate ili kalibrirane. Taj princip je
zapravo kontinuirani pandan onog objaSnjenog u jedn. 5.2, i kao takav je osjetljiv i na ucinak
ograniavanja supstrata i DO. Medutim, ucinak ograni¢avajuc¢eg supstrata moZe se ukloniti
kontinuiranom dobavom supstrata (otpadna voda) i DO u respiracijsku stanicu.

o Pokretni plin, pokretna tekucina (LFF)

Bez gornjih pojednostavljenja, cjelovita masena bilanca (jedn. 5.1) vrijedi za princip prikazan na slici 5.4.
Kako bi se pomocu tog principa dobila mjerenja brzine respiracije, potrebna je kombinacija pristupa
navedenih za gore pojednostavljene principe. Na primjer, moraju se izmjeriti protoci i ulazne
koncentracije kisika, dok se koeficijenti kLa i S;, moraju procijeniti, npr. tako da ih se procijeni na

temelju dinamike koncentracije DO.
5.2.2.2 Principi na temelju mjerenja u plinskoj fazi

Respirometrijske tehnike utemeljene na mjerenju plinovitog kisika uvijek se bave s dvije faze: tekuca
faza koja sadrzi biomasu koja respirira i plinska faza gdje se odvija mjerenje kisika. Glavni razlog
mjerenja u plinskoj fazi je da se izbjegnu poteskoée povezane s ometaju¢im kontaminantima koji su
uobicajeni u tekucoj fazi (npr. formiranje sloja biomase na senzoru). Plinoviti kisik se mjeri fizikalnim
metodama kao S$to je paramagnetna metoda ili plinometrijskim metodama.

Plinometrijskim metodama mjere se promjene u koncentraciji plinovitog kisika. Prema jednadzbi
stanja idealnog plina P-V = n-R-T, promjene u koncentraciji kisika mogu se izvesti iz promjena u tlaku
(ako se volumen odrzava konstantnim, manometrijska metoda) ili promjena u volumenu (ako se tlak
odrzava konstantnim, volumetrijska metoda). Te se metode obi¢no primjenjuju u zatvorenim mjernim
sustavima (nema ulaznih i izlaznih tokova), §to moze uzrokovati ponovno provodenje aeracije, a time je
i privremeno potrebno obustaviti mjerenja. To ograni¢ava moguénosti kontinuiranog pracenja brzine
respiracije. Medutim, obustave zbog ponovljenih aeracija nisu potrebne ako se potroseni kisik nadopuni
poznatom brzinom, npr. dobavom ¢istog kisika iz spremnika ili pomoc¢u elektrolize. Brzina kojom se kisik
dobavi onda je jednaka brzini bioloSke respiracije (uz pretpostavku neizmjerno brzog prijenosa mase u
tekucinu). Buduéi da se ugljikov dioksid ispusta iz tekuce faze kao rezultat bioloske aktivnosti, taj plin
treba ukloniti iz plinske faze kako bi se izbjegla intereferencija s mjerenjem kisika. U praksi se to radi
pomocu luzina kemijskom apsorpcijom proizvedenog ugljikovog dioksida.

Respirometrijski principi koji se temelje na mjerenju plinovitog kisika takoder koriste masene bilance
kisika za izvodenje brzine respiracije. Medutim, pored masene bilance u tekucoj fazi (jedn. 5.1), u obzir
se mora uzeti i bilanca u (idealno izmijesanoj) plinskoj fazi (slika 5.8):

d
7(VG. Coz) =K~ COZ.in -F

dt i Coa _VL'kLa'(S:n =S,,) 5.5

U gornjem izrazu, Co, je koncentracija O, u plinskoj fazi (mg L"), Coain je koncentracija O u plinu
koji ulazi u sustav (mg L"), Fi, je brzina protoka plina koji ulazi u sustav (L h"), Foy je brzina protoka
plina koji izlazi iz sustava (L h"), a V¢ je volumen plinske faze (L).
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Slika 5.8 Princip mjerenja u plinskoj fazi, pokretni plin, pokretna tekucina (GFF).



Clan VL-kLa-(ng — So2) predstavlja brzinu prijenosa mase kisika iz plinske faze u tekucu fazu, i to
je veza izmedu dviju faza. Iz masenih bilanci (jedn. 5.1 ijedn. 5.5) proizlazi da, kako bi se izratunao roo,
mora se izmjeriti Co, (izravno ili pomocu opéeg plinskog zakona, vidi gore) i potrebno je znati So,.
Medutim, Soz se ne mjeri pri upotrebi principa mjerenja samo u plinskoj fazi. Kod ovih respirometrijskih
principa pretpostavlja se da su koncentracije kisika u plinskoj i teku¢oj fazi u ravnotezi, odnosno da je
maseni prijenos dovoljno brz (kLa — ), tako da Sq, = S¢y,. Buduéi da je, po definiciji, koncentracija
zasi¢enja DO proporcionalna koncentraciji O, u plinskoj fazi:

Se, =H-Cy, 5.6

razumno je tvrditi da:

So,=H-Cg, 5.7
ida:
ds,, _q. dcC,, 538
dt dt

Prema tome, mjerenje u plinskoj fazi je dobar prikaz stanja u tekucoj fazi, pod uvjetom da se zna
Henryjeva konstanta proporcionalnosti H, npr. iz kalibracije ili tablica, te da je koeficijent masenog
prijenosa visok. Valjanost ove pretpostavke o ravnotezi bi trebalo kriticki evaluirati.

o Staticni plin, stati¢na tekucina (GSS)

Najjednostavnija tehnika mjerenja brzine respiracije u plinskoj fazi temelji se na uvjetima stati¢ne tekuce
faze i stati¢ne plinske faze, odnosno nema ni ulaza niti izlaza (slika 5.9). Pored masene bilance DO u
tekucoj fazi, mora se razmotriti i masena bilanca u plinskoj fazi:

dSo» _ kLa - (So2 = So02) —To, 5.9
dt

d(vg X

(V(EitCoz) =V, kL2 (Shy — Sos) 5.10

Prema tome, kako bi se izratunao roz, mora se izmjeriti promjena u koncentraciji kisika u plinskoj
fazi, dCo2/dt, 1 potrebno je znati dSeo/dt (jedn. 5.9). Pomocu senzora kisika se moZe mjeriti dCoy/dt. Ako
se koristi plinometrijska metoda, dCo»/dt se odnosi na promjenu u volumenu ili promjenu u tlaku (jedn.

5.10).

Slika 5.9 Princip mjerenja u plinskoj fazi, staticni plin, staticna tekucina (GSS).

Kod ovog principa, postoji ista restrikcija kao i kod najjednostavnijeg principa utemeljenog na DO:
kada se kisik iscrpi, mora ga se nadopuniti npr. otvaranjem plinske faze kako bi se nastavilo mjerenje ro,.



o Pokretni plin, staticna tekucina (GFS)

Druga tehnika se temelji na fazi pokretnog plina, odnosno biomasu se kontinuirano aerira zrakom (ili
¢istim kisikom) kako bi se osigurala dovoljna prisutnost kisika (slika 5.10). U usporedbi s jedn. 5.10, u
masenu bilancu za plinsku fazu treba ukljuciti dva ¢lana za prijenos:

9802 _ 410850 —S0s) — 1y, 5.11
dt

d(ve C .

% =Fin Copin ~ Fou Coy— V- kLa - (Sp2 — So2) 5.12

Slika 5.10 Princip mjerenja u plinskoj fazi, pokretni plin, stati¢na tekucina (GFS).

Kako bi se omogucio izracun ro, pored varijabli prethodne tehnike, moraju se znati protoci plina, Fi,
i Fou, 1 koncentracije kisika u ulaznim i izlaznim tokovima, Co in i Co. Medu njima, obi¢no se mjeri Co, a
ostali se zadaju ili znaju. Plinometrijska metoda ovdje nije dovoljno precizna evidentna, pa se Co zbog
toga mjeri paramagnetnom metodom.

o Staticni plin, pokretna tekucina (GSF)
Primjena principa mjerenja u plinskoj fazi sa staticnom plinskom fazom i pokretnom teku¢om fazom
(slika 5.11) dosad nije pronaden u literaturi ili u praksi.

|

Slika 5.11 Princip mjerenja u plinskoj fazi, staticni plin, pokretna tekucina (GSF).

e Pokretni plin, pokretna tekucina (GFF)

Princip mjerenja u plinskoj fazi moze se primijeniti i na velike bioreaktore. U tom slu¢aju postoje tokovi
ulazne i izlazne tekucine za reaktor, a masenoj bilanci u tekucoj fazi moraju se dodati ¢lanovi za prijenos
(jedn. 5.1). Pretpostavka o proporcionalnosti izmedu Coz 1 Soz (jedn. 5.7) postaje jo§ vaznija jer, osim
toga, o njoj ovisi i ¢lan za izlaz iz tekuéne faze. Tada bi moglo biti korisno dodatno mjerenje otopljenog
kisika za to¢nu procjenu brzine respiracije. Tehnika tada viSe ne bila temeljena na ¢istom principuu
mjerenja u plinskoj fazi. Ipak, valja primijetiti da, op¢enito, kombiniranje principa L i G moZze dovesti do
pouzdanijih mjerenja brzine respiracije. U tablici 5.1 je saZeto prikazano osam mjernih principa. Prvi
stupac sadrzi nazive ¢lanova masene bilance, a drugi stupac matemati¢ke ekvivalente. U narednim
stupcima su navedeni respirometrijski principi, od kojih su prva Cetiri kada se mjeri u tekucoj fazi, a ostala
su Cetiri kada se mjeri u plinskoj fazi. Masene bilance za svaki princip se formiraju mnoZenjem
matematickih ¢lanova s koeficijentima u stupcu odgovarajuéeg principa i njihovim zbrajanjem.



Tablica 5.1 Pregled mjernih principa brzina respiracije.

Respirometrijski princip — Mjerenje u TEKUCO) fazi Mijerenje in PLINSKOJ fazi
Proces 4 Jednadzba 4 LSS LS LSF  LFF  GSS  GFS  GSF  GFF
Broj slike — 35 3.6 3.7 3.4 3.9 310 311 3.8
Respiracija V15, -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Akumuliranje otopljenog kisika d -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Je copienes —(V"Soy)
dt
Protok tekucine Qin So2n = Qou” So2 1 1 1 1
Razmjena plinova V, -k, a(Sy, —So,) 1 1 1 1 1 1
Akumuliranje plinovitog kisika d -1 -1 -1 -1
) ! — (V5 Co,)
dt
Protok plina E. Cozin = Eu Coz 1 !
Razmjena plinova V,-k,a(Sy, —So,) -1 -1 -1 -1

5.3 OPREMA

5.3.1 Oprema za anaerobnu respirometriju

Iako je predmet ovog izvjesca aerobna respirometrija, zbog kompletnosti ukljucili smo i anaerobnu
respirometriju. Kako bi se proveo anaerobni respirometrijski test, postoje dva zahtjeva. Kao prvo,
potrebna je struktura u kojoj se odvija anaerobna respiracija. To moZe biti mala boca ili ve¢i reaktor. U
takvoj se boci ili reaktoru kombiniraju supstrat, npr. primarni mulj ili $krob, i inokulum s elementima
potrebnima za anaerobnu respiraciju. Kao drugo, potreban je sustav za mjerenje proizvodnje metana.
Kako bi se kvantificirala anaerobna respiracija, treba odrediti put elektrona. Niti potro$nja supstrata niti
potrosnja akceptora elektrona se ne moze mjeriti izravno, zbog ¢ega se konacni produkti anaerobne
respiracije, H, 1 metan, odreduju u anaerobnoj respirometriji.

5.3.1.1 Sastav bioplina

Metan napusta bocu ili reaktor putem bioplina. Osim metana, bioplin sadrzi i CO», H,S i tragove ostalih
spojeva. Prema tome, kako bi se kvantificirao protok metana, potrebno je znati i protok bioplina i sastav
bioplina. U tu svrhu, sastav bioplina se moZze ili izmjeriti ili prilagoditi. Prilagodavanje bioplina znaci
uklanjanje svih plinova osim metana prije kvantificiranja protoka.

o Mijerenje sastava bioplina i korigiranje izmjerenog protoka
Sastav bioplina moZe se izmjeriti pomocu plinske kromatografije. Medutim, postoje i jeftinije i
jednostavnije metode, kao npr. oprema prikazana na slici 5.12.
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Slika 5.12 Jeftin i jednostavan nacin odredivanja koncentracije metana u bioplinu.



Ova cijev se napuni alkalnom otopinom (obi¢no 3 M NaOH) kako bi se uklonio CO; i H,S, koji se
otapaju u alkalnoj otopini, ¢ime u plinskoj fazi ostaje samo metan. Kao prvo, bioplin se ubrizgava u lijevi
krak (t = 0). Onda se postupno CO» i H,S tope u alkalnoj otopini sve dok se ne ukloni sav CO, 1 H,S (t =
kraj). Sadrzaj metana se moze izraCunati iz razlika u volumenu u t = 0 i t = kraj. U ovom primjeru, ukupni
volumen bioplina je 10 mL, od ¢ega su 4 mL otopljena. Prema tome, sadrzaj metana u uzorku bioplina se
izratunava kao 60 %. Vrijeme potrebno da CO, i H,S reagiraju s alkalnom otopinom treba
eksperimentalno odrediti. To se moZe napraviti tako da se procijeni vrijeme potrebno sustavu da dosegne
stabilno stanje, odnosno kada se volumen plina viSe ne mijenja. Kako bi se izracunala brzina protoka CH,4
iz boce ili reaktora, volumen bi trebalo korigirati pomocu zakona idealnog plina i stvarne temperature.

o Uklanjanje ostalih plinova iz bioplina

Kada se uklone CO, i H»S, plin ¢e obi¢no sadrzavati 100% metana (moze biti prisutno nesto N> i H,). To
zna¢i da in situ uklanjanje spojeva koji nisu metan, zajedno s mjerenjem protoka, daje protok metana. U
praksi, to znaci da se iz reakcijske posude plin vodi preko velike povrSine alkalne otopine (obi¢no 3 M
otopine NaOH) (slika 5.13). Treba napomenuti da, za razliku od prikaza na slici 5.13, ulaz u bocu za
uklanjanje plinova ne mora biti potopljen. To je zato da se sprijeci povratni tok alkalne otopine. Na
primjer, kad u plinskoj fazi reakcijske posude postoji podtlak, alkalna otopina bi bila uvucena u reakcijsku
posudu, Sto bi smjesta ugrozilo eksperiment. Podtlak se moZe javiti kada padne temperatura u plinskoj
fazi, npr. kada se pokvari termostatska vodena kupelj ili vrataSca inkubatora neko vrijeme ostanu
otvorena.

Reakcijska Prema mjeracu
posuda protoka plina

3M NaOH

Slika 5.13 Shematski prikaz boce za uklanjanje plinova.
5.3.1.2 Mjerenje protoka plina

Postoji Citav niz nacina mjerenja proizvodnje plina, ali u laboratorijskoj anaerobnoj respirometriji to je
obi¢no ogranic¢eno na manometrijske ili volumetrijske metode.

e Manometrijske metode

Manometrijske se metode temelje na mjerenju porasta tlaka u plinskoj fazi reakcijske posude. Kako se
proizvodi bioplin, tlak u plinskoj fazi se povecava. Medutim, visok tlak u plinskoj fazi moze rezultirati
povecanom topljivoséu CO,, $to moze znatno narusiti aktivnost mikroba (Theodorou i sur., 1994). Zbog
toga, tlak treba povremeno otpustati kako ne bi postao previsok (rasterecivanje). Opcenito, koristi se
gornja granica od 1,4 bar. Takoder, potrebno je osigurati da reakcijska posuda bude dizajnirana tako da
izdrzi tlak. Kada se tlak ne otpusta automatski, ova metoda zahtijeva rad tijekom eksperimenta.
Neodgovarajuce postupanje moze dovesti do eksplozije reakcijske posude. Preporucuje se da se uvijek
kada se radi s manometrijskom metodom koriste zastitne naocale. Pored toga, kod pocetnog mjerenja
tlaka i mjerenja nakon rasterecivanja u obzir bi trebalo uzeti i ucinak temperature na tlak plina i tlak
vodene pare, odnosno u reakcijskoj posudi prije mjerenja bi trebalo postici stanje ravnoteze. Kako bi se
izraCunala proizvodnja plina, povecanja tlaka izmedu dva rastereCivanja tlaka se zbrajaju te se pomocu
zakona idealnog plina iz ovog ukupnog povecanja tlaka izracunava koli¢ina proizvedenih molova
bioplina. Sastav bioplina treba mjeriti i ako nema uklanjanja CO, i H,S.



o Volumetrijske metode
Klasi¢na i precizna volumetrijska metoda je koriStenje Mariottove boce (McCarthy, 1934), pri cemu se
plin uvodi u bocu s ispustom za teku¢inu i potiskuje tekucinu (slika 5.14).

Slika 5.14 Mariottova boca za mjerenje proizvedenih volumena plina.

Tezina ili volumen istisnute teku¢ine ukazuje na volumen plina koji se proizvede. Kada je tekucina
alkalna otopina, CO; ili H>S uklonjeni in situ, a tezina istisnute tekuc¢ine ¢e ukazivati na volumen metana.
Nedostatak je taj Sto tikvicu treba povremeno iznova napuniti, §to remeti kontrolu tlaka. Ako se istisnuta
tekucina mjeri vagom spojenom na rac¢unalo, proizvodnja plina se moze mjeriti u stvarnom vremenu.

Drugi primjer principa volumetrijskog mjerenja je nagibni mehanizam (slika 5.15).

1zlaz plina
Brojac E— Ulaz plina

Komora fluida

Plast fluida

|

\ — Plin
Nagibna komora Izlazna mlaznica
(mjerna komora)

Slika 5.15 Shematski prikaz poprecnog presjeka anaerobnog respirometra s nagibnom komorom. Kako se uvodi plin, nagibna komora se
naizmjence nagiba desno i lijevo. Kolicina Skljocaja se mjeri i biljezi (www.ritter.de).

Prednost je to Sto nema potrebe za aktivnim resetiranjem mjeraa protoka plina. On moze
kontinuirano raditi, odnosno ne zahtijeva paznju kao Mariottova boca. Postoji nekoliko komercijalnih
sustava koji koriste ovaj princip. Princip mjerenja se temelji na nagibnoj komori potopljenoj u ulje ili
vodu. Ta se komora s dna puni plinom. Plin se akumulira ispod komore i u odredenom trenutku plin
poti¢e pozitivni uzgon, nakon ¢ega se komora nakrivljuje, ¢ime se ispuSta plin i na taj nacin resetira
sustav. Svaki nagib se broji i iz toga se izraCunava volumen plina. Nedostatak ove metode jest to da je
prili¢no skupa i ima ograni¢en raspon protoka (do 4 L h™").

5.3.2 Oprema za aerobnu i anoksi¢nu respirometriju

Sli¢no anaerobnoj respirometriji, potrebna je oprema u kojoj se odvija aerobna i anoksi¢na respiracija.
To se u osnovi sastoji od protresene boce ili reaktora u kojem se kombinira biomasa u aerobnim ili
anoksi¢nim uvjetima i otpadna voda ili specificni supstrat. Uz to, potreban je sustav za mjerenje
apsorpcije krajnjeg akceptora elektrona, tj. kisika, nitrita ili nitrata. Obrada podataka moze biti ru¢na, §to



je ve¢inom slucaj kod mjerenja BOD, ili u cijelosti automatizirana, na primjer ako izmjerene podatke
treba pretvoriti u brzine respiracije s visokom ucestalo§¢u mjerenja. U odredenom broju sofisticiranih
(uklju€ujuci komercijalne) respirometara, rad s opremom je tako kompliciran da zahtijeva automatiziran
upravljacki sustav.

5.3.2.1 Reaktor

Reaktor je obi¢no posuda volumena u rasponu od nekoliko 100 mL do nekoliko litara. Ovisno o primjeni,
laboratoriju ili terenu, materijal moze biti staklo ili plastika, a Cesto je proziran kako bi se mogao
pregledati sadrzaj. Ovisno o principu mjerenja (odjeljak 5.3.1.2), posuda je u cijelosti zatvorena kako bi
se sprijecila izmjena kisika s plinskom fazom, ili je otvorena kako bi se omogucio prijenos kisika iz
plinske faze. Otvorene posude mogu biti opremljene i opremom za aeraciju (npr. difuzor plina) kako bi
se pospjesio prijenos kisika. U nekim sluc¢ajevima moze se rukovati i otvorenom posudom (za aeraciju) i
zatvorenom posudom (za mjerenje apsorpcije kisika). U svakom slucaju, sadrzaj posude je u cijelosti
izmijeSan pomocu magnetne poluge, mijesalice, pumpe ili aeracijom. U laboratoriju, posuda moze biti
termostatska, pri ¢emu se Cesto koristi dvostruka stjenka za hladenje/grijanje ili samo grija¢i element ako
se temperatura odrzava iznad ambijentne temperature. Ovisno o principu rada (pokretna tekuéina,
pokretni plin), reaktor moze imati nekoliko ulaznih i izlaznih otvora te jedan ili viSe otvora za smjestaj
jednog ili vise senzora. Dodatna oprema moze ukljucivati ventile, pumpe (za biomasu, otpadnu vodu,
supstrat, zrak i plin), bazen za mijeSanje, spremnik za supstrat, spremnik za kisik, spremnik za dobavu
NO;s, jedinicu za predobradu uzorka (sito, filtar), generator kisika itd.

5.3.2.2 Mjerni sustav

U mnogim se sluc¢ajevima mjerni sustav sastoji od senzora (tj. sonda s pridruZenim mjeracem, prikljuc¢ena
ili ne, na sustav prikupljanja podataka) za mjerenje koncentracije akceptora elektrona, tj. kisika, nitrita ili
nitrata. Kisik se moZe mjeriti izravno u tekucoj fazi pomocu galvanske, polarografske ili opticke sonde
za otopljeni kisik. U jednostavnim laboratorijskim testovima, naro¢ito BOD testu, otopljeni se kisik moZze
mjeriti titrimetrijskom ili fotometrijskom metodom (odjeljak 5.4.2). Koncentracija kisika u plinovitoj fazi
moze se izravno izmjeriti pomoc¢u paramagnetnog analizatora kisika. Medutim, promjene u koncentraciji
kisika mogu se mjeriti pomocu senzora za tlak ili senzora istisnu¢a volumena plina. Koncentracije nitrata
1 nitrita u tekucoj fazi mogu se mjeriti pomocu ion selektivnog ili UV-spektrofotometrijskog senzora
(Rieger i sur., 2008).

Senzori mogu imati spora vremena odgovora i vazno je osigurati da je senzor dovoljno brz da prati
kinetiku biokemijskog procesa. Kao pravilo, senzor mora biti 10 puta brzi od brzine mjerene reakcije.

5.3.2.3 Primjena u praksi

U literaturi su opisane brojne prakticne primjene, a odreden broj njih je uveden na trziste. Kako je
objasnjeno u odjeljku 5.3.1, sve mjerne tehnike za brzinu respiracije mogu se klasificirati u samo osam
temeljnih principa, a rad svih postojecih respirometara moze se objasniti u smislu te klasifikacije i
odgovarajuc¢ih masenih bilanci. Medutim, samo je ograni¢en broj respirometara koristen u znatnijem
broju u istrazivanju i praksi, ili ¢ak komercijalnoj proizvodnji. U nastavku opisujemo neke respirometre
u smislu njihovog temeljnog principa i tehnicke primjene. Ipak, treba naglasiti da se to ni u kojem slucaju
ne smije shvatiti kao preporuka za odredenu metodu. Odabir odredenog mjernog principa, njegova
tehnicka provedba ili komercijalna manifestacija ovise o svrsi mjerenja, vjestini korisnika i raspolozivom
proracunu.

o Princip mjerenja u tekucoj fazi, staticni plin, staticna tekucina (LSS)

Princip LSS se moze promatrati kao najjednostavniji respirometrijski princip buduci da izostanak
pokretne tekuce i plinske faze podrazumijeva da nisu potrebni nikakvi dodatni materijali, kao §to su
pumpe i oprema za aeraciju. BOD test (odjeljak 5.4.2) je primjer primjene ovog principa. Na slici 5.16
prikazan je primjer BOD boce koriStene u testu gdje se DO mjeri jedino na pocetku i na kraju testa, i
primjer BOD boce s kontinuiranim mjerenjem apsorpcije kisika pomocéu senzora za tlak. Potonje
omogucuje procjenu krajnjeg BOD i koeficijent brzine apsorpcije kisika prvog reda (odjeljak 5.4.2).
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Slika 5.16 BOD boca za klasi¢ni BOD test (lijevo) i boce za kontinuirano mjerenje apsorpcije kisika (desno) (fotografije: Wheaton i VELP
Scientifica).

Medutim, princip LSS se primijenjuje i u polu-kontinuiranoj verziji kako bi se mjerila brzina respiracije
biomase polukontinuirano, i u laboratoriju i na terenu. Zbog mnogo vece koncentracije biomase od one
koriStene u tipicnom BOD testu, koncentracija DO zbog respiracije opada unutar nekoliko minuta od
gotovo zasi¢ene koncentracije do ograni¢avajuce koncentracije. Brzina respiracije se onda izracunava iz
nagiba krivulje opadanja koncentracije DO. Kako bi se omogucilo ponovljeno mjerenje brzine respiracije,
biomasa se ponovno aerira za svako mjerenje, $to daje tipi¢an profil DO u obliku zuba pile (slika 5.17).
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Slika 5.17 Neobradeni podaci o koncentraciji DO iz LSS respirometra s ponovljenom aeracijom.

U ovom primjeru vrijeme izmedu razdoblja ukljucene i iskljucene aeracije je konstantno. Kod ostalih
respirometara aeracija se ukljucuje i iskljucuje ovisno o stvarnoj koncentraciji DO, npr. izmedu 4 i 6 mg
O, L%, Gornju i donju granicu DO treba pazljivo definirati, budu¢i da one odreduju ucestalost podataka
o brzini respiracije i njihovu to¢nost. I doista, kad je brzina respiracije niska, moze trebati duze vrijeme
da se koncentracija DO smanji s gornje na donju granicu, dok prekratka razdoblja smanjivanja izracun
brzine respiracije ¢ine osjetljivim na pogreske mjerenja bududi da je dostupno tek nekoliko podatkovnih
toc¢aka DO.

Potencijalne poteskoce s ovom tehnikom su to da tijekom smanjivanja DO treba izbjegavati prijenos
kisika iz plinske u tekucu fazu (naro€ito kriti¢no kad je brzina respiracije niska) i da odredivanje linearnog
smanjivanja DO nije uvijek evidentno. Ovo potonje je poseban izazov kada je tehnika mjerenja
automatizirana. Zapravo, prijelaz iz faze ponovne aeracije u fazu smanjivanja DO moze potrajati neko



vrijeme (deseci sekundi) i na njega djeluje uklanjanje mjehuriéa plina iz tekuéine i brzina odziva sonde
za DO. Respirometri koji se temelje na ovoj tehnici omoguéuju mjerenje brzine respiracije s intervalom
mjerenja u rasponu od obi¢no nekoliko minuta do nekoliko desetaka minuta. Takoder omogucuju,
narocito u laboratoriju, generiranje respirograma dodavanjem otpadne vode ili specifi¢nih supstrata.

Slika 5.18 ilustrira respirometar koji se temelji na toj tehnici. Ovaj respirometar s plutaju¢om kuglom
je osmisljen za automatizirano uzorkovanje i ispustanje aktivnog mulja, ponovljenu aeraciju i izracun
brzine respiracije.

A)

Slika 5.18 Primjer prakticne primjene respirometrije na principu LSS. (A) Pogled izbliza sonde za mjerenje DO i (B) respirometar u radu, tj.
pluta na aktivnom mulju u aeracijskom bazenu (fotografije: Strathkelvin Instruments Ltd.).

Slika 5.19 je primjer jo$ jedne prakti¢ne primjene principa LSS sa zatvorenom respiracijskim
reaktorom (desna posuda) koja se puni aktivnim muljem iz aeriranog reaktora (lijeva posuda).
Smanjivanje DO u ovom reaktoru se mjeri dok se ne dosegne odredeni minimalni DO (ili nakon
odredenog vremena ili odredene varijacije DO), nakon ¢ega se sadrzaj zamjenjuje svjezim, aeriranim
aktivnim muljem iz aeriranog reaktora i kre¢e novi ciklus.

Slika 5.19 Primjer jo$ jedne prakticne primjene na principu LSS (fotografija: P.A. Vanrolleghem).

e Princip mjerenja u tekucoj fazi, pokretni plin, staticna tekucina (LFS)



Nedostatak potrebe za ponovnom aeracijom moZe se ukloniti kontinuiranim aeriranjem biomase.
Kontinuirani dotok kisika jam¢i neogranicavajucu koncentraciju DO ¢€ak i pri velikim brzinama
respiracije, na primjer pri visokoj koncentraciji biomase i visokim dozama otpadne vode ili supstrata.
Stovise, kontinuirana aeracija omoguéuje otvorenu posudu, 3to olakiava dodavanje otpadne vode i
supstrata.

Kako bi se dobila brzina respiracije, mora biti poznat i ¢lan za maseni prijenos (u procesnim uvjetima)
i diferencijalni ¢lan u masenoj bilanci DO (jedn. 5.3). Clan za maseni prijenos se izradunava iz izmjerene
koncentracije DO, koeficijenta kLa masenog prijenosa i koncentracije zasiéenja DO S, . Ta dva
koeficijenta treba redovno odredivati zato $to ovise o uvjetima u okolini kao Sto su temperatura,
barometarski tlak i svojstva tekuc¢ine (npr. soli i odredene organske tvari). Najjednostavniji pristup je
odrediti ih pomoc¢u zasebnih testova ponovne aeracije 1 literaturnih tablica. Standardne procedure za te
testove u procesnim uvjetima su dostupne i temelje se na naruSavanju ravnoteZe koncentracije DO
ometanjem aeracije, dodavanjem vodikovog peroksida ili ¢ak dodavanjem bioloski lako razgradivog
supstrata. Dobivena krivulja ponovljene aeracije se onda moZe koristiti za procjenu kLa i koeficijenta
zasiéenja DO Sy, . Prednost metode utemeljene na narusavanju DO zbog respiracije bioloski lako
razgradivog supstrata je to Sto se vrijednosti koeficijenata aeracije mogu relativno lako i ¢esto azurirati.
Medutim, kada se javi tek umjereno narusavanje DO, tocnost procijenjenog kLa je niska. Isto tako, mora
se pretpostaviti da se brzina respiracije smanjila na konstantnu (endogenu) brzinu tijekom reaeracijskog
dijela krivulje.

Procjena ng nije potrebna kada nas zanima jedino supstratom potaknuta respiracija, tj. egzogena
respiracija rozexo. Ukupna respiracija je zbroj endogene respiracije rozendo 1 €gz0Ogene respiracije roz exo-
Uzevsi u obzir da su ros.edo, kLa i S, konstantni u kratkom intervalu, moze se pokazati da ravnoteza
koncentracije DO dosegnuta u endogenim uvjetima ng’endo obuhvaca endogenu respiraciju (Kong i sur.,
1996). Masena bilanca za kisik se onda moze preformulirati kao:

dSop; .
T =KkLa - (SOZ — Soz) —TIop =
kLa - (ng - Soz) —T02,endo ~ T02,ex0 5.13

N . * . . . . v .
UvrStavanjem roz.endo = kLa (Sqp engo — S02) 1 Zamjenom roz endo U gornju jednadzbu, dobiva se:

dSo,

~2=kLa " (Soz.endo ~ S02) ~ T02.ex0 5.14

Kako bi se iz ove masene bilance procijenila brzina egzogene respiracije oz .cxo, jedino treba procijeniti
ravnotezu koncentracije DO ng’endo (izravno iz podataka, slika 5.20) i kLa iz reaeracijskog dijela krivulje
narusavanja DO dobivenog s bioloski lako razgradivim supstratom. Druga prednost ovog
respirometrijskog LFS principa je da omogucuje mjerenje roz pri gotovo konstantnoj koncentraciji DO,
¢ime se uklanja ovisnost respiracije o koncentraciji DO (pod uvjetom da je DO >> 0 mg L'!). Jo$ jedna
prednost je i to da je vremenski interval u kojemu se mogu dobiti vrijednosti brzine respiracije kratak,
odnosno jedino je ograni¢en ucestaloS¢u mjerenja sonde za DO. To respirometar na principu LFS ¢ini
prikladnim za kineticke testove i eksperimente optimiziranja modela.
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Slika 5.20 (A) Dijagram s prikazom respirometra na principu LFS (Vanrolleghem i sur., 1994) i (B) primjer tipicnih neobradenih podataka
(Kong i sur., 1996).

Ocito, dok se respirometar koji slijedi princip LFS u svojem osnovnom obliku sastoji od posude
opremljene aeratorom, mijeSalicom ili recirkulacijskom pumpom za mijesanje i sondom za DO,
naprednija verzija osmisljena za automatizirane (online) eksperimente ukljucuje dodatnu opremu kao Sto
su pumpe za punjenje posude biomasom, dodavanje otpadne vode i supstrata, nivo sonde te ventile za
praznjenje posude. To zahtijeva prikladan sustav za obradu i kontrolu podataka, pored dovoljnog
kapaciteta racunanja za proceduru procjene. Na slici 5.21 prikazan je primjer komercijalne verzije ovog
mjernog principa.

Slika 5.21 Primjer komercijalne verzije respirometra na principu LFS koja koristi strukturu prikazanu na slici 5.20. U sredini je termostatirana
posuda, a na dnu, lijevo i desno, pumpe za dodavanje otpadne vode i kalibraciju (fotografija: Kelma NV).

o  Princip mjerenja u tekucoj fazi, staticni plin, pokretna tekucina (LSF)

LSF respirometrijski mjerni principi omogucuje kontinuirano uzorkovanje biomase, na primjer uzorka
aktivnog mulja iz laboratorijskog reaktora ili aeracijskog bazena na gradskim uredajima, uz istovremeno
mjerenje brzine respiracije. Kad biomasa tece kroz zatvorenu posudu s potpuno izmijeSanim sadrzajem
(respirometrijska stanica) bez plinske faze, tada se, slijedeci jedn. 5.4, brzina respiracije moze izracunati
ako je poznat volumen respirometrijske stanice i brzina protoka i ako se mjere koncentracije DO na ulazu
iizlazu iz stanice. Alternativno, DO se moze mjeriti u izvori§nom reaktoru (pod uvjetom da je smanjivanje
DO u dobavnoj liniji zanemarivo) i u samoj respirometrijskoj stanici. U svakom slu¢aju, kao i kod drugih
principa odredivanja, koncentracija DO u stanici mora biti dovoljno visoka da sprije¢i ograni¢avanje DO,



§to zahtijeva dovoljno visoku ulaznu koncentraciju DO pri odredenoj brzini respiracije. Potencijalan izvor
pogre$nih mjerenja je povezan s koriStenjem dvije sonde za DO za mjerenje DO na ulazu i izlazu, jer
kada se karakteristike sondi blago razlikuju, mogu se javiti razmjerno velike relativne greSke u razlici
izmedu dva mjerenja DO potrebnih za izracun brzine respiracije. Spanjers i Olsson (1992) su to rijesili
naizmjeni¢nim mjerenjem koncentracija DO na ulazu i izlazu iz reaktora jedinstvenom sondom
smjeStenom u jednom otvoru. To je postignuto povremenimsmiienianiem smiera tecenia kroz nosudu
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Slika 5.22 Primjer prakti¢ne primjene koja slijedi princip LSF, s jedinstvenom sondom za DO za mjerenje koncentracije DO na ulazu i izlazu
iz respirometrijske posude (Spanjers, 1993). (A) Shema mjernog sustava i (B) tipicni profil signala zabiljezenog jedinstvenom sondom
(Spanjers i Olsson, 1992). Signal predstavlja DO koji osciliraizmedu DO na ulazu i DO na izlazu iz stanice. Ovaj signal DO je temelj za izracun
brzine respiracije.

Ako se po pitanju brzine respiracije pretpostavlja stabilno stanje, tada se brzina moZe izracunati
pomocu jedn. 5.4 uz pretpostavku da je diferncijalni ¢lan nula. Medutim, aproksimiranjem jednadzbe
diferencijalnom jednadzbom, moze se izraCunati brzina respiracije u dinami¢nim uvjetima.

Naslici 5.23 prikazana je komercijalna verzija na principu LSF koja koristi rjesenje s jednom sondom.
Taj respirometar mjeri brzinu respiracije s intervalom od obi¢no jedne minute i moze se spojiti na
laboratorijski reaktor ili aeracijski bazen na uredaju, na primjer pomocu brze petlje.

Slika 5.23 Primjer komercijalne verzije principa LSF koja koristi laboratorijsku opremu prikazanu na slici 5.22. Lijevo je laboratorijski
aeracijski spremnik s aktivnim muljem. U kutiji s opremom lijevo je pumpa za uzorkovanije, a desno je skup solenoidnih ventila. Posuda je
postavljena iza ventila (fotografija: Applitek NV).

o Princip mjerenja u plinskoj fazi, staticni plin, stati¢na tekucina (GSS)

Poput principa LSS koji je jedan od principa tekuée faze, princip GSS je najjednostavniji princip mjerenja
u plinskoj fazi zato $to izostanak pokretnog plina i tekucine podrazumijeva da nisu potrebni nikakvi
dodatni materijali poput pumpi i aeracijske opreme. Medutim, budu¢i da se izraun brzine respiracije



temelji na mjerenju kisika u plinskoj fazi, a stvarna respiracija se zbiva u tekucoj fazi, odnos izmedu
dinamike kisika u plinskoj fazi mora biti povezan s brzinom respiracije. Prema tome, pored masene
bilance DO u tekucoj fazi, u obzir se mora uzeti masena bilanca kisika u plinskoj fazi i mora se rijesiti
skup jednadZzbi za brzinu respiracije, uz pretpostavku odnosa prijenosa izmedu plina i tekuéine.

Tipicni respirometar koji radi na principu GSS se sastoji od posude s biomasom, opreme za mijeSanje
i za mjerenje plina. Plinoviti kisik se mjeri fizickim metodama, kao $to su plinometrijska metoda ili
paramagnetna metoda. Plinometrijskim metodama se mjere promjene u koncentraciji plinovitog kisika,
$to se moze izvesti iz promjena u tlaku (ako se volumen odrZava konstantnim, manometrijska metoda) ili
promjena u volumenu (ako se tlak odrzava konstantnim, volumetrijska metoda, npr. Mariotteova boca),
vidi odjeljak 5.3.1.2. Kao i kod principa LSS, kada je potrosnja kisika prevelika, te metode zahtijevaju
nadopunu plinovitog kisika, ¢ime se privremeno prekidaju mjerenja. To ograni¢ava moguénost
kontinuiranog pracenja brzine respiracije. Vazna komplikacija principa GSS je to da, buduci da se iz
tekuce faze ispusta ugljikov dioksid kao rezultat bioloske aktivnosti, taj plin treba ukloniti iz plinske faze
kako bi se izbjegla interferencija s nekim od jednostavnijih principa mjerenja kisika. U praksi se to radi
pomocu baza radi kemijske apsorpcije proizvedenog ugljikovog dioksida.

Sli¢no principu LSS, princip GSS se moze koristiti za izvodenje BOD testa (odjeljak 5.4.2), na primjer
Oxitop (slika 5.16).

e Princip mjerenja u plinskoj fazi, pokretni plin, staticna tekucina (GFS)

Sli¢no kao mjerni princip LFS, respirometri koji koriste princip GFS se temelje na fazi pokretnog plina,
odnosno biomasa se kontinuirano aerira zrakom (ili ¢istim kisikom) kako bi se osigurala dovoljna
prisutnost kisika u teku¢ini. Medutim, izraun brzine respiracije temelji se na mjerenju kisika u plinskoj
fazi, odnosno konkretnije na mjerenju plina koji izlazi iz tekuce faze nakon aeracije, poznatog i kao izlazni
plin. Budu¢i da izlazni plin moze sadrzavati ostale komponente koje su pod utjecajem metaboli¢kih
procesa u tekucoj fazi, kao Sto su ugljikov dioksid i dusik, ocito je da se i njih moZe mjeriti kako bi se
dobile dodatne informacije o aktivnosti biomase.

Tipicni respirometar koji radi na principu GFS se sastoji od posude s biomasom, opreme za aeraciju
i mijeSanje i sustav za mjerenje izlaznog plina. Plinoviti kisik se mjeri fizickim metodama, kao §to su
plinometrijska metoda (odnosno dobavom cistog kisika iz spremnika ili elektrolizom) ili paramagnetna
metoda.

Slijede¢i plinometrijsku metodu, u zatvorenoj plinskoj fazi promjena tlaka ili promjena volumena je
povezana s potrosnjom kisika u tekucoj fazi. Te se informacije mogu koristiti za aktiviranje sustava za
proizvodnju kisika, koji se temelji na boci s kisikom ili elektrolitskoj ¢eliji, a protok kisika ili elektri¢na
struja se mogu pretvoriti u brzinu respiracije. Zapravo, proizasli dotok kisika sluzi kao aeracija, tj.
pokretni plin. Promjena tlaka moZe se mjeriti senzorom za tlak. Ne postoji dokumentacija s opisom
koriStenja promjene volumena za aktiviranje dobave kisika. Ocito, plinometrijska metoda se temelji na
mjerenju prijenosa kisika [kLa - (S;z-SOZ)], a ne na mjerenju koncentracije kisika u plinskoj fazi.
Koncentracija kisika u plinskoj fazi mora se pretpostaviti kao konstantna (tj. dCo,/ dt = 0). U svakom
slucaju, plinometrijska metoda zahtijeva sustav apsorpcije CO, kako bi se iz plina uklonio CO,. CO, u
plinu koji je proizveden za vrijeme bioloske razgradnje i ispusta se u plinsku fazu iz tekuce faze bi inace
ometao mjerenje promjene tlaka ili volumena. Obi¢no se po molu O, u aerobnoj respiraciji proizvede
jedan mol CO,, §to po definiciji znaci da nece do¢i do promjene tlaka plina.

Alternativno, koncentracija kisika u plinskoj fazi moze se mjeriti izravno, ¢ime se uklanja potreba za
hvatanjem CO, i omogucuje kontinuirano aeriranje biomase zrakom. Medutim, pored koncentracije
plinovitog kisika, treba izmjeriti i koncentraciju DO u tekucoj fazi zato Sto pored masene bilance u
plinskoj fazi treba razmotriti i masenu bilancu u tekucoj fazi. Slicno tome, treba izmjeriti protok plina, na
primjer pomoc¢u masenog mjeraca protoka plina.

Kisik je jedan od malog broja plinova koji pokazuju paramagnetne karakteristike, tako da ga se moze
mjeriti kvantitativno u plinskoj mjeSavini koriste¢i paramagnetnu metodu. Ta se metoda temelji na
promjeni u magnetnom polju kao rezultat prisutnosti kisika, a ta promjena je proporcionalna koncentraciji
plinovitog kisika.



Druga metoda za mjerenje koncentracije kisika u plinskoj fazi je pomocu masenog spektrometra.
KoriStenje ove skuplje opreme ima prednost u tome da se mogu mjeriti i ostali plinovi, §to se onda obi¢no
naziva analizom izlaznih plinova. Narocito se CO, moZe mjeriti u plinskoj fazi budu¢i da je to koristan
pokazatelj aktivnosti biomase u svim redoks uvjetima. Medutim, ako se mjeri CO; u izlaznom plinu, a
buduci da je CO2 povezan s karbonatnim sustavom, za mjerenje pH i koncentracije bikarbonata u tekucoj
fazi bit ¢e potrebna dodatna oprema (Pratt ez al., 2003). Napominjemo da je maseni spektrometar skupa
oprema koja zahtijeva i posebne (kalibracijske) plinove, Sto tu metodu prije ¢ini naprednim
laboratorijskim alatom nego metodom za terensku primjenu. Alternativa moze biti manje skup infracrveni
analizator CO,.
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Slika 5.24 Shema strukture respirometra koji radi na principu GFS (Pratt i sur., 2003).

Na slici 5.24 prikazan je primjer prakti¢ne primjene principa GFS. Taj se respirometar temelji na analizi
izlaznog plina pomocu masene spektrometrije i integriran je s titracijskom jedinicom kako bi se objasnila
interakcija proizvodnje i evolucije CO; s kiselim/baznim puferskim sustavima u tekucoj fazi.

Respirometar se koristio za prouc¢avanje procesa dvofazne nitrifikacije, odnosno akumuliranja nitrita
u sustavima obrade otpadne vode koji rade u promjenjivim okoliSnim uvjetima, tj. koncentracijama pH i
DO (Gapes i sur., 2003).

5.4 KARAKTERIZACIJA OTPADNE VODE

Razvijeno je i primijenjeno nekoliko metoda za karakterizaciju otpadne vode, kako u smislu
karakterizacije opterec¢enja oneciS¢uju¢im tvarima tako i u smislu ocjene toksi¢nosti. U nastavku ¢e se
prvo opisati razliite respirometrijske metode za procjenu biokemijske potrosnje kisika, nakon Cega ¢e
uslijediti respirometrijski testovi toksi¢nosti i, na kraju, pregled metoda za frakcioniranje otpadne vode.

5.4.1 Potencijal proizvodnje metana (BMP)

5.4.1.1 Svrha

Test potencijala proizvodnje metana (BMP) se provodi kad treba znati koliko odredeni supstrat proizvodi
metana, npr. kada se razmatra ulaganje u razvoj anaerobnog digestora. Isto tako, proizvodnja metana
tijekom vremena moze biti od interesa kod optimiziranja starosti mulja u digestoru ili za dimenzioniranje
opreme za postupanje s bioplinom.

5.4.1.2 Opcenito

BMP test se provodi kako bi se ispitalo koliki je potencijal proizvodnje metana nekog uzorka. BMP u
odredenoj mjeri odreduje i projektantske i ekonomske detalje bioplinskog postrojenja (Angelidaki i sur.,
2009). No BMP test se moze provesti i kako bi se ocijenilo ponaSanje biomase. Na primjer, brzina



proizvodnje metana moZe se koristiti za procjenu hidroliticke aktivnosti inokuluma. BMP testovi se ¢esto
koriste u literaturi, ali protokoli se uvelike razlikuju. Bilo je odredenih napora da se predloZi standardna
procedura (Angelidaki i sur., 2009).

Na slici 5.25 prikazan je tipicni rezultat BMP testa. U ovom slucaju je prikazna postupna proizvodnja
metana iz otpadne vode filtrirane kroz grubi filtar.
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Slika 5.25 Rezultati BMP testa: postupna proizvodnja metana iz otpadne vode filtrirane kroz grubi filtar. Mjerenja su provedena u tri
navrata. Crvena linija predstavlja krutine s trakastog filtra; zelena krutine iz rotacijskog filtra, a plava mjesavinu obiju krutina (Kooijman,
2015; neobjavljeni podaci)

5.4.1.3 lzvodenje testa

U BMP testovima, koli¢ina inokuluma (potrebna za anaerobnu digestiju) se obi¢no mjeri kao sagorive
suspendirane tvari (VSS). Moguca alternativa su ukupne sagorive suspendirane tvari (VS). Razlika
izmedu te dvije metode je to da VS razmatra sve sagorive frakcije u inokulumu, dok VSS razmatra jedino
tvari vece od odredenog otvora filtra, izdvojene filtriranjem. VSS imaju prednost pred VS zato Sto se ne
ocekuje da ¢e aktivna biomasa pro¢i kroz filtar u mjerenju VSS, zbog cega je VSS jace povezan s
aktivnom biomasom nego VS; vidi i odjeljak 5.5.1. Medutim, mjerenje VS se moZe odabrati i zbog
njegove tocnosti i jednostavnosti mjerenja i opcenito niske koncentracije otopljenih sagorivih tvari u
inokulumu, u usporedbi s ukupnim sagorivim tvarima. Za mjerenje VS ili VSS, vecina istrazivaca koristi
standardnu metodu (APHA i sur., 2012).

U BMP testovima, nacin mjerenja supstrata ovisi o svrsi testa i o obliku supstrata. Za biomasu u
otpadnoj vodi obi¢no se koristi VS. Tekuci supstrat poput otpadne vode moze se kvantificirati pomocu
COD. Kad se istrazuje BMP u konvencionalnoj anaerobnoj digestiji, vazno je da se tijekom BMP testova
ne akumuliraju VFA. To znaci da acidifikacija i potrosnja VFA sa strane metanogenih mikrobnih kultura
moraju biti u ravnotezi. Zbog toga je vazan omjer izmedu inokuluma i supstrata. Za biomasu iz digesora
moze se Koristiti sljede¢i omjer, koji u veéini slucajeva neé¢e dovesti do nakupljanja VFA:

VSSinoculum

2> 5.15

VSsubstrate

Treba primijetiti da su to mase koriStene u testu, izrazene u gramima VS ili VSS, a ne koncentracije.
Kako bi se dobio BMP supstrata, paralelno treba izmjeriti pozadinsku proizvodnju metana iz inokuluma
(slijepa proba bez supstrata) i odbiti od proizvedenog plina mjesavinom inokulum-supstrat.

Kako bi se proveo BMP test, reakcijske boce treba inkubirati na Zeljenoj temperaturi. Standardna
mezofilna temperatura je 35 °C. Temperatura se moze odrzavati konstantnom pomoc¢u vodene kupelji.
MijeSanje se provodi lopatastim mijeSalicama u reakcijskoj boci. Kada se u BMP testovima koristi
biomasa velikog viskoziteta, nedovoljno mijeSanje moZe negativno djelovati na brzine digestije, a



ponekad mijeSalica u malim testnim bo¢icama (200-400 mL) ne ispunjavaju zadovoljavaju¢e mijesati. To
se mozZe rijeSiti inkubiranjem reakcijskih boca na inkubatorskoj tresilici. Trajanje BMP testova ovisi o
njihovoj svrsi i karakteristikama supstrata, ali najéeSce se koristi vrijeme odvijanja testa od 30 dana.

5.4.1.4 Obrada podataka

U mnogim slucajevima anaerobni respirometrijski testovi imaju za cilj izmjeriti BMP supstrata. Kako je
prikazano naslici 5.25, BMP ovisi o trajanju digestije, sli¢no analizi BOD (odjeljak 5.4.2). BMP se obi¢no
izrazava po gramu VS. Za vi$ak aktivnog mulja to je obi¢no izmedu 150 i 200 N-mL gVS™'. Za primarni
mulj to je 300-400 N-mL g VS-L. Buduéi da je hidroliza ¢esto korak koji u anaerobnoj digestiji ograni¢ava
brzinu (Eastman i Ferguson, 1981), brzina proizvodnje metana je izravno povezana s brzinom hidrolize,
tako da je nagib respirograma kakav je prikazan na slici 5.25 izravna mjera brzine hidrolize u tom trenutku
u vremenu.

5.4.1.5 Preporuke

o  Korekdija tlaka i temperature

Kako bi se odredila koli¢ina metana koja se proizvede u eksperimentu, u svakom vremenskom trenutku
tijekom testa potrebno je znati volumen plina u kombinaciji s tlakom i temperaturom. Obicno se koli¢ina
proizvedenog plina izraZava u standardnim uvjetima (obi¢no 273,15 K, 0 °C i 1.013,25 mbar, 1 atm).

o Difuzija metana

Zna se da se molekule metana mogu difundirati kroz plastiku kao §to je silikon. Zbog toga je u oblikovanju
BMP testa (ili specifi¢ne metanogene aktivnosti, odjeljak 5.5.2) vrlo vazno da materijali koji su u kontaktu
s bioplinom imaju slabu propusnost za metan.

e pHindikator za otopinu za prociS¢avanje plina
Vrlo je vazno da tekuéina za procis¢avanje plina u boci kakva je prikazana na slici 5.13 i u mjernom
uredaju kakav je prikazan na slici 5.15 ima visok (> 9) pH tako da tekucina apsorbira CO; i H,S. Nizi pH
¢e rezultirati krivim mjerenjima. Kako bi se osiguralo da tekucina za proci§¢avanje nije zasi¢ena, moze
joj se dodati metilensko modrilo, koje boju tekucine pretvara u modru kad je pH > 9, $to omogucuje
vizualnu provjeru djelotvornosti otopine.

e  Aktivnost inokuluma

Aktivnost metanogena je jako osjetljiva na temperaturne razlike. Narocito kad se provode SMA testovi,
vazno je da aktivnost metanogena bude visoka od samog pocetka eksperimenata. Zbog toga se savjetuje
da se inokulum pohrani pri 35 °C u trajanju od 24 h prije eksperimenta. Na taj nacin, u BMP (SMA) testu
provedenom pri 35 °C nece biti temperaturnog Soka za metanogene i BMP (ili SMA) nece biti pod
utjecajem temperature.

o Mikro i makro nutrijenti

Za vrijeme BMP (ili SMA) testa moze postojati manjak mikro- i makro-nutrijenata, $to moze djelovati
na uspjesnost konverzije. Ako nutrijenata nema dovoljno, treba ih dodati. U literaturi postoje razliciti
prijedlozi za otopine nutrijenata za anaerobne testove digestije (Angelidaki i sur., 2009; Zhang i sur.,
2014).

o Inhibicija kisikom

Kad je voda u ravnoteZi sa zrakom, koncentracija kisika ée biti oko 9 mg L™! pri standardnim uvjetima.
Zna se da kisik inhibira metanogene. Kisik ¢e takoder ‘trositi” COD u mjeSavini. Zbog toga moze biti
pozeljno (naroCito u SMA testovima gdje se mjere brzine metanogena) ukloniti kisik iz otopine supstrata
prije mijesanja s biomasom. Obi¢no se koristi uklanjanje kisika plinovitim N». Vrlo njeznim upustanjem
mjehurica plinovitog N, ~ 60 sec kroz otopinu supstrata uklonit ¢e se kisik.

e Plinonepropusnost

Prije BMP testa, treba provjeriti je li sustav proizvodnje i mjerenja plina plinonepropustan. To se moZze
napraviti tako da se poznata koli¢ina zraka ubrizga u cijev spojenu na bocu s otopinom za procis¢avanje
plina i mjera¢ protoka plina kako bi se osiguralo da je sve ispravno postavljeno i plinonepropusno.
Koli¢ina izmjerenog zraka i koli¢ina ubrizganog zraka moraju biti jednake. Ako nisu, vjerojatno negdje
curi.



o Alkalne otopine za prociScavanje plina

Alkalne otopine za prociS¢avanje plina se obi¢no koriste za uklanjanje kiselih komponenti iz plina. U
alkalnim otopinama se ne uklanjaju drugi spojevi kao §to su NH3 i Hy. NH3 je Cesto prisutan u znatnim
koli¢inama kad je pH digestata visok (blizu 9). Kad u digestoru postoji ozbiljna acidifiakcija, moze se
formirati H, i tako biti prisutan u ve¢im koli¢inama u bioplinu. Kako bi se izbjegle znacajnije varijacije
u pH mjesavine tijekom testa, mjeSavini se moze dodati puferska otopina fosfora.

5.4.2 Biokemijska potrosnja kisika (BOD)

5.4.2.1 Svrha

Test biokemijske potrosnje kisika (BOD) se provodi kako bi se procijenila koncentracija bioloski
razgradive organske tvari u uzorku vode, npr. radi projektiranja uredaja za obradu otpadne vode ili ocjenu
njegovog rada u pogledu uklanjanja organske tvari. Zahvaljujuci njegovoj osjetljivosti, koristi ga se i za
procjenu koncentracije organske tvari u prijemnim vodama.

5.4.2.2 Opcenito

Odredivanje BOD otpadnih voda, efluenata i oneciS¢enih prijemnih voda temelji se na testu kojim se
mjeri bakterijska potroSnja kisika tijekom odredenog razdoblja inkubacije. Testom se kvantificira
biokemijska razgradnja organskog materijala (uglji¢na biokemijska potro$nja kisika - CBOD), ali ¢e
ukljucivati i kisik koriSten za oksidiranje anorganskog materijala kao Sto su sulfidi i dvovalentno Zeljezo.
Ako se u testu ne doda inhibitor nitrifikacije, moZe se mjeriti i koli¢ina kisika koriStenog za oksidiranje
reduciranih oblika duSika (duSi¢na biokemijska potroSnja kisika - NBOD). Kako bi bilo jasno na §to se
misli, pojam ‘ukupni BOD’ (BOD) se koristi kad nije dodan inhibitor nitrifikacije, odnosno zbroj CBOD
1 NBOD.

Obicno je vrijeme inkubacije ograni¢eno na pet dana, $to dovodi do tradicionalnog BODs. Medutim,
testovi se mogu provoditi i u drugim vremenima inkubacije, npr. sedam dana kako bi se olakSalo
organiziranje laboratorija, ili 28, 60 do 90 dana inkubacije kako bi se odredio tzv. krajnji BOD (takoder:
UBOD, BOD,, ili BODy). Njime se mjeri kisik potreban za ukupnu razgradnju organskog materijala
(krajnja potrosnja ugljika) i/ili kisik za oksidaciju spojeva reduciranog duSika (krajnja duSicna potroSnja).

Mjerenja koja ukljucuju NBOD opéenito nisu korisna za procjenu potrosnje kisika povezane s
organskim materijalom. Zapravo, NBOD se moze procijeniti izravno iz dusika koji se moze nitrificirati
(amonijak ili ukupni dusik po Kjeldahlu), a CBOD se moze procijeniti oduzimanjem teoretskog
ekvivalenta oksidacije reduciranog dusika od rezultata neinhibiranog testa. Medutim, ova metoda je
nezgrapna i podlozna osjetnim greskama. Kemijskom inhibicijom nitrifikacije dobiva se izravnija i
pouzdanija mjera CBOD.

BOD_= 600g m*

BOD,= 390 gm™
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Slika 5.26 Krivulja BOD: za mje3ovite komunalne otpadne vode i otpadne vode iz klaonica (Henze i sur., 1995).

5.4.2.3 lzvodenje testa



U osnovi postoje dva principa mjerenja BOD. Jedan koristi zatvorenu bocu (LSS respirometar), a jedini
kisik dostupan za oksidaciju organske tvari je kisik otopljen u (razrijedenom) uzorku na pocetku testa.

U drugim metodama kisik se kontinuirano dobavlja iz plinske faze prisutne u boci (LFS respirometar),
a potroseni kisik se prati.

U nastavku ¢e se predstaviti pristup prvog testa, nakon ¢ega se raspravlja o metodama koje koriste
dobavu kisika iz plinske faze.

e BOD test pomocu LSS respirometra

Metoda se sastoji od toga da se zrakonepropusnu boc€icu u cijelosti napuni uzorkom vode i inkubira je se
na tamnom mjestu (kako bi se sprijecila fotosinteza) na 20 = 0,1 ‘C odredeni broj dana (5, 7, 28, 60, 90
dana). Koncentracija otopljenog kisika se mjeri na pocetku i nakon inkubacije, a BOD se izra¢unava iz
razlike izmedu pocetnog i zavr$nog DO. Budu¢i da se pocetna koncentracija DO odreduje ubrzo nakon
razrjedivanja, sva apsorpcija kisika do koje dode nakon tog mjerenja ukljucena je u mjerenje BOD. Boce
su obi¢no volumena 300 mL sa zatvara¢em od bruSenog stakla i zvonolikim otvorom. Boce treba pazljivo
ocistiti deterdzentom i temeljito isprati (kako bi se iz boce uklonio sav deterdzent).

Razrjedivanje

Budu¢i da je jedini izvor kisika onaj koji je prisutan na pocetku, moze doci jedino do ogranicene
oksidacije budu¢i da se koncentracija DO ne bi nikada trebala spustiti ispod 2 mg O, L' da se sprijeci
ograni¢enje reakcije kisikom. Time su koncentracije BOD u uzorku ograni¢ene na oko najvise 7 mg L.
I dok to moZe biti prikladno za uzorke efluenta i vodoprijemnika , otpadne vode ¢e u takvom testu sa
zatvorenom bocom trebati u znatnoj mjeri razrijediti. Razrjedivanje pak prate problemi buduci da rast
bakterija zahtijeva nutrijente kao Sto su dusik, fosfor i metali u tragovima (Mg, Ca, Fe). Bez njih bioloska
razgradnja oneciS¢ujucih tvari moZze biti ogranicena, Sto moze dovesti do potcjenjivanja BOD. Isto tako,
moZe biti potrebno dodavanje pufera kako bi se osiguralo da ¢e pH inkubiranog uzorka ostati unutar
raspona prikladnog za rast bakterija. Jasno, voda koriStena za razrjedivanje ne smije sadrzavati bioloski
razgradive tvari.

Nacjepljivanje

Buduci da test ovisi o aktivnosti bakterija za razgradnju organske tvari prisutne u uzorku, neophodna je
populacija mikroorganizama koji mogu oksidirati bioloski razgradivu tvar u uzorku. Otpadne vode
kucanstava, nedezinficirani efluenti iz uredaja za obradu otpadne vode i povrsinske vode u koje su
ispustene otpadne vode sadrze zadovoljavajuée mikrobne populacije. Neke vode, npr. industrijske
otpadne vode, mogu zahtijevati inokulum za pokretanje bioloske razgradnje. Takav inokulum se moze
dobiti iz biomase ili efluenta iz uredaja za obradu otpadne vode, ali buduci da u takvom inokulumu mogu
biti prisutni nitrifikanti, preporucuje se da se u testu koristi inhibitor nitrifikacije kako bi se osigurali
valjani rezultati CBOD testa. U nekim slucajevima onecis¢ujuée tvari mogu zahtijevati organizme
drugacije od onih prisutnih u uredaju za obradu otpadnih voda iz kucanstava, kada se preporucuje
nacjepljivanje pomocu bakterija dobivenih iz uredaja koji zaprima takav otpad ili iz prijemne vode
nizvodno od tocke ispustanja.

Slijepa proba
I voda za razrjedivanje i inokulum mogu djelovati na rezultat BOD testa, npr. unoSenjem organske tvari
u bocu. Zapravo se mogu javiti Cetiri situacije prikazane na donjoj shemi:

Inokulum Razrjedivanje

X -
- X

e N S

X X

Budu¢i da bi razrjedivanje moglo djelovati na kvalitetu testa, kvalitetu treba osigurati tako da se
provede BOD test sa slijepom probom u kojemu se u bocu napunjenu vodom za razrjedivanje dodaje ista
koli¢ina inokuluma kao i u testu s uzorkom (slika 5.27).
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Slika 5.27 Rezultat tipi¢nog BOD testa u zatvorenoj boci s uzorkom i slijepom otopinom.

Mijerenje DO

Otopljeni kisik moZe se izmjeriti azidnom modifikacijom titrimetrijske jodometrijske metode ili pomocu
dobro kalibrirane elektrode DO. Za mjerenje krajnjeg BOD u razdobljima produzene inkubacije,
preporucuje se jedino pristup mjerenja pomocu elektrode DO zato §to se DO mora mjeriti u razmacima
tijekom inkubacije (intervali od 2 do najvise 5 dana, najmanje 6 do 8 vrijednosti).

Obrada podataka
Izracun BOD uzorka je sljedeci (slika 5.27):

_(D;-Dy) - (B, -By

BOD b

5.16

U gornjem izrazu D; je koncentracija DO u razrijedenom uzorku odmah nakon pripreme (mg L), D,
je koncentracija DO u razrijedenom uzorku na kraju razdoblja inkubacije (mg L), B, je koncentracija
DO slijepe otopine odmah nakon pripreme (mg L), B je koncentracija DO slijepe otopine na kraju
razdoblja inkubacije (mg L), a P je decimalna volumetrijska frakcija koristenog uzorka.

Treba primijetiti da se zapravo masena bilanca testa sa zatvorenom bocom piSe kao (LSS
respirometrijskiprincip):

=2 =y 5.17
1z toga, nakon integracije, slijedi da je,
fin
BOD = SOZ,tO — SOZ,tﬁn = j;:) roz(t) - dt 5.18

To pokazuje da je BOD nista drugo doli podrucje ispod tzv. respirograma, odnosno vremenski niz
podataka o brzini respirometrije.

Za odredivanje krajnjeg BOD, sljedecu jednadzbu prvog reda treba prilagoditi vremenskom nizu
podataka o smanjivanju DO (slika 5.28):

BOD, =BODy (1 —¢™) 5.19

U gornjem izrazu BOD; je apsorpcija kisika izmjerena u trenutku t (mg L), BODy je krajnji BOD
(mg L), a k je koeficijent brzine apsorpcije kisika prvog reda (d™).
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Slika 5.28 Izmjereni BOD uzorka u razdoblju od 14 dana i podesavanje jednadzbe kinetici prvog reda (Weijers, 2000).

Jednadzbu bi po moguénosti trebalo korigirati pomocu nelinearne regresije, npr. pomocu funkcije
Solver u Excelu kako bi se minimizirao zbroj kvadratnih pogresaka izmedu izmjerenih vremenskih nizova
apsorpcije kisika i modelom predvidenih BOD; za odredene vrijednosti BODy i k. Treba primijetiti da
ovaj pristup daje ne samo BODy vec¢ i k. Ovo potonje pruza informaciju o brzini razgradnje organske
tvari. Napominjemo da model prvog reda ne mora uvijek biti najbolji izbor. Puno bolja podesavanja se
¢esto mogu dobiti pomocu alternativnih kinetickih modela, narocito onih koji se sastoje od zbroja dva ili
viSe modela prvog reda.

Preporuke
Kad je koncentracija DO na kraju testa manja od 1 mg L' ili je smanjenje DO manje od 2 mg L™, test
bi trebalo ponovno provesti, ali s ve¢im odnosno manjim razrjedivanjem.

Kako bi se provijerilo je li BOD test dobro proveden, moZe se napraviti kontrola testa pomocu otopine
s poznatim BOD. Preporudena otopina je standardna mjeSavina 150 mg L' glutaminske kiseline i 150 mg
L' glukoze. 2-postotno razrjedenje ove koncentrirane otopine trebalo bi dovesti do BODs od otprilike
200 + 30 mg L. MoZe se predvidjeti BODy od 308 mg L' (APHA, 2012).

Moze biti potrebna prethodna obrada uzorka. Temperaturu i pH uzorka ¢e mozda prije razrjedivanja
trebati korigirati na 20 C i 6,5 < pH < 7,5. Ako je uzorak kloriran, treba ga deklorirati (dodavanjem
Na,S0s) i svakako treba koristiti inokulum. MozZe se naici na uzorke prezasi¢ene kisikom (vise od 9 mg
L pri 20 ‘C) ako je uzorak bio hladan ili je doslo do fotosintetske aktivnosti. U takvim je slu¢ajevima
potrebna deoksigenacija na nacin da se snazno protrese djelomi¢no napunjena BOD bocica ili je se aerira
¢istim komprimiranim zrakom.

Nitrifikacija se moZe inhibirati pomoc¢u viSe kemikalija, npr. nitrapirin, aliltiourea (ATU) ili 2-klor-
6-(triklormetil)piridin (TCMP). I dok preporucene koncentracije obi¢no dovedu do odgovarajuce
inhibicije, prijavljena je prilagodba mikroorganizama tim kemikalijama, a mogu se i razgraditi tijekom
testa, Sto omogucuje da nitrifikacija zapo¢ne u kasnijoj fazi testa. Stoga se preporucuje da se na kraju
testa provjeri jesu li nastali nitrit i nitrat.

Dostupna je (terenska) testna oprema za mjerenje BOD bez laboratorijske opreme. Osigurani su
standardni nutrijenti i bakterije za inokulaciju, a DO se mjeri na temelju fotometrijske metode.

e BOD test pomocu GFS respirometra

Kako bi se rijeSio problem ogranicene koli¢ine otopljenog kisika dostupne u testu sa zatvorenom bocicom,
razvijena je oprema za ispitivanje BOD. U sklopu ove testne opreme u tekucinu se uvodi kisik, Sto
omogucuje razgradnju organske tvari. Na taj nacin, razrjedivanje moze biti nepotrebno ili se moze
znacajno smanjiti budu¢i da se raspon mjerenja BOD moZe znacajno prosiriti. Osnovna se oprema sastoji
od boce u kojoj je osigurana plinska faza koja moze dobavljati kisik kako se trosi u testiranom uzorku. Ili
volumen plina sadrzi dovoljno kisika koji ¢e omoguciti zavrSetak oksidacije bioloSki razgradive tvari u
uzorku, ili oprema omogucuje nadopunjavanje plinske faze svjeZim kisikom iz vanjskog izvora. Na taj
nacin, osim BOD, moZe se mjeriti apsorpcija kisika viSe ili manje kontinuirano kroz vrijeme, ¢ime se
inherentno pruza moguénost da se izracuna brzina respiracije s vremenom.



Postoji raznolika oprema koja radi prema GFS principu. Temeljni principi ukljucuju manometrijske
respirometre koji prate promjenu tlaka u plinskoj fazi iznad tekucine kako se kisik troSi. Interferencija
koju izaziva CO; koji se proizvodi za vrijeme bioloSke razgradnje i ispusSta se iz tekucine se rjeSava tako
da se CO; hvata u alkalnoj (KOH) otopini ili granulama ugradenima u opremu. Pomoc¢u zakona idealnog
plina, zabiljeZeni pad tlaka moZze se pretvoriti u potros$nju kisika. Komercijalno je dostupna oprema koja
koristi pretvornik tlaka, jednostavnu logiku izraCuna i uredaj za biljeZenje podataka za vremenski niz
BOD. Volumetrijski respirometri biljeze smanjivanje volumena plina (pri konstantnom tlaku) kako se
kisik tro$i u plinskoj fazi. I ovdje je potrebno uklanjanje CO, pomocu alkalne otopine/granula.
Elektrolitski respirometri koriste princip konstantnog volumena i tlaka plina za aktiviranje elektrolitske
proizvodnje kisika i odrZavaju koncentraciju kisika u plinskoj fazi konstantnom (slika 5.29). CO; ispusten
iz teku¢ine bi ponovno naruSio princip konstantnog tlaka i mora ga se ukloniti iz plinske faze.
Alternativno, moZe se dobaviti kisik, i mjeriti njegov protok, iz izvora cistog kisika (npr. boca s plinom)
kako bi se odrzao tlak u zrakonepropusnoj boci.

Kontrola BOD PC

,C:i biljeZenje

Otplinjaé
plinjac Otplinjavanje

Elektrode

Apsorber
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Elektrolit

Volumen
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Slika 5.29 Elektrolitski respirometar za analizu BOD (SELUTEC GmbH).

Ako nije dostupna vanjska dobava kisika, kao $to je slu¢aj kod ranije opisanog respirometra (“BOD
test pomocu LSS respirometra”), treba posvetiti paznju ukupnoj potro$nji kisika u uzorku. Ona ne bi
trebala premasiti koli¢inu kisika prisutnog u plinskoj fazi iznad tekuéine, buduéi da bi to dovelo do
ograni¢avanja kisikom i pogresnih rezultata. Volumen uzorka koji treba dodati u bocu ¢e prema tome
ovisiti 0 njegovom sadrzaju BOD, a prirucnici o respirometrima ¢e obi¢no sadrzavati tablicu s
volumenima koje treba dodati za razlicite raspone BOD. U svakom slucaju, metode bez dobave kisika se
suocavaju sa smanjivanjem koncentracije DO u tekucini, §to moze djelovati na brzinu oksidacije tijekom
testa.

Instrumenti omogucuju ocitavanje BOD ucestalo$¢u od ve¢ svakih 15 min do svakih 6 h. Velika
ucestalost prikupljanja podataka moze pomo¢i u tumacenju rezultata u smislu kinetike razgradnje ili moze
omoguciti bolje podeSavanje modela kako bi se smanjio utjecaj Suma u mjerenju ili dobila pouzdanija
procjena krajnjeg BOD.

Preporuke

Interferencija od strane drugih plinova osim CO, moze dovesti do pogresnih rezultata, ali ne prijavljuje
se ¢esto. Temperaturne varijacije mogu djelovati i na mjerenje tlaka i volumena kao $to djeluju na ukupni
tlak. Uz to, promjene atmosferskog tlaka mogu djelovati na mjerenje u nekim respirometrima.

Moze se otkriti potro$nja kisika od svega 0,1 mg L., ali preciznost testa ¢e ovisiti o ukupnoj koli¢ini
potrosenog kisika, preciznosti mjerenja tlaka ili volumena i ucinku varijacija u temperaturi i
atmosferskom tlaku.

Buduci da se kisik mora prenijeti iz plinske fazu u tekucu fazu, mora se paziti da brzina apsorpcije
kisika previSe ne prekora¢i brzinu masenog prijenosa kisika u tekucu fazu, budu¢i da bi to dovelo do



ograni¢avanja kisika u procesu bioloSke razgradnje, a time i do pogreSaka u rezultatu BOD. Prijenos
kisika uglavnom ovisi o uvjetima mijeSanja u tim respirometrima, ¢ime se brzine apsorpcije kisika
ograni¢avaju na 10 mg L' h!' za naprave sa sporim mijeSanjem i do 100 mg L' h”', ako je osigurano
mijeSanje velikog intenziteta. Ako brzina apsorpcije premasuje dobavnu brzinu predmetnog respirometra,
uzorak se moze razrijediti tako da se brzina apsorpcije smanji na prihvatljive vrijednosti. Sastav vode za
razrjedivanje se mora provjeriti kako je ve¢ spomenuto.

Treba primijetiti da je BOD test respirometrijski test buduéi da mjeri potrosnju krajnjeg akceptora
elektrona, O, premda opéenito ne mjeri brzinu respiracije. Zapravo, BOD je kumulativna potro$nja kisika
koja se moze dobiti objedinjavanjem brzine respiracije kroz odredeno razdoblje inkubacije. Kako je gore
spomenuto, LFS respirometrija inherentno omogucuje izra¢un brzine respiracije s vremenom.

Takoder treba napomenuti da se BOD moze mjeriti na slicne nacine pomocu drugih akceptora
elektrona kao Sto je nitrat.

Moze biti potrebno nacjepljivanje i dodavanje nutrijenata za konkretne uzorke otpadne vode, ako
predmetna biomasa nije prisutna ili ako otpadna voda nije uravnotezena u smislu nutrijenata nasuprot
organskog materijala, zbog ¢ega moZe biti izloZena ograni¢enjima bakterijskog rasta, $to dovodi do
neobjektivnih rezultata BOD.

5.4.3 Kratkotrajna biokemijska potrosnja kisika (BODs)

Vremenska varijacija sastava otpadne vode se moze lako karakterizirati pomoc¢u kemijskih metoda kao
Sto su analize COD i TOC. Te metode mogu pruziti podatke pri velikoj ucestalosti mjerenja (npr. na satnoj
osnovi), ali ne pruzaju informacije o bioloskoj obradivosti onecis¢ujuéih tvari. Tradicionalne metode koje
se oslanjaju na pracenje bioloske razgradnje onecisc¢ujucih tvari kako bi se dobila naznaka obradivosti,
kao Sto je gore spomenuta metoda BODs, su jasno neprikladne za pruzanje informacija takvom velikom
ucestalos¢u zbog velikog razmaka izmedu pocetka analize uzorka i rezulata mjerenja. Ipak, princip
pracenja apsorpcije kisika radi procjene obradivosti i koncentracije organske tvari u otpadnoj vodi je
izrazito vazan, buduci da se vecina procesa obrade otpadne vode oslanja na aerobnu razgradnju organske
tvari. Zbog toga, predloZene su metode za skrac¢ivanje vremena reakcije tih bioloski posredovanih metoda
na takvu razinu da njihova primjena u prac¢enju s velikom ucestalo$¢u postane moguca.

Kratkotrajna biokemijska potroSnja kisika (BODy) se definira kao koli¢ina kisika potroSenog za
biolosku razgradnju bioloski lako razgradive organske tvari po volumenu otpadne vode.

U tradicionalnom BOD:s testu (odjeljak 5.4.2), mala koli¢ina biomase se dodaje velikom uzorku
otpadne vode (obi¢no se pocetni omjer supstrata i biomase So/Xo postavlja na izmedu 10/1 i 100/1 mg
BODs mg MLVSS™). Kao rezultat toga, treba do¢i do znadajnog rasta prije nego $to se dostupne
oneciscujuce tvari razgrade, i moze doc¢i do faze prilagodbe u kojoj se mulj prilagodava oneciséujucim
tvarima. Kako bi se ubrzalo vrijeme reakcije (na unutar sata), tehnike za odredivanje BODy se temelje na
malom omjeru So/X, (obi¢no 1/20 do 1/200 mg BODs mg MLVSS™). Ti uvjeti se postizu dodavanjem
malog alikvota otpadne vode aktivnom mulju prisutnom u testnoj posudi. Na taj se nacin u znatnoj mjeri
(Cesto na manje od jednog sata) moze smanjiti vrijeme razgradnje i ne ocekuje se znacajniji rast biomase
zbog relativno male koli¢ine dodane organske tvari.

Zbog kratkog trajanja testa, oCito je da se tvar koja se u uzorku otpadne vode bioloski sporo razgraduje
nece razgraditi, odnosno mjeri se samo bioloski lako razgradiva frakcija. Nema vremena ni za prilagodbu
biomase bilo kojoj novoj organskoj komponenti koja moze biti prisutna u otpadnoj vodi, a kojoj je
biomasa po prvi put izloZena. Uz to, postoji i vazno ograni¢enje da se u testu ne koristi biomasa iz uredaja
s naprednim bioloskim uklanjanjem mulja (EBPR). Ta biomasa sadrzi organizme koji akumuliraju fosfor
(PAO) i koji mogu pohraniti hlapive masne kiseline (VFA). Kada se frakcija VFA u bioloski lako
razgradivoj tvari trosi za pohranjivanje, ne oksidira se, zbog ¢ega se nece mjeriti u respirometrijskom
testu. Citatelja upucujemo i na odjeljke 5.5.3.2 1 5.5.3.3 (slika 5.48).

Medutim, moguénost mjerenja bioloski lako razgradive tvari je jako vazna informacija narocito za
predvidanje i optimiziranje uspjeSnosti denitrifikacije i naprednog bioloskog uklanjanja fosfora.
Napominjemo da, budu¢i da se respirometrijski test moZze koristiti za razlikovanje izmedu bioloski sporo



1 lako razgradive tvari, to daje temelj za procjenu frakcija otpadne vode u kontekstu matemati¢kog modela
(odjeljak 5.4.5).

Zbog brze respiracije proizasle iz velikog razgradnog kapaciteta dostupnog u testnoj posudi, moze
do¢i do problema u zadovoljavanju potreba mulja za kisikom. Respirometrijske metode koje se temelje
na mjerenju smanjivanja pocetne koli¢ine kisika prisutnog u biomasi su ozbiljno ograni¢ene zbog rizika
ograni¢avanja kisikom. Slijedom toga, dinamicki raspon koncentracije takvih metoda je mali, s
maksimalnim dodavanjima uzorka od 5 mg BODg L™! aktivnog mulja. O¢ito, taj problem rjeSava aeriranje
mulja, dostupno u raznoj respirometrijskoj opremi. Medutim, intenzitet aeracije mora biti dovoljan. Ipak,
buduci da se u mnogim slucajevima otopljeni kisik mjeri u testnoj posudi, lako se moze provjeriti je li
dobavljeno dovoljno kisika (odnosno, DO uvijek treba biti iznad 2 mg L) tijekom BODy testa. U veéini
respirometara pocetne koncentracije BOD u testnoj posudi mogu lako dosegnuti 100 mg BODg L.

5.4.3.1 Izvodenje testa

BODy; test se provodi tako da se prvo odredeni volumen aktivnog mulja stavi u termostatiranu (npr. 20
°C) i aeriranu testnu posudu i pusti da dode do stabilnog stanja koje karakterizira ono $to se zove endogena
respiracija. Endogena respiracija se definira kao stanje u koje biomasa dospije kad u aktivnom mulju viSe
nema dostupnog vanjskog supstrata. Biomasa respiracijom oksidira vlastite rezervne materijale ili
produkte razgradnje mrtve biomase. Postizanje tog stanja moZe potrajati izmedu nekoliko sati i jednog
dana, ovisno o tome koliko je aktivni mulj opterecen bioloski sporo razgradivom tvari (koja moZze
hidrolizirati). Tipi¢ne brzine endogene respiracije su izmedu 2 i 10 mg O, L' h'!. Nakon §to se postigne
endogeno stanje, odjednom se ubrizgava odredeni volumen otpadne vode, ¢ija se koli¢ina izracunava tako
da dovede do Zeljenog omjera So/Xo- od otprilike 1/20 do 1/200 mg BODs mg MLVSS™.
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Slika 5.30 Shematski prikaz respirograma. Nakon Sto biomasa prode endogenu respiraciju (vanjski supstrat nije prisutan), ubrizgava se
uzorak koji sadrZi organsku tvar. Egzogena respiracija zapocinje i nastavlja se dok se ne ukloni sav supstrat, nakon ¢ega se respiracija vraca
na razinu endogene respiracije.

Cim supstrat postane dostupan biomasi, poéinje bioloska razgradnja i brzina apsorpcije kisika se brzo
povecava do maksimalne brzine koja je odredena aktivnoS¢u biomase i brzinom razgradnje supstrata.
Ako su u mulju prisutni nitrifikanti i otpadna voda sadrzi dusik koji se moze nitrificirati (amonijak i
organski dusik koji se brzo amonificira), ta brzina egzogene respiracije ukljucuje i brzinu apsorpcije za
nitrifikaciju. Supstrati ¢e se postupno iscrpljivati i brzina apsorpcije kisika ¢e se postupno smanjivati da
bi na kraju dosegnula endogenu brzinu. Supstratom inducirana krivulja brzine apsorpcije kisika se zove
respirogram, Ciji se shematski prikaz nalazi na slici 5.30.

Slika 5.31 ilustrira da su egzogena heterotrofna i autotrofna respiracija neovisne i njihovi respirogrami
se mogu preklopiti. Prikazana su tri respirograma, jedan s dodavanjem COD samo u obliku acetata koji
pokazuje heterotrofnu aktivnost, jedan s dodavanjem amonijaka koji pokazuje aktivnost nitrifikanata te
jedan s mjesavinom COD/N.
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Slika 5.31 llustracija zbrajanja brzina egzogene heterotrofne i autotrofne respiracije. Kvadratni simboli predstavljaju respirogram s
dodavanjem 20 mg COD L™ acetata, krugovi predstavljaju brzinu respiracije zbog nitrifikacije nakon dodavanja 2,5 mg N L, a linija je
respirogram mjesavine 20mg COD L™i2,5mg N L™ (Kong i sur., 1996)

Slike 5.32, 5.33 i 5.34 prikazuju neke tipi¢ne respirograme, od koji neki pokazuju samo brzine
egzogene respiracije koje se, slijedeci neka respirometrijska nacela, mogu izracunati izravno iz podataka
o DO.

Prisutnost respiracije zbog nitrifikacije je primjetna na respirogramu na slici 5.32. Doista, kad se
ubrizga uzorak otpadne vode nadopunjen dodatnim amonijem, moze se jasno opaziti dodatna egzogena
respiracija zbog respiracije za nitrifikaciju u izostanku inhibiranosti nitrifikacije.
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Slika 5.32 Primjer respirograma dobivenih iz BOD testova s otpadnom vodom i otpadnom vodom pomijeSanom s dodatnom koli¢cinom
amonija (Petersen i sur., 2002a).

Kada se provode dva eksperimenta, jedan u prisutnosti inhibitora nitrifikacije, a drugi bez inhibitora,
moZe se procijeniti koncentracija amonija u otpadnoj vodi tako da se napravi razlika izmedu izmedu
BODy oba uzorka. Ta potro$nja kisika koja se dijeli s 4,33 mg O, mg N! omoguéuje da se dobije
koncentracija amonija u uzorku otpadne vode (pod uvjetom da je ostvarena puna nitrifikacija do nitrata).
Stovise, buduéi da je amonifikacija obiéno vrlo brz proces, tako se moze kvantificirati ne samo amonij,
ve¢ zapravo dusik u otpadnoj vodi koji se moze nitrificirati.

Na slici 5.33 prikazan je primjer respirograma za tipi¢ni uzorak komunalne otpadne vode dodan
biomasi bez inhibitora nitrifikacije.
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Slika 5.33 Primjer respirograma dobivenih iz BOD testova s komunalnom otpadnom vodom (Spanjers i Vanrolleghem, 1995).

Na tom grafikonu prikazana je jedino brzina egzogene respiracije. Tumacenje respirograma je
sljedece (Spanjers i Vanrolleghem, 1995). Pocevsi od desnog kraja respirograma, brzina respiracije se
postupno povecava do nekih 50 minuta, u kojem trenutku se opaza iznenadan pad u brzini respiracije. Do
takvog iznenadnog pada dolazi zbog potpunog uklanjanja amonija iz aktivnog mulja, nakon Cega se
oksidira samo organska tvar koja moze hidrolizirati. Otud potjece i tipian eksponencijalni pad u brzini
respiracije zbog prirode hidrolize prvog reda.

U zadnjem primjeru predstavljen je respirogram industrijske otpadne vode (slika 5.34).
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Slika 5.34 Rezultati OUR testa s industrijskom otpadnom vodom s prikazom tri preklopljena respirograma koji odgovaraju razgradnji tri
razlicita otapala (Coen i sur., 1998)

I ovdje su prikazane samo brzine egzogene respiracije. Respirogram zapravo prikazuje preklapanje
tri respirogramama. To bi se moglo objasniti prisutnos¢u tri glavna otapala u otpadnoj vodi koje je
paralelno razgradila aklimatizirana biomasa. Izvodenjem tri horizontalne linije koje odgovaraju platoima,
mogu se odrediti koli¢ine svakog od otapala uzimajuci odgovarajucu povrsinu (vidi nize izraune). Treba
primijetiti da se na slici 5.34 horizontalne linije mogu koristiti zato §to izmjerene brzine odgovaraju
uvjetima zasi¢enja supstrata, dok u nekim drugim slucajevima (na primjer slika 5.39) dolazi do
ogranic¢enja supstratom, odnosno brzina respiracije se smanjuje kako se supstrat iscrpljuje, i koriste se
nagnute linije.

5.4.3.2 Izracuni

Budu¢i da se BODy (mg O, L) definira kao koli¢ina kisika potrofenog za biolosku razgradnju
onecis¢ujuc¢ih tvari, moze ga se lako izraCunati integriranjem vremenskih nizova brzina egzogene
respiracije Toz.exo (mg O L hh):

BODst _ ftﬁnal

tpulse

T02,ex0 (t) - dt 5.20



U tom izrazu, tose je vrijeme dodavanja uzorka, a tsna je vrijeme potrebno za povratak na brzinu
endogene respiracije nakon dodavanja uzorka.

Ocito, BODy ubrizganog uzorka se izvodi iz:

BOD:':{mple _ Vsludge + Vsample . BODSt 5.22

VSample

U tom izrazu, Vsample je volumen uzorka, a Vg je volumen mulja u testnoj posudi prije dodavanja
uzorka.

Kako je objaSnjeno ranije u kontekstu slike 5.31, koli¢ina duSika koji se moze nitrificirati (N u mg
N L") se moZe izratunati iz dijela respirograma koji se moZe pripisati brzini respiracije zbog nitrifikacije
r(I\)th,exo (mg O, L' h—l):

_ 1 tfinal Nt .
Nyit = 4.57- Y ano ftpulse T02,ex0 ® - dt 5.23

U tom izrazu, Y ano je koeficijent prinosa nitrifikanata, obi¢no 0,24 mg COD mg N™..

Sli¢no tome, BODy; pripisan razli¢itim frakcijama organske tvari prisutne u otpadnoj vodi moZe se
izraCunati iz brzina egzogene respiracije koje se mogu pripisati preklopljenim brzinama respiracije ro; exo
(mg O, L' hh), slika 5.33:

BODist: ftﬁnal i

tpulse rOZ,exo(t) - dt »

5.4.4 Toksi¢nost i inhibicija

5.4.4.1 Svrha

Respirometrijske tehnike se Cesto preferiraju za procjenu inhibitornih i toksi¢nih uc¢inaka tvari ili otpadne
vode na biomasu (Volskay i Grady, 1990). Inhibicija je pogorSanje bioloskog funkcioniranja i obicno je
reverzbilna. Toksi¢nost je negativan ucinak na bioloski metabolizam, obi¢no ireverzibilna inhibicija
(Batstone i sur., 2002). U ovom poglavlju preferiramo koristenje pojmova toksi¢nost i toksi¢na tvar kako
bi se obuhvatili i reverzibilni i ireverzibilni ucinci. Premda se rezultati testova toksi¢nosti ¢esto izrazavaju
u smislu ICsy (koncentracija koja proizvodi 50-postotnu inhibiciju respiracije), ICso ne daje potpun uvid
u toksi¢ni ucinak neke kemikalije. Kako bi se predvidjeli ucinci toksi¢nih spojeva na uklanjanje organske
tvari i nutrijenata ili kako bi se osmislile mjere ublazavanja u procesu bioloske obrade, treba kvantificirati
ucinke toksic¢ne tvari na kinetiku bioloske razgradnje.

5.4.4.2 lzvodenje testa

Za procjenu toksi¢nosti mogu se koristiti smanjenja brzine endogene i egzogene respiracije. Ako se kao
pokazatelj toksicnosti koristi smanjenje u brzini endogene respiracije, biomasa se prvo dovodi do
endogenog stanja, dodaje se toksi¢na tvar i onda se mjeri smanjivanje brzine endogene respiracije. Ako
je toksi¢na tvar ili toksi¢na otpadna voda bioloski razgradiva, moZe se javiti egzogena respiracija, Sto ¢e
omesti evaluaciju smanjivanja brzine endogene respiracije. Takoder je utvrdeno da je biomasa manje
osjetljiva na toksicne tvari kad je u svojem endogenom stanju.

Temelj za procjenu toksi¢nosti na temelju brzina egzogene respiracije (vidi odjeljak 5.4.3.1) su
respirogrami. U testu koji se temelji na egzogenoj brzini, referentni supstrat (npr. acetat za heterotrofne
testove toksicnosti ili amonijak za testove toksi¢nosti nitrifikanata) se ubrizgava prije ubrizgavanja
potencijalno toksi¢nog uzorka kako bi se procijenila referentna brzina respiracije (tj. aktivnost biomase).
Nakon $to je toksi¢na tvar dodana i imala je vremena djelovati na biomasu, ubrizgava se joS jedan
volumen referentnog supstrata, a utvrdena aktivnost (npr. maksimalna brzina egzogene respiracije) se
usporeduje s onom dobivenom prije ubrizgavanja toksi¢ne tvari. Treba napomenuti da vrijeme izmedu
ubrizgavanja toksi¢ne tvari i ubrizgavanja referentnog supstrata moze djelovati na utvrdenu razinu
toksicnosti buduéi da dugotrajnija izloZenost moZze dovesti do snaznijeg ucinka ili moZze dovesti i do
prilagodbe biomase (slika 5.35). Nema jasne naznake o optimalnim vremenima izloZenosti. Ponekad ¢ak



moZe do¢i do stimuliranja respiracije, odnosno rasta maksimalne brzine respiracije za razgradnju
referentnog supstrata nakon dodavanja toksi¢ne tvari nego bez nje. Tome je tako zbog povecanih potreba
biomase za energijom kako bi se mogla nositi s toksi¢nim tvari (npr. energetsko razdvajanje u prisutnosti
benzoidne kiseline kao toksi¢ne tvari). U svakom slucaju uvijek je vaZno navesti koriSteno vrijeme
izmedu ubrizgavanja toksicne tvari i referentnog supstrata.
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Slika 5.35 Tipicni podadi iz testova inhibiranosti respiracije s razlicitim viemenima kontakta: (A) kloroform, (B) 4-nitrofenol te (C) 4-ksilen
(Volskay i Grady, 1990)

5.4.4.3 lzracuni

Razina ozbiljnosti toksi¢nosti se moZze dobiti tako da se izratuna omjer u razinama aktivnosti prije i nakon
dodavanja toksi¢ne tvari.

Hg,‘gf‘em (before) — Hg,‘gj‘em(after)

105 exo (before)

Toxicity (%) = x100 5.25

Ocito je da ¢e razina ozbiljnosti toksi¢nosti ovisiti o koriStenoj dozi toksi¢ne tvari. Krivulje doza-
odgovor se dobivaju iz niza eksperimenata u kojima se odgovor na toksi¢nost mjeri u razli¢itim dozama,
koje omogucuju procjenu ICsy (pola maksimalne inhibitorne koncentracije). Obican testni protokol za
dobivanje odnosa izmedu doze i ucinka je napraviti slijed: referentni supstrat-toksi¢na tvar-referentni
supstrat u jednoj dozi, zamijeniti biomasu svjezom biomasom i provesti jo$ jedan slijed: referentni
supstrat-toksicna tvar-referentni supstrat, ali pri viSoj dozi. Obi¢no je koncentracija doze viSekratnik
prethodne doze. Ovaj skup sljedova, referentni supstrat-toksi¢na tvar-referentni supstrat se nastavlja sve
do potpune inhibiranosti biomase.



Kako bi se ubrzalo eksperimentiranje, moze se izostaviti korak koji ukljucuje zamjenu biomase (Kong
i sur., 1994), ali onda vrijeme kontakta nije pod kontrolom eksperimentatora. Na slici 5.36 prikazan je
primjer takvog brzog odredivanja odnosa izmedu doze i u¢inka za dodavanje bakra biomasi u sve ve¢im
dozama od 0, 2,5, 5,01 10,0 ppm.
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Slika 5.36 Tipicni respirogrami dobiveni iz testa ARIKA (Automated Respiration Inhibition Kinetics Analysis) s bakrom (Kong i sur., 1994).
Prvi respirogram je dobiven pomocu istog acetata, a kasniji respirogrami su serija rezultata gdje je koriStena mjesavina acetata s
geometrijskiom progresijom koncentracije toksicne tvari (kumulativna koncentracija toksi¢ne tvari: 2,5,7,5i 17,5 ppm).

To dovodi do koncentracija izlozenosti bakru od 0, 2,5, 7,5 i na kraju 17,5 ppm, ali svaka s razliitim
vremenima kontakta. Na slici je jasno vidljivo da se maksimalna brzina respiracije za razgradnju acetata
(referentni supstrat u ovom eksperimentu) brzo smanjuje. Valja primijetiti da podrucje ispod krivulje
ostaje isto, odnosno BODy (odjeljak 5.4.3) ostaje isti buduci da je sav acetat i dalje razgraden, premda
manjom brzinom. To takoder znaci da treba duze vrijeme da se respirogram zavrsi.

1z ovog eksperimenta moze se vizualno zakljuciti da ICso iznosi oko 7,5 ppm buduci da je maksimalna
brzina respiracije pri ovoj koncentraciji bakra oko pola maksimalne brzine respiracije u odsustvu bakra
(usporedi prvi respirogram, u ~0,5 h, s tre¢im respirogramom, u ~1,7 h).
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Slika 5.37 Egzogeni respirogrami s dodavanjem supstrata Ci N (20 mg L odnosno 2 mg L) i s Cu®* (A) i CN" (B) kao toksi¢nim tvarima.
Prvi maksimum je onaj za Cisti acetat, drugi je za Cistu mjeSavinu Ci N, nakog Cega slijedi serija mjeSavina supstrata Ci N i toksicne tvari
(kumulativne koncentracije Cu** od 2,5, 7,5, 17,5, 37,5, 77,5 i 157,5 ppm i kumulativne koncentracije CN" od 0,013, 0,038, 0,088, 0,188,
0,388,0,7881 1,588 ppm). (Kong i sur., 1996).

Kako je ranije spomenuto, autotrofni i heterotrofni respirogrami mogu se preklopiti, a testiranje
toksi¢nosti prema heterotrofnoj i autotrofnoj aktivnosti se prema tome moZzZe provesti u jednom
eksperimentu s mjeSavinom COD i N kao referentnim supstratom. Na slici 5.37 procijenjen je utjecaj
dvije klasi¢ne toksi¢ne tvari, bakra i cijanida, na heterotrofnu i autotrofnu biomasu. Te serije



od heterotrofa (ICso iznosi otprilike 0,2 ppm za nitrifikante, a oko 1 ppm za heterotrofe). Za bakar, ICso
za acetatne oksidatore i ICsy za nitrifikante su priblizno isti buduc¢i da se Citav respirogram zajedno
smanjuje.

5.4.4.4 Bioloski razgradive toksicne tvari

Dosad je razmatrana jedino toksi¢nost bioloski nerazgradivih tvari. Ipak, koriStenje respirometrije za
odredivanje toksicnosti bioloski razgradivih tvari je slozenije. Kada se za odredivanje toksi¢nosti koristi
tipicni slijed: referentni supstrat-toksi¢na tvar-referentni supstrat, bioloski razgradiva toksic¢na tvar ée
dovesti do respirograma nakon ubrizgavanja. Prema tome, to se mora zavrsiti prije dodavanja druge doze
referentnog supstrata. Ako je toksicni utjecaj reverzibilan (tj. inhibicija), moze biti da se ne moze otkriti
nikakva toksi¢nost, buduéi da je toksi¢na tvar uklonjena iz aktivnog mulja. Medutim, protivno ovoj
kratkotrajnoj, ili privremenoj, toksi¢nosti, dugotrajna toksi¢nost moze se procijeniti pomocu slijeda:
referentni supstrat-toksi¢na tvar-referentni supstrat, kako je gore objasnjeno.

Respirometrija moZe biti vrlo korisna za istrazivanje odredenog broja bioloski razgradivih toksi¢nih
tvari koje su inhibitorne za vlastitu biolosku razgradnju kroz ono $to se zove inhibicija supstratom,
odnosno supstrat na kojem biomasa raste je inhibitoran za process rasta biomase. I nitrifikacija moze biti
samo-inhibirana kad je koncentracija amonijaka previsoka. Respirogrami takvih samo-inhibitornih
supstrata pokazuju rastucu brzinu respiracije kako se koncentracija bioloski razgradive toksicne tvari s
vremenom smanjuje, ¢ime se smanjuje njegov inhibitorni u¢inak.

Naslici 5.38 je prikazano kako respirometrija moze objasniti odredene slozene pojave koje se javljaju
u bioloskoj otpadnoj vodi izloZzenoj toksi¢nim tvarima (Gernaey i sur., 1999). U ovom primjeru, fenol i
amonij se dodaju mijeSanoj biomasi koja se sastoji od nitrificirajucih i heterotrofnih bakterija. Fenol je
jedan od najpoznatijih primjera toksi¢nog, ali bioloski razgradivog spoja. U preliminarnom je
eksperimentu potvrdeno da bi biomasa koriStena u eksperimentima mogla razgraditi fenol. Ono S§to je
opazeno u respirometrijskom eksperimentu prikazanom na slici 5.38 je da je nitrifikacija inhibirana
fenolom koji postupno razgraduju heterotrofi. Medutim, samu razgradnju fenola takoder inhibira toksi¢ni
ucinak fenola na heterotrofe, odnosno: samo-inhibicija. U prvoj fazi, nitrifikacija je inhibirana, ali se fenol
razgraduje, mada polako. Razgradnja fenola se ubrzava nakon nekih 30 minuta i dolazi kraju nakon nekih
50 minuta, §to se moZe vidjeti u o$trom padu u profilu rosex. Cim razgradnja fenola zavrsi, nitrifikacija
se ubrzava do iste brzine kao prije dodavanja fenola (moze se provesti i zaseban eksperiment s
dodavanjem amonija kako bi se procijenio u¢inak na samu nitrifikaciju).
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Slika 5.38 Respirometrijski odgovor mijesane heterotrofno-nitrificirajuce biomase na dodavanje mjesavine fenola (15 mg L) i amonija (5
mg N L). Prikazana je jedino brzina egzogene respiracije (Gernaey i sur., 1999).

Budu¢i da inhibirajuc¢a koncentracija ovisi o porijeklu i aklimatizaciji biomase, moglo bi biti
zanimljivo istraziti toksicnost spoja za aklimatiziranu biomasu. Primjer aklimatizacije utemeljene na
respirometrijskom eksperimentu, s postupnim povecanjem ICsy i koeficijentom inhibicije, moze se
pronaci kod Rezouga i sur., (2009).



5.4.5 Frakcioniranje otpadne vode

Koristenje dinamickih modela u procesima aktivnog mulja postaje sve raSirenije i postalo je nacin
razmisljanja i komuniciranja o procesima obrade otpadne vode. Model aktivnog mulja br. (ASM1) koji
je predstavila Radna skupina IAWQ o matematickom modeliranju za projektiranje i rad bioloskih procesa
obrade otpadne vode (Henze i sur., 1987) je opéenito prihvacen kao inovativan i u mnogim se studijama
koristi za simuliranje uredaja za obradu otpadne vode. Taj ¢e model biti temelj ovog odjeljka, koji se bavi
koriStenjem brzine respiracije za dobivanje frakcija otpadne vode u kontekstu ASM1.

Prije odredivanja odnosa izmedu brzine respiracije i frakcija komponenti ASM1, nuzno je objasniti ovaj
model za heterotrofni proces (tablica 5.2). Pretpostavlja se da Ccitatelj razumije Gujerovu matricu
prikazanu u tablici 5.2.

Prema ASM1, ukupna brzina respiracije biomase u kontaktu s otpadnom vodom je:

1-Y, 457-Y
102,00t = v e Xomo “Howo + YiANO'XANO ‘Hano 5.26

OHO ANO

Pri tome su specifi¢ne brzine rasta pono 1 pano funkcije Sg odnosno Snux (Henze i sur., 1987).

Koncentracije Sg i Snux, pak, ovise o brzinama pri kojima se razgraduju XCg, Sy 1 XCxg (tablica
5.2). Jasno je da svi nezavisni procesi saZeti u tablici 5.2 na kraju djeluju na masenu bilancu kisika (i
nitrat ako se ista evaluacija radi za anoksi¢ne uvjete).

Postoje dva pristupa za procjenu frakcija otpadne vode za modeliranje: izravne metode fokusirane su
na specificne frakcije koje se mogu izravno ocijeniti iz izmjerenih brzina respiracije (Ekama i sur., 1986;
Spanjers 1 sur., 1999), dok metode optimizacije koriste (viSe ili manje pojednostavljen) model koji se
podesava izmjerenim podacima (Kappeler i Gujer, 1992; Wanner i sur., 1992; Spanjers i Vanrolleghem,
1995). U potonjem pristupu, numericke tehnike se koriste za pronalazenje vrijednosti nepoznatih frakcija
otpadne vode koje dovode do najmanjeg odstupanja izmedu modelom predvidenih i izmjerenih brzina
respiracije.

1z procesa opisanih u tablici 5.2, jasno je da na ukupnu brzinu respiracije djeluju koncentracije svih
bioloski razgradivih komponenti i da je kumulativna potrosnja kisika (tj. integral od ro;) mjera koli¢ine
razgradenih komponenti. Treba primijetiti da bududi da se u izravnim metodama uzimaju integrali brzina
respiracije, ucestalost mjerenja i omjeri signal-buka (pogreska mjerenja u usporedbi s vrijednosti
mjerenja) nisu jako kljuéni za pouzdanu procjenu koncentracija komponenti. To je u suprotnosti s
kinetickom karakterizacijom (Vanrolleghem i sur., 1999 i Petersen i sur., 2003), gdje se informacije
dobivaju iz promjena u brzinama respiracije (derivativ od ro;). To podrazumijeva puno vecu ovisnost o
tocnosti parametra kvalitete respirometrijskog mjerenja.

Neodvojiv dio respirometrijskih testova za karakterizaciju otpadne vode je koriStenje biomase:
procjena komponentni otpadne vode temelji se na respirometrijskom odgovoru biomase na otpadnu vodu.
Dva vaZna aspekta su povezana s koriStenjem biomase. Prvi aspekt je koli¢ina komponente otpadne vode
u odnosu na biomasu (omjer So/Xo, odjeljei 5.4.1.3 1 5.4.3) koja se koristi. Drugi aspekt: u konceptu
odumiranje-regeneracija usvojenom u ASM1, novi Sg, XCgs, Snix, Sn. 1 XCn g se kontinuirano generiraju
iz raspadajuce biomase. U sklopu tog modela stoga je teSko razlikovati izmedu komponenti koje potjecu
iz otpadne vode i iz same biomase. Zapravo, prijelaz izmedu egzogene respiracije i endogene respiracije
je postupan. Respirometrijski test bi stoga trebalo organizirati na takav nacin da se te brzine mogu
razlikovati. To je jedan od najizazovnijih problema u respirometrijskoj karakterizaciji otpadne vode u
kontekstu ASM1.
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Slika 5.39 prikazuje respirogram dobiven u Sarznom eksperimentu gdje se na pocetku otpadna voda
dodaje endogenom mulju.
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Slika 5.39 Profil brzine egzogene respiracije dobiven nakon dodavanja 0,7 L otpadne vode u 1,3 L aktivnog mulja i frakcioniranje u skladu
s procedurom koju su opisali Spanjers i Vanrolleghem, 1995b.

Na slici 5.39 prikazana je jedino brzina egzogene respiracije, odnosno endogena respiracija se
oduzima od ukupne brzine respiracije. Tipicni respirogram otpadne vode pokazuje pocetni maksimum
izazvan oksidacijom bioloski lako razgradive tvari, nakon Cega slijedi jedan ili vise naglih padova u
kojima se sukcesivno nastavlja oksidacija ostalih komponenti. Citavo podrugje ispod respirograma
predstavlja ukupnoe bioloski razgradive komponente (Sg+ XCg) / (1 — Yono) + (Snux + Sng + XCnp) /
(4.57 — Y ano), Sto slijedi iz gornje jednadzbe o ukupnoj brzini respiracije. Na slici 5.39 mogu se razaznati
tri frakcije supstrata, koje odgovaraju Sg, XCpg 1 Snx-

5.4.5.1 Bioloski lako razgradivi supstrat (Sg)

Bioloski lako razgradivi supstrat se po svoj prilici sastoji od topivih spojeva (jednostavne grade/male
molekularne mase), kao Sto su hlapive masne kiseline, alkoholi itd. (Henze i sur., 1992). Karakteristika
tih spojeva je to da se brzo razgraduju, zbog Cega izazivaju brzi respirometrijski odgovor. Tipi€ni SarZni
test za odredivanje Sg (npr. Ekama i sur., 1986) ukljucuje dodavanje uzorka otpadne vode endogenom
mulju i prac¢enje brzine respiracije dok se ne vrati na razinu na kojoj se moZe razumno pretpostaviti da je
bioloski lako razgradivi supstrat uklonjen iz aktivnog mulja. Ako se pojave ostali procesi koji takoder
troSe kisik (npr. brzina endogene i nitrifikacijske respiracije), mora ih se identificirati ili pretpostaviti tako
da ih se moZe oduzeti iz ukupne brzine respiracije (slika 5.39). Nitrifikacija moZe biti inhibirana (odjeljak
5.4.2). Tek kad se objasne drugi procesi koji troSe kisik, brzina respiracije povezana s oksidacijom
bioloski lako razgradivog supstrata (rg‘iexo) se moze identificirati i koristiti za izracun koncentracije Sg u
otpadnoj vodi. Koncentracija bioloski lako razgradivog supstrata prisutnog na pocetku u mjesavini
biomase i otpadne vode moze se onda izracunati kako slijedi:

SB 0=

1- Yono 0

thin

[jrggm(t)dt] 5.27

Koncentracija Sg u otpadnoj vodi se onda lako izracuna ako se u obzir uzme razrjedivanje. Krajnja
tocka tana integracijskog intervala je vremenski trenutak u kojemu je Sg potpuno oksidiran i u kojemu
brzina egzogene respiracije za Sg postaje nula. Integral se moze lako dobiti odredivanjem povrSine ispod
krivulje, na primjer koriste¢i racunalne programe s tablicama za raunanje, poznat i kao graficka metoda.
Alternativa ovoj izravnoj metodi je metoda optimizacije, kako je objaSnjeno gore. Ona se sastoji od
rjeSavanja jednadzbi masene bilance pomoc¢u numerickog integratora za predvidanje brzina egzogene
respiracije za Sg u takvom Sarznom eksperimentu. Ovisno o pocetnoj vrijednosti Sg(0) danoj
integracijskom algoritmu, simulacija ¢e rezultirati razli¢itim predvidenim respirogramom. Stoga se moze
traziti vrijednost Sp(0) koja daje ‘najbolju prilagodbu’ izmjerenim podacima. Za ovu jednostavnu



primjenu metoda optimizacije bi mogla biti malo pretjerana, ali za sloZenije zadatke procjene (idu¢i
odlomak), taj pristup postaje tocniji od metoda izravnog izraCuna. Treba primijetiti da za izraun Sg iz
brzina respiracije treba znati koeficijent heterotrofnog prirasta Youo. Taj stehiometrijski koeficijent je
uvijek ukljucen kad se potrosnja kisika pretvara u ekvivalente supstrata (vidi i iduci odjeljak i odjeljke
5.4.5.2 - 5.4.5.6). Gore opisan SarZni test se koristi 1 za procjenu ostalih komponenti ASM1 i, pomocu
metode optimizacije, kinetickih parametara. To objaSnjava njegovu popularnost u kalibracijskim
procedurama.
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Slika 5.40 Brzine respiracije mjerene u Sarznom eksperimentu (Kappeler i Gujer, 1992) za odredivanje bioloski lako razgradivog supstrata
prema metodi Wentzel i sur., 1995.

Jedan drugi Sarzni test (Wentzel i sur., 1995) se sastoji od pradenja brzine respiracije neistalozene
otpadne vode bez inokuliranja u relativno dugom razdoblju (do otprilike 20 h). Dobiva se respirogram
slican onom prikazanom na slici 5.40. Sg se izraunava iz brzina respiracije opaZanih izmedu pocetka
testa do iznenadnog pada (zbog iscrpljivanja Sg), uz korekciju za rastucu endogenu respiraciju zbog
povecanja biomase tijekom testa. Pored Yomo, treba znati i brzinu neto rasta, koja se moze dobiti iz istog
testa.

Ekama i sur. (1986) su predstavili metodu za odredivanje Sg koja ukljucuje pracenje brzine respiracije
u potpuno izmjesanom reaktoru koji radi u reZimu naizmjeni¢nog kontinuiranog dodavanja supstrata i
prestanka prihrane. Hipoteza je da iznenadni pad u brzini respiracije na niZzu razinu, opazen nakon
prestanka prihrane (slika 5.41), odgovara Sg koji je usao putem influenta. Prema tome, koncentracija
bioloski lako razgradivog supstrata u otpadnoj vodi moze se izracunati kao:
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Slika 5.41 Brzine respiracije (ro2) dobivene pomocu eksperimentalne strukture Ekama i sur., (1986) koje omogucuju izravnu procjenu
bioloski lako razgradivog supstrata Ss.



5.4.5.2 Bioloski sporo razgradivi supstrat (XCg)

Pretpostavlja se da se bioloski sporo razgradivi supstrat XCg, ponekad definiran i kao suspendirana
organska tvar, se sastoji od spojeva (velike molekularne mase) u rasponu od topivih do koloidalnih i
suspendiranih (Henze, 1992). Zajedni¢ko svojstvo tih spojeva je da ne mogu pro¢i kroz stani¢nu
membranu i prvo moraju biti podvrgnuti hidrolozi do spojeva male molekularne mase (Sg) koji se potom
mogu asimilirati i oksidirati. Budu¢i da je brzina hidrolize manja od brzine oksidacije Ssg, respirometrijski
odgovor na XCs je sporiji i obi¢no se moze prili¢no lako identificirati na kraju respirograma.

U sarznom testu, dio krivulje koji se eksponencijalno smanjuje se moze cCesto opaziti u
respirogramima nakon pocetnog maksimuma SS (slika 5.39). Na slici 5.42, ovo usporavanje pocinje
nakon otprilike 0,75 sata. Koncentracija otpadne vode u XCg moZe se procijeniti na nacin slian gornjem,
koriste¢i odgovarajuci réii‘xo (Kappeler i Gujer, 1992). Procesi oksidacije koji se usporedno javljaju kao
Sto je nitrifikacija, mogli bi ometati i komplicirati identificiranje brzine respiracije kojom upravlja
hidroliza. U ovom slucaju inhibitor nitrifikacije se moze koristiti za lakSu procjenu XCg (Spanjers i
Vanrolleghem, 1995). Alternativno, ako se podaci iz takvih respirometrijskih SarZnih testova ocjenjuju
pomocu metode optimizacije kako bi se odgovor modela upario s podacima, nitrifikacijski se dio moze
lako izvuéi iz respirograma (Spanjers i Vanrolleghem, 1995).
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Slika 5.42 Brzina respiracije (ro2) dobivena prema Kappeler i Gujer (1992) za procjenu XGs.

Primjer na slici 5.43 je predstavljen kako bi se naglasilo da su sve gore spomenute metode koje koriste
respiraciju kisika primjenjive i za anoksi¢ne testove respiracije mjerenjem nitrata (putem laboratorijske
analize ili pomocu sondi za nitrat). Na ovoj slici nije predstavljen respirogram nitrata, ve¢, zapravo,
njegov integral, tj. promjena u koncentraciji nitrata. Praenjem razli¢itih razdoblja s razli¢itim brzinama
koriStenja nitrata (pocetno razdoblje s bioloSkom razgradnjom Sg i XCpg, nakon Cega slijedi razdoblje
bioloske razgradnje jedino XCg, nakon cega slijedi endogena respiracija nitrata) do osi y omogucuje
izravnu procjenu nitrata koriStenog za razlicite procese, a time i izraCun njihovih pripadajucih
koncentracija u otpadnoj vodi.

IzraCun treba napraviti na sli¢an nacin kao i za brzinu respiracije kisika, s odredenim izmjenama
(ANOx sa slike 5.43 u ovom slucaju zamjenjuju integrale):

S, (0)=—=>38 [ e (1)t 5.29
1- Yor 10,ax \_ 0
thn
XC,(0) =2'86[ f rﬁgs,m(t)dt] 5.30
1- YOHO.ax 0

Pri tome se koristi faktor ekvivalencije COD od 2,86 g COD g NOs-N"!. Trebalo bi uzeti u obzir da
je anoksicni prirast ponesto nizi od aerobnog prirasta: dok se za Yono ¢esto koristi vrijednost od 0,66 g



CODbiomass & CODgpsirare !, predlaze se da se anoksiéni prirast uzme kao 0,54 g€ CODbiomass € CODsubstrate ™
(Muller i sur., 2003).
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Slika 5.43 Tipican profil koncentracije nitrata za odredivanje Ssi XCs iz eksperimenta nitratne (tj. anoksicne) respiracije (Urbainiisur., 1998).

5.4.5.3 Heterotrofna biomasa (Xoro)

Neke otpadne vode mogu sadrzavati znatne koncentracije heterotrofne biomase (Henze, 1992), tako da
postoji potreba za kvantificiranjem te komponente. U Sarznom testu koji su opisali Kappeler i Gujer
(1992) te Wentzel i sur. (1995) Xono je procijenjen iz evolucije brzine respiracije sirove otpadne vode
bez dodavanja biomase za inokulum. Izracun zahtijeva Yopo 1 dva parametra koja se mogu procijeniti iz
istih podataka: maksimalne specificne brzine rasta pono i koeficijenta raspadanja bono. Respirogrami
izgledaju poput onog predstavljenog na slici 5.40. Postupkom se u nacelu prati koli¢ina heterotrofne
biomase originalno prisutne u otpadnoj vodi tako da se originalna brzina respiracije usporedi s brzinom
respiracije nakon znacajnog (i koji se stoga moze dobro kvantificirati) rasta Xoo.

5.4.5.4 Autotrofna (nitrificirajuca) biomasa (Xao)

Autori zasad nisu svjesni procedura u kojima se procjenjuje koncentracija autotrofne biomase. Tome
je vjerojatno tako zbog ¢injenice da je prilicno malo vjerojatno da ¢e se u otpadnoj vodi pronac¢i znacajnije
koli¢ine nitrifikanata. Medutim, moglo bi se zamisliti da je primjenjiva procedura sli¢na onoj koja je
razvijena za Xowo, tj. ocijeniti brzinu respiracije za nitrifikaciju rgizl, exo autotrofa prisutnih u otpadnoj vodi
i usporediti je s brzinom respiracije kulture s poznatom koncentracijom autotrofne biomase Xano, npr.

nakon znacajnijeg rasta.
5.4.5.5 Amonij (Swi)

Koncentracija amonija u otpadnoj vodi moZe se procijeniti koriStenjem konvencionalnih analitickih
tehnika. Ipak, respirometrija nudi i moguénost izvodenja Snuyx iz Sarznih mjerenja na nacin slian za Sg i
XCs (pod uvjetom da se test provede s nitrificirajué¢im aktivnim muljem). Iz tablice 5.2 slijedi da je
koeficijent prirasta nitrifikanata Yano potreban da se potro$nja kisika za nitrifikaciju pretvori u
koncentraciju dusika dijeljenjem s (4.57 - Yano). Medutim, vrijednost Snux nije jako osjetljiva na Yano
buduci da je Yano nizak u usporedbi s 4.57. Treba primijetiti da se amonijak koristi i za asimilaciju (tj.
oko 12 % tezine biomase buduci da se VSS sastoji od duSika), Sto moze zahtijevati prili¢nu koli¢inu
dusika ako se biologki razgraduje velika koli¢ina COD (CODP*¢"dd) Dygik koji se moZe nitrificirati moZe
se aproksimirati pomocu:

Nyie = Syie —ingio” Yono® CODPeemde 5.31

Nit OHO

Pri tome je inio sadrzaj duSika u novo formiranoj biomasi. 1z te se jednadZbe lako moZe izvesti
originalna koncentracija dusika kad su poznati CODPe"™®d i stehiometrijski parametri ixpio i Yorno.



Podesavanje modela u koji je ukljucena oksidacija ugljika i duSika respirometrijskim podacima (tj.
metoda optimizacije) ¢e automatski uzeti tu korekciju u obzir (Spanjers i Vanrolleghem, 1995).

5.4.5.6 Frakcije organskog dusika (XCg i Sen)

Vjerojatno stoga sto su brzine hidrolize i amonifikacije spojeva organskog dusika relativno velike, dosad
nije posvec¢ivano puno paznje uspostavi respirometrijskih tehnika za kvantificiranje XCgxn i Spn (te su
komponente ¢ak napustene u kasnijm modelima aktivnog mulja br. 2 i 3). U SarZnim testovima, ti se
spojevi obi¢no pretvaraju u Snux prije nego Sto se Snux koji je bio originalno prisutan u otpadnoj vodi
ukloni nitrifikacijom. Te su frakcije prema tome obuhvacéene u odredenoj koncentraciji amonijaka. Prema
tome, XCgx 1 S nisu izravno opazljivi u takvim testovima.

Ipak, za neke otpadne vode koraci hidrolize i amonifikacije mogu biti znatno sporiji i moze biti
potrebna kvantifikacija koncentracija komponenti. U takvim slu¢ajevima, moze se zamisliti procedura u
kojoj se nitrifikacijska brzina respiracije rgizl’ exo Dratiitumaci u smislu hidrolize i amonifikacije, slicno
nacinu na koji se respiracija, proizasla iz razgradnje COD, tumaci u smislu procesa hidrolize. Slijedom
toga, koliine supstrata koji sadrze dusik mogle bi se procijeniti pomocu integrala od rgizt, exo 22
odgovarajuce frakcije i njihovim dijeljenjem sa (4.57 — Yano), stehiometrijskim koeficijentom koji
odgovara nitrifikaciji. U slucaju da se zbiva simultano uklanjanje COD, ponovno bi trebalo napraviti

korekciju za dusik asimilaran u novu heterotrofnu biomasu (odjeljak 5.4.5.5).

5.5 KARAKTERIZACIJA BIOMASE

5.5.1Volatilne suspendirane krutine

U testovima karakterizacije biomase, aktivnost se obi¢no normalizira izrazavanjem brzine konverzije po
jedinici sagorivih suspendiranih tvari (VSS) kako bi se objasnile promjenjive koncentracije biomase.
Medutim, treba primijetiti da VSS nije ekvivalentan biomasi, odnosno: jedino se (obi¢no nepoznati) dio
VSS sastoji od aktivne biomase, a VSS je tek aproksimacija koncentracija biomase. Zapravo, izazov
metoda opisanih u ovom odjeljku je procijeniti onaj dio VSS koji predstavlja koncentraciju biomase. Za
daljnje informacije o tome kako procijeniti dio VSS koji je aktivna biomasa Citatelja upuc¢ujemo na Ekama
isur. (1996), Still i sur. (1996) i Lee i sur. (2006).

5.5.2 Specifitna metanogena aktivnost (SMA)

5.5.2.1 Svrha

Test specificne metanogene aktivnosti (SMA) uklju€uje procjenu acetoklasticne metanogene aktivnosti
biomase. To je u suprotnosti s anaerobnim testovima aktivnosti biomase gdje se mjeri cjelokupna
aktivnost biomase, kojom se razgraduje obi¢no sloZen supstrat. U tim testovima aktivnost je ogranicena
brzinom najsporijeg koraka razgradnje, Sto je obi¢no hidroliza, tako da se procjenjuje hidroliticka
aktivnost biomase za taj konkretni supstrat. Test SMA se moze koristiti za pracenje rada reaktora ili za
karakteriziranje biomase prije njezinog koriStenja kao inokuluma za pokretanje novog reaktora, a time i
njegovog potencijala kao inokuluma za taj specifini proces (Sorensen i Ahring, 1993).

5.5.2.2 Opcenito

U testovima SMA, kvantificira se aktivnost metanogena. To se postize dobavom supstrata koji se moze
Kako ga koristi sve vise istrazivaca, u literaturi je to postao standardni test (Ersahin i sur., 2014; Jeison i
van Lier, 2007). Brzina konverzije acetata u metan, normaliziran na biomasu, daje informacije o
aktivnosti metanogena u biomasi. Obi¢no se izrazava u g COD g VSStd.

Kako bi se sprijecila acidifikacija anaerobne digestije, proizvodnja VFA i potro$nja VFA moraju biti
u ravnoteZi (odjeljak 5.4.1). SMA stoga ukazuje na maksimalnu proizvodnju acetata tijekom anaerobne
digestije s kojom se mogu nositi acetoklasticni metanogeni bez da pH padne na vrijednosti koje inhibiraju
metanogenezu.



5.5.2.3 lzvodenje testa

U testovima SMA (kao i testovima BMP), koli¢ina inokuluma (potreban za anaerobnu digestiju) se obi¢no
mjeri kao sagorive suspendirane tvari (VSS), premda je moguce koristiti i ukupne sagorive tvari (VS)
(odjeljak 5.4.1).

U testu SMA, omjer izmedu inokuluma i supstrata se ujednacuje tako da je koli¢ina metana dovoljno
visoka da se moZe to¢no izmjeriti. Protok treba biti unutar raspona mjeraca protoka plina, a koncentracija
acetata je ispod razina inhibicije. Ono S§to se &esto koristi je koncentracija acetata od 2 g COD L™ i moze
se koristiti sljede¢i omjer supstrata i inokuluma:

_ VSSinoculum

= 5.32
CODygubstrate

I COD i VSS se navode u masi u kojoj ulaze u test, izrazenoj u gramima, ne koncentracijama.

e Koncentrirane otopine
- Potrebna je koncentrirana otopina fosfatnog pufer koji sadrzi koncentriranu otopinu A (0.2 M
K>HPO43H,0: 45,65 g L") i koncentriranu otopinu B (0.2 M NaH,PO42H,0: 31,20 g LY.
- Otopina makronutrijenata po litri sadrzi: 170 g NH4Cl, 8 g CaCL-2H,0 1 9 g MgSO47TH0.
- Otopina mikronutrijenata po litri sadrzi: 2 g FeCl;-4H,0, 2 g CoCly-6H,0, 0,5 g MnCl,-4H,0, 30
mg CuClz'ZHzo, 50 mg ZnClz, 50 mg HBO3, 90 mg (NH4)5M0702'4H20, 100 mg Nazs€O3'5H20,
50 mg NiCl,'6H,0, 1 g EDTA, 1 mL HCl 36%, 0,5 g resazurina te 2 g ekstrakta kvasca.

e Inokulum
Inokulum je tipi¢ni anaerobni mulj iz komunalnog bioplinskog uredaja. Mjere se ukupne suspendirane
tvari (TSS) i ukupne sagorive suspendirane tvari (VSS) mulja.

e Supstrati
Kao supstrat za aktivnost acetoklasticne metanogeneze koristi se sol natrijev acetat-trihidrat
(NaC;H30,-3H,0) (M = 136,02 g mol!). COD vrijednost: 0,4706 g COD po g NaC,H3;0,-3H,0. Obi¢no
se priprema otopina natrijevog acetata (otopina supstrata) s koncentracijom od 2,0 g COD L™, koja bi
trebala ukljucivati sljedece koncentrirane otopine:
- Fosfatni pufer: pomijesajte 30,5 mL koncentrirane otopine A i 19,5 ml koncentrirane otopine B
(ukupno 50 mL) po litri supstratnog medija kako bi se dobilo 10 mM fosfatnog pufera pri pH =7.
- Makronutrijenti: dozirajte 6 mL po L supstratnog medija.
- Mikronutrijenti: dozirajte 6 mL po L supstratnog medija.

Provjerite pH i izmjerite koncentraciju COD supstratnog medija. Za slijepe probe, pripremite istu
otopinu, ali bez supstrata (otopina medija).

o  Priprema reakcijskih posuda i izvodenje testa

Koristite tri primjerka i za slijepu probu i za uzorak, odnosno tri bocice kao slijepe probe (samo otopine
inokuluma i medija) i tri boCice za uzorak (otopine inokuluma i supstrata). Kako je gore navedeno, u
SMA testu se obi¢no koristi omjer inokuluma i supstrata od 2:1 (na temelju VSS). Odaberite ukupni
volumen tekucéine koji je prikladan za reakcijske posude. Za izvodenje SMA testa, kao i za BMP test,
bodice treba inkubirati na Zeljenoj temperaturi. Standardna mezofilna temperatura je 35 °C. SMA test se
nastavlja dok ne prestane proizvodnja bioplina.

5.5.2.4 Obrada podataka

Metan proizveden tijekom SMA testa se mjeri kroz vrijeme. Na slici 5.44 prikazan je primjer podataka iz
SMA testa. Treba primijetiti da test nije poceo kod 0 N-mL. To je stoga $to se plinska faza reakcijske
bocice prosirila tijekom zagrijavanja do 35 °C, ¢ime je stvorena mala koli¢ina protoka plina. Taj protok
plina u prvih 10 minuta stoga ne predstavlja pravi protok metana. Tijekom prva dva dana moZe se opaziti
faza male aktivnosti: faza prilagodbe (tzv. lag faza). To se objasnjava ¢injenicom da su metanogeni u t =
0 uneseni u novu matricu u kojoj su osmotski tlak, vodljivost, sastav nutrijenata ili koncentracije supstrata
bili razli¢iti od matrice iz koje su metanogeni uzeti (digestirani mulj). Ta lag faza je normalna za SMA
testove. Nakon t = 4 dana, proizvodnja metana je gotovo stala, najvjerojatnije zbog osiromaSivanja
supstrata. Prije poCetka SMA testa, moZe se izracunati o¢ekivana proizvodnja metana na temelju COD



acetata. Za 1 g COD acetata, teoretski se moze proizvesti 350 N-mL metana. To se moze izracunati kako
slijedi: 1 mol acetata daje 1 mol CHy, prema tome 1 g Ac daje 1/59 mola CHy. Pri standardnoj temperaturi
i tlaku (STP, tj.: 273,15 K i 1013,25 mbar), 1 mol plina je ekvivalentan 22,4 L, prema tome 1 g Ac daje
22,4/59 = 0.380 L CHs4. Budu¢i da 1 g Ac predstavlja COD od 1,085, dobijemo 0,380/1,085 =
0,350 L CH, g COD™.,
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Slika 5.44 Primjer SMA testa.

Podatak koji treba izvuci iz ovog grafikona je maksimalna brzina proizvodnje. Maksimalna brzina
proizvodnje moze se izraCunati iz nagiba respirograma na slici 5.44. Nagib se moze izracunati u bilo kojoj
tocki, ali treba odabrati odgovaraju¢i interval. U ovom je slucaju odabran interval izmedut=2it=4
(crveno na slici 5.44) zato §to je brzina proizvodnje tu najveéa. Maksimalna brzina proizvodnje mulja je
35 N-mL d'. U ovom je primjeru uneseno 800 mg VSS inokuluma, pa je stoga SMA 43 N-mL g VSS™!
d!. Treba napomenuti da se koli¢ina metana najéesée izrazava u COD. Jedan g COD metana zauzima
350 N-mL plina pri STP. Prema tome, SMA ovog eksperimenta je 43/350 = 0,123 g COD g VSS'd. Ta
vrijednost potpada pod tipi¢an raspon od 0,1 i 0,2 g COD g VSS! d! koji se uobi¢ajeno javlja u
konvencionalnim digestorima mulja u uredajima za obradu otpadne vode. Mulj u reaktoru tipa UASB
obi¢no ima veéi SMA, izmedu 0,21 0,4 g COD g VSSdL

e  Preporuke

Narocito u SMA testovima vazno je obratiti paznju na osjetljivost metanogena na temperaturu i inhibiciju
kisikom. Za daljnje informacije o toj i o nekim drugim preporukama citatelja upuc¢ujemo na odjeljak o
BMP testovima.

Nacin obrade podataka za skupinu slijepih proba razlikuju se od BMP testa, odnosno u SMA testu
podaci za skupinu slijepih proba se oduzimaju od podataka za skupinu uzorka.

5.5.3 Specifitna aerobna i anoksi¢na aktivnost biomase

Kristensen i sur. (1992) su sazeli skup laboratorijskih procedura razvijenih za procjenu aktivnosti
nitrifikanata (AUR: brzina iskoriStavanja amonijaka), denitrificirajue biomase (NUR: brzina
iskoriStavanja nitrata) i heterotrofne biomase (OUR: brzina iskoriStavanja kisika). Te tri procedure i
primjeri shematskih podataka prikazani su na slici 5.45 i obradeni u nastavku.

5.5.3.1 Maksimalna specifi¢na brzina nitrifikacije (AUR)
Kako bi se procijenila brzina iskoriStavanja amonijaka (AUR), koncentrirana biomasa (npr. uzeta iz linije

povratnog ili viSka mulja) i voda iz slavine se pomijeSaju u jednolitrenim menzurama kako bi se dobila
koncentracija suspendiranih tvari od 3-4 g VSS L', Aktivni mulj se drZi u suspenziji aeracijom kroz



difuzore, koji biomasu ujedno opskrbljuju kisikom u rasponu koncentracije od 6-8 mg O, L'!. Nakon §to
se postigne stabilno stanje (endogena respiracija), dodaje se amonijak kako bi se dosegnula pocetna
koncentracija NH4-N od 20 mg N L. Napominjemo da je nitrifikacija acidifirajuca reakcija i da pH treba
pratiti tijekom testa kako bi se osiguralo da nema ucinaka na pH. Kvaliteta odredivanja AUR moZe se
poboljsati dodavanjem alkaliteta ili ugradnjom sustava kontrole pH s dodavanjem baze.

AUR NUR OUR
NH+O, NO,+COD N, 0,+COD+ATU

v | DO=6-8mgl DO = 0 mg L’ DO sonda

— | Air
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z ) o
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Slika 5.45 Laboratorijske respirometrijske procedure i primjeri podataka za karakterizaciju nitrificirajuce biomase (AUR: brzina
iskoriStavanja amonijaka), denitrificirajuce biomase (NUR: brzina iskoristavanja nitrata) i heterotrofne biomase (OUR: brzina iskoristavanja
kisika) (Kristensen i sur., 1992).

Uzorci 10 mL aktivnog mulja se potom uzimaju u intervalima od 15-30 min svaka 3-4 h. Uzorke treba
odmah filtrirati kako bi se zaustavile bioloske reakcije, a filtrati se mogu konzervirati dodavanjem 0,1
mL, 4 M H,SO, do analize. Uzorci se potom analiziraju za amonija¢ni duSik, te nitratni i nitritni dusik.
Alternativno, ion-selektivna elektroda za amonijak, ili ion-selektivni ili UV senzor za nitrat i nitrit, se
mogu koristiti izravno u aeriranoj suspenziji kako bi se dobili detaljniji vremenski nizovi i potencijalno
provele studije biokinetickog modeliranja za nitrifikante.

AUR (mg NH4-N L' h'!) se izraCunava iz nagiba proizasle krivulje proizvodnje nitrata plus nitrita, a
kontrole radi i iz krivulje koristenja amonijaka. Doista, na troSenje amonijaka moze djelovati i endogena
aktivnost heterotrofa uslijed raspadanja i otpustanja amonija i usporednim koriStenjem tog amonija za
novi rast. Proizvedeni oksidirani oblici dusika su izravna posljedica nitrifikacije, naravno pod uvjetom da
je koncentracija kisika u svakom trenutku dovoljno visoka da se sprijeci denitrifikacija. Specificni AUR
(SAUR, mg NH4-N g VSS™! h'!) se dobiva dijeljenjem volumetrijske brzine s koncentracijom biomase (g
VSS L) postavljene na podetku eksperimenta kako bi se mogli usporediti kapaciteti nitrifikacije s
tipi¢nim vrijednostima.

Nitrifikacijski se kapacitet naravno moze izvesti i iz respirometrijskog eksperimenta s dodavanjem
amonijaka (odjeljak 5.4.5.5). Maksimalna brzina respiracije moze se pripisati nitrifikaciji (rgf;x) umg O,
L'h”!, odnosno nakon oduzimanja endogene respiracije moZe se prebaciti u brzinu konverzije amonijaka
(mg NHs-N L' h!") pomocu jednadzbe sli¢ne onoj koristenoj da se dobije dusik koji se moZe nitrificirati
(odjeljak 5.4.5.5):

_ __TANO,02
AUR = 457 Yano 5.33

Y ano je koeficijent prirasta nitrifikanata, obi¢no 0,24 mg COD mg N,

Kako bi se razdvojile aktivnosti biomase koja oksidira amonijak i biomase koja oksidira nitrit, mogu
se provesti dva eksperimenta, jedan s dodavanjem amonijaka i jedan s dodavanjem nitrita. Apsorpcija
amonijaka i nitrita moZe se pratiti u tim zasebnim eksperimentima i pretvoriti u odredene aktivnosti.



Eksperimenti u kojima se javlja rast nitrita mogu se koristiti i da se obje aktivnosti izvedu odvojeno,
odnosno odredivanjem brzine iskoriStavanja nitrita, nakon Sto je oksidiran sav amonijak, moZe se
izraCunati aktivnost biomase koja oksidira nitrit. AUR bi se sada trebao dobiti iz profila amonijaka, a ne
iz profila nitrata, buduéi da potonji kasni iza profila amonijaka zbog akumuliranja nitrita u aktivnom
mulju. Kako bi ovakva vrsta analize funkcionirala, vazno je da kapacitet oksidiranja amonijaka bude
znatno brzi od kapaciteta oksidiranja nitrita buduéi da se mora akumulirati znatna koli¢ina nitrita
(preporuceno je vise od 2 mg NO»-N L! kod iscrpljivanja amonijaka).

Surmacz-Gorska i sur. (1996) su razvili alternativnu metodu za odredivanje aktivnosti dviju skupina
biomase ukljucenih u nitrifikaciju. Ta se metoda temelji na respirometrijskom eksperimentu kojemu se,
nakon $to se DO smanjio za oko 3 mg L, prvo dodaje natrijev klorat (NaClOs, 20 mM, tj. 2,13 g L),
inhibitor za drugi korak u nitrifikaciji, nakon ¢ega slijedi dodavanje ATU nakon §to se DO smanji za jo§
2 mg L! kako bi se inhibirao prvi korak nitrifikacije. Tipi¢an profil koncentracije DO dobiven u testu sa
zatvorenom bocicom prikazan je na slici 5.46.
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Slika 5.46 Tipican profil koncentracije DO zabiljeZen postupkom karakteriziranja nitrifikacije u dva koraka utemeljenim na inhibiranju
oksidacije nitrita kloratom (Surmacz-Gorska i sur., 1996). Nagibi profila DO se koriste za procjenu pojedinih ro; (OUR).

Pojedine brzine respiracije, izrazene u mg O, L' h'!, se dobivaju izravno iz tri pada DO i omogucuju
da se izracuna potros$nja kisika za dva nitrifikacijska koraka: ros no2.exo (POVEZano s rnoo,02) se izracunava
iz razlike u nagibu DO prije i nakon dodavanja klorata, dok se rozNH4.exo (POVEZANO S r'a00,02) dobiva iz
razlike u nagibu DO prije i nakon dodavanja ATU. S tim brzinama respiracije, aktivnosti obiju
nitrifikacijskih biomasa (u mg NH4-N L' h'! odnosno mg NO,-N L' h'') mogu se izracdunati kako slijedi:

TA00,02
r =— 5.34
NH4 NO2 = 33—y
_ __N00,02
™NO2 NO3 = T3y oo 5.35

Pri tome su Yaoo 1 Ynoo koeficijenti prirasta dva nitrifikacijska koraka, obi¢no 0,18 mg COD mg
NH4-N! odnosno 0,06 mg COD mg NO»-N"'. I ovdje se specifi¢ne aktivnosti dobivaju dijeljenjem
volumetrijskih brzina s koncentracijom VSS.

5.5.3.2 Maksimalna specificna brzina aerobne heterotrofne respiracije (OUR)

Kako bi se odredila brzina iskoriStavanja kisika povezana s aerobnom heterotrofnom aktivno$éu (OUR),
biomasa i voda iz slavine se mijeSaju kako bi se dobila koncentracija suspendiranih krutina od 2-3 g VSS
L u Sarznom volumenu od jedne litre. Potom se provodi eksperiment s viskom COD. Obi¢no se dodaje
acetat u koncentraciji od obi¢no 200 mg COD L, tj. omjer So/Xo od oko 1/10 do 1/20. Kako bi se dobila
aerobna heterotrofha endogena aktivnost, treba dodati alternativni indikator aerobne heterotrofne
aktivnosti, a ne COD. Nitrifikaciju se mora inhibirati dodavanjem aliltiourea (ATU, obi¢no 5-10 mg L.
Biomasu se kontinuirano aerira kako bi se odrzala koncentracija DO od 6-8 mg O, L'!. U proceduri koju
su predlozili Kristensen i sur. (1992), brzina respiracije se mjeri povremenim ulijevanjem dijela SarZe u



BOD tikvicu od 300 mL BOD kako bi se izmjerila brzina iskoriStavanja kisika pomocu sonde za kisik
uvedene u tikvicu (princip LSS ). OUR se onda moze izraCunati iz nagiba proizaslog pada DO. Treba
primijetiti da se ovdje ukupna brzina respiracije u prisutnosti inhibitora nitrifikacije koristi kao indikator
aerobne heterotrofne aktivnosti, tj. Tozendo + Tozexo. Za dobivanje OUR mogu se naravno Koristiti i
alternativni nacini dobivanja brzine respiracije obradeni u odjeljcima 5.215.5.

Specifi¢na brzina iskoristavanja kisika (SOUR), Cesto koristen indikator aktivnosti biomase, se
izraCunava tako da se OUR podijeli s koncentracijom VSS u Sarznom eksperimentu.

Vazan element koji treba uzeti u obzir jest to da koriStenje acetata ne mora biti idealno u svim
slu¢ajevima, buduci da su se neke biomase prilagodile rezimu hranjenje-ili-glad i pohranjuju COD
umjesto da ga koriste izravno za rast. Odgovarajuca brzina respiracije za pohranjivanje se moze prili¢no
razlikovati od brzine respiracije koja je pozeljna za ocjenu heterotrofne aktivnosti. Ako se otkrije
pohranjivanje, za ocjenu aktivnosti bi trebalo koristiti alternativni izvor COD, npr. prethodno spomenut
referentni supstrat za BOD, glutaminsku kiselinu.

5.5.3.3 Maksimalna specifi¢na brzina denitrifikacije (NUR)

Specifi¢na brzina iskoriStavanja nitrata (SNUR) za denitrifikaciju moZe se procijeniti pomocu dvolitrenih
Sarznih reaktora s potpuno izmijeSanim sadrzajem i zatvorenom atmosferom. Koncentrirana biomasa se
sakupi i pomijeSa s vodovodnom vodom u reaktorima kako bi se dobila koncentracija suspendiranih
krutina od 3-4 g VSS L. Nakon §to se postigne stabilno stanje (endogena respiracija), dodaje se nitrat
kako bi se dobila pocetna koncentracija od 20-30 mg N L. COD, najée3ce kao acetat, se dodaje u
prevelikoj koli¢ini kako bi se dobila podetna koncentracija od 100-150 mg COD L. Za odredivanje
endogenog NUR, treba koristiti vece koncentracije biomase (kako bi se skratilo vrijeme
eksperimentiranja) i ne dodaje se COD. Buduc¢i da je denitrifikacija proces kojim se povecava pH, koji
raste kad je acetat izvor COD (vidi rezultate kontrole pH testova NUR s acetatom i glukozom na slici
5.47; Petersen i sur., 2002b), pH treba pratiti i prema potrebi korigirati. Ipak, vjerojatnost negativnih
ucinaka pH je puno niza nego s testovima AUR, zbog manje pH osjetljivosti heterotrofne biomase i
manjeg pH ucinka denitrifikacije na pH.

Uzorci 10 mL aktivnog mulja se uzimaju u intervalima od 15-30 min svakih 3-4 h. Najbolji nacin
uzimanja uzoraka je za vrijeme dodavanja plinovitog dusika kako bi se izbjegao prodor kisika u reaktore.
Uzorke treba prethodno obraditi kako je spomenuto gore za odredivanje AUR i treba ih analizirati za
nitratni plus nitritni dusik. Alternativno, ion-selektivni ili UV senzor za nitrat i nitrit se moze koristiti u
reaktoru kako bi se dobili detaljniji vremenski nizovi i potencijalno provele studije biokinetickog
modeliranja o procesu denitrifikacije. Primjer takvih podataka nalazi se na slici 5.47.

NUR (mg NO3-N L' h'!) se izradunava iz nagiba proizasle krivulje iskoriStavanja nitrata plus nitrita.
Specifitni NUR (SNUR, mg NO;-N g VSS' h') se dobiva dijeljenjem volumetrijske brzine s
koncentracijom biomase (g VSS L) postavljenom na pocetku eksperimenta, kako bi se mogli
denitrifikacijski kapaciteti usporediti s tipi¢nim vrijednostima.
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Slika 5.47 Primjer eksperimenta brzine iskoriStavanja nitrata s acetatom (A) i glukozom (B) uz kontrolu pH dodavanjem kiseline (A) ili baze
(B) (Petersen i sur., 2002b).



Anoksicna i aerobna heterotrofna aktivnost su usko povezane bududi da obje odraZavaju kapacitet
heterotrofne biomase da oksidira organsku tvar, bilo oksidiranim duSikom ili kisikom kao akceptorom
elektrona. Na slici 5.48 prikazana je tipicna usporedba respirograma NUR i OUR dobivenih s istom
biomasom i dodavanjem acetata (Sin i Vanrolleghem, 2004). Postepeni pad brzine respiracije na kraju
krivulje koji se javlja u oba eksperimenta nakon povratka na endogenu respiraciju pokazuje da se gore
spomenuto pohranjivanje COD javlja i u anoksi¢nim i aecrobnim uvjetima za taj uzorak biomase.

Kod usporedivanja brzina respiracije u anoksi¢nim i aerobnim uvjetima, treba biti svjestan da su
brzine konverzije COD ipak tipi¢no niZe u anoksi¢nim uvjetima. To se objasnjava na dva nacina: ili su
specificne brzine konverzije nize u anoksi¢nim uvjetima ili je samo frakcija ukupne biomase sposobna
respirirati s nitratom. Cesto koristena karakteristika biomase za ovu pojavu je tzv. faktor anoksi¢ne
redukcije # koji je omjer izmedu obje aktivnosti te se izvodi na temelju ekvivalenta elektrona (otuda
faktor 2,86):

5 =2.86 e 5.36

I02,exo0

Faktor # je blizu jedan (~0,85) za bioloSki lako razgradivi supstrat (Ekama i sur., 1996). Za bioloski
sporo razgradivi supstrat u modelu aktivnog mulja br. 1 (ASM1), # ~0,33 (van Haandel i sur., 1981), au
ASM2, 0,66 (Clayton i sur., 1991). Razlog ove razlike jos uvijek nije jasan.

KoriStenje omjera 7 pretpostavlja se da je prirast na nitratu ili na kisiku isti. Medutim, prirast u
anoksi¢nim uvjetima je obi¢no niZi od onog u aerobnim uvjetima (Muller i sur., 2003). To znaci da ce se
za istu brzinu konverzije COD potrositi viSe akceptora elektrona u anoksi¢nim uvjetima (mora se sagoriti
viSe COD kako bi se postigla proizvodnja iste biomase). To stoga znaci da, u teoriji, faktor redukcije
moZe biti iznad jedan ako je brzina konverzije COD ista.
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Slika 5.48 Usporedba aerobnog (crveno) i anoksi¢nog (plavo) respirograma s dodavanjem acetata mulju iz UPOV-a Ossemeersen: nakon
dodavanja 46,9 mg CODac L' (roz) i 38,9 mg CODac L (rvos) (Sin i Vanrolleghem, 2004).
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