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1. UVOD

Akvakulturna proizvodnja u svijetu u novom tifjecu nastavila je rasti nesto sporije
nego 1980-ih i 1990-ih, ali je i dalje vrijedanazan sektor proizvodnje hrane bogate proteinima
(FAO, 2010; FAO, 2012). U zadnjih pedesetak godak@akultura se razvijala zajedno s
tehnolosSkim inovacijama i prilagavala ispunjenju promjenjivin potreba drustva (FAD12).

S globalnim krahom morskog ribarstva i ekoloSkinolpemima povezanima s kaveznim
uzgojem i uzgojem u zemljanim bazenima, potrebarazvitkom u potpunosti zatvorene i
ekoloski odrzive proizvodnje morske hrane sve jazenija. Kako bi se smanjio pritisak na
divlie stokove i zadovoljila raséa globalna potroSnja morske hrane,¢ee se vrste morati

proizvoditi u kontroliranim akvakulturnim sustavimaMoguwte rjeSenje problema je
modernizacija postofgh sustava ili razvoj novih uzgojnih tehnologijaj&misu vezane za uze
obalno podrgje (Zohar i sur. 2005).

Recirkulacijski akvakulturni sustav (RAS) u kojenoda recirkulira od uzgojne
sastavnice do jedinice za obradu vode, moze pamjeBenje za neke od spomenutih problema
jer omoguuju proizvodnju ribe u relativnoj izolaciji od okoe (van Rijn 2013). Mé&u brojne
prednosti RAS-a ubrajamo magwost uzgoja razitih vrsta, smanjenu potrebu za zemljiStem i
vodom, visok stupanj kontrole procesa i uniformnastizvodnje neovisno o situaciji na trzistu
nasadnog materijala. Uz to, visoki stupanj kontrgdeoizvodnog procesa omogava
optimizaciju ekoloSkih i zooteh&kih uvjeta, Sto uz smanjene rizike drugih ui&a smrtnosti
povezanih s infektivnim bolestima, predatorima, ljteion ili netopljivim otpadom rezultira
optimalnim rastom i visokim prinosima (Michaud, Z00Me&dutim, to ima i svoje nedostatke jer
je proizvodnja ribe u ovakvim sustavima &ewa s brojnim izazovima rde kojima su
najkriticnije kontrola kvalitete vode i gospodarenje otpad@an Rijn, 2013). Kvaliteta vode
naruSava se nakupljanjem nusprodukata metabolizzgajanih organizama i bakterija koje se
nalaze u sustavu. Nusprodukti poput suspendirawitopljenin organskih tvari, te duSikovih i
fosforovih spojeva, mogu negativno djelovati naajage organizme, a u okoliSu mogu i sami
biti toksicni ili smanjivati koli¢ine otopljenog kisika, te uzrokovati eutrofikac(Mc Caig i sur.,
1999; Cripps & Bergheim, 2000; Kloep i sur., 200ioman i sur., 2001; Li i sur., 2003;

Piedrahita, 2003). Odgovarép kvaliteta vode u sustavu odrzava se uz pomekoliko
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osnovnih komponenti koje omoguju pratiS¢avanje uzgojne vode i njezinu ponovnu uporabu.
To su jedinica za mehatku filtraciju, to jest otklanjanje netopljivog otpa poput fekalija i
nepojedene hrane, jedinica za bioloSku filtracify, uklanjanje otopljenih nusprodukata
metabolizma, jedinica za sterilizaciju ili inaktsipu patogenih mikroorganizama te jedinica za
oksigenaciju, tj. za odrzavanje optimalne &olé otopljenog kisika (Timmons & Losordo, 1994;
Timmons i sur., 2001). Dok se meh&qii kemijski procesi (oksigenacija, ozonizacijayU
sterilizacija, regulacija pH i temperature) mogunkolirati, bioloSka se filtracija oslanja na
interakciju mikrobnih populacija iznde njih samih i njihova okoliSa, kao posljedica uabsane
I produkcije topljivog i netopljivog otpada, i kdaakva ne moze se lako kontrolirati (Schreier i
sur., 2010).

BioloSki procesi za odstranjivanje otopljenih nusprkata metabolizma uglavnom se
odnose na uklanjanje amonijaka, koji je izrazitksitan za uzgajane organizme. Amonijak u
ribljem organizmu nastaje kao jedan od krajnjihdukata metabolizma proteina, a u sustav se
izluduje Skrgama. U vodi se pojavljuje u neioniziranoNH§) i ioniziranom obliku (NH");
njihova pojedin&na koncentracija ovisi o pH, temperaturi i slan@atithonisen i sur., 1976), a
zbroj ta dva oblika zovemo ukupan amonijakalni HU&IAN). Uklanjanje amonijaka iz vode
kriti¢ni je proces u recirkulacijskom sustavu (Avnimeleshr., 1995; Avnimelech, 1999; Kim i
sur., 2000), a nafinkovitiji je natin njegova bioloSka konverzija u nitrat, to jestrifikacija
(Gilmore i sur., 1999). Taj proces odvija se u dugnja i provodi uz pongoskupine autotrofnih
aerobnih mikroorganizama koje nazivamo nitrifikakim bakterijama. Prvi korak je oksidacija
amonijaka u nitrit, a drugi oksidacija nitrita unat, pa taj proces dovodi do akumulacije iona
nitrata koji u véim koncentracijama mogu biti toksii (Timmons i sur., 2001). U zatvorenim
recirkulacijskim sustavima nitratni dusik (M®!) se procesom denitrifikacije prevodi u plinoviti
dusik (N) uz poma@ denitrifikacijskin bakterija. | jednoj i drugoj skini bakterija potrebno je
osigurati odgovarajte stabilne uvjete i nog8arelike speciféine povrsine kojuie naseliti (Cohen,
2001). Denitrifikacijske bakterije upotrebljavajitrat kao oksidans, pa se denitrifikacija odvija
u anaerobnim ili anok&nim uvjetima. Kao donor elektrona u ovom procestiskiose nekim
lakorazgradljivim sastojkom bogatim ugljikom (C)toSse osigurava dodavanjem: octene
kiseline, etanola, metanola, acetona, glukozeega, melase ili &ernih sirupa, ili raztiitom
izvedbom nitrifikacijskih i denitrifikacijskih biaaktora (Michaud, 2007). U uporabi su i
biorazgradljivi polimeri kao donori elektrona u pesu denitrifikacije koji ujedno sluze i kao

nosd&i za naseljavanje bakterija.
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1.1. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Dusik u prirodi kruzi uz pomb nekoliko procesa: algalna asimilacija, bakterijska
razgradnja alga, amonifikacija, nitrifikacija i deifikacija (Schramm, 2003), prikazanih na slici
1.2.1. Ovi se procesi odvijaju i u akvakulturnimstyima poput zemljanih bazena (Shilo &
Rimon, 1982; Hargreaves, 1998) dok se iz recirkjslibh sustava amonijakalni dusik uklanja

nitrifikacijom, a nitratni dusik denitrifikacijomliiizmjenom vode (Hamlin i sur., 2008).

NO,

OKSIDACIJA OKSIDACIJA
NITRITA AMONIJAKA
NITRIFIKACIJA NH,OH
N2
FIKSACIJA
DUSIKA
AEROBNO ASIMILACIJA ORGAVNSKI SRS
s N > DUSIK € NH s

ASIMILACIJA

UKC\JA C\)P\
\\ oISIMILACWSKE RED e oK SON
ONI g \AP\ FIKSACIJA
NTRATAU AV o % \\\\w DUSIKA

DENITRIFIKACIJA

Slika 1.2.1.Ciklus dusika (prema Schrammu, 2003.).

1.1.1. Oksidacija amonijaka

Proces oksidacije amonijaka, ili nitrifikacije, edniki provode dvije skupine
bakterija koje zovemo nitrificirafim bakterijama. U prvom stupnju nitritne ili
amonij-oksidirajide bakterije oksidiraju amonijak u nitrit (NPu procesu nazvanom nitricija, a
u drugom stupnju, nitraciji, nitrit-oksidiraje ili nitratne bakterije oksidiraju nitrit u finaln
proizvod nitrifikacije, nitrat (N@) (Suzuki i sur, 1974; Hagopian & Riley, 1998), kako je
prikazano u tablici 1.2.1.1.
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Najznaajnije amonij-oksidirajtie bakterije (AOB) su bakterije rodowitrosomonas
Nitrosococcuds Nitrosospirg dok u najzn&ajnije nitrit-oksidirajite bakterije (NOB) ubrajamo
bakterije rodovaNitrobacter, Nitrococcus Nitrospira (Watson, 1971; Watson i sur., 1986;
Meincke i sur., 1989; Hagopian & Riley, 1998; Mcigasur., 1999; Tal i sur., 2003; Schreier i
sur., 2010). Ti su mikroorganizmi gram-negativnimaautotrofi, odnosno litotrofi, Sto z&iada
se mogu koristiti anorganskim kemijskim supstraidthis, H,, F€") kao izvorom elektrona za
ugradnju anorganskog ugljika (GQAHCGO;') u biomasu. Zatim, to su aerobni organizmi kojima
obi¢no plinoviti kisik (&) sluzi kao terminalni akceptor elektrona (HagopSaRiley, 1998).

Tablica 1.2.1.1.Faze nitrifikacije i bakterije koje ih provode gma Hagopian & Riley, 1998).

Faze nitrifikacije bakterije

nitricija | NH3+1,5Q — NO, + HO + H' amonij-oksidirajiée (nitritne) bakterije

nitracija NO; +0,5Q — NOs nitrit-oksidirajuce (nitratne) bakterije

Upravo zbog reakcija ugradnje anorganskog ugljikge kzahtijevaju puno energije,
nitrificirajuce bakterije jako sporo rastu (Hagopian & Riley, 899vrijeme potrebno za
udvostriavanje njihova broja je sedam do osam sati u idmalivjetima (Watson, 1971), dok
suin situ zabiljezene vrijednosti od viSe od 26 sati za ACE sati za NOB (Shilo & Rimon,
1982; Belser, 1984). Optimalan rast i aktivnostifingiraju¢ih bakterija zabiljezeni su pri
vrijednosti pH od 7,8 (Painter, 1970; Jones & Paskil982; Kumar & Nicholas, 1983) i
temperaturi od 25 °C (Hagopian & Riley, 1998). Osaga, u literaturi se mogu éigpodaci i o
inhibiciji nitrificiraju ¢ih bakterija svjetlom (Johnstone & Jones, 1988)tedretenim uvjetima,
neioniziranim amonijakom (Anthonisen i sur., 1974im i sur. 2008), nitritom i nitratom (Butt
& Lees, 1960).

1.1.2. Redukcija nitrata

Redukcija nitrata u prirodi odvija se uz patmazlicitih mikroorganizama koji provode
nekoliko kemijskih procesa. ¥ma tih organizama ima heterotrofni oblik metabwig zbog
¢ega im je potreban organski izvor ugljika za rasin(Rijn & Barak, 1998). Ovisno 0 svojim
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potrebama, mikroorganizam moze provoditi proces®jima se oslobdena energija utrosi na
obavljanje osnovnih zivotnih funkcija, to jest dmsiacijske procese, ili one u kojima oslaama
energija sluzi za sintezu sloZenijih spojeva i @ju vlastitog organizma, odnosno za
asimilacijske procese. Uz osnovne energetske potmn@kroorganizma, odvijanje ovih procesa
ovisi i 0 uvjetima u kojima on raste, to jest oikoli amonijaka, kisika i/ili organskog izvora
ugliika u njegovoj okolini (Zumft, 1997). Procesiedukcije nitrata asimilacijskim i

disimilacijskim postupcima prikazani su u tablic2P.1.

Tablica 1.2.2.1.Disimilacijska i asimilacijska grana redukcijeraiia u prokariotskom ciklusu
duSika (prema Zumft, 1997).

Disimilacijska grana Asimilacijska grana

Denitrifikacija Amonifikacija Asimilacija

Respiracijska redukcija nitrata Asimilacijska redukcija

N - nitrata
NGs — NO NO; — NO,
Denitrifikacija u uzem smislu| - Amonifikacijska redukcija | Asimilacijska redukcija
respiracija nitrita i nitrita nitrita
dusikovog(ll) oksida NO, — NH4" NO,” — NH/*
NO, — NO — N;O

respiracija dusikovog(l) oksid Denitrifikacija u Sirem smislu povezana s obje gran
N,O — N, T NO3; /NO, —N,O

Asimilacijska redukcija nitrata je proces gdje s#an reducira u amonijak, koji se
zatim ugrduje u biomasu, a doda se u nedostatku reduciranih anorganskih spojegkal
(van Rijn & Barak, 1998). | sinteza i djelovanjestva asimilacijske redukcije nitrata su
potisnuti ili potpuno suzbijeni prisutn@$ amonijaka ili reduciranih organskih metabolit&ita
u okoliSu ili uzgojnom mediju. Miitim, normalni atmosferski pritisak kisika ili nejete
ozbiljno na asimilacijske enzime ili je manje taksi za asimilacijski nego disimilacijski sustav
(Payne, 1973).

Disimilacijska redukcija nitrata je proces u kojesa oslobdena energija koristi za
aktivnost mikroorganizma, a primarno se disga odsutnosti kisika. Ovaj proces provode dvije
specifene skupine bakterija od kojih jedna skupina redunitrat u amonijak, a druga u plinoviti

dusik. Osnovntimbenik koji odreiuje koji od ova dva procese se dogoditi je omjer kd@line
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raspolozivog organskog ugljika prema Koli nitrata u okolini; pri visokim omjerima dogodiée
se redukcija u amonijak, a pri niskim u plinovitidik (van Rijn & Barak, 1998.).

Disimilacijska redukcija nitrata u amonijak je pescsSto se odvija u dva koraka; prvi je
respiracijska redukcija nitrata u nitrit, a drugnenifikacijska redukcija nitrita. Mikroorganizmi
koji provode disimilacijsku redukciju nitrata uglasm su aerobne bakterije (Payne, 1973).

Denitrifikacija je disimilacijski proces redukcijaeitrata u duSik koji bakterijama
omogltava respiracijski oblik anaerobnog Zivota, ggmu oksidi dusSika (umjesto kisika) sluze
kao akceptori elektrona (Zumft, 1997). Denitrifijacse takder odvija u nekoliko koraka; prvi
je respiracijska redukcija nitrata u nitrit, nak&ega slijedi redukcija nitrita i duSikova(ll) oksida
te respiracija duSikova(l) oksida (Knowles, 1982)nata: prihvatenoj ¢injenici da je
disimilacijska redukcija nitrata anaerobna altem@atespiraciji povezanoj s kisikom, godinama
nije bilo suglasja o fiziolosSkom lokusu osjetljitbsa kisik ni 0 stupnju osjetljivosti na lokusu;
nekim bakterijama je potreba anoksija kako bi zefodenitrifikaciju, dok su druge tolerantnije
na male koliine kisika (Payne, 1973). Prema podacima dostupniliteraturi (Hernandez &
Rowe, 1988) moze se zakijti da se inhibicija respiracije nitrata kisikomghda na tri razine:
1) — potiskivanje sinteze enzima koji kataliziragdukciju oksida duSika (Chang & Morris,
1962; Justin & Kelly, 1978; Betlach & Tiedje, 1981) — ometanje enzima &erisutnih u
stanicama bakterija (Chang & Morris, 1962; Betla&hTiedje, 1981) i 3) — skretanje toka
elektrona s jednog (nitratni) na drugi (kisikovsp&atorni sustav (Simoni & Shallenberger,
1972.; John, 1977; Hernandez & Rowe, 1987).

1.1.3. Bioloska filtracija u RAS-ima

Aerobna nitrifikacija amonijaka i nitrita u recirlacijskim se akvakulturnim sustavima
odvija najvéim dijelom na biofiltrima u kojima bakterijska bi@sa raste pfvr&ena za
podlogu u obliku filma, to jest na biofilmskim bitbfima. Pregled literaturnih podataka o tim
vrlo razli¢itim biofiltrima dali su Malone & Pfeiffer (2006.5 prema dostupnosti kisika podijelili
su ih na uronjene i potopljene. Kod uronjenih biafa je podloga za rast bakterija izlozena i
zraku i vodi, to jest bakterijama je dostupan kigikzraka, kao i onaj otopljen u vodi. Kod tih
biofiltara odrzavanja optimalne koine biofilma osigurano je naseljavanjem novih bajdena
podlogu nakon Sto bakterije u najdonjem sloju Inadi odumru zbog nedostatka hrane i kisika.

U te filtre ubrajamo razlite prokapavajce filtre i rotirajute bioloSke kontaktore, brzina

6
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nitrifikacije koja se moze postikod prokapavaijéih biofiltara s PVC podlogom iznosi od 0,1 do
0,9 g/nfdan (Timmons i sur., 2001), dok je izmjerena taaiitrifikacije rotacijskog bioloskog
kontaktora od 312 g/fdan ili 1,21 g/riddan (Van Gorder i Jug-Dujakayi 2005). Uz to,
prednosti rotacijskog bioloSskog kontaktora su &opsi radu ovih filtara pke s naseljenim
bakterijama okréu uranjajui i izranjajuéi iz vode, pricemu se @iz zraka u njoj otapa. Ujedno
se i CQ oslobaa iz vode, pa oni djeluju kao izmjenjitigplinova, a ne zahtijevaju dodatnu
aeraciju. Osim toga, kod ovih biofiltara odrzavaogimalne kokine biofilma osigurano je
kompetencijom méu bakterijama. Biofilm raste sve dok bakterije aggvu najdonjem sloju ne
odumru zbog nedostatka kisika i hrane, nakega se on oljusti, a na podlogu se nasele nove
bakterije (Sad i sur., 2010). Zatim, modeli koji se okteuz pomé protoka vode ifili zraka
imaju male energetske zahtjeve Staiii znatno neovisnijima o elektnoj energiji.

Vecina dostupne literature ocimkovitosti nitrifikacije bazirana je na podacima
dobivenima za vrijeme uzgoja neke atbee vrste, dok se vrlo malo istrazivanja bavi fazom
indukcije nitrifikacijskih bakterija, to jest pripmom filtara za uzgoj. Ta je priprema u
proizvodniji ribe gubitak vremena, a butlda je taj gubitak neizbjezan, potrebno je znatiko
¢e proces pripreme trajati, to jest k&l biti mogue naseliti ribu u sustav i peti s uzgojem. |
drugi su autori (Summerfelt, 1998) prepoznali opepblem; faza indukcije mora se uzeti u
obzir pri projektiranju i radu recirkulacijskogavalkulturnog sustava. Formiranje i odrzavanje
pouzdane populacije nitrificiragih bakterija koja je sposobna ukloniti planiranaesgienje
amonijakom krittna je za uspjeh. Oni koji se bave uzgojem ribe uSRAa moraju
aklimatizirati nitrifikacijske bakterije na jedingne uvjete i razviti populaciju kojée biti
dostatna da se ukloni amonijak koji nastaje kadils@ uvede u sustav. lako se indukcija
nitrifikacijskih reaktora protava od 80ih godina proSlog st@g do danas nema pouzdanih
uputa za primjenu za sve uzgojne sustaveiesag se poinje postupnim dodavanjem uzgojnih
organizma i/ili amonijaka i nitrita. Problemi s akhtizacijom bakterija u biofiltrima u morskim
sustavima opravdavaju razvoj novih postupaka inigietkstoce zahtijevati dodatna istrazivanja,
posebno u podiju identifikacije bakterijskih populacija i njihowvd@inamike (Gutierrez-Wing &
Malone, 2006).

Dok je aerobna nitrifikacija amonijaka i nitrita giala ogi standard u RAS-u,
akumulacija dobivenog nitrata joS uvijek nije dabpotrebnu pozornost (Singer i sur., 2008).
Univerzalno prihvéen i dostupan koncept oblikovanja i funkcioniradgnitrifikacijske jedinice

na komercijalnoj razini nije razvijen, niti primijgen u akvakulturi (Grguric i sur., 2000;
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Menasveta i sur., 2001; Klas i sur., 2006; van Rguar., 2006). Véna tehnoloskih rijeSenja za
uklanjanje nitrata su istrazitkog tipa i joS nisu primijenjena u komercijalnimvakulturnim
sustavima zbog visoke cijene sofisticirane oprevisnkih troSkova rada i potrebe za slozenim
upravlja&ckim sposobnostima (Pungrasmi i sur., 2013). Prodesitrifikacije u RAS-ima
podrazumijeva bioloSku redukciju nitrata u plinodusik, pa je potrebno osigurati odgovataju
uvjete koji e omoguditi rast i razvoj denitrifikacijskin bakterija. Ptome je potrebno uzeti u
obzir nekolikoc¢imbenika: koléina kisika mora biti minimalna, reducirani anordanspojevi
dusSika trebaju biti prisutni, a odnos ktie ugljika prema duSiku treba biti dostatno nikako

bi isklju¢io rast organizama koji reduciraju nitrat u amdkijj&ao Sto je prikazano slikom
1.2.3.1. (Tiedje, 1990).

REDUKCIJA NITRATA

NH,
DISIMILACIJISKA ASIMILACIJSKA
NO3_—) N02_ — NH_;

DISIMILACIJSKA REDUKCIJA DENITRIFIKACIJA
NITRATA U AMONIJAK NO;™ — NO,”— NO — N,O0 — N,
NO_‘;_—) NO'_a__) NH4—
Slika 1.2.3.1.Procesi disimilacijske i asimilacijske redukcijrata i uvjeti u kojima se odvijaju.
Crvenom bojom ozrigni su¢imbenici Sto potiskuju oddeni proces, a zelenom oni Sto ga

poticu (premariedje, 1990).

Dva glavna problema karakteriziraju denitrifikakgsreaktore: prvo, zbog fluktuacija u
koli¢ini i kvaliteti vode teSko je kontrolirati tme koline topljivih ugljikovih spojeva koji se
dodaju kako bi odrzavali rast bakterija i drugaokie koncentracije kisika u ulaznoj vodi (blizu
zastenja zbog intenzivne aeracije u uzgojnim bazenimhibiraju denitrifikaciju i izazivaju
prekomjernu potrosnju organskog ugljika aerobnirakegama (Singer i sur., 2008). Uz to,
limitiranje procesa denitrifikacije ugljikom dovodio nepotpune denitrifikacije i istodobne
akumulacije nitrita, a suprotno tome, suviSak osi#n donora elektrona moze rezultirati

proizvodnjom sumporvodika, koji taler moze biti toksina prijetnja uzgajanim organizmima
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(Cytryn i sur., 2005a). Dakle, reguliranje Katie ugljika je najvaznije za ispravno uklanjanje
nitrata iz vodenih sustava bioloSkom denitrifikaai bez Stetnih dinaka (Hamlin i sur., 2008).
Anaerobni uvjeti u denitrifikacijskim reaktorima sosigurani ili propuhivanjem reaktora
plinovitim dusSikom ili osiguravanjem dovoljno dugogemena zadrzavanja koje jantiti
potpunu bioloSku potroSnja kisika (van Rijn & Barak98).

Iz nazn&enog proizlazi kako je za odvijanje denitrifikacije RAS-ima potrebno
osigurati prostor bez kisika te s odgovaéaju omjerom kol€ina ugljika i duSika. Zato se u
ovakvim sustavima denitrifikacijski bioreaktor ¢bo ugrauje u sustav nakon nitrifikacijske
jedinice, Sto osigurava potrosnju kisika i proizapd nitrathog dusSika uz porioaerobnih
bakterija, dok se odgovarap kolicina ugljika osigurava dodavanjem nekog organskagasp
Na odabir vrste i kotine organskog spoja treba obratiti posebnu paZillips i Love (1998)
preporituju limitirati koli¢inu ugljika kako bi se sprif@a redukcija sulfata u vodikov sulfid, ali
I pri tome treba biti oprezan jer je limitacija jigbm najvjerojatniji uzrok niske brzine
denitrifikacije (Arbiv i van Rijn, 1995). Kao izvorugljika upotrebljavaju se jednostavni
organski spojevi poput metanola (Lee i sur., 20Q@koze (Honda i sur. 1993, Park i sur. 2001)
I melase (Gomez i sur., 2000; Pungrasmi i sur. 208mlin i sur. (2008) su koristili metanol,
octenu kiselin, melasu te granulirani kukuruzniogkrdok su sa Skrobom kukuruza, pSenice i
rize istrazivali i Morrison i sur. (2008). Neki swtori upotrebljavali izvor ugljika podrijetlom iz
samog sustava (van Rijn & Rivera, 1990; Arbiv & \Rin, 1995; Phillips & Love, 1998; Shnel
I sur., 2002; Gelfand i sur., 2003; Tal i sur.020Suhr i sur. 2013), dok drugi i&ti upotrebu
biorazgradljivih polimera (Mergaert i sur., 199995, 1996; Boley i sur., 2000, 2001, 2005;
Ebeling i sur., 2010).

Siroka lepeza dosad primijenjenih organskih spojgsetreba za daljnjim smanjenjem
dodane koliine ugljika (Lee i sur., 2000, Hamlin i sur., 2008aje prostora za dodatna
istrazivanja u ovom podéu. Zato je u ovoj disertaciji kao izvor ugljika aldrana sladovina,
sirovina za proizvodnju piva, s kojom dosad nishilgZzena skna istrazivanja. Najzastupljeniji
kemijski spojevi u sladovini su ugljikohidrati kojeyasci mogu fermentirati: glukoza, fruktoza,
maltoza i maltotrioza. Uz nazene, sladovina sadrzava joS razgradljivih spojgvaput
dekstrina, koje kvasci ne mogu fermentirati (Hoédzi sur., 2008), ali kako je rife o
jednostavnim ugljikohidratima, pretpostavlja salddenitrifikacijske bakterije mogu iskorititi.

lako su istrazivanja primjene denitrifikacije u irkalacijskim sustavima zagela jos

prije dvadesetak godina, do danas nema dostatmonmiatija o provedbi procesa uklanjanja
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nitrata iz uzgojne sredin€esto se ove studije provode u laboratorijski siranim uvjetima u
malim eksperimentalnim objektima. Takvi sustavi motgk djeloméno simulirati uvjete
komercijalnih recirkulacijskih akvakulturnih sustapa su potrebne informacije o denitrifikaciji
u cjelokupnom sustavu. Upravo nedostatak sveobaolivastrazivanja ogratiava primjenu
denitrifikacije u recirkulacijskim sustavima (vanjiRi sur., 2006). Nadalje, Suhr i sur. (2013)
smatraju date omjer raspolozivog ugljika prema duSiku i vrijeedrzavanja vode biti vazni
parametri za budie dimenzioniranje i rad pojedinih denitrifikacijekieaktora.

Schreier i sur. (2010) dali su pregled literaturpibdataka o mikrobnoj raznolikosti
bioloskih filtara u recirkulacijskim akvakulturnisustavima i ugli kako su nedavne studije uz
poma molekularnih alata ne samo omdége uvid u sastav i srukturu ragiiosti mikrobnih
zajednica, nego taker pruzile uvid u njihove aktivnosti, Sto bi trebglomai razumijevanju
interakcija u mikrobioloskim zajednicama. U istranjima su prondene skupine bakterija koje
sudjeluju u procesima kruzenja ugljika, duSika impora, one koje provode oksidaciju
amonijaka i one koje provode oksidacija nitrita l(Taur. 2003), zatim one koje sudjeluju u
autortofnoj (Cytryn i sur. 2005b) i heterotrofnagrdtrifikaciji (Cytryn i sur., 2003., Michaud
2007), one koje provode disimilacijsku redukcijuraia u amonijak i one koje amonijak
oksidiraju anaerobno (Tal i sur. 2003), a tu swktbrije koje reduciraju sulfat (Cytryn i sur.,
2003) i one koje oksidiraju sulfid (Cytryn i sut0@b). Uzimajdi u obzir te razliite odjeljke
unutar mikrobnih zajednica, Schreier i sur. (201€1)cu kako ¢e uspjeh daljnjeg razvoja
tehnologije RAS-a biti uvjetovan, ne samo nastavhmepoznavanja bitnih mikroorganizama
povezanih sa spedifiim procesima nego i u razumijevanju njihova dopsensvojoj zajednici u
postizanju dinkovite i stabilne aktivnosti. U tom smislu, bu@ustudije koje ukljtuju primjenu
molekularnih analiza sljedova gena za 16S podjediniibosoma pruzit¢e Siru sliku
zastupljenosti zajednica u raztim odjeljcima biofiltara, te dati podatke o prostim i
vremenskim odnosima unutar, i izdwetih odjeljaka. Toce biti potrebno za oddésanje
prisutnosti (ili odsutnosti) nositelja odienih procesa ili za procjenu razvoja zajednicailbiafu
fazi indukcije. Uz to, genetska analiza zajednic&endovesti do razvoja molekularninh metoda

za procjenu uvjeta u biofiltru i predidanja kolapsa sustava (Schreier i sur. 2010).

10



uvobD

1.2.  Svrhai ciljevi istrazivanja

Svrha ovog istrazivanja je odrediticinkovitost bioloSke filtracije u morskom
recirkulacijskom akvakulturnom sustavu s naglaskam denitrifikaciju u stacionarnim i
protainim uvjetima. Osnova za to je razvitak stabilnih pplacija nitrifikacijskih i
denitrifikacijskih bakterija sposobnih da uklanj&&N, odnosno N@N do neskodljivih razina.
S obzirom na funkcionalne performanse upotrijeldgeRAS-a, rezultati ovog istrazivanja bé
primjenjivi u komercijalnoj proizvodnji ribe u mdgsn recirkulacijskim sustavima.

U ovom raduce se istraziti parametri koji ufje na winkovitost nitrifikacije i
denitrifikacije, zatim mogénost primjene dosad neistrazenog izvora ugljika pzavedbu
denitrifikacije, kao i mogénost primjene dosad neistrazenog ®asaa naseljavanje bakterija.
Uz to, istrazit¢e se dinkovitost vlastitog dizajna jedinice za denitrdiéiju, prodit ¢e se
ucinkovitost denitrifikacije u stacionarnim i pra@em uvjetima, i dobit¢e se podaci o
funkcionalnom integriranju denitrifikacijske tehogije u recirkulacijski akvakulturni sustav.

Analizirat ¢e se mikrobne zajednice u sustavu kako bi se dozwgé su bakterijske
vrste odgovorne za progenje bioloske filtracije. Kako su bakterijama zavuxdenje tih procesa
potrebni odgovarajii uvjeti, u ovom¢ée se istrazivanju objasniti koji to parametri ttjena
ucinkovitost nitrifikacije i denitrifikacije. S obzam na nazngno, u ovom je istrazivanju cilj
dati pregled mikrobnih zajednica iz nitrifikacijsko denitrifikacijskog bioreaktora i usporediti

ga sa sastavom komercijalne kulture bakterija péifiravanje dodane u sustav.

Specifiéni ciljevi ovog istrazivanja su:

»  odrediti podobnost pergolara kao nésaa denitrifikacijske bakterije
odrediti podobnost sladovine kao izvora ugljikgoravedbu denitrifikacije
odrediti vrijeme indukcije denitrifikacijskog reakta
odrediti Wwinkovitost denitrifikacije u stacionarnim uvjetima
odrediti Wwinkovitost denitrifikacije pri razfiitim protocima
odrediti vrijeme indukcije rotirajteg biodiska

odrediti Wwinkovitost nitrifikacije u stacionarnim uvjetima

YV V. V V V VYV V

analizirati mikrobne zajednice u sustavu.
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Slijedom navedenoga, rezultati ovih istrazivarja biti temelj funkcionalnom
integriranju denitrifikacijske tehnologije u RAS eventualnih razvojnih pilot-projekata

zatvorenoga proizvodnog morskog recirkulacijskogedklturnog sustava.
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MATERIJAL I METODE

2. MATERIJAL | METODE

2.1.  Karakteristike recirkulacijskog akvakulturnog sustava

Ovo istrazivanje provedeno je u recirkulacijskonvaulturnom sustavu (slika 2.1.1.)
TehnoloSkog i poslovno-inovacijskog centra za mdtiku SvediliSta u Dubrovniku. Sustav se
sastojao od osnovnih komponenti koje odrzavaju waggutu kvalitetu vode u uzgojnom
prostoru, pri stalnoj recirkulaciji s minimalnommgenom vode: (1) uzgojnog bazena, (2)
mehanékog filtra, (3) komponente za biofiltraciju, (4)adaja za sterilizaciju i (5) pumpe koja je
omogltavala protok morske vode (Sweetwater SHE 2.4; Aquato-Systems, Inc. Apopka,
FL, SAD).

U sustavu se koristilo okruglim bazenom s konusdimom, izra@enim od polietilena
visoke gustée (engl. high density polyethyleneHDPE) prema vlastitom dizajnu. Promjer
bazena bio je 1,90 m, srednja visina 1,02 m, alnagnusnog dna 18°. Ukupni volumen bio mu
je 2,89 i, a tijekom eksperimenta koristilo se volumenong)(dd 1 ni. Netopljivi otpad iz
sustava se uklanjao granularnim mebkim filtrom (PolyGeyser Bead Filter DF3; Aquacukur
Systems Technologies LLC, Jefferson, Louisiana, ANakon mehagkog pra@is¢avanja voda
je sterilizirana uz pomoUV lampe (SMART High-Output UV Sterilizer; Emperéquatics,
Inc., Pottstown, Pennsylvania, SAD) kako bi, ostidia svih nezZeljenih mikroorganizama
dotjecala do komponente za biofiltraciju. Ona sstgala od aerobnog, nitrifikacijskog i
anaerobnog, denitrifikacijskog dijela. Za nitrifdqa je odabran rotiraii bioloSki kontaktor
(RBK) (RBC 1400; Fresh Culture Systems, BreininlsyPennsylvania, SAD). Anaerobni dio
bioloSke filtracije odvijao se u dva cilindna spremnika vlastitog dizajna ispunjena
odgovarajdim nos&em za naseljavanje i rast denitrifikacijskin balier Temperatura je u
sustavu odrzavana klimatizacijskim dagem Toshiba RAS-18SKH (Toshiba Corporation,

Japan) smjesStenim u prostoriji.
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Slika 2.1.1. Shematski prikaz recirkulacijskog deurnog sustava: UB — uzgojni bazen,
P — pumpa, MF — mehatki filtar, UV — UV sterilizator, DBR — denitrifikagski bioreaktor,

RBK

RBK - rotacijski bioloSki kontaktor

2.2.  Odredivanje kvalitete vode

Prije paetka istraZivanja, sustav je napunjen morskom vodaja se crpila iz
buSotine i sterilizirana je 4%-tnom otopinom natrjg hipoklorita (Kemika d.o.o., Zagreb,
Hrvatska) u koncentraciji od 0,5 mL/L. Nakon klamja uslijedilo je dekloriranje, to jest
uklanjanje viSka klora uz ponimatrijeva tiosulfata (Kemika) u koncentraciji o®9 g/L.

Tijekom eksperimenta, ovisno ciekivanoj bakterijskoj aktivnosti, provjeravala se
kvaliteta morske vode: pratile su se promjene #ata (YSI Model 30 Handheld Salinity,
Conductivity and Temperature System, YSI Inc., 8@llSprings, Ohio, SAD), pH vrijednosti
(YSI EnvironmentalEcoSensegpH10 pH/Temperature Pen, YSI Inc., Yellow Sprin@io,
SAD), temperature i kdaline otopljenog kisika (Oxyguard Handy Polaris, Oxga@&l
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International A/S Birkeroed, Danska). K#ha amonijaka, nitrata i nitrita u uzorcima morske
vode odrdivana je standardnim spektrofotometrijskim metodakeko bi se otklonile n#stoce
koje bi mogle utjecati na anatiki postupak, uzorci su prethodno filtrirani na $gkm MGC
filtrima (Munktell, Njem&ka) velcine pora od 0,45 mm. Potom je uz panspektrofotometra
SECOMAM Uvi Light PC 2 (Nova Analytics company, AleFrancuska) metodom redukcije
hidrazinom (Bower & Holm-Hansen, 1980a) aifea koncentracija nitratnog duSika, N,
diazotacijskom reakcijom koncentracija nitritnogstka, NQ-N (Strickland & Parsons, 1968) te
salicilat-hipokloritnom metodom (Bower & Holm-Hamse 1980b) koncentracija ukupna
amonijakalnog dusika, UAN. Koncentracija neioninimg amonijaka (Nk) zatim je izrgunata
prema jednadzbi (Johansson & Wedborg, 1980):
% NHs = 100 /[1 + 13°%, P

gdje je:

logK, = - 0,467 + 0,00113S+ 2887,9 T*

pri ¢emu jeK; konstanta disocijacij&§ salinitet (g/L) iT temperatura (°K).

2.3. Istrazivanje u¢inkovitosti bioloSke filtracije

Za istrazivanja ¢&inkovitost bioloSke filtracije u morskom recirkulgkom
akvakulturnom sustavu s naglaskom na denitrifikacij stacionarnim i protmim uvjetima
odabran je recirkulacijski akvakulturni sustav yeko se moZze uzgajati lubiDicentrarchus
labrax (Linnaeus, 1758) u nasadnoj gustod 40 kg/ni s dnevnom stopom hranjenja od 3% od
mase ribe. Uzimajtl u obzir teoretske vrijednosti produkcije ukupnagaonijakalnog dusika
hranom u iznosu od 0,03 kg(UAN)/kg(hrana) (Wheat®ur., 1994), u takvom bi uzgojnom
modelu dnevno nastalo 0,036 kd/no jest 36 mg/L UAN koji bi se procesom nitrifibige
oksidirao u 36 mg/L N@N. Kako bi se ostavila mognost daljnjeg powsanja uzgojnog
kapaciteta RAS-a u ovom istrazivanju su odabral&ne brzine uklanjanja UAN i N&N od
40 mg/Ld.
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2.3.1. Istrazivanje uéinkovitosti denitrifikacije u stacionarnim uvjetima

U ovom eksperimentu denitrifikacija se p#amala u dva cilindtina spremnika,
denitrifikacijska bioreaktora (slika 2.3.1.), ispema nos&ma na kojima su u anaerobnim
uvjetima rasle denitrifikacijske bakterije. Volumswakoga denitrifikacijskog reaktora iznosio je
0,12 m, ali je u stacionarnim uvjetima, radi lak$e maitagije koristen volumen od 0,1%rZa
naseljavanje bakterija upotrijebljena je cijevndigidenska mreza za uzgoj dagnji — pergolar,
prikazan na slici 2.3.2. Nakon mjerenja dimenzigagolara i izrdunavanja njegove povrsine i
volumena u svaki je denitrifikacijski reaktor stavio 400 m pergolara kojega je ukupna
povrsina iznosila 33,2 ma volumen 0,0083 Tn

Na paetku istrazivanja je uz morsku vodu i ngsa denitrifikacijske reaktore u ovom
sustavu dodana komercijalno dostupna kultura bigktea bioloSko préis¢avanje vode u
akvakulturi, kalijev nitrat (Kemika) u kdlini koja je osiguravala koncentraciju od 15 mg/L
nitratnog dusika (N@N) i kao izvor ugljika sladovina. Njezina je k&iha odreiena uz pomoe
vrijednosti kemijske potrosnje kisika (KPK) i toamjeru KPK/NQ-N = 2,5/1 (van Rijn &
Barak, 1998). Uz to, kako bi se sptija asimilacijska redukcija nitrata u amonijak (Vaiin &
Barak, 1998), dodan je i amonijev klorid (Kemika).

U denitrifikacijskim bioreaktorima pratile su seopmene relevantnih pokazatelja
kvalitete vode kako je prethodno opisano. Na tamlmnjerene koncentracije nitratnog dusika
koji su potroSile bakterije od prethodnog uzorkgaanodretivala se kokina nitrata i
odgovarajda kolicina sladovine dodavanih u denitrifikacijske reaktoffa je koncentracija
postupno pov&avana sve do vrijednosti od 40 mg/L. Kad se nakdmgg dana kalina NOs;-N
nije mogla izmjeriti, to jest kad je sav N® bio potroSen, zaklieno je da se razvila stabilna
bakterijska populacija sposobna za prme procesa denitrifikacije u morskoj vodi ovako
opteréenog sustava i da su denitrifikacijski reaktorituinlani. Tad je provedeno i cjelodnevno
pracenje &inkovitosti denitrifikacije, pricemu su u oba denitrifikacijska reaktora uzorci aim
svaka tri sata.
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Slika 2.3.2.Pergolar: A — dimenzije za odiiganje povrsine; a, b, ¢ — duljine stranica kvadia,

d;, dk — osi elipsoida, B — pergolar nakon upotrebe
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2.3.2. Istrazivanje uéinkovitosti denitrifikacije pri razli €itim protocima

Za potrebe ovog dijela istrazivanja u sustavu jgud&na pumpa koja je omoé¢mvala
protok morske vode iz bazena kroz mebkinfiltar, UV reaktor i denitrifikacijske reaktore
natrag u bazen. Tako je simulirano kretanje vodeoperativnome recirkulacijskom
akvakulturnom sustavu. U bazen je dodano 40 mgilatniog duSika i sladovina potrebna za
denitrifikaciju, u omjeru KPK/N@N = 2,5/1. Za potrebe odiwanja pokazatelja kvalitete
morske vode na prije opisandmg svakodnevno su se uzimali uzorci na ulazimalazima
denitrifikacijskih reaktora. Protok kroz denitrifikijske reaktore postavljen je tako da je vrijeme
zadrzavanja morske vode u svakome od njih bilorjesid, a tinkovitost se pratila deset dana.
Nakon toga je eksperiment ponovljen s vremenomzzadinja morske vode u denitrifikacijskim
reaktorima u trajanju od dva sata, a zatim joS geds vremenom zadrzavanja u trajanju od tri
sata.

Kako bi svaki eksperiment zafmp s jednako kvalitetnom denitrifikacijskom
populacijom, izméu ponavljanja eksperimenta s r&lm vremenima zadrzavanja bilo je
potrebno osigurati oporavak mikrobne zajednice akti@ima. To je omodieno provdenjem
eksperimenta u stacionarnim uvjetima onoliko duglikk je denitrifikacijskim bakterijama bilo
potrebno da opet uklone 40 mg(BM)/L u jednom danu. Tijekom istrazivanja provedese
dvije faze oporavka denitrifikacijskih bakterijayvp izmetu eksperimenata s vremenom
zadrzavanja morske vode u denitrifikacijskim reakba u trajanju od jednoga i dva sata, te
druga faza oporavka izrde eksperimenata s vremenom zadrzavanja morske wod@dganju od

dva i tri sata.

2.3.3. Istrazivanje uéinkovitosti nitrifikacije u stacionarnim uvjetima

Rotirajwti bioloski kontaktor (RBK) sastojao se od velikogoja okruglih pl@a,
diskova, nanizanih na osovinu (slika 2.5.1.). Nedsrn osovine méu diskovima nalazio se
prsten s lopaticama koje sluze za okretanje. Tatkokcija bila je postavljena u polucilindinu
kadu s vodom tako da je 40 — 50% povrSine diskadla uyonjeno. Diskovi¢ine podlogu za
naseljavanje bakterija zbagga su izrdeni od naborane plastike kako bi se osigurala dadat
funkcionalna povrSina. Usmjeravanjem struje vode iztaka prema lopaticama na sredini

osovine, ona se okie, i to omogdava ravnomjerno naseljavanje bakterija na cjelokupn
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povrSinu diskova i njihov kontakt s kisikom i u kwai u vodi. Volumen kade rotirajeg
biolodkog kontaktora je 0,33%ma povrsina diskova je 145°m

U kadu rotacijskog bioloskog kontaktora napunjemogrskom vodom dodana je
komercijalna kultura bakterija za bioloSko @iggavanje vode u akvakulturi i supstrati za njihov
rast; amonijev klorid (Kemika) u ka&ini koja je osiguravala koncentraciju od 14 mg/L
ukupnoga amonijakalnog dusSika (UAN) i natrijev mi(Kemika) u koncentraciji nitritnog dusika
od 5 mg/L (Scott, 2002).

BioloSki kontaktor se rotirao z¢aom strujom, a uzorak se vode uzimao za potrebe
odrefivanja pokazatelja kvalitete vode, na prethodnosapi ndin. Na temelju izmjerene
koncentracije ukupnoga amonijakalnog dusSika koji @otroSile bakterije od prethodnog
uzorkovanja, odrdéivala se kokina amonijeva klorida se dodavala u RBK. Ta je lemiacija
postupno powaavana sve do vrijednosti od 40 mg/L. Kad se nakaimgg dana kalina UAN
nije mogla izmjeriti, to jest kad je sav UAN biotpasen, zakljgeno je da se razvila stabilna
bakterijska populacija sposobna za prisme procesa nitrifikacije u morskoj vodi ovako
opteréenog sustava i da je rotirgjioloski kontaktor induciran.

Slika 2.3.3.1.Rotacijski bioloski kontaktor (RBK): A — djeloviBK-a, B — pld@e
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2.4.  Analiza podataka o kvaliteti vode

Odreiene koncentracije ukupnoga amonijakalnog i nitrgtdoSika dovedene su u
matemattke odnose s dimenzijama reaktora u kojima se ddvijaioloska filtracija i
upotrijebljene za dobivanje podatakadnkovitosti procesa denitrifikacije i nitrifikacijg ovom
sustavu. Pritom jedinkovitost denitrifikacije odréena pomou brzina i @inkovitosti uklanjanja

NOs-N, a winkovitost nitrifikacije pomou brzina i ¢inkovitosti uklanjanja UAN.

2.4.1. Uc¢inkovitost u protoénim uvjetima

U protainim uvjetima @inkovitost denitrifikacije u dva denitrifikacijskhioreaktora
ocituje se u promjenama koncentracija nitratnog cugik prolasku kroz te reaktore.

Ucinkovitost uklanjanja nitrathog duSika u denitrdikjskim bioreaktorima u
protatnim uvjetima odrdena je iz omjera izmjerenih koiha NO;-N na izlazima i ulazima
reaktora prema formuli:

UU(NO3-N) = {[cy(NO3-N) - ci(NO3z-N)] / c,(NO3-N)} - 100%
gdje su:
UU(NOs-N) — winkovitost uklanjanja nitratnog duSika (%€(NOs-N) — koncentracija N&N
(mg/L), u— ulaz bioreaktora,— izlaz bioreaktora.

PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika uitdéikacijskim bioreaktorima u
protanim uvjetima izrgunata je iz kvantitativnog odnosa razlike izmjehemkioncentracija
NOs-N na ulazima i izlazima reaktora, protoka i ponespergolara prema formuli:

PU(NO3-N) = {[cu(NOs-N) —ci(NOs-N)] - Q}/ As
gdje su:
PU(NOs-N) — povrsinska brzina uklanjanja nitratnog dugike/nth), c(NOs-N) — koncentracija
NOs-N (mg/L), u — ulaz bioreaktoraj — izlaz bioreaktoraQ — protok (L/h),Ar — povrSina
pergolara (rf).

Volumna brzina uklanjanja nitratnog u denitrifik@g&m bioreaktorima u protmim
uvjetima izr&unata je iz kvantitativnog odnosa razlike izmjehekioncentracija N@N na
ulazima i izlazima reaktora, protoka i volumenagodsira prema formuli:

VU(NO;-N) = {[cu(NO3-N) —ci(NOs-N)] - Q}/ Ve
gdje su:
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VU(NOs-N) — volumna brzina uklanjanja nitratnog dusikag(m’h), c(NOs-N) — koncentracija

NOs-N (mg/L), u — ulaz bioreaktoraj — izlaz bioreaktoraQ) — protok (L/h),Vp — volumen

pergolara ().

2.4.2. Uc¢inkovitost u stacionarnim uvjetima

U stacionarnim uvjetimadinkovitost denitrifikacije u denitrifikacijskim bi@aktorima
ocituje se u promjenama koncentracija nitratnog dudiktim reaktorima ovisno o vremenu
proteklome od prethodnog mjerenja.

Ucinkovitost uklanjanja nitrathog duSika u denitrdikjskim bioreaktorima u
stacionarnim uvjetima oddena je iz omjera koncentracija M@ izmjerenih u tim reaktorima u
odreienom vremenu prema formuli:

UU(NOs-N) = {[cn(NO3-N) = Cr+x(NO3-N)] / c1(NO3z-N)} - 100%
gdje su:
UU(NOs-N) — winkovitost uklanjanja nitratnog duSika (%€(NOs-N) — koncentracija N&N
(mg/L), n— dan trajanja eksperimentas;- vrijeme proteklo od prethodnog uzorkovanja.

PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika uitdéikacijskim bioreaktorima u
stacionarnim uvjetima iztanata je iz kvantitativnog odnosa razlike izmjehekbncentracija
NOs-N, volumena reaktora, vremena protekloga od poethg mjerenja i povrSine pergolara
prema formuli:

PU(NO3-N) = {[cn(NOs-N) — Crix(NOz-N)] - Vr/X)}/ Ap
gdje su:
PU(NO3-N) — povrsinska brzina uklanjanja nitratnog dudiiay/nfd), c(NOs-N) — koncentracija
NOs-N (mg/L), n — dan trajanja eksperimenta, x — vrijeme proteldoprethodnog uzorkovanja
(d), Vk — volumen reaktora (L)Ap — povrsina pergolara @

Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika u defikiacijskim bioreaktorima u
stacionarnim uvjetima iztanata je iz kvantitativnog odnosa razlike izmjehekbncentracija
NOs-N, volumena reaktora, vremena protekloga od poetbg mjerenja i volumena pergolara
prema formuli:

VU(NO3-N) = {[cn(NO3z-N) — Cnsx(NO3-N)] - Vr/X)} / Vp
gdje su:
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VU(NOs-N) — volumna brzina uklanjanja nitratnog dusikag(m’d), c(NOs-N) — koncentracija
NOs-N (mg/L), n — dan trajanja eksperimenta;- vrijeme proteklo od prethodnog uzorkovanja
(d), Vk — volumen reaktora (L)Wp — volumen pergolara (h

Matemattke formule kojima je odiena winkovitost denitrifikacije u stacionarnim
uvjetima upotrebljavane su i za istrazivang@niovitosti nitrifikacije, pri cemu je volumen
reaktora zamijenjen volumenom kade RBK-a gdje s&qatio proces nitrifikacije, a volumen i

povrSina pergolara zamijenjeni su volumenom i pioar$ plaia RBK-a.
2.4.3. Statisticka obrada dobivenih podataka o kvaliteti vode

Podaci dobiveni istrazivanjemcinkovitosti denitrifikacije su obieni analizom
unakrsne korelacije ovisnih i neovisnih varijablemenskim nizovima. Analizirana je ovisnost
ucinkovitosti i brzine uklanjanja nitratnog dusSikahadrografskim parametrima kvalitete vode,
koncentracijama nutrijenata i dodane sladovine (K#ednost). Razlike izm#u reaktora A i B
ispitivane suy® testom (Box & Jenkins, 1976). Sve analize provedsm s intervalom
pouzdanosti od 5% uz pofipaketa programa IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp.)

2.5.  Filogeneticka analiza mikrobnih zajednica u RAS-u

Za potrebe filogenatke analize mikrobnih zajednica u ovom sustavu jalpotrebno
izolirati DNK iz populacije bakterija koja je dodaru sustav na getku istrazivanja te iz
stabilnih bakterijskih populacija Sto su provodijgocese denitrifikacije i nitrifikacije.
Uzorkovanje je obavljeno mjesec dana nakon podtiyimdukcije i to s raziitih mjesta u
denitrifikacijskim bioreaktorima i s razitih mjesta na rotacijskom bioloSkom kontaktoruegd]
se odvijala nitrifikacija. Takder su uzeti i uzorci komercijalne kulture bakterga biolosko

prociS¢avanje vode u akvakulturi.

2.5.1. lzolacija i pro¢iSéavanje DNK

Uzorci su tijekom né@ pohranjeni na +4 °C, a ekstrakcija DNK provedgmgprema

uputama kompleta za izolaciju DNK Wiz&rdsenomic DNA Purification Kit (Promega
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Corporation, Madison, Wisconsin, SAD). Uzorak steajama centrifugiran je dvije minute na
16 000 - g, a talog je resuspendiran u 50 mM otagilendiamintetraoctene kiseline (EDTA).
Dodan je lizozim nakorega je suspenzija inkubirana 30 min na 37 °C térifegirana dvije
minute na 16 000 - g. Talog je resuspendiran uimtaa lizu jezgre stanice i inkubiran pet
minuta na 80 °C. Nakon hianja na sobnu temperaturu suspenziji je dodanawuleaza i
inkubirna je 30 min na 37 °C pa je nakon inkubaolpdaiena na sobnu temperaturu. Dodana je
otopina za taloZenje proteina, provedena inkubatgaledu pet minuta i centrifugiranje tri
minute na 16 000 - g. Supernatantu je dodan izep@p nakoncega je centrifugiran dvije
minute na 16 000 - g. Dobiveni je talog osuSen na&kwz dodan mu je 70%-tni etanol pa je
centrifugiran dvije minute na 16 000 - g. Nakonesyd na zraku dobivena je DNK
resuspendirana u TE (10 mM Tris-HCI (pH = 8) i @M EDTA). Koncentracija yg/mL) i
cistocéa dobivene DNK (Asos) OCitana je aparatom Biophotometer (Eppendorf, Germany
Izolirana bakterijska DNK pohranjena je +20 °C do daljnje analize.

Izolirana DNK prais¢ena je da bi se uklonili zaostali proteini komptat&Vizard®
DNA CleanUp System (Promega Corporation, Madison, WisconSi®D). Uzorci su zatim
pripremljeni za analizu uz porasekvencera sljede generacije (enghext generationMiSeq

System (lllumina, Inc. San Diego, California, SAD).

2.5.2. Sekvenciranje sljedée generacije

MiSeq System je udaj za automatsko sekvenciranje DNK, koji u posebno
dizajniranim proténim komorama moze istovremeno pripremiti, umnozgekvencirati velik
broj klasterskih fragmenata DNK. Uzorci, to jestlekule DNK su prethodno oztene tako da
su im na odgovarafim mjestima (fragment gena za 16S rRNA) umetnlkozaani adapteri s
mjestima za vezanje petnica i oligonukleotidima za vezanje na ptoto komoru. Tako
pripremljeni fragmenti stavljeni su u spremnik sagensima potrebnim za amplifikaciju i
sekvenciranje, a ta je smjesa n&qiku rada automatski dodana u pto® komore. Pojedigae
su se molekule DNK uz pordaimetnutih oligonukleotida vezale za komplementarrevakoj
komori, polimeraza ih je umnozila i tako su naskédisteri fragmenata DNK. Zatim je uslijedilo
sekvenciranje s ponda odgovarajtih pcocetnica i prisutnin dugnih baza od kojih je svaka
specifcno fluorescentno obiljezena. Osvijetljavanjem svagitetaine komore i uz pongo

posebnih filtara ozn#@ne baze su postale vidljive u trenutku komplenraot vezivanja na
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molekulu DNK, pa se ova tehnologija naziva sekvemje sintezom (englsequencing by
synthesis SBS). Svaka je sekvenca umnoZena dva puta (poopediz svakog smjera) i
definirana je s dvadtanja. Ishod ovakvog sekvenciranja bio je kompligitalnih slika koje je
zatim integrirano ré&unalo automatski korigiralo kompenzirgjuopticke efekte i kemijsku
newinkovitost. Kompenziranaditanja zatim su prolazila kroz seriju filtara zaadgnje kvalitete
s pomau kojih su identificirana i izdvojenactanja niske kvalitete. Na kraju sditanja visoke
kvalitete podvrgnuta algoritmu programa CLC Main Nench (CLC bio©Copyright 2012)
koji je konvertirao intenzitet signala u individnal odzive baza, dajuodgovarajiée operativne
taksonomske jedinice, OTJ (engherational takonomic unitOTU), u ovom sléiaju skevence
fragmenata gena za 16S rRNA. Usporedbom slijeda para svake OTJ s bazom podataka
sekvenci fragmenata gena za 16S rRNA poznatih argara (Greengenes 13_8) uz atine je
njezin najblizi srodnik u bazi, a zatim su ti podacupirani u odgovarajie taksonomske

kategorije uz pombprograma QIIME (Caporaso i sur., 2010).
2.5.3. Analiza sekvenci

Procjena zastupljenosti i bogatstva vrsta u uzacirkomercijalne kulture,
nitrifikacijskih i denitrifikacijskih bakterija obdjena je uz pomé Chao indeksa iztanatog na
sljed&i nxcin:

$=%+ (@%2b)
gdje su:
S — procijenjeni broj vrstay, — opazeni broj vrstaa — broj vrsta u uzorku zastupljen samo
jednom jedinkomb — broj vrsta u uzorku zastupljen s dvije jedink&d&o, 1984).
Abundacija vrsta u uzorcima odena je poméu Simpsonova indeksa ujedeaosti

(E) prema formuli:

y S(NIN)*- S
gdje su:

E — Simpsonov indeks ujed#enosti,n — ukupni broj organizama odiene vrsteN — ukupni

broj organizama svih vrsteSi— broj vrsta (Sofi, 2015).
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3. REZULTATI

3.1. Istrazivanje uc¢inkovitosti denitrifikacije u stacionarnim uvjetima

3.1.1. Indukcija denitrifikacijskih bioreaktora

Tijekom stacionarnog dijela istrazivanja u denikatijskom bioreaktoru A vrijednosti
saliniteta kretale su se od 27,8 do 31,4 a u bkboea B od 27,4 do 31,5 (slika 3.1.1.1.). Srednja
vrijednost saliniteta nakon indukcije u bioreaktériila je 30,6 £ 0,4, a u reaktoru B 30,5 + 0,4.
Rezultati provedenog? testa nisu pokazali postojanje stadisti znaajnih razlika izmeu
reaktora A i B(p<0,05).

Salinitet
35,0 -

= reaktor A = reaktor B

32,5 -

30,0 -

27,5 -

25,0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Dani

Slika 3.1.1.1.Vrijednosti saliniteta u denitrifikacijskim reakima A i B tijekom stacionarnog

dijela istrazivanja.
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REZULTATI

Tijekom istrazivanja u stacionarnim uvjetima u defikacijskom bioreaktoru A
temperatura je varirala od 15,2 do 26,7 °C, a ktoea B od 15,0 do 26,8 °C (slika 3.1.1.2.).
Srednja vrijednost temperature nakon indukcije s#aoje 21,3 £ 0,7 °C u bioreaktoru A i
21,7 + 0,8 °C u reaktoru B, a rezultafi testa nisu pokazali postojanje statistiznasajnih
razlika mefu tim reaktorima (p<0,05).

Temperatura (°C)

30 4

reaktor B

reaktor A

25 -

20 -

15 -

10 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

Slika 3.1.1.2.Vrijednosti temperature u denitrifikacijskim reakitna A i B tijekom stacionarnog

dijela istrazivanja.
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REZULTATI

Tijekom istrazivanja u stacionarnim uvjetima u defikacijskom bioreaktoru A
zabiljezene su pH vrijednosti u rasponu od 6,888, a u reaktoru B u rasponu od 6,78 do
8,62 (slika 3.1.1.3.). Srednja pH vrijednost nakodukcije bila je 8,4 £ 0,2 u bioreaktoru A i
8,3 + 0,0 u reaktoru B, # testom nisu utdene statistiki znasajne razlike izméu reaktora
(p<0,05).

pH

= reaktor A =reaktor B

7,5 A

7,0 A

6,5

6,0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

Slika 3.1.1.3.pH vrijednost u denitrifikacijskim reaktorima AB tijekom stacionarnog dijela

Istrazivanja.
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REZULTATI

Najveca vrijednost koncentracije kisika od 9,0 mg/L zg@aéna je na samom getku
istrazivanja u oba denitrifikacijska bioreaktorakde najniza vrijednost u bioreaktoru A bila
0,2 mg/L, a u bioreaktoru B 0,1 mg/L (slika 3.1.L.46rednja vrijednost koncentracije kisika
nakon indukcije iznosila je 0,3 + 0,1 mg/L u obarkaktora, a rezultajf testa nisu pokazali

postojanje statistki znaajnih razlika méu tim reaktorima (p<0,05).

Koncentracija
0, (mg/L)

10
= reaktor A = reaktor B

O N oo

0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

Slika 3.1.1.4. Koncentracija kisika (& u denitrifikacijskim reaktorima A i B tijekom

stacionarnog dijela istrazivanja.
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REZULTATI

bioreaktoru A u stacionarnom dijelu istrazivanjadgila je 43,88 mg/L, a u bioreaktoru B 59,19

mg/L, dok je najniza vrijednost od 0 mg/L zabiljpaeu oba reaktora (slika 3.1.1.5.). Srednja

Najveta izmjerena vrijednost koncentracije nitratnog KasSu denitrifikacijskom

vrijednost koncentracije N&EN nakon indukcije iznosila je 1,9 £ 2,7 mg/L u t@aktoru A i

1,1 + 1,7 mg/L u bioreaktoru B, a thenjimay® testom nisu utdene statistiki znasajne razlike
(p<0,05).

70

60

50

40

30

20

10

0

Koncentracija
NO;-N (mg/L)

reaktor A e reaktor B

0 50 100 150 200

250 300

350
Dani

Slika 3.1.1.5.Koncentracija nitratnog duSika (N@) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom stacionarnog dijela istrazivanja.
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REZULTATI

Koncentracija nitritnog dusSika u denitrifikacijskofioreaktoru A u stacionarnom
dijelu istrazivanja kretala se od 0,001 do 8,9168Lmg bioreaktoru B od 0,002 do 10,170 mg/L
(slika 3.1.1.6.) Srednja vrijednost koncentraci@,MN nakon indukcije bila je 0,2 £ 0,5 mg/L u
bioreaktoru A i 1,1 + 1,3 mg/L u bioreaktoru Byatestom nisu utdene statistki znasajne

razlike izmetu reaktora (p<0,05).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)
reaktor B

= reaktor A

12

10

0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

Slika 3.1.1.6.Koncentracije nitritnog duSika (NEN) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom stacionarnog dijela istraZivanja.
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REZULTATI

Najmanja izmjerena vrijednost koncentracije ukumnogmonijakalnog duSika u
stacionarnom dijelu istrazivanja u bioreaktoru Aagila je 0,048 mg/L, a u reaktoru B
0,045 mg/L, dok je naj¥a vrijednost od 7,595 mg/L zabiljezena u oba l@kiera (slika
3.1.1.7.). Srednja vrijednost koncentracije UAN oraindukcije bila je 2,6 1,5 mg/L u reaktoru
Ai 27 + 1,2 mg/L u reaktoru B, a me njimay® testom nisu utdene statistki znasajne
razlike (p<0,05).

Koncentracija
UAN (mg/L)
10 -
= reaktor A reaktor B
8 .
6 .
4 .
2 .
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Dani

Slika 3.1.1.7. Koncentracije ukupnoga amonijakalnog duSika (UAWN)denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom stacionarnog dijela istranja.
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REZULTATI

Koncenrtacija amonijakau stacionarnom dijelu istraZivanja u denitrifika&im
bioreaktorima A i B kretala se od najmanje izmjerenoba reaktora od 0,001 mg/L do najviSe
0,560 mg/L u bioreaktoru A te 0,501 mg/L u reakt@u (slika 3.1.1.8.). Srednja vrijednost
koncentracije NH nakon indukcije bila je 0,2 £ 0,2 mg/L u bioreakt® i 0,2 + 0,1 mg/L u

reaktoru B, a m&u njimay’ testom nisu utdene statistiki znaajne razlike (p<0,05).

Koncentracija
NH; (mg/L)

0,75 - = reaktor A e reaktor B

0,50 -

0,25 -

0,00 = T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

Slika 3.1.1.8.Koncentracije amonijaka (Nf u denitrifikacijskim reaktorima A i B tijjekom

stacionarnog dijela istrazivanja.
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REZULTATI

Brzina uklanjanja nitratnog duSika u stacionarnimjetima u denitrifikacijskim
reaktorima A i B od 287. dana bilo je konstantn@ d® mg/Ld, a najwe vrijednosti od 43,68
mg/Ld, odnosno 42,94 mg/Ld zabiljezene su u bidmrakA 287., a u reaktoru B 318. dan (slika
3.1.1.9.). Srednja vrijednost brzine uklanjanjasNOnakon indukcije bila je 40,3 + 1,2 mg/Ld u
bioreaktoru A i 40,2 +1,3 mg/Ld u reaktoru B, dgktestom nisu utdene statistiki znasajne
razlike izmeiu tih dvaju reaktora (p<0,05).

Brzina uklanjanja
NO;-N (mg/Ld)

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

5 4

0 ' T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

e reaktor A e reaktor B Dani

Slika 3.1.1.9.Brzina uklanjanja nitratnog duSika (M®) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom stacionarnog dijela istrazivanja.
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REZULTATI

PovrSinska brzina uklanjanja nitrathog duSika ucistaarnim uvjetima u oba
denitrifikacijska reaktora je od 287. dana bila &@mtna na oko 121 mgfth dok su najvée
vrijednosti zabiljezene u bioreaktoru A 287., aeaktoru B 318. dan te su iznosile 131,57
mg/nfd, odnosno 129,33 mgfuh (slika 3.1.1.10.). Srednja vrijednost povrSinskezine
uklanjanja N@-N nakon indukcije bila je 121,4 + 3,6 mdtinu bioreaktoru A i 121,1 + 3,8
mg/nfd u reaktoru B, doky’ testom nisu utdene statistki znaajne razlike méu tim
reaktorima (p<0,05).

Povrsinska brzina
uklanjanja NO;-N
(mg/m?d)

140
120
100
80
60
40

20

0 50 100 150 200 250 300 350

Dani

reaktor A reaktor B

Slika 3.1.1.10. PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika ¢NN) u denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom stacionarnog dijela istranja.
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REZULTATI

Volumna brzina uklanjanja nitrathog dusSika u staaimim uvjetima u oba
denitrifikacijska reaktora pratila je kretanje dneg denitrifikacije te je i njena vrijednost od
287. dana bila konstantna na oko 485 mg/Ld, a dajveijednosti od 526,29 mg/Ld, odnosno
517,31 mg/Ld, zabiljezene su u bioreaktoru A 2&7y reaktoru B 318. dan (slika 3.1.1.11.).
Srednja vrijednost volumne brzine uklanjanja ND nakon indukcije iznosila je 485,6 £14,3
mg/Ld u bioreaktoru A i 484,6 +15,1 mg/Ld u reakidd, ay’ testom nisu utdene statistiki

zna&ajne razlike izméu tih dvaju reaktora (p<0,05).

Volumna brzina
uklanjanja NO;-N
(mg/Ld)
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

100 -

0 = T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Dani

= reaktor A ==reaktor B

Slika 3.1.1.11. Volumna brzina uklanjanja nitrathnog duSika (NK) u denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom stacionarnog dijela istrenja.
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REZULTATI

Ucinkovitost uklanjanja nitratnog duSika u stacionarn uvjetima u oba
denitrifikacijska bioreaktora dostigla je konstantwrijednost od oko 100% nakon 287. dana
istrazivanja (slika 3.1.1.12.). Rezultati provedgnd testa nisu pokazali postojanje stadisii
zn&ajnih razlika méu tim reaktorima (p<0,05).

Ucinkovitost
uklanjanja NO5-N
(%)

100 -

75 -

/
2

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

= reaktor A = reaktor B Dani

Slika 3.1.1.12.Ucinkovitost uklanjanja nitratnog duSika (N®!) u denitrifikacijskim reaktorima

A i B tijekom stacionarnog dijela istrazivanja.
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REZULTATI

Tablica 3.1.1.1.Rezultati unakrsne korelacije brzinedinkovitosti uklanjanja nitratnog duSika
(NOs-N) i vrijednosti saliniteta (S) temperature (TpH te koncentracija kisika ¢ NOs-N,
nitritnog duSika (N@N), ukupnog amonijakalnog dusika (UAN), ukupnog NOi dodane
sladovine izrazene pordo vrijednosti kemijske potroSnje kisika (KPK) tigk stacionarnog
istrazivanja denitrifikacije; BU — brzina uklanjanjNGs-N, UU — winkovitost uklanjanja
NOs-N; ¢ — koncentracija; kk — koeficijent korelacije.

Denitrifikacijski reaktor A Denitrifikacijski reltor B
BU uu BU uu
odziv kk odziv kk odziv kk odziv kk

S 1 0,814 1 0,513 2 0,774 1 0,570

T 21 -0,762] 23 -0,546 23 0,735 26 -0,33p
c(Oy) 9 -0,219 7 -0,2649{

pH 0 0,691 2 0,589 0 0,664 1 0,57p
UAN 12 -0,509| 10 -0,424 2 -0,556] 44 0,32(

cNo=Ny | o |-033%] o | -0286] o | -0317] 0| -036
c(NO~N)| 14 | -0436] 18 | -0,302] 66 | 0,403 0| -011f
cNO=N) |9 | ggeg| 1 0,536 1 0,844 2 0.45B
ukupni
KPK
dodana

0 0,858 0 0,549 1 0,847 0 0,46p

Statisttkom analizom unakrsne korelacije varijabli u vresiém nizovima s
intervalom pouzdanosti od 5% ispitivana je ovisrimzine i Winkovitosti uklanjanja N@N o
vrijednostima S, T, pH, koncentracija;,QJAN, NOs-N, NO,-N, ukupnog N@N i dodane
sladovine izrazene poréw KPK vrijednosti. U stacionarnim uvjetima je u othenitrifikacijska
reaktora dokazana ovisnost brzine uklanjanjasNICo svim ispitivanim parametrima osim o

koncentraciji @, dok winkovitost uklanjanja N@N ovisi i 0 koncentraciji @(tablica 3.1.1.1.).
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REZULTATI

3.1.2. Cjelodnevno istrazivanje denitrifikacije u stacionanim uvjetima

Tijekom 24 sata istrazivanja denitrifikacije u sta@rnim uvjetima salinitet je bio 32 u
oba reaktora, dok se temperatura kretala od 22 34dd °C u denitrifikacijskom bioreaktoru A
te od 22,8 do 24,0 °C u reaktoru B (slika 3.1.2.3pednja vrijednost temperature bila je
24,1 + 0,6 °C u bioreaktoru A i 23,7 + 0,4 °C ukteau B, ali m&u reaktorimay® testom nisu

utvrdene statistiki znatajne razlike (p<0,05).

Temperatura (°C)
26 A

s regktor A  e==reaktor B

25 A

23

22 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Sati

Slika 3.1.2.1.Vrijednosti temperature u denitrifikacijskim reakina A i B u stacionarnim

uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Tijekom cjelodnevnog istrazivanja denitrifikacijestacionarnim uvjetima izmjerene su
pH vrijednosti u rasponu od 8,49 od 9,01 u deiktdijskom reaktoru A, a u reaktoru B u
rasponu od 8,58 do 8,97 (slika 3.1.2.2.). SredRjavpjednost iznosila je 8,6 + 0,2 u bioreaktoru
Ai8,7 +0,1u reaktoru B, a rde njimay? test nije utvrdio statistki znaajne razlike (p<0,05).

pH
9,25 -

= reaktor A = reaktor B

9,00 -

8,75 -

8,50 -

8, 25 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Sati

Slika 3.1.2.2.pH vrijednost u denitrifikacijskim reaktorima AB u stacionarnim uvjetima

tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Tijekom cjelodnevnog istrazivanja denitrifikacije stacionarnim uvjetima u oba
reaktora je zabiljeZzena najniza vrijednost konaanije kisika od 0,1 mg/L, a najé@ vrijednost
od 3,1 mg/L u denitrifikacijskom reaktoru A i 2,8gmhu reaktoru B (slika 3.1.2.3.). Srednja
vrijednost koncentracije kisika bila je 0,5 = 1,@/inu bioreaktoru A i 0,5 + 0,9 mg/L u reaktoru
B. Nakon potrosSnje getne kolEine kisika tijekom prva tri sata srednja vrijednkehcentracije
kisika bila je 0,1 + 0,0 mg/L u reaktoru A i 0,101 mg/L u reaktoru B. Rezultati provedendg

testa nisu pokazali postojanje statistznaajnih razlika izméu tih dvaju reaktora (p<0,05).

Koncentracija O,
(mg/L)
3,5

= reaktor A —reaktor B
3,0
2,5 4
2,0 ~
1,5 A
1,0 -

0,5 -

0'0 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Sati

Slika 3.1.2.3.Koncentracija kisika (€ u denitrifikacijskim reaktorima A i B u staciomam

uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Koncentracija nitratnog duSika u cjelodnevnom &tranju denitrifikacije u
stacionarnim uvjetima spustila se £@me vrijednosti od 40 mg/L u oba reaktora na OmyiL
u denitrifikacijskom reaktoru A i na 0,627 mg/L eaktoru B (slika 3.1.2.4.) Rezultati
provedenogy® testa nisu pokazali postojanje statistiznatajnih razlika izmdu tih dvaju
reaktora (p<0,05).

Koncentracija
NO,;-N (mg/L)

40 -

reaktor B

e reaktor A

Sati

Slika 3.1.2.4.Koncentracija nitrathog duSika (N@) u denitrifikacijskim reaktorima A i B u
stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Tijekom cjelodnevnog istrazivanja denitrifikacije siacionarnim uvjetima izmjerena
koncentracije nitritnog duSika od ¢eine vrijednosti od 0 mg/L u oba reaktora poraslaij
reaktoru A do 1,047 mg/L i u reaktoru B do 0,457/Imgnakoncega su se vrijednosti spustile
(slika 3.1.2.5.). Uz to, ndel tim reaktorimay® testom nisu utdene statistki znaajne razlike
(p<0,05).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)

1,2 -
== eaktor A  ====reaktor B
1,0
0,8 -
0,6 -

04 -

0,2 -

O'O T T T T T T T f

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Sati

Slika 3.1.2.5.Koncentracije nitritnog duSika (NEN) u denitrifikacijskim reaktorima A i B u

stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Tijekom cjelodnevnog istrazivanja denitrifikacije stacionarnim uvjetima izmjerena
koncentracije ukupnoga amonijakalnog dusSika&epee 0 mg/l u oba reaktora péaéa na 0,193
mg/L u reaktoru A te na 0,245 mg/L u reaktoru BkésB.1.2.6.). Rezultati provedenggtesta
nisu pokazali postojanje statiti znatajnih razlika izméu denitrifikacijskinh reaktora A i B
(p<0,05).

Koncentracija
UAN (mg/L)
1,00 ~
reaktor A =—reaktor B
0,75 -
0,50 -
0125 | /
0,00 ; — T ——— T T ]
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Sati

Slika 3.1.2.6. Koncentracije ukupnoga amonijakalnog duSika (UAWMN)denitrifikacijskim

reaktorima A i B u stacionarnim uvjetima tijekom ata.
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REZULTATI

Brzina uklanjanja nitrathog dusSika u istrazivanjendrifikacije u stacionarnim
uvjetima tijekom 24 sata smanjila se sa 9,32 mgrltbaktoru A i 10,32 mg/Lh u reaktoru B na
0 mg/Lh u oba reaktora (slika 3.1.2.7.). Uz)fotestom nisu utdene statistiki znasajne razlike
izmedu tih dvaju reaktora (p<0,05).

Brzina uklanjanja
NO;-N (mg/Lh)

12
=== regktor A  ====reaktor B

10 -~

T — T T T ' T — !
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Sati

Slika 3.1.2.7.Brzina uklanjanja nitratnog duSika (N®) u denitrifikacijskim reaktorima u

stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika u itdékacijskom reaktoru u
stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata smanjila®@®,72 mg/ith u reaktoru A i 22,92 mg/th
u reaktoru B na 0 mgffh u oba reaktora (slika 3.1.2.8.). Rezultati preremy’ testa nisu
pokazali postojanje statigki znaajnih razlika izméu denitrifikacijskin reaktora A i B
(p<0,05).

Povrsinska brzina
ukalnjanja NO5-N
(mg/m?h)

25 -
e [@QKEOr A == reaktor B

20 -

15 -

10 -

0 T T T T T T T 1
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Sati

Slika 3.1.2.8. PovrSinska brzina uklanjanja nitrathog duSika §NN) u denitrifikacijskim

reaktorima u stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika u défmigcijskim reaktorima u
stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata smanjilasé& 52,33 mg/Lh u reaktoru A i 124,29 mg/Lh
u reaktoru B na 0 mg/Lh u oba reaktora (slika 391)2 Nadalje,y* testom nisu utdene
statistéki znatajne razlike izméu tih dvaju reaktora (p<0,05).

Volumna brzina
uklanjanja NO;-N
(mg/Lh)

140 -
reaktor A  ===reaktor B
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Slika 3.1.2.9. Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika (NW) u denitrifikacijskim

reaktorima u stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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Ucinkovitost uklanjanja nitratnog dusSika u denitrddjskim reaktorima u
stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata u reaktorne Barirala od 0 do 77,38%, a u reaktoru A od
7,52 do 69,92% (slika 3.1.2.10.). Rezultati provedey’ testa nisu pokazali postojanje

statistEki znatajnih razlika izméu denitrifikacijskih reaktora A i B (p<0,05).

Uc¢inkovitost
uklanjanja NO5-N
(%)

reaktor A ====reaktor B
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Slika 3.1.2.10.U¢inkovitost uklanjanja nitratnog dusika (N®I) u denitrifikacijskim reaktorima

u stacionarnim uvjetima tijekom 24 sata.
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REZULTATI

Tablica 3.1.2.1.Rezultati unakrsne korelacije brzinedinkovitosti uklanjanja nitratnog duSika
(NOs-N) i vrijednosti temperature (T) i pH te koncemija kisika (Q), NOs-N, nitrithog duSika
(NO2-N), ukupnog amonijakalnog dusSika (UAN), ukupnog \NDi dodane sladovine izrazene
pomau vrijednosti kemijske potroSnje kisika (KPK) timk cjelodnevnog istrazivanja
denitrifikacije; BU — brzina uklanjanja NEN, UU — Winkovitost uklanjanja N@N;

¢ — koncentracija; kk — koeficijent korelacije.

Denitrifikacijski reaktor A Denitrifikacijski reltor B
BU uu BU uu
odziv kk odziv kk odziv kk odziv kk
T 0 -0,833 0 -0,884
c(O) 0 0,963 0 0,980
pH 0 0,952 0 0,886
UAN
c(NOs-N) 0 0,925 0 0,936
c(NO»-N) 0 0,795
SNOsNY |5 1 g 925 0 | 0936
ukupni
KPK
dodana 0 0,968 0 0,980

Statisttkom analizom unakrsne korelacije varijabli u vresiém nizovima s
intervalom pouzdanosti od 5% ispitivana je ovisrmgtine i Winkovitosti uklanjanja N@N o
vrijednostima T, pH, koncentracije ;OUAN, NOs-N, NO,-N, ukupnog N@-N i dodane
sladovine izrazene portww KPK vrijednosti. Tijekom cjelodnevnog istrazivargenitrifikacije u
oba denitrifikacijska reaktora pokazana je ovistwgine uklanjanja N@N o vrijednostima pH,
koncentracije @ NOs-N, ukupnog N@N i dodane sladovine, dok u reaktoru A ona joSiovd
koncentraciji N@-N, a u reaktoru B o temperaturig¢idkovitost uklanjanja N@N reaktoru A
ovisila je o temperaturi, dok u reaktoru B nije dnéina ovisnost ni o jednom parametru (tablica
3.1.2.1)).
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3.2. Istrazivanje u¢inkovitosti denitrifikacije pri razli €itim protocima

Istrazivanja dinkovitosti denitrifikacije su ukljtila razlicite protoke vode kroz
bioreaktore s njenim zadrzavanjem u trajanju otiggd, dva i tri sata. Parametri kvalitete vode
mjereni su na ulazima i izlazima denitrifikacijskifioreaktora uz napomenu da je postojalo
jedno mjesto uzorkovanja ulazne vode u oba reakparau time i ulazne vrijednosti za oba
reaktora jednake.

Tijekom istrazivanja denitrifikacije pri razitim protocima vrijednosti saliniteta su se
kretale jednako u oba reaktora i bez razlikaimelazima i izlazima iz jedinica pa takdtestom
nisu utvdene niti statistiki znatajne razlike izméu reaktora A i B (p<0,05). Pri istrazivanju
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u denitrifiggldm bioreaktorima u trajanju od jednoga
sata, vrijednosti saliniteta kretale su se od 3031,9, za vrijeme istrazivanja uz zadrzavanje
morske vode u reaktorima u trajanju od dva salajitsd je imao konstantu vrijednost od 32,8,
dok su vrijednosti saliniteta tijekom istrazivasja zadrzavanjem vode od tri sata bile od 32,0 do
32,9 u (slika 3.2.1.). Srednja vrijednost salimtefekom istrazivanja denitrifikacije s vr.emenom
zadrZzavanja vode u trajanju od jednog sata bilj8 + 0,1, s vremenom zadrZavanja vode od

dva sata 32,8 + 0,0, a s vremenom zadrzavanjacode sata 32,6 + 0,3.

Salinitet
35 -

34 -

33 A
. i e e JM-‘-.

31 4
=¢—u| —@—Aiz =#=—Biz
30 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
012345678910 012345678910 0123456782910
Dani
vrijeme zadrzavanja 1 sat vrijeme zadrZavanja 2 sata  vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.1. Vrijednosti saliniteta u reaktorima A i B tijekonstiazivanja denitrifikacije sa

zadrzavanjem vode u bioreaktorima u trajanju odge@, dva i tri sata.
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Vrijednosti temperature u denitrifikacijskim bioktarima tijekom istrazivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u trajanjujedhoga sata, varirale su od 20,7 do 25,9 °C.
Za vrijeme istrazivanja denitrifikacije sa zadrzajan vode u trajanju od dva sata kretale su se
od 22,5 do 25,0 °C. Vrijednosti temperature u d#dikiacijskim bioreaktorima tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodérajanju od tri sata iznosile su od 22,7 do
26,9 °C (slika 3.2.2.). Srednje vrijednosti tempera u reaktorima A i B tijekom istrazivanja
denitrifikacije pri razltitim protocima prikazane su u tablici 3.2.1.y%testom nisu utdene
statistEki znatajne razlike izméu tih reaktora (p<0,05).

Temperatura (°C)
28
26 -
24 A
22
e || el A j7 =B iz
20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
012345678910 0123456780910 012345678910
Dani uzorkovanja
vrijeme zadrzavanja 1 sat vrijeme zadrZavanja 2 sata vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.2. Temperatura u reaktorima A i B tijekom istrazivanitrifikacije sa zadrzavanjem
vode u bioreaktorima u trajanju od jednoga, dvagdta.

Tablica 3.2.1.Srednje vrijednost temperature tijekom istrazivadgmitrifikacije pri razlgitim
protocima.

Temperatura°C)
Vrijeme Ulazna Izlazna vrijednost
zadrzavanjg vrijednost| Reaktor A| Reaktor B
1 sat 239+1,2 239+12 240+1]3
2 sata 240+0,6 239+06 24,006
3 sata 251+0,9 252+10 253+10
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Tijekom istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjemorske vode u trajanju od
jednoga sata, u denitrifikacijskim su bioreaktorimebiljezene vrijednosti pH od 7,58 do 8,10.
Za vrijeme istrazivanja denitrifikacije sa zadrzajen vode u trajanju od dva sata varirale su od
8,18 do 8,90, dok su uz zadrzavanje vode u trajadjdri sata kretale od 8,57 do 8,94 (slika
3.2.3.). Srednje pH vrijednosti u reaktorima A itlBekom istrazivanja denitrifikacije pri
razlicitim protocima prikazane su u tablici 3.2.2., aulesti y* testa nisu pokazali postojanje
statisteki znatajnih razlika méu tim reaktorima (p<0,05).

pH
9,5 -

9,0 -

8,5 - W A w
8,0 - W
7,5

6,5 1 T T T T 1 T 1T T T T T 1
012345678910 012345678910 012345678910

Dani uzorkovanja

e | == A 7 =B iz

vrijeme zadrZavanja 1 sat vrijeme zadrzavanja 2 sata vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.3.Vrijednosti pH zabiljezene u reaktorima A i B kg@n istrazivanja denitrifikacije sa
zadrzavanjem vode u bioreaktorima u trajanju odge@, dva i tri sata.

Tablica 3.2.2. Srednje pH vrijednosti tijekom istrazivanja defikacije pri razlgitim
protocima.

pH
Vrijeme Ulazna Izlazna vrijednost
zadrzavanja vrijednost| Reaktor A| Reaktor B
1 sat 79+0,1 79+0,1 79%+0,1
2 sata 8,6 +0,2 8,7+0,2 8,7+0,]
3 sata 8,8+0,1 8,8+0,1 8,910,

1A"J
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Koncentracije kisika u denitrifikacijskim bioreakima tijekom istrazivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u trajanjujeahoga sata kretale su se od 1,1 do 2,0 mg/L
Sto je izmjereno u ulaznoj vodi. Koncentracije kaésu bioreaktorima za vrijeme istraZzivanja sa
zadrzavanjem vode od 2 sata kretale su se od 0,4,8lomg/L, a tijekom istrazivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u trajanju ddata od 1,2 do 1,9 mg/L (slika 3.2.4.).
Srednje koncentracije kisika u reaktorima A i Bkpm istrazivanja denitrifikacije pri ragitim
protocima prikazane su u tablici 3.2.3.y%atestom nisu utdene statistiki znaajne razlike

izmedu tih reaktora (p<0,05).

Koncentracija
0, (mg/L)
2,5 ~
2,0 -
1,0
0,5 -
= | === A {7 =—fr=DB iz
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
012345678910 012345678910 0123456738910
Dani uzorkovanja
vrijeme zadrzavanja 1 sat vrijeme zadrzavanja 2 sata vrijeme zadrZavanja 3 sata

Slika 3.2.4.Koncentracija kisika (&) u reaktorima A i B tijekom istrazivanja denitkificije sa
zadrzavanjem vode u bioreaktorima u trajanju odge@, dva i tri sata.

Tablica 3.2.3.Srednje koncentracije kisikagtijekom istrazivanja denitrifikacije pri razitim
protocima.

Koncentracija @ (mg/L)
Vrijeme Ulazna Izlazna vrijednost
zadrzavanjg vrijednost| Reaktor A| Reaktor B
1 sat 15+0,3 15%0,2 1,3+0,2
2 sata 1,2+0,2 1,6 +0,2 1,4+0,1
3 sata 1,4+0,2 1,7+0,2 1,4+0,2
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Koncentracija nitratnog dusSika u denitrifikacijskitmioreaktorima pri istrazivanju
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u trajanjuj@thoga sata, spustila se ggime vrijednosti
od 40 na 12,063 mg/L u denitrifikacijskom biorealatoA i 12,190 mg/L u reaktoru B. Za
vrijeme istrazivanja sa zadrzavanjem vode u trajag dva sata, koncentracija se spustila s
pocetne vrijednosti na 19,873 mg/L u denitrifikacijskdioreaktoru A, i 20,324 mg/L u reaktoru
B, a sa zadrzavanjem vode od tri sata spustila &s€l3;308 mg/L u denitrifikacijskom
bioreaktoru A i 13,111 mg/L u reaktoru B (slika .8.2. Srednje vrijednosti promjena
koncentracija N@N na ulazima i izlazima reaktora tijekom istrazijea denitrifikacije pri
razlicitim protocima prikazane su u tablici 3.2.4., aulesti y° testa nisu pokazali postojanje

statistEki znatajnih razlika méu tim reaktorima (p<0,05).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)
40 -
g )| ==l A\ {7 =—fe=B iz
35
30
25 -
20 -

15 -+

10 1 T 1 1 LI | T 1 T 1T T 1
012345678910 012345678910 012345678910

Dani uzorkovanja

vrijeme zadrZavanja 1 sat vrijeme zadrZavanja 2 sata vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.5. Koncentracija nitratnog duSika (N@) u reaktorima A i B tijekom istrazivanja

denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u bioreaktarumrajanju od jednoga, dva i tri sata.

Tablica 3.2.4. Srednje vrijednosti promjena koncentracija nitrgtradusika (N@-N) tijekom

istraZivanja denitrifikacije pri raalitim protocima.

Srednje vrijednosti promjena koncentracijaND
Vrijeme zadrzavanja Reaktor A Reaktor B
1 sat 0,5+0,2 0,5+0,2
2 sata 0,8+0,4 0,7+0,4
3 sata 1,1+05 1,0+0,6
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Koncentracija nitritnog duSika u denitrifikacijskibioreaktorima tijekom istrazivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u trajanjujedian sat mijenjala se od gene vrijednosti
od 0 do 2,535 mg/l u ulaznoj vodi obaju reaktora.vZijeme istrazivanja sa zadrzavanjem vode
od dva sata kretala se od¢ptme vrijednosti od 0 do 3,836 mg/l u izlaznoj vodaktora A.
Koncentracija N@ -N se pri istrazivanju denitrifikacije sa zadrzapan vode u trajanju od tri
sata kretala od getne vrijednosti od 0 do 5,349 mg/l u ulaznoj vothaju reaktora (slika
3.2.6.). Srednje vrijednosti promjena koncentrady&®.-N u reaktorima A i B tijekom
istraZivanja denitrifikacije pri razlitim protocima prikazane su u tablici 3.2.5y°aestom nisu

utvrdene statistiki znatajne razlike izméu tih reaktora (p<0,05).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)

6,0 - e || =l A 7 =—fe=DB iz

50 -
4,0 -
3,0 -
2,0 -

1,0 A

0,0 = T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
012345678910 012345678910 012345678910
Dani uzorkovanja
vrijeme zadrzavanja 1 sat vrijeme zadrzavanja 2 sata vrijeme zadrZavanja 3 sata

Slika 3.2.6. Koncentracija nitritnog dusSika (NEN) u reaktorima A i B tijekom istrazivanja

denitrifikacije sa zadrzavanjem vode u bioreaktarumrajanju od jednoga, dva i tri sata.

Tablica 3.2.5. Srednje vrijednosti promjena koncentracija nitrgndusSika (NG-N) tijekom
istrazivanja denitrifikacije pri razitim protocima.

Srednje vrijednosti promjena koncentracija NO(mg/L)
Vrijeme zadrzavanja Reaktor A Reaktor B
1 sat -0,2+£0,1 -0,1+£0,1
2 sata 0,5+0,3 0,1+0,1

3 sata -0,7+0,6 -0,6+0,5
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Koncentracija ukupnoga amonijakalnog duSika u déikdcijskim bioreaktorima u
istrazivanju denitrifikacije sa zadrzavanjem voddrajanju od jednoga sata, varirala je od
1,21 mg/l u ulaznoj vodi do 3,29 mg/l u izlaznojdvaeaktora B. Za vrijeme istrazivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode od dva satdaka se od p®tne vrijednosti od 1,42 mg/l
preko najnize zabiljeZene od 0,41 mg/L u ulaznajivao 1,41 mg/l u izlaznoj vodi reaktora B.
Za vrijeme istraZzivanja sa zadrzavanjem vode oddta koncentracija UAN se mijenjala od
pocetne vrijednosti od 4,00 mg/l preko najnize zabdjee od 2,24 mg/L u ulaznoj vodi do
3,70 mg/l u izlaznoj vodi reaktora B (slika 3.2.75rednje vrijednosti promjena koncentracija
UAN u reaktorima A i B tijekom istrazivanja denttkiacije pri razlgitim protocima prikazane su
u tablici 3.2.6., a rezultajf testa nisu pokazali postojanje statistiznasajnih razlika méu tim
reaktorima (p<0,05).

Koncentracija

UAN (mg/L)

4 -

3 .

2 .

. W

0 = ]| =l A (7 =B iz
012345678910 012345678910 0123456738°910

Dani uzorkovanja

vrijeme zadrzavanja 1 sat vrijeme zadrzavanja 2 sata vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.7.Koncentracija ukupnoga amonijakalnog duSika (UAN)eaktorima A i B tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodeiareaktorima u trajanju od jednoga, dva i tri
sata.

Tablica 3.2.6. Srednje vrijednosti promjena koncentracija ukupn@gaonijakalnog dusSika

(UAN) tijekom istrazivanja denitrifikacije pri razitim protocima.

Srednje vrijednosti promjena koncentracija UAN (h)g/
Vrijeme zadrZzavanja Reaktor A Reaktor B

1 sat 0,1+0,0 0,1+0,1

2 sata 0,2+0,0 0,1+0,0

3 sata 0,2+0,1 0,1+0,1
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Povrsinska brzina uklanjanja nitratnog duSika uitdékacijskim reaktorima tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodg# jednoga sata kretala se od 21,02 do
61,74 mg/rid u denitrifikacijskom reaktoru A te od 17,27 do®B2mg/nid u reaktoru B. Ako je
zadrzavanje vode bilo dva sata, ona je bila od11@®73,60 mg/f u reaktoru A te od 4,76 do
64,92 mg/md u reaktoru B. Povrdinska brzina uklanjanja sNO tijekom istraZivanja
denitrifikacije sa zadrzavanjem vode od tri sataosila je od 5,50 do 49,87 mdithu
denitrifikacijskom reaktoru A te od 0 do 65,21 m@dru reaktoru B (slika 3.2.8.). Srednje
vrijednosti povrsinske brzine uklanjanja M tijekom istrazivanja denitrifikacije pri razltim
protocima prikazane su u tablici 3.2.7.y%@testom nisu utdene statistki znasajne razlike
izmedu tih reaktora (p<0,05).

Povrsinska brzina
uklanjanja NO,;-N
(mg/m?d)
140 - e Fe gk tOr A =====reaktor B
120 -
100 -

80 -

M WA\ A

0

123456738910 12345678910 12345678910

Dani uzorkovanja

vrijeme zadrZavanja 1 sat vrijeme zadrZavanja 2 sata  vrijeme zadrZavanja 3 sata

Slika 3.2.8.PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog dusika §NN) u reaktorima A i B tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodeiareaktorima u trajanju od jednoga, dva i tri

sata.

Tablica 3.2.7. Srednje vrijednosti povrSinske brzine uklanjanjaratnog duSika (N@N)
tijekom istraZivanja denitrifikacije pri razitim protocima

PovrSinska brzina uklanjanja N® (mg/nfd)

Vrijeme zadrzavanja Reaktor A Reaktor B

1 sat 42,17 £15,19 46,18 + 21,13

2 sata 32,54 +16,18 32,31 +16,60

3 sata 31,79+ 14,22 29,15+ 18,63
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Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika u defikcijskim reaktorima tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodeajanju od jednoga sata, kretala se od 84,07
do 246,95 mg/Ld u reaktoru A i od 69,08 do 330,ajid u reaktoru B. Za vrijeme istrazivanja
sa zadrzavanjem vode od dva sata, ona je varirala6883 do 294,56 mg/Ld u
denitrifikacijskom reaktoru A i od 19,03 do 259,68y/Ld u reaktoru B. Volumna brzina
denitrifikacije u denitrifikacijskim reaktorima strazivanju denitrifikacije sa zadrzavanjem vode
od tri sata kretala se od 22,01 do 199,50 mg/Lcenitdfikacijskom reaktoru A te od 0 do
260,85 mg/Ld u reaktoru B (slika 3.2.9.). Srednjgednosti volumne brzine uklanjanja NOI
tijekom istraZivanja denitrifikacije pri razitim protocima prikazane su u tablici 3.2.8.y%

testom nisu utdene statistiki znatajne razlike izmeéu tih reaktora (p<0,05).

Volumna brzina
uklanjanja NO,-N
(mg/Ld)
600 -
e==reaktor A e=reaktor B
500 A
400 -
300 A
200 A
100 -
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T 1
12345678910 12345678910 12345678910
Dani uzorkovanja
vrijeme zadrZavanja 1sat  vrijeme zadrZzavanja 2 sata  vrijeme zadrZavanja 3 sata

Slika 3.2.9.Volumna brzina uklanjanja nitratnog dusSika (NK) u reaktorima A i B tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodeiareaktorima u trajanju od jednoga, dva i tri

sata.

Tablica 3.2.8.Srednje vrijednosti volumne brzine uklanjanja ritcy duSika (N@N) tijekom
istrazivanja denitrifikacije pri raglitim protocima.

Volumna brzina uklanjanja NEN (mg/Ld)
Vrijeme zadrZzavanja Reaktor A Reaktor B
1 sat 168,66 + 60,74 184,73 + 84,54
2 sata 130,17 + 64,783 129,23 + 65/98
3 sata 127,15 +56,90 116,59 + 74,14

57



REZULTATI

Ucinkovitost uklanjanja N@N tijekom istrazivanja denitrifikacije sa zadrzayem
vode u trajanju od jednoga sata kretala se od #d8,91% u denitrifikacijskom reaktoru A i od
1,61 do 5,22% u reaktoru B. Za vrijeme istrazivasgaadrzavanjem vode od dva sata iznosila je
od 1,57 do 6,22% u denitrifikacijskom reaktoru A ¢e 0,54 do 5,55% u reaktoru B.
Ucinkovitost denitrifikacije tijekom istrazivanja dinifikacije sa zadrzavanjem vode od tri sata
kretala se od 1,24 do 10,13% u denitrifikacijskaraktoru A te od 0 do 11,29% u reaktoru B
(slika 3.2.10.). Srednje vrijednositiokovitosti uklanjanja N@N pri istraZzivanju denitrifikacije
uz razltite protoke prikazane su u tablici 3.2.9., a remili’ testa nisu pokazali postojanje
statistEki znatajnih razlika méu tim reaktorima (p<0,05).

Ucinkovitost
uklanjanja NO;-N
(%)
15 - reaktor A

reaktor B

12 -~

e na [V

12345678910 12345678910 123454678910
Dani uzorkovanja

vrijeme zadrZavanja 1 sat vrijeme zadrZavanja 2 sata  vrijeme zadrzavanja 3 sata

Slika 3.2.10. U¢inkovitost uklanjanja nitratnog duSika (N®) u reaktorima A i B tijekom
istrazivanja denitrifikacije sa zadrzavanjem vodeiareaktorima u trajanju od jednoga, dva i tri

sata.

Tablica 3.2.9. Srednje vrijednosti dinkovitosti uklanjanja nitratnog dusSika (N@!) tijekom

istraZivanja denitrifikacije pri raalitim protocima.

Ucinkovitost uklanjanja N@N (%)
Vrijeme zadrzavanja Reaktor A Reaktor B
1 sat 2,35+0,86 2,43 +1,05
2 sata 3,06 £ 1,27 3,03+1,44
3 sata 6,85+ 2,84 6,22 + 3,63
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Tablica 3.2.10.Rezultati unakrsne korelacije brzinadinkovitosti uklanjanja nitratnog dusika
(NOs-N) i ulaznih i izlaznih vrijednosti temperature)(iTpH te koncentracija N&N, nitritnog
duSika (NQ-N), ukupnog amonijakalnog dusSika (UAN) i kisika JOu istrazivanju
denitrifikacije u protonim uvjetima: PBU - povrSinska brzina uklanjanja NQ
VBU - volumna brzina uklanjanja NEN, UU - &inkovitost uklanjanja N@N,

¢ — koncentracija, ul — ulazna vrijednost; iz -aizla vrijednost, kk — koeficijent korelacije.

Denitrifikacijski reaktor A Denitrifikacijski reakir B
PBU / VBU 9]8) PBU / VBU Uu
odziv| kk |odziv| kk Jodziv| kk |[odziv| kk
Vrijeme zadrZzavanja jedan sat
Ty 0 0,699 0 0,715 0| 0,640
c(Qu 0 | 0,665
T, 0 0,635 0 0,613
Vrijeme zadrzavanja dva sata
Ty 1 |-0,696
c(Oui 1 |-0,650
T, 1 |-0,688
c(O)iz 1 | 0729 1 | 0,655
pH;, 0 |[-0961 0 |-0,955
c(NOs-N)yy] O 0,861 0 0,806
c(UAN), 1 0,722 1 0,651 0| -0,648
c(NO-N)y] O |-0,929] O |-0,908] O 0,629
C(NOs-N)iz| O 0,846 0 0,789 0 0,623
c(UAN);, 0 0,635
Vrijeme zadrzavanja tri sata
T, 0 0,677 0 | -0,630

Statisttkom analizom unakrsne Kkorelacije varijabla u vresh@n nizovima s
intervalom pouzdanosti od 5% u denitrifikacijskienrpaktorima u protmim uvjetima ispitivana
ovisnost brzina i ginkovitosti uklanjanja N@N o ulaznim i izlaznim vrijednostima T i pH i
koncentracijama € NOs-N, UAN i NO,-N. U sva tri eksperimenta u oba reaktora pokaana
ovisnost o nekim parametrima (tablica 3.2.10.). dtrazivanju denitrifikacije s vremenom
zadrzavanja vode u reaktorima od jednoga sata yeotemktora pokazan brzi odziv povrSinske i
volumne brzine uklanjanja NEN na promjene u ulaznoj i izlaznoj temperaturiviBmska i
volumna brzina uklanjanja NEN u reaktoru A ovise i o ulaznoj koncentracijip, Odok
ucinkovitost uklanjanja N@N u denitrifikacijskom reaktoru B ovisi samo o zih@j temperaturi.

U istrazivanju denitrifikacije s viemenom zadrZzgeavode od dva sata u oba reaktora pokazana
je brzi odziv povrSinske i volumne brzine uklanmMOs-N na promjene ulazne koncentracije
UAN i NO2-N, te izlazne koncentracije NEN. PovrSinska i volumna brzina uklanjanja N u
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reaktoru A ovise i 0 ulaznoj i izlaznoj temperatukioncentraciji Q te o ulaznoj koncentraciji
NOs-N i izlaznoj pH vrijednosti. PovrSinska i volumiiazina uklanjanja N@N u reaktoru B
ovise i 0 izlaznoj koncentraciji UAN. d&ihkovitost uklanjanja N@N u denitrifikacijskom
reaktoru A brzo se mijenjaju ovisno o ulaznoj iazhoj koncentraciji N@N, ulaznoj UAN i
NO,-N te o izlaznoj koncentraciji £ pH vrijednosti. U istrazivanju denitrifikacije\semenom
zadrzavanja vode od tri sata u oba reaktora pokagavisnost povrsinske i volumne brzine

uklanjanja N@-N samo o izlaznoj temperaturi.
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3.3. Istrazivanje u¢inkovitosti nitrifikacije u stacionarnim uvjetima

Tijekom istrazivanja nitrifikacije u stacionarninvjatima vrijednosti saliniteta su se
kretale od 27,7 do 37,2, a temperature od 15,4 46 2C (slika 3.3.1.). Srednja vrijednost
saliniteta nakon indukcije bila je 30,4 + 1,7, enpeerature 22,0 £ 1,0 °C.

Salinitet
Temperatura (°C)

407 ——S(psu) =T (2C)
35 -
30 -
25 -

20 -+

15 -~

10 T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.1. Vrijednosti saliniteta i temperature u nitrifikggiom reaktoru u stacionarnim

uvjetima.
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Tijekom istrazivanja nitrifikacije u stacionarnimvjatima koncentracija kisika se
kretala od 7,8 mg/L do 10,0 mg/L, a pH vrijednost 04 do 8,73 (slika 3.3.2.). Srednja
vrijednost koncentracije kisika nakon indukcijeabjé 8,6 + 0,3 mg/L, a srednja pH vrijednost
7,2+0,8.

Koncentracija
kisika (mg/L)
pH

11 e ((02) e pH

10 -~

5 T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.2.Koncentracija kisika (&) i pH vrijednost u nitrifikacijskom reaktoru u stanarnim

uvjetima.
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Tijekom istraZivanja nitrifikacije u stacionarnimvjatima izmjerena koncentracija
ukupnoga amonijakalnog dusSika kretala se od 0 gd939mg/L (slika 3.3.3.). Srednja vrijednost
koncentracije UAN nakon indukcije bila je 2,39 483 mg/L.

Koncentracija
UAN (mg/L)

45 -
40
35 -
30 -
25 -
20 -
15
10 -

3 J el A

0 ! ! T T T8 T T AL )

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.3.Koncentracija ukupnoga amonijakalnog dusSika (UANitrifikacijskom reaktoru u

stacionarnim uvjetima.
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Koncentracija neioniziranog amonijaka u istrazigamjitrifikacije u stacionarnim
uvjetima kretala se od 0 mg/L do najvise 0,74 mddliika 3.3.4.). Srednja vrijednost

koncentracije NHInakon indukcije bila je 0,01 + 0,03 mg/L.

Koncentracija
NH; (mg/L)

1,00 -

0,75 -

0,50 -

0,25 -

0,00 -~
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.4.Koncentracija amonijaka (Ngfu nitrifikacijskom reaktoru u stacionarnim uvjet.
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Koncentracija nitratnog duSika u istraZivanju fiitacije u stacionarnim uvjetima
varirala je od 0 do 441,36 mg/L (slika 3.3.5.). @na vrijednost koncentracije NON nakon
indukcije bila je 184,47 £ 107,56 mg/L.

Koncentracija
NO;-N (mg/L)
500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

0 T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.5.Koncentracija nitratnog dusika (N®) u nitrifikacijskom reaktoru u stacionarnim

uvjetima.
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Koncentracija nitritnog duSika u istraZivanju rfilkacije u stacionarnim uvjetima
kretala se od p®tne vrijednosti od 5,00, preko 0 do 1,12 mg/Lkésli3.3.6.). Srednja vrijednost
koncentracije N@N nakon indukcije bila je 0,08 + 0,24 mg/L.

Koncentracija
NO,-N (mg/L)
6 -
5 -

4 -

N

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.6.Koncentracija nitritnog dusSika (NEN) u nitrifikacijskom reaktoru u stacionarnim

uvjetima.
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Brzina uklanjanja ukupnoga amonijakalnog duSika straZivanju nitrifikacije u
stacionarnim uvjetima varirala je od 0 do 45,19 Im¢glika 3.3.7.). Srednja vrijednost brzine

uklanjanja UAN nakon indukcije, postignute 160. ddla je 39,41 + 2,31 mg/L.

Brzina uklanjanja
UAN (mg/Ld)
50

40

30

20

0

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Dani

Slika 3.3.7. Brzina uklanjanja ukupnoga amonijakalnog duSikaAN)Y u nitrifikacijskom

reaktoru u stacionarnim uvjetima.
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PovrSinska brzina uklanjanja ukupnoga amonijakalndgSika u istrazivanju
nitrifikacije u stacionarnim uvjetima kretala se 6ddo 93,50 mg/fu (slika 3.3.8.). Srednja
vrijednost povrsinske brzine uklanjanja UAN nakardukcije, postignute 160. dan bila je
81,55 + 4,77 mg/L.

Povrsinska brzina
ukljanjanja UAN
(mg/m?d)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -+
30 A

20

10 - J"\/\_/\.f\lf\/\

0

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.8. PovrSinska brzina uklanjanja ukupnoga amonijakglndusika (UAN) u
nitrifikacijskom reaktoru u stacionarnim uvjetima.
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Volumna brzina uklanjanja ukupnoga amonijakalnogikiu u istrazivanju nitrifikacije
u stacionarnim uvjetima varirala je od 0 do 31,58/mLd (slika 3.3.9.). Srednja vrijednost

volumne brzine uklanjanja UAN nakon indukcije, postite 160. dan bila je 27,50 =+ 1,61 mg/L.

Volumna brzina
uklanjanja UAN
(mg/Ld)

35 4
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
AEVITISAVAA

0 T T T -t T T | T |

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Dani

Slika 3.3.9. Volumna brzina uklanjanja ukupnoga amonijakalnogSika (UAN) u

nitrifikacijskom reaktoru u stacionarnim uvjetima.
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Ucinkovitost uklanjanja ukupnoga amonijakalnog dudik&trazivanju nitrifikacije u
stacionarnim uvjetima varirala je od 0 do 100%kesIB.3.10.). Srednja vrijednost volumne

brzine uklanjanja UAN nakon indukcije, postignu@9ldan bila je 96,96 + 3,75%.

Ucinkovitost
uklanjanja UAN
(%)

100 +

N

0 T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dani

Slika 3.3.10.Ucinkovitost uklanjanja ukupnoga amonijakalnog dufid&N) u nitrifikacijskom

reaktoru u stacionarnim uvjetima.
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3.4. Rezultati filogeneticke analize mikrobnih zajednica u RAS-u

Rezultati dobiveni obradom sekvenci fragmenata geaal6S rRNA iz uzoraka
komercijalne, nitrifikacijske i denitrifikacijske utture uz pomé ureilaja MiSeq System
prikazani su u tablici 3.4.1. Vrstama je najbogatgjopulacija nitrifikacijskih bakterija iz
rotirajucega bioloSkog kontaktora, a najsiromasnija popjddammercijalne kulture. Vrijednosti
Chao indeksa u svim uzorcima jednake su broju mgiemi operativnih taksonomskih jedinica.
Simpsonov indeks ujeddanosti najvéi je u uzorku komercijalne kulture, a najmanji wrtku
iz denitrifikacijskih bioreaktora.

Tablica 3.4.1. Broj pror@#enih operativnih taksonomskih jedinica (OTJ), Chadeks i
Simpsonov indeks ujeddanosti populacija bakterija

Simpsonov
Uzorak broj OTJ Chao indeks
indeks . x i
ujednacenosti
Komercijalna 467 467 0,048
kultura
Nitrifikacijska 688 688 0,036
kultura
Denitrifikacijska 533 533 0,021
kultura

Na slici 3.4.1. prikazane su sve prdeme operativne taksonomske jedinice — u
komercijalnoj kulturi 467, u nitrifikacijskoj 688a u denitrifikacijskoj 533. Zastupljenost tih
jedinica bila je raznolika, od onih s vrlo malimofgm citanja (10) do onih s vrlo velikim
(5 - 1d). Uz to, neke su jedinice bile samo u jednomegeneldva, a neke u sva tri uzorka.
Usporedbom slijeda para baza svake OTJ s bazomtgk@daekvenci fragmenata gena za
16S rRNA poznatih organizama (Greengenes 13_8)edrg njezin najblizi srodnik u bazi, a
zatim su ti podaci grupirani u odgovar&guaksonomske kategorije.
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Mikroorganizmi prondeni u obraenim uzorcima podijeljeni su u ukupno 34 koljena;
od toga u uzorku komercijalne kulture 23, u uzorktrifikacijskih bakterija 21, a u uzorku
denitrifikacijskih 24 (slika 3.4.2.). 13 koljena jpuljuje se u svim uzorcima, dok je po jedan
zajednéki komercijalnoj i denitrifikacijskoj kulturi, te ehitrifikacijskom i nitrifikacijskom
uzorku. Komercijalne i nitrifikacijske bakterijejdie Sest istih koljena. Komercijalnoj su kulturi
jedinstvena tri koljena, nitrifikacijskoj jedangdenitrifikacijskoj devet.

KK DENI
23 24

RBK
21

Slika 3.4.2. Vennov dijagram broja operativnin taksonomskih inedh odreenih do
taksonomske kategorije koljena: KK — uzorak komehoe kulture, DENI — uzorak iz
denitrifikacijskih bioreaktora, RBK — uzorak iz amijskog bioloSkog kontaktora.
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Udjeli pojedinih koljena bakterija prodanih u uzorcima iz komercijalne kulture,
rotacijskoga bioloSkog kontaktora, to jest nitrddijskih bakterija i denitrifikacijskih
bioreaktora, prikazani su u tablici 3.4.2. Na razmwljena u uzorku komercijalne kulture
bakterija s 20,81% najzastupljenije su bakterijedena Proteobacteria, dok taj postotak raste u
uzorku iz rotacijskoga bioloskog kontaktora s 5%57do ¢ak 78,09% u uzorku iz
denitrifikacijskih reaktora. Druga najzastupljengiupina u komercijalnoj kulturi je koljeno
Nitrospirae, sa 17,94%; ono se u denitrfikacijskororku uoge ne pojavljuje, dok je nde
nitrifikacijskim bakterijama zastuplijeno s 3,10%re@stavnika koljena Bacteroidetes ima u
znatnim udjelima u svim uzorcima: u komercijalnojtiari 13,84%, u nitrifikacijskoj 21,17%, a
u denitrifikacijskom uzorku 9,06%. Bakterije iz j@ta Planctomycetes s udjelima od 10,07% i
11,78% bitne su skupine u uzorcima komercijalniktéda i onih iz rotacijskoga bioloskog
kontaktora, dok su nde denitrifikacijskim bakterijama zastupliene sa sand,60%.
Predstavnika koljena Chlorobi i Chloroflexi u ime&amercijalnoj kulturi 8,30 i 6,31%, dok se
njihov udio smanjuje na 1,26 i 3,38% u denitrififsicome te na 0,13 i 0,37% u
nitrifikacijskome uzorku. Bakterije iz koljena A@bacteria su u komercijalnoj kulturi prisutne
sa 2,93%, dok su u uzorcima iz RAS-a gotovo zanemau nitrifikacijskom reaktoru ih je
0,19%, a u denitrifikacijskim 0,02%. Bakterije ipljena [Caldithrix] su u uzorku komercijalne
kulture zastupljene s 11,78%, dok se u drugim uz@aioge ne pojavljuju. Koljena [Thermi]
ima samo u uzorku iz rotacijskoga bioloskog kordekt(0,18%). U svim uzorcima je i dio
neodréenih sekvenci, i to n@® komercijalnim bakterijama 3,47%, the denitrifikacijskima
3,93% i méu nitrifikacijskim 0,52%. U denitrifikacijskom uzku pojavljuje se i koljeno

Parvarchaeota iz kraljevstva Archaea s 0,01%.
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Tablica 3.4.2.Udio pojedinih koljena mikroorganizama praeaih u uzorcima iz komercijalne
kulture (KK), rotacijskoga bioloskog kontaktora (RBi denitrifikacijskih bioreaktora (DENI)

Koljeno Udio u uzorku (%)

KK RBK DENI
Proteobacteria 20,81 57,57 78,09
Nitrospirae 17,94 3,10
Bacteroidetes 13,84 21,17 9,06
[Caldithrix] 11,78
Planctomycetes 10,07 11,78 0,60
Chlorobi 8,30 0,13 1,26
Chloroflexi 6,31 0,37 3,38
Neodreteno 3,47 0,52 3,93
Acidobacteria 2,93 0,19 0,02
Chlamydiae 1,17 1,83
Verrucomicrobia 0,55 0,39 0,13
OP3 0,46 0,04
Actinobacteria 0,43 0,48 0,10
OoD1 0,36 0,08 1,01
Gemmatimonadetes 0,31 1,52 0,03
SBR1093 0,31 0,46
TM6 0,28 0,07
™7 0,23 0,10
GNO02 0,17 0,03 0,42
Cyanobacteria 0,16 0,03
WS3 0,08
Firmicutes 0,03 0,01 0,16
Armatimonadetes 0,01
BRC1 0,10
[Thermi] 0,18
Caldithrix 1,12
Lentisphaerae 0,26
Spirochaetes 0,21
OP11 0,03
NKB19 0,03
WPS-2 0,03
FBP 0,01
[Parvarchaeota] Archaeg 0,01
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Na taksonomskoj kategoriji razreda u uzorcima ilogeeieno ukupno 82; od toga u
uzorku komercijalne kulture 56, u uzorku iz rotskgga bioloSkog kontaktora, to jest
nitrifikacijske kulture 41, a u uzorku iz denitk#cijskih reaktora 48 (slika 3.4.3.). Od toga se 21
razred pojavljuje u svim uzorcima, dok su tri zajela komercijalnoj i denitrifikacijskoj
kulturi, pet denitrifikacijskom i nitrifikacijskomuzorku, a 13 komercijalnoj i nitrifikacijskoj
kulturi. U uzorcima komercijalne i denitrifikacijekkulture je po 19 jedinstvenih razreda, a u

nitrifikacijskoj kulturi svega dva.

KK DENI
56 48

Slika 3.4.3. Vennov dijagram broja operativnih taksonomskih inedh odreenih do
taksonomske kategorije razreda: KK — uzorak kormmdng kulture, DENI — uzorak iz

denitrifikacijskih bioreaktora, RBK — uzorak iz amijskoga bioloSkog kontaktora.
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U uzorcima je odrdeno ukupno 149 taksonomskih redova; i to u uzokmdecijalne
kulture 97, u uzorku nitrifikacijskih bakterija iptacijskoga bioloSkog kontaktora 86, a u uzorku
denitrifikacijske kulture 83 (slika 3.4.4.). Od #ge 38 redova pojavljuje u svim uzorcima, dok
je Sest zajedukih komercijalnoj i denitrifikacijskoj kulturi te @ denitrifikacijskom i
nitrifikacijskom uzorku. Komercijalna i nitrifikajska kultura dijele 19 istih redova.

Komercijalnoj kulturi jedinstvena su 34 reda, riikacijskoj 13, a denitrifikacijskoj njih 23.

KK DENI

Slika 3.4.4. Vennov dijagram broja operativnin taksonomskih inedh odreenih do
taksonomske kategorije reda: KK — uzorak komemgalkulture, DENI — uzorak iz

denitrifikacijskih bioreaktora, RBK — uzorak iz azijskoga bioloSkog kontaktora.
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Na taksonomskoj kategoriji porodica u uzorcima ggedeno ukupno 234; od toga u
uzorku komercijalne populacije 129, u uzorku niatijskih bakterija 139, a u uzorku
denitrifikacijske populacije 110 (slika 3.4.5.). Qdga se 40 porodica pojavijuje u svim
uzorcima, dok je sedam zajetkih komercijalnoj i denitrifikacijskoj kulturi, 25
denitrifikacijskom i nitrifikacijskom uzorku, a 3@mercijalnoj kulturi i nitrifikacijskom uzorku.

Komercijalnoj kulturi jedinstveno je 50 porodicatrifikacijskoj 42, a denitrifikacijskoj 38.

KK DENI
129 110

Slika 3.4.5. Vennov dijagram broja operativnih taksonomskih mnézh odréenih do
taksonomske kategorije porodice: KK — uzorak konrne kulture, DENI — uzorak iz

denitrifikacijskih bioreaktora, RBK — uzorak iz amijskog bioloSkog kontaktora.
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U uzorku komercijalne populacije najzastupljeniji gazredi: Nitrospira (17,94%),
KSB1 (11,78%), Alphaproteobacteria (10,21%), [Sapmae] (8,52%), SJA-28 (7,34%),
Gammaproteobacteria (6,97%), Anaerolineae (5,91Ptgnctomycetia (5,38%), Cytophagia
(4,43%), OM190 (2,65%), Solibacteres (2,41%), DQeteeobacteria (2,07%), Phycisphaerae
(1,71%), Betaproteobacteria (1,36%) i Chlamydiigdl {1%). Neodréeno je 3,47% populacije
komercijalne kulture, a na ostalih 39 razreda Isoji pojedin&no zastupljeni s < 1% otpada
6,68% populacije. Tih 39 razreda su: 4C0d-2, Acidiobiia, Acidobacteria-6, Actinobacteria,
Bacilli, Bacteroidia, BD7-11, [Chloracidobacteria], Chloroplast, Clostridia,
Epsilonproteobacteria, [Fimbriimonadia], Flavobaicie Gemm-1, Gemm-2,
Gemmatimonadetes, GKS2-174, MJK10, OPB56, OpitlRES-25, [Pedosphaerae], PRR-12,
RB25, SAR202, SC3, SJA-4, Sphingobacteriia, Svap725A18, Thermoleophilia,
Thermomicrobia, TK10, TK17, TM7-1, TM7-3, Verrucatrobiae, VHS-B5-50 te dva
neodrgena. U razredu Alphaproteobacteria najbrojnije siktdrije iz redova: Rhizobiales
(44,63%), Rhodobacterales (20,30%), Rickettsiak63%0), BD7-3 (2,53%), Rhodospirillales
(2,29%). Slijede predstavnici rodova Caulobace=dD,13%) i Kiloniellales (0,12%), dok je
neodrgeno 27,36% Alphaproteobacteria. U uzorku komergalpopulacije u razredu
Gammaproteobacteria najbrojnije su bakterije izovad Legionellales (77,51%), Chromatiales
(11,78%), Xanthomonadales (5,52%), Pseudomonad@egk%), Thiotrichales (2,20%) i
Alteromonadales (0,54%) (slika 3.4.6.).
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REZULTATI

U uzorku nitrifikacijske populacije iz rotacijskodmoloskog kontaktora najbrojnije su
bakterije iz razreda: Alphaproteobacteria (36,368&taproteobacteria (11,59%), Flavobacteriia
(11,44%), Planctomycetia (10,77%), [Saprospiraep3%), Gammaproteobacteria (9,20%),
Nitrospira (3,10%), Chlamydiia (1,83%) i Gemm-14@%). Na ostali 31 razred, koji je
pojedin&no zastuplien s < 1% otpada 4,71% nitrifikacijskguacije. Ti razredi su: 3BR-5F,
4C0d-2, Acidimicrobiia, Actinobacteria, Anaerolimga Bacilli, Chloroplast, Cytophagia,
Dehalococcoidetes, Deinococci, Deltaproteobacterigpsilonproteobacteria, Gemm-2,
Ignavibacteria, NPL-UPA2, OM190, OPB56, OpitutaBy&sphaerae, [Rhodothermi], SAR202,
SJA-4, Solibacteres, Sphingobacteriia, Thermold@phiTK17, TM7-3, Verrucomicrobiae,
VHS-B5-50, ZB2 te jedan neodieni, a ima i onih koji ubrajamo u grupu ostalih.r&azredu
Alphaproteobacteria najbrojnije su one neddree (51,61%), zatim bakterije iz redova
Rhizobiales: (19,82%), Kiloniellales (13,13%), Rbbdcterales (7,75%), Rhodospirillales
(3,26%) i Sphingomonadales (2,51%). Predstavnidiova zastuplijeni s manje od 1% su:
Rickettsiales (0,72%), BD7-3 (0,51%), Caulobactsal(0,51%), EIllin329 (0,51%) i
Kordiimonadales (0,01%). U uzorku nitrifikacijskegulacije u razredu Gammaproteobacteria
najbrojnije su bakterije iz redova: Chromatiales4,69%), Pseudomonadales (13,47%),
Legionellales (8,62%), Oceanospirillales (7,18%ltefomonadales (6,41%). Xanthomonadales
(5,95%), Vibrionales (5,16%). Zatim slijede rodoVhiotrichales (3,74%), Salinisphaerales
(2,43%), [Marinicellales] (1,76%), HTCC2188 (0,44%) Enterobacteriales (0,07%), a

neodréeno je 0,08% Gammaproteobacteria (slika 3.4.7.).
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REZULTATI

U uzorku denitrifikacijske populacije najzastupijesu razredi: Gammaproteobacteria
(59,86%), Alphaproteobacteria (11,48%), Flavobaeter(6,16%), Epsilonproteobacteria
(5,29%), Anaerolineae (3,37%), Bacteroidia (1,75%hgldithrixae (1,12%), [Saprospirae]
(1,04%). Neodréeno je 3,93%. bakterija iz denitrifikacijskih biaf¢ora, a na ostalih 38 razreda
koji su pojedinano zastupljeni s < 1% otpada 5,99% populacije. 38hrazreda su: 3BR-5F,
ABY1, Acidimicrobiia, Actinobacteria, BB34, BD1-5,Betaproteobacteria, Clostridia,
Cytophagia, Deltaproteobacteria, Gemm-2, Holophalgaeavibacteria, koll11, [Lentisphaeria],
[Leptospirae], NPL-UPA2, OM190, OP11-2, OP11-3, GBB Opitutae, Phycisphaerae,
Planctomycetia, [Rhodothermi], PRR-11, Solibacte®shingobacteriia, Spirochaetes, TA18,
TK17, TSBWO08, Verruco-5, WCHB1-64, ZB2 te tri need#na razreda. U razredu
Alphaproteobacteria najzastupljeniji su redovi Rblmatterales (64,38%), Kiloniellales
(17,68%), Rhizobiales (12,87%), BD7-3 (2,96%), Rbsmrillales (1,80%) i Sphingomonadales
(0,02%) dok je neoddemno 0,32% Alphaproteobacteria. U razredu Gammagpbateteria
najbrojniji su redovi Vibrionales: (84,15%), [Martellales] (7,52%), Alteromonadales (5,62%),
Legionellales (1,21%), Chromatiales (1,18%), Ocepirdlales (0,15%), Thiotrichales (0,07%),
Pseudomonadales (0,05%) te HTCC2188 (0,04%). Néedeceje 0,01%, jednako kao i ostalih

Gammaproteobacteria (slika 3.4.8.).
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Udjeli najvaznijih bakterijskih vrsta prodenih u uzorcima komercijalne kulture,

nitrifikacijskog i denitrifikacijskih reaktora prézani su tablicom 3.4.3.

Tablica 3.4.3. Udjeli najvaznijih bakterijskih vasprond@enih u uzorcima komercijalne kulture
(KK), nitrifikacijskog reaktora (RBK) i denitrifikeijskih reaktora (DENI).

KOLJENO Udio u uzorku (%)
RAZRED PORODICA ROD
RED KK |RBK | DENI
Acidobacteri
Solibactere: . Candidatus
Solibacterales Solibacteraceae Solibacter 1,52
Bacteroidete
Bacteroidi:
Bacteroidale 0,2¢ 1,0t
Cytophagi
Cytophagale Cytophagace: 4,4: | 0,01
Flavobacterii
Flavobacteriale 0,22 4.7¢
Flavobacteriace: 10,3¢ | 0,62
[Saprospirae
[Saprospirale: Chitinophagace: 552 | 0,3t
Saprospiracei 3,0 | 9,12 | 0,91
Chlamydiau
Chlamydiie
Chlamydiale 1,0 | 0,01
Caldithrix
Caldithrixae
Caldithrixale: BAO5S 1,11
Chlorob
SJA-28 7,34
Chloroflexi
Anaerolinea
Caldilineale Caldilineacea 4,6€ | 0,0 3,0¢
Gemmatimonadet
Gemn-1 0,2C | 1,4¢
Nitrospira¢
Nitrospire
Nitrospirale: Nitrospiracea 0,2¢ | 3,1C
Nitrospiracea Nitrospira 17,6¢
Planctomycete
OM19C
CL50C-15 2,6¢ | 0,0z
Planctomyceti
B97 1,35 | 0,04
Pirellulale: Pirellulacea 2,0¢ | 2,2¢ 0,0:
Planctomycetales Planctomycetaceae Planctomyces| 1,70 8,25 0,03
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Tablica 3.4.3. Nastavak

Proteobacter
Alphaproteobacter 2,7¢ | 18,77 | 0,04
Kiloniellales 0,01 | 4,71
Kiloniellaceau Thalassospir 2,0¢
Rhizobiale 2,82 | 0,5¢ | 0,0z
Hyphomicrobiacee 0,2C | 0,24 1,2¢
Phyllobacteriace: ostalc 0,0z | 2,7
Phyllobacteriace: 0,04 | 1,9¢ | 0,0z
Rhodobacteral
Hyphomonadacei 2,02 | 0,0¢€
Hyphomonadace:i Hyphomona 1,6(
Rhodobacterace 0,0t | 0,6F 7,15
Betaproteobactet
Nitrosomonadale Nitrosomonadace: 0,51 | 11,37
Epsilonproteobactet
Campylobacteral Campylobacterace Arcobacte 0,0z | 5,2¢
Gammaproteobacte
Alteromonadale Colwelliacea 3,12
Chromatiale Ectothiorhodospirace Halorhodospire 0,2z | 3,8(
Legionellale 4,3C | 0,6¢ | 0,72
Pseudomonadal Moraxellacea Acinetobacte 0,1¢ | 1,2¢ | 0,0z
Vibrionales Pseudoalteromonadac: | ostalc 0,3C | 26,3¢
Vibrionales Pseudoalteromonadac: 0,0t 7,1¢€
Vibrionales Vibrionacea Vibrio 0,1% | 16,8
[Marinicellales [Marinicellaceae Marinicella 0,1¢ | 4,5C
[Caldithrix]
KSB1
Ucnl1573; 11,7¢
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4. RASPRAVA

4.1.  Ucinkovitost denitrifikacije u morskom RAS-u

Denitrifikacija se u morskom recirkulacijskom akwtkrnom sustavu odvijala u
dva reaktor&iji je zajedntki volumen zauzimae 6% od volumena cijelog RAS-a. Nakon
dodavanja komercijalne kulture bakterija u reaktores&a za naseljavanje tih bakterija te
supstrata za njihov rast — natrijeva nitrata i glade, zapoelo je istrazivanje denitrifikacije u
stacionarnim uvjetima. Koncentracija kisika je odimpaiela opadati, jednako kao i

koncentracija NON, dok je pH vrijednost peela rasti. PotroSnja kisika ufue na aktivnost

aerobnih bakterija u komercijalnoj mjeSavini bakéera pr@is¢avanje vode u akvakulturi,
dok potroSnja nitrata i povanje pH vrijednosti ukazuju na aktivnost denititkjskih
bakterija (Rust i sur., 2002). S razvojem popugadegnitrifikacijskih bakterija i pov@njem
denitrifikacijske aktivnosti postupno je rasla Ima&i uklanjanja N@N, a ciljana brzina
uklanjanja od 40 mg(N©N)/Ld postignuta je u oba reaktora 287. dan.cilduw0-ak dana
brzina uklanjanja bila je stabilna na postignutojednosti; povrSinska brzina uklanjanja
NOs-N tada je iznosila 121 mghah, a volumna brzina uklanjanja 485 mg/Ld. Ovdjditmo
napomenuti kako su povrsinska i volumna brzinanjklga NQ-N izrazene prema povrsini, i
volumenu pergolara u reaktorima, dok se zacimabrzine uklanjanja upotrebljava volumen
denitrifikacijskog reaktora. lako jecinkovitost uklanjanja N@N tijekom eksperimenta u
oba reaktora viSe puta iznosila 100%, tek je nakRBrW dana ona bila konstantna na toj
vrijednosti. Prethodno dosegnuta 100%-tnankovitost ostvarena je pri dodatku manje
kolicine NOs-N u denitrifikacijske reaktore, to jest u vezi $enizom vrijedno&u brzine
uklanjanja N@-N. Indukcija denitrifikacijskih bioreaktora, togerazvoj stabilne bakterijske
populacije sposobne za praiemje denitrifikacije u morskoj vodi ovako optéeaog sustava
trajala je viSe od devet mjeseci. Dugo vrijeme ke koje je bilo potrebno za razvoj
stabilne denitrifikacijske populacije nije n@kivano uzmu li se u obzir udjeli najvaznijih
bakterijskih vrsta pror#enih u uzorcima komercijalne kulture i denitrifikigkih reaktora.
Oko 40% mikrobne populacije u tim reaktorima zawgimbakterije sposobne provoditi
heterotrofnu denitrifikaciju, kao 5to su pripadnipbrodica Pseudoalteromonadaceae i
Vibrionaceae, kojih nije bilo u komercijalnoj kuftu
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Nakon faze indukcije u oba su denitrifikacijska re@mktora koncentracije NEN
bile najviSe oko 5 mg/L, a iako je u reaktorima jerana koncentracija UAN od oko 6 mg/L,
koncentracija NH nikad nije bila véa od 0,75 mg/L. Uz to, nakon indukcijske faze, u
reaktoru A je 305. dan izmjerena koncentracija,MOod 2 mg/L, dok su u reaktoru B tri
tiedna mjerene povane koncentracije NEN s maksimalnom vrijednod nesto véom od
3 mg/L. Nakupljanje nitrita ugeno je i u drugim istrazivanjima denitrifikacijeako u
laboratorijskim (Park i sur., 2001, Morrison i su2008) tako i u komercijalnim uzgojnim
sustavima (Grguric i sur., 2000). Prema Grguricsur. (2000) nakupljanje nitrata je
pokazatelj da je od dvije redukcijske reakcije tadja nitrita u plinoviti dusSik ona koja je
sporija i tako je korak koji ogratava denitrifikaciju, a Park i sur. (2001) sucano
nakupljanje nitrita pripisali nepotpunoj redukaijitrata uzrokovanoj promjenama saliniteta.
Morrison i sur. (2008) su granule s biofilmom iofiltara dvaju morskih RAS-a inkubirali u
epruvetama u anaerobnim uvjetima sa 150 mg-N@ i osam puta véom koli¢inom izvora
ugljika, i to Skrobom kukuruza, pSenice i rize,togljivim Skrobom, glukozom i kalijevim
acetatom. Postigli su brzinu uklanjanja N® od 1,7 mg/Lh i zakljgili su da su glukoza i
netopljivi Skrob idealni oblici izvora ugljika zaabilnu denitrifikaciju. Ta brzina uklanjanja
NOs-N gotovo je jednaka brzini postignutoj u ovom adiwvanju, ali zbog znatno ¥%e
potroSnje izvora ugljika i nakupljanja N u koncentracijama&ak 20 puta v&ma od
vrijednosti preporéenih za uzgoj lubina (Blancheton, 2000), naense zakljgak kako je
ucinkovitost denitrifikacije u stacionarnim uvjetinmieovom istraZivanju znatno uspjesnija.

Brzine uklanjanja N@N ostvarene pri istrazivanju denitrifikacije u @tnarnim
uvjetima upduju na to da je stabilna denitrifikacijska popujaaispjesno rasla u reaktorima
na pergolaru kao no&a bakterija te da je bila u stanju provoditi dahkaciju s pomdau
sladovine kao izvora ugljika. lako se za uzgoj dagupotrebljava na gotovo cijelom
Mediteranu (Zupan, 2012), dosad nije zabiljeZernatrepa pergolara kao n@sabakterija za
biolosku filtraciju u akvakulturnim sustavima. Pest s fiksnim bakterijskim filmom imaju
brojne prednosti u usporedbi sa suspendiranim pmmee omogtuju upotrebu malih
reaktora, jednostavan rad i visoka pouzdago ih isplativima, a akumulacija biomase i
zadrZavanje tvari u njoj povane su zbog pivr&ivanja za fiksni nosa Idealna podloga za
takve sustave treba biti jeftina, izdrzljiva, imaéliku povrSinu uz dostatnu poroznost (Manoj
& Vasudevan 2012). U stacionarnom dijelu ovog Btranja u oba je denitrifikacijska
reaktora postignuta brzina uklanjanja od 485 mg{NJL(pergolara)d, Sto je okeetiri puta

viSe nego u istrazivanju denitrifikacije na supstraa dnu tanka pdemu je kao supstrat
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koriSten prirodno tlo (kontrola), pijesak, kamerayac i vermikulit, a kao izvor ugljika
metanol i melasa (KPK/N = 5/1) (Pungrasmi i surl20 pa je denitrifikacija ne pergolaru
znatno dinkovitiji proces. S obzirom na brzine uklanjanjadONN postignute u ovom
istraZivanju, dostupnost pergolara i njegovu visaigecifinu povrsinu od 4 000 #m°,
nameée se zakljdak da je pergolar povoljan za primjenu u bioloSKilmima, ne samo za
denitrifikaciju, nego i za nitrifikaciju. Uz to, soke brzine uklanjanja NEN potviduju i
podobnost sladovine kao izvora ugljika, Sto dosi@gs zabiljezeno. KPK vrijednost sladovine
bila je 237 g(Q)/L, a za postizanje ciljane brzine uklanjanja ;NDod 40 mg/Ld uz omjer
KPK/NO3-N od 2,5/1 u svaki je denitrifikacijski braktor trebalo dodati svega oko 40 mL
sladovine. Vazno je istaknuti tu gotovo neznatnlickau dodane sladovine u usporedbi s
volumenom denitrifikacijskog reaktora jer je u ta&uri naglaSena potreba za redukcijom i
finim doziranjem izvora ugljika za denitrifikacij(Lee i sur., 2000, Morrison i sur., 2008,
Hamlin i sur., 2008).

Statisttkom analizom ispitivana je ovisnost brzinetinkovitosti uklanjanja N@N
o vrijednostima S, T, pH, koncentracija, ONOs-N, NO,-N, UAN, dodanih N@N i KPK
vrijednosti u stacionarnim uvjetima. Een je trenutni odziv brzina icinkovitosti uklanjanja
NOs-N na promjene S, pH, koncentracija N, dodanih N@N i KPK vrijednosti u oba
reaktora. Brzine i ginkovitosti uklanjanja N@N u oba reaktora rastu s porastom n&enén
parametara uz relativno visoke koeficijente korgtaosim s koncentracijom NEN, kada se
smanjuju s nesSto nizim koeficijentima korelacijerité je potrebno naglasiti da se
koncentracija N@N odnosi na onu koja se mjeri u reaktorima prikewa uzorkovanju, pa
njezina povéana vrijednost upiwje na slabije prowtenje denitrifikacije, Sto je potkrijepljeno
statisttkom analizom. Koncentracija dodanih pN® i KPK pove&avana je s opadanjem
mjerene koncentracije NEN, to jest s pouwaanjem efikasnosti denitrifikacije, Sto je talay
statistéki dokazano. Optimalna pH vrijednost za préeoe denitrifikacije je izmi& 7 i 8
(Knowles, 1982) pa néudi porast njezine efikasnosti s porastom pH, posalzme li se u
obzir konstantan porast pH vrijednosti za vrijeragef indukcije denitrifikacijskih reaktora.
Slicno tome, utwiena je pozitivha korelacija izrde vrijednosti saliniteta i pokazatelja
uspjesnosti denitrifikacije, Sto se t@ler moze objasniti konstantnim pa@amjem saliniteta
tjekom cijeloga stacionarnog dijela istrazivanjaBrzine uklanjanja N@N u
denitrifikacijskim reaktorima nisu bile u korelacg koncentracijom otopljenog O dok
ucinkovitosti uklanjanja jesu. Takav rezultat mozadmaditi; méutim, uzmu li se u obzir

vrijednosti koncentracije kisika, koje su bile resk gotovo konstantne tijekom cijelog

89



RASPRAVA

istrazivanja, moze se zakdjiti da je nedostatak korelacije izthebrzina uklanjanja N©N i
koncentracija kisika uvjetovan vrlo malim varijasia u vrijednostima koncentracijg. @z
to, u oba je reaktora pokazana negativna korelasnaiu koncentracija kisika idinkovitosti
uklanjanja NGQ-N, Sto se moze objasniti &ien promjenama vrijednosti ¢inkovitosti
uklanjanja u usporedbi s variranjima vrijednostiiba uklanjanja. Statisti znatajna razlika
medu reaktorima A i B pokazana je u vrijednostima mperga i dodanog NEN te dodane
KPK vrijednosti, kao i koncentracija NN i UAN, ali te promjene nisu bile dostatno velike
da bi uzrokovale statiski znatajnu razliku u brzini i ginkovitosti uklanjanja N@N meiu
reaktorima.

U stacionarnim uvjetima provedeno je i cjelodnevsioazivanje denitrifikacije u
reaktorima A i B pricemu se nije pokazala statisli znatajna razlika méu vrijednostima
mjerenih parametara, dok su nagepromjene tih vrijednosti zapazene u prva tri sata
eksperimenta. Koncentracija kisika i B naglo je opala, nakodega je uslijedio puno
sporiji, ali stalan pad koncentracije. KoncentracijNO-N je porasla, i to zr@jnije u
reaktoru A, a zatim je opadala sporije od konceifj&anitrata. Nadalje, mijerljiva
koncentracija UAN je utena tek pri kraju eksperimenta; takvu pojavu suu@cgi sur.
(2000) protumaili kao dokaz da se u reaktorima u aiBoj mjeri odvijao i proces
disimilacijske redukcije nitrata u amonijak. U pgl tome idecinjenica da su i u ovom
istrazivanju u denitrifikacijskim reaktorima prateni predstavnici bakterija koje mogu
reducirati nitrat u amonijak. Statigta analiza korelacije brzina uklanjanja N® i mjerenih
parametara pokazala je trenutni odziv u odnosu man@® promjenama vrijednosti pH,
koncentracije @ NOs-N, ukupnog N@N i dodane sladovine u oba reaktora, dok se u
reaktoru A pokazala korelacija i s koncentracijor®,NN. Brzine uklanjanja N@N u oba
reaktora povéavale su se s porastom nazrah parametara uz relativno visoke koeficijente
korelacije. Porast dinkovitosti denitrifikacije s rastom koncentraciOs-N i O, moze
iznenaditi, ali je potrebno uzeti u obzitinjenicu da su na getku istrazivanja izmjerene i
najvee brzine i dinkovitosti uklanjanja N@N u oba reaktora, pa je ta korelacija prije
povezana s promjenama u vrijednostima nego sa sanjgdnostima. Uz to, u reaktorima A
i B nije pokazana statiski znatajna razlika méu izratunatim vrijednostima brzina i
ucinkovitosti uklanjanja N@N.

Tijekom istrazivanja tinkovitosti denitrifikacije u proténim uvjetima zamijéeno
je opadanje koncentracije N®I u sustavu, S naj¢en promjenom u prvom danu

istrazivanja, dok je daljnji pad koncentracije bimajbrzi tijekom eksperimenta sa
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zadrzavanjem vode u denitrifikacijskim bioreaktasim trajanju od jednoga, a najsporiji
tijekom eksperimenta sa zadrzavanjem vode u tiajadjtri sata. Smanjenje koncentracije u
reaktorima je najmanje pri najkiem zadrzavanju vode, a najeepri najduzem vremenu
zadrzavanja. Koncentracija MOl u sustavu prvi dan raste, a zatim opada, a kiogaa je
pri vremenima zadrZzavanja od jednoga i tri satéena potroSnja nitrata, a pri vremenu
zadrzavanja od dva sata njegova produkcija. Komaeija UAN u sustavu prvi dan opada, a
zatim raste pa ponovno opada, dok je u reaktorimasyim vremenima zadrzavanja
primijecena produkcija amonijaka. Na qatku eksperimenta koncentracija N® je brzo
opala nakoncega bi uslijedilo usporenje, dok je koncentracij@,NN prvo rasla, a zatim
opadala. Takva dinamika kretanjaceh je zabiljezenoj pri cjelodnevnom istrazivanju
denitrifikacije, a primijéena je i u drugim istrazivanjima (Grguric i suro0®, Hamlin i sur.,
2008). lako su zami¢gene sknosti s istrazivanjima Sto su proveli Grguric i.s(#000) te
Hamlin i sur. (2008), zabiljezene paame @inkovitosti denitrifikacije u odnosu na rezultate
ovog istrazivanja mogu se pripisati razlikama uakéristikama istrazivanih sustava,
volumeni uzgojnih bazena i denitrifikacijskih readd viSestruko su ¥€ a i kvaliteta vode
znatno je dru&ja. Grguric i sur. (2000) pra@avali su ginkovitost denitrifikacije u morskom
akvariju volumena od 2 900 000 L na prethodno imdmome denitrifikacijskom filtru s
poroznim medijem uz dodatak metanola kao izvorfikaglVrijeme zadrzavanja morske vode
u denitrifikacijskoj jedinici koja je ukljtivala i bazen za deaeraciju bilo je oko tri sata, 2
sata uklonjeno je oko 120 mg(MN®)/L. Hamlin i sur. (2008) su istrazivali denitk&ciju u
slatkovodnom sustavu za uzgoj sibirske jesetreQ@zriinuta zadrzavanja vode u reaktorima
volumena od 1,89 i volumena nos@ od 1 m. U svoje denitrifikacijske reaktore dodavali
su: metanol, octenu kiselinu, melasu i granulifamkuruzni Skrob, i sa svakim koriStenim
izvorom ugljika postigli brzine uklanjanja N od oko 0,68 kg/ffd. Usporedbe
ucinkovitosti bioloSke filtracije méu razl¢itim sustavima vrlo su nezahvalne zbog
specifénih uvjeta koji u njima vladaju. U ovom istrazivarg denitrifikacijskim je reaktorima
pri protatnim uvjetima postignuta brzina uklanjanja N® od 140 mg/Ld, pa je proces
denitrifikacije na pergolaru sa sladovinom kao oo ugliika (KPK/NQ-N = 2,5/1)
viSestruko dinkovitiji od onoga koji su protavali Park i sur. (2001). Oni su imobilizirali
slatkovodne denitrifikacijske bakterije (prethodoegajane 120 dana u denitrifikacijskom
reaktoru kontinuiranog toka) u polivinil alkoholaklimatizirali ih na salinitet od 7,5, 15 30
u laboratorijskom reaktoru volumena jedne litreazsia je voda imala 3,5 mg/L N@, izvor

ugljika bio je glukoza, a omjer KPK/N = 6,5/1. Nak&etiri mjeseca istrazivanja u reaktoru sa
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salinitetom od 30 pri vremenu zadrzavanja od ttasaajvéa brzina uklanjanja NEN
iznosila je 10 g/rfd.

Vrijednosti povrSinske i volumne brzine uklanjanmjratnog dusSika u reaktorima A
i B tijekom istrazivanja denitrifikacije sa zadramjem vode u bioreaktorima u trajanju od
jednoga, dva i tri sata, najge su pri najkréeem vremenu zadrzavanja, a najmanje pri
najduzem, dok&inkovitost uklanjanja N@N raste s vém vremenom zadrzavanja. Pritom je
potrebno uzeti u obzir den izrauna tih parametara, i brzine dinkovitost uklanjanja ovise o
koncentracijama N®N na ulazu i izlazu denitrifikacijskih reaktoraaRika izmeu ulazne i
izlazne koncentracije N&N dovodi se u odnos s protokom i povrSinom ili wakenom
pergolara za izkan povrSinske ili volumne brzine uklanjanja NN, dok se za izfan
uc¢inkovitosti uklanjanja ta razlika dovodi u odnosijggovom ulaznom koncentracijom. 1z
toga je vidljivo da, upotrebljavaju li se samo kentracije N@-N, dobiva se rezultat kakav se
ocekuje — pri duzem vremena zadrzavanjamkovitost uklanjanja N@N je najvéa. Kad se
uz koncentraciju upotrijebi i protok, rezultat jepsotan. To zn& da vrijednost protoka ima
puno veéi utjecaj na rezultat nego razlika koncentracija. fle ¢udi s obzirom na to da su
srednje vrijednosti promjena koncentracija ;XD u reaktorima A i B tijekom istrazivanja
denitrifikacije pri vremenu zadrzavanja od jednodsa sata, bile manje od 1 mg/L, a tijekom
istrazivanja denitrifikacije pri vremenu zadrzawaoid tri sata nesto &e od 1 mg/L. Dakle,
pri izracunu povrsinske i volumne brzine uklanjanja NO protok je veltina koja odrduje
rezultat, a i male promjene vrijednosti koncenjeagiri izraunu winkovitosti uklanjanja
NOs-N potviduju ocekivani rezultat — pov@nu winkovitost pri duzem vremenu zadrzavanja.
Opadanje @inkovitosti uklanjanja organskog i duSikom bogatotpada sa smanjenjem
vremena zadrzavanja &ib su i Thanh i sur. (2013) pri istrazivanju merahskog bioreaktora
u kombinaciji sa spuzvom kao nésan aktivhog mulja, pri vremenima zadrzavanja odrgsa
cetiri i dva sata. Statistkom analizom nije pokazana z@gna razlika u vrijednostima
mjerenih parametara kvalitete vode iziueeaktora A i B, niti zngajna razlika u brzinama i
ucinkovitosti uklanjanja N@N meiu reaktorima tijekom istrazivanja denitrifikacijerip
protatnim uvjetima. Nadalje, ispitivana je ovisnost bezininkovitosti uklanjanja N@N o
ulaznim i izlaznim vrijednostima mjerenih paramataZa @ekivati je da se pokazatelji
uc¢inkovitosti denitrifikacije mijenjaju ovisno o isti parametrima barem pri svakom vremenu
zadrzavanja vode u reaktorima, dagm u sva tri eksperimenta u oba je reaktora dakaz
ovisnost o nekim varijablama, ali se rezultati ikagl u svakom eksperimentu i pojedinom

reaktoru. Ta nedosljednost mozZe se objagimjenicom da je statistka analiza bila dovoljno
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precizna da identificira pojedine parametre u swaleksperimentu i reaktoru, iako varijacije
u njihovim vrijednostima nisu zdajne. Za one parametre za koje je pokazana sthitisti
zna&ajna ovisnost, promjene pokazatelj@inkovitosti denitrifikacije su brze, Sto se moze
objasniti najvéim promjenama u vrijednostima mjerenih parametasge lsu se dogodile
tijekom prvog dana istrazivanja.

lako je u stacionarnom dijelu istrazivanja ostvarevrlo visoka dinkovitost
denitrifikacije, ona nije bila tako uspjeSna u ptoim uvjetima; povrsinske i volumne brzine
uklanjanja N@-N su oko tri puta manje u prateim uvjetima. To je pokazatel] kako
oblikovanje svakog RAS-a s pripadam denitrifikacijskim reaktorom utfe na aktivnost
denitrifikacijskih bakterija s promjenom spe¢ifih uvjeta u kojima one zive, Sto sucubi u
drugi autori (Tal i sur., 2009, Krom i sur., 2014l i sur. (2009) istrazivali su zatvoreni
morski RAS za uzgoj kom& s odvojenim aerobnim i anaerobnim jedinicama. U
anaerobnom filtru provodila se denitrifikacija ia@mobna oksidacija amonijaka, voda se u
njemu zadrzavala 6,8 sati, a prije njega provela @osjeku 2,5 sata u tanku za talozenje
mulja i tanku za njegovu razgradnju. Autori su dadaizmjenu dominacije procesa izdwe
heterotrofne i autotrofne denitrifikacije; za vrje reduciranog hranjenja ribe dominirala je
autotrofna, a za uokajenog hranjenja heterotrofna denitrifikacija, ispgnuta je brzina
uklanjanja od 0,7g(N@N)/m’d. U usporedbi s rezultatima $to su ih dobili Tali. (2009),
brzina uklanjanja N@N od 121 mg/rfd ostvarena u stacionarnom dijelu ovog istraZivimja
oko Sest puta manja, bas kao Sto su i komponestavsu Takder je potrebno napomenuti
kako su u denitrifikacijskim reaktorima ovog sustagrondene bakterije koje provode
autotrofnu denitrifikaciju. Izmjenu procesa autdtei heterotrofne denitrifikacije @i su i
Krom i sur. (2014) u istrazivanju bakterijskih pesa uklanjanja fosfora i kruzenja nitrata i
sulfata u morskom RAS-u s nultom izmjenom. Zanwoljije istaknuti da su se ti autori
koristili sustavom s muljem bogatim bakterijamaiethodnog uzgojnog ciklusa koji je trajao
sedam godina kako bi izbjegli dugotrajnu fazu indjek

Odabrano oblikovanje denitrifikacijskih bioreaktota ovom RAS-u omodgiuje
daljnje povéanje povrSine za naseljavanje bakterija dodavamelike kolicine pergolara u
reaktore, jer on sada zauzima samo oko 8% volumeakiora. S povanjem povrSine
dostupne za naseljavanje denitrifikacijskin bakterictekuje se i véa Wwinkovitost
denitrifikacije. Uz to, ovo je istrazivanje proveueu potpunosti bez uzgojnih organizama pa
je opravdano ¢&kivati povéanje &inkovitosti i nakon njihova dodavanja u susta¥e&ivan

rast winkovitosti moze se iskoristiti u daljnjim istrazmjima kako bi se smanjilo vrijeme
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potrebno za denitrifikaciju u stacionarnim uvjetim#i pronaSlo ogovaraje vrijeme

zadrzavanja vode u pr@toim uvjetima.

94



RASPRAVA

4.2.  Ucinkovitost nitrifikacije u stacionarnim uvjetima u morskom
RAS-u

Ovo istrazivanje zagelo je u dezinficiranom rotacijskom bioloSkom kddtau i
u dezinficiranoj morskoj vodi u koju su dodane koaijalne bakterije za prisS¢avanje vode
u akvakulturi i supstrati za njihov rast; 14 mg/lAN i 5 mg/L NO,-N. Koncentracije UAN i
NO,-N ubrzo su peéele opadati, a koncentracija BN rasti, Sto svjedd o trenutnoj
aktivnosti bakterija koje oksidiraju amonijak initit S povéanjem aktivnosti nitrifikacijskih
bakterija, povéavala se i koncentracija nitrata u RBK-u, a vodagenjala kad je izmjerena
koncentracija N@N dostigla 150, 200, 250, 300 i/ili 400 mg/L. U¢ud akvakulturnih
sustava koncentracija nitrata niza je od 50 ppm,uaintenzivnim uzgojnim sustavima,
posebice u recirkulacijskima, orasto prelazi 100, a ponekad i 500 ppm (Vectesiri, su
2012) pa su dopustanjem nakupljanj&evéolicine nitratnog duSika u ovom istrazivanju
simulirani proizvodni uvjeti u komercijalnim RAS-Bn S daljnjim razvojem populacije
nitrifikacijskin bakterija postupno je rasla brzinglanjanja UAN, a nakon 160 dana
konstantno je iznosila oko 40 mg/Ld. U to je vrigrmovrSinska brzina uklanjanja UAN
iznosila 83 mg/ifd, a volumna 28 mg/Ld. Ovdije je bitno napomenutickau povrsinska i
volumna brzina uklanjanja UAN izrazena prema pawySiodnosno volumenu pla
rotacijskog bioloSkog kontaktora, dok se za dmrabrzine uklanjanja upotrebljava volumen
kade RBK-a. lako je dinkovitost uklanjanja UAN tijekom eksperimenta vipaita bila
100%-tna, tek je nakon 160 dana ona bila konstamartaj vrijednosti. Prethodno dosegnuta
100%-tna dginkovitost ostvarena je pri dodatku manje &wmie UAN u RBK, to jest u vezi je
S nizom vrijedno&u brzine uklanjanja UAN.

U ovom RAS-u stabilna populacija nitrifikacijskitakterija razvila se nakon viSe
od pet mjeseci pripreme za uzgoj lubina u nasaduosiai od 40 kg/mi s dnevnom stopom
hranjenja od 3%; indukcija rotacijskog bioloSkogntaktora trajala je 160 dana. Takav
rezultat u skladu je s drugim istrazivanjima indj&kas morskim RAS-ima; Gross i sur.
(2003) su udili kako je inicijacija nitrifikacijskog filtra u mrskim sustavima vrlo mukotrpna
i da uzrokuje ekonomske gubitke i poaao ispustanje vode bogate dusikom u okoliS. Uz to,
indukcija potpuno novog medija u morskim sustavirahtijeva puno viSe vremena, a brzina
nitrifikacije je i do 60% niza nego u slatkovodnsustavima (Rusten i sur., 2006; Chen i sur.,
2006), ali zasto je to tako, ne mozZe se u potpumdgasniti. Uzrok moze biti u inhibiciji

bakterija zbog migracije tvari iz novoga plésthg materijala od kojega je ndsaraden
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(Horowitz i sur., 2001), a moZe se pripisati znatrpromjenama saliniteta ili temperature.
Sesuk i sur. (2009) dugotrajno su razdoblje indekdiofilmskih filtara povezali s
ograntenom stopom rasta nitrifikacijskin bakterija i n@ginhom strategijom naseljavanja
mikroorganizama, pa su zakijli kako su neaklimatizirani biofiltri vrlo podloZmepotpunoj
nitrifikaciji i da njihovu upotrebu u zatvorenim FBAIma treba izbjegavati ili provesti s
velikim oprezom. Na tijek indukcije svakako u#ge odabir nitrifikacijskih bakterija za
inokulaciju filtra; uspjeSne bakterijske startedtte moraju biti bez patogena, imati kratku
lag fazu rasta i biti tolerantne prema ré&gin uvjetima okoliSa, poput dnevnih promjena
temperature, radijacije i slanosti (Gross i subQ3. Neki autori (Manthe & Malone, 1987)
preporduju inokulaciju filtara s podlogom iz drugih sussiasiicnog saliniteta u kojima ve
postoji stabilna nitrifikacijska populacija, dok udi (Gross i sur., 2003) isti da s
dodavanjem bakterija iz nekoga biofiltra koji jeam trenutku u uporabi treba biti oprezan
jer postoji i mogdnost da se uz nitrifikacijske bakterije u novidiltprenesu i nepozeljni
mikroorganizmi poput patogenih bakterija, sporawiiusa. U ovom istrazivanju ja za
inokulaciju biofiltara upotrijebljena komercijalmbostupna kultura bakterija, a njihov omjer
bitno se izmijenio tijekom eksperimenta. lako skamercijalnoj kulturi bakterije porodice
Nitrosomonadaceae, koje provode aerobnu oksidaononijaka u nitrit (Hagopian & Riley,
1998, Schreier i sur., 2010) bile zastupljene sam®51%, nakon zavrSene indukcije u
RBK-u obuhvéaju 11,37% populacije. Nadalje, bakterije porodidegrospiraceae koje
provode aerobnu oksidaciju nitrita u nitrat (Hagopi& Riley, 1998, Schreier i sur., 2010),
takader su zastupljene u komercijalnoj kulturi, i téak 17,95%. Vazno je istaknuti kako su
te bakterije zastupljene s dvije skupine; neddne i one koje ubrajamo u rdditrospira.
Njihovi se udjeli znatno razlikuju: pripadnici rodNitrospira zastupljeni su u komercijalnoj
kulturi sa 17,66%, ali se ne pojavljuju u inducware nitrifikacijskom biofiltru, dok su
neodr@ene bakterije porodice Nitrospiraceae svoj udiogpale s 0,29% na 3,10%. Natee
se zakljgak da su pripadnici roditrospira bili podrijetlom iz slatkovodnih izvora zbog
¢ega se nisu uspjeli prilagoditi relativno visokoatistetu (= 30) u ovom sustavu.

Dugu fazu indukcije i prilagodbu na salinitet opiisai Gelfand i sur. (2003), koji su
u zatvorenom RAS-u uzgajali tilapiju, a zatim idwa Iz njihovih rezultata vidljiva su dva
razdoblja: faza indukcije od 1. do 210. dastait-up phasgi faza ustaljenog stanja od 210.
do 394. danasteady-state phakeTijekom uzgoja tilapije slanost je postupno p&area od 0
do 20 ppt za potrebe uzgoja orade. Adaptaciju gastal slatke do slane vode pratilo je

prolazno nakupljanje du8iih spojeva u sustavu, posebno nitrita. Autori euptipisali

96



RASPRAVA

promjenom u populaciji bakterija koje oksidirajuriiuzrokovanom pouw&anim salinitetom,

ili prilagodbi postojéih populacija na nove uvjete. Sustav je postaoilatalmakon 210 dana,
a povrsinska brzina uklanjanja UAN u prokapavaju filtru bila je 0,064 g/fu. S obzirom
na zapazanja Gelfanda i sur. (2003) rezultati dmbivovim istrazivanjem znatno su
povoljniji, povrsinska brzina uklanjanja UAN izntsie 83 mg(UAN)/Md, a faza indukcije
trajala je 50 dana kéa. Uz to, koncentracija NiEN u tijekom istrazivanja nije bila ¢a od
1,2 mg/L, a iako su nekad izmjerene visoke koneeijg UAN, koncentracija Niinije nikad
bila veta od 0,8 mg/L. Te vrijednosti zadovoljavaju pregene parametre kvalitete vode za
akvakulturni uzgoj lubina (Blancheton, 2000). Nakame NO,-N zamij&eno je u brojnim
istrazivanjima (Manthe & Malone, 1987, Gross i s@003, Gelfand i sur., 2003, Marin i sur.,
2011, Keuter, 2011). Uzrok nije poznat, a pripissgebrojnim¢imbenicima, poput visokoga
organskog optetenja (van den Akker i sur., 2003), visoke koncemijgdJAN (Chung i sur.
2006) ili promjene u koncentraciji soli i uzgojnitvjeta (Lee i sur., 2002, Svobodova i sur.,
2005). Gutierrez-Wing & Malone (2006) sumnjaju @arfazlog u nedostatku odgovaraju
bakterija za inokulaciju ili u nepoznatifimbenicima koji utjéu na razvitak morskih
nitrifikacijskin populacija. 1z nazi@nog se nante zakljitak da se iz p&etne kolEine
bakterija porodice Nitrospiraceae razvila stabpogulacija bakterija odgovornih za aerobnu
oksidaciju nitrita u nitrat koja moZe osigurati gewmje nitrifikacije bez uol@iajenih
poteska@a.

Istrazivanjem indukcije biofiltara s fluidiziranirelojem za primjenu u morskim
RAS-ima bavila se i Keuter (2011). Formirang@nkovitih nitrifikacijskih populacija trajalo
je veii dio godine, a znatan razvoj aktivnosti dogodidedenakon dodavanja ribe u sustave.
Medutim i tada je nitrifikacija bila usporena nekojegme i nije bilo mogte poveéati stopu
hranjenja kako je bilo planirano pa je bilo potrebfesto mijenjati vodu. U usporedbi s
rezultatima Sto ih je dobila Keuter (2011), reztuiliadukcije RBK-a u ovome morskom
sustavu su znatno uspjesniji jer je ostvaren pystavcilj: razvitak stabilne nitrifikacijske
populacije koja moze ukloniti amonijak nastao pegoju ribe u realnim proizvodnim
velicinama (lubin u nasadnoj gustmd 40 kg/mi s dnevnom stopom hranjenja od 3%). Uz to,
ovaj rezultat ostavlja prostor za daljnje péaje kapaciteta RAS-a jer se nakon dodavanja
ribe u sustav mozecekivati porast aktivnosti nitrifikacijskih bakteaij osobito s obzirom na
visoke brzine uklanjanja UAN na RBK-ima ostvareneekim RAS-ima (Van Gorder i Jug-
Dujakovi¢, 2005, Brazil, 2006).
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4.3.  Analiza mikrobnih zajednica u morskom RAS-u

Procjena bogatstva vrsta u uzorcima komercijalndtuke) nitrifikacijskih i
denitrifikacijskih bakterija obavljena je uz potm@€hao indeksa koji se koristi podacima o
obuhva&en uzorkom (Chao, 1984). Vrstama je najbogatijaufaapja nitrifikacijskih bakterija
iz rotirajuceg bioloSkog kontaktora, a najsiromasnija popudakgmercijalne kulture, dok su
vrijednosti Chao indeksa jednake broju zabiljezepRrativnih taksonomskih jedinica u svim
uzorcima. To znd da u uzorcima nema rijetkih vrsta i da su oni liketni pokazatelji
populacija u kojima nema neotkrivenih vrsta. Rakosit populacije sastoji se od dvije
komponente: bogatstva vrsta i ujed@aosti njihovih abundancija (SéJi 2015). Indeks
ujedn&enosti govori o tome kolika je raznolikost nekeemsmice s obzirom na njezinu
maksimalnu raznolikost. Njegova maksimalna vrijestn@ jedan, a postize se kad su sve
vrste u uzorku jednako brojne (S9li2015). Simpsonov indeks ujedeaosti u uzorku
komercijalne kulture iznosi 0,048, Sto je i ndaevrijednost, dok je najmanja od 0,021
izracunata za uzorak iz denitrifikacijskih bioreaktofa. zn&i da je ujedn&nost abundancija
vrsta u ovim populacijama relativno niska, to jest su populacije pod jakim utjecajem
nekoliko dominantnijih vrsta. Indeks ujedieaosti populacije denitrifikacijskih bakterija je
najmanji i njezine su vrste najraznolikije zastapg u uzorku. Populacija nitrifikacijskih
bakterija najbogatija je brojem vrsta, a indeksajajednaenosti je sredniji, dok je populacija
komercijalne kulture bakterija najmanje je bogatatama, a indeks njezine ujedeaosti
najveii. 1z tog se zakljauje kako je populacija komercijalnih bakterija najme raznolika
medu analiziranim populacijama, i da su nitrifikacgsk denitrifikacijska raznolikije od
komercijalne populacije i po broju vrsta i po nptop abundaciji. MoZe se pretpostaviti kako
je pri popravku jednoga komada opreme doSlo doSaijm vode u cjevovodu kojim je
napajan ovaj sustav s vodom iz okoliSa gdje seposrednoj blizini uzgaja lubin u kaveznom
sustavu i da su se neke bakterijske vrste zadizedevile u za njih povoljnim uvjetima.
Michaud (2007) je takter u@io da su se unatatomu Sto su sve koloniziraje bakterije iz
istog izvora vode, tijekom aktivnosti biofiltra kdakijske zajednice izmijenile i specijalizirale
u skladu s ekoloskom niSom koju zauzimagimbenicima okoliSa.

U uzorcima komercijalne kulture, nitrifikacijskog denitrifikacijskih reaktora
pronaieno je 11 bakterijskih koljena s 18 razreda i 2fowa zastupljenih s udjelom > 1%.

Neke skupine bakterija bile su u uzorku komercgatnlture zastupljene znatnim udjelom, ali

98



RASPRAVA

se u bioloskim filtrima ovog morskog RAS-a nisu zzde. Takve su bakterije razreda KSB1
reda Ucnl15732 iz razreda [Caldithrix] koje u konfiatnoj kulturi imaju vrlo znatan udio
(11,78%). Pripadnici ovog razreda imaju raznovrgeae za razgradnju proteina, celuloze,
hemiceluloze i polisaharida, pa se moze pretpdstdaiimaju ulogu u p&etnoj razgradnji i
hidrolizi kompleksnih organskih spojeva ugljika,izolirani su iz metanom bogatog sloja
sedimenta estuarija (Baker i sur., 2015). Obligatteacelularne bakterije koljena Chlorobi
(Everett i sur., 1999) razreda SJA-28¢&resu skupina po brojnosti u komercijalnoj kulturi
(7,34%), ali se u bioloskim filtrima ovog morskd®AS-a nisu zadrzale. Te bakterije provode
deklorinaciju triklorbenzena u anaerobnim uvjetifv@n Wintzingerode i sur., 1999). U
koljenu Acidobacteria u komercijalnoj kulturi nagipnije su bakterije reda Solibacteres
razreda Solibacterales porodice Solibacteraceaga €CandidatuSolibacter koje sudjeluju u
kruzenju ugljika i duSika (Ward i sur., 2009), a pgavljuju se u ovom morskom RAS-u.
Bakterija reda Chlamydiales razreda Chlamydiae ljeka Chlamydiia u uzorcima
komercijalne kulture ima znatan udio (1,04%), @&iae u RBK-u pojavljuju u neznatnom
broju, dok ih u denitrifikacijskim bioreaktorima p& nema. Predstavnici koljena Caldithrix
razreda Caldithrixae reda Caldithrixales porodiceAOB9 prondeni su samo u
denitrifikacijskim bioreaktorima. Bliski srodniciint bakterija morski su organizmi Koji
provode redukciju nitrata u amonijak (Miroshnichenlsur., 2003).

Bakterije koljena Chloroflexi razreda Anaerolineesda Caldilineales porodice
Caldilineaceae u uzorcima komercijalne kulturenittdikacijskih bioreaktora zastupljene su
znatnim udjelom (tablica 3.4.3.), a u RBK-u se phygu u neznatnom broju. One mogu rasti
i u aerobnim i u anaerobnim uvjetima, termofilne swsposobne iskoristiti raziite
ugljikovodike (Yamada i sur., 2006). Izolirane guizvora vriée vode u Japanu (Sekiguchi,
2003) a prondene su i u mulju sustava za obradu otpadne vodei(&ir., 2015).

Bakterije koljena Gemmatimonadetes razreda Gemnkdmercijalnoj kulturi bile
su vrlo slabo zastupljene, u a nitrifikacijskomkieau poveéale su svoj udio (1,455%), dok ih
u denitrifikacijskim reaktorima ude nema. To su heterotrofne aerobne bakterije koje
nakupljaju polifosfate izolirane iz sustava za aclratpadnih voda (Zhang i sur., 2003), a
pronaiene su i u raztitim vrstama tla (Brooker, 2013, Tsitko i sur., 201

U komercijalnoj su kulturi bakterije koljena Nitjoisae razreda Nitrospira reda
Nitrospirales jedne od najz&ggnijih, i pojavljuju se s neoddenim bakterijama porodice
Nitrospiraceae (0,29%) i s rodom Nitrospira (17,66%@d toga se one roda Nitrospira nisu

zadrzale u bioloskim filtrima ovog morskog RAS-apkd su neodr@ene bakterije
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Nitrospiraceae porodice znatno péake svoj udio (3,10%). Te bakterije imaju vaznuguia
nitrifikaciji, i ¢esto se nalaze i u slatkovodnim i u morskim akvakoim filtrima, gdje
provode aerobnu oksidaciju nitrita u nitrat (Hagop& Riley, 1998, Schreier i sur., 2010).

Bakterije reda Bacteroidales razreda Bacteroidigeka Bacteroidetes bile su slabo
zastupljene u komercijalnoj kulturi, ali su u deiffiitacijskim uvjetima znatno povale svoj
udio (1,05%). One su jedna od brojnijih skupina arungdje imaju vaznu ulogu u razgradnji
organskih tvari, osobito proteina (Fernandez-Goimgar., 2013). Prordene su u morskim
nitrifikacijskim akvakulturnim filtrima (Michaud, @07, Interdonato, 2012), morskim
denitrifikacijskim akvakulturnim filtrima (Cytryn,2005a), te morskim akvakulturnim
bazenima za razgradnju mulja u kojima se dagadukcija sulfata (Cytryn i sur., 2003).

Bakterije razreda Cytophagia reda CytophagalesdimeoCytophagaceae bile su
znatno zastupljene u komercijalnoj kulturi (4,43%9javljuju se u nitrifikacijskom reaktoru,
dok ih u denitrifikacijskima uofe nema. Ti aerobni kemoorganotrofni organizmi mogu
razgraditi neke organske makromolekule, poput pratdipida, Skrob, pektina, agara, hitina,
karboksimetilceluloze ili celuloze (Nakagawa, 2Q09Yedostatak sloZzenih organskih
makromolekula u nitrifikacijskom biofiltru i kisika denitrifikacijskima objasnjava njihovo
odumiranje u ovom sustavu.

Razred Flavobacteriia iz koljena Bacteroidetes \ppjg se u svim uzorcima, i to u
vrlo razlicitim udjelima; u komercijalnoj kulturi je zastuptjes manje od 1%, dok ga u
nitrifikacijskom uzorku ima 11,44%, a u denitrifiiggkom 6,16%. Ovaj je razred vrlo bogat i
raznolik, neke su bakterije strogo aerobni a neteesbni fakultativni kemoorganotrofi, od
kojih mnogi zahtijevaju NaCl ili morsku vodu za tas veina raste na podlogama s
organskim sastojcima kao izvorom ugljika i duSidak neki mogu iskoristiti i anorganski
dusik. (Bernardet, 2011). Sve bakterije ovog raarg@dipadale su redu Flavobacteriales
zastupljenim s dvije porodice, od kojih je brojnijda Flavobacteriaceae. lako je u toj prodici
otkriveno osam rodova, njihov je ukupni broj neamata najvé dio ostao je neodden
(10,35%) u uzorku nitrifikacijskin bakterija. | uprisutnost joS jedne porodice reda
Flavobacteriales veliki dio ove skupine (4,77%) draden je u denitrifikacijskom uzroku.
Moze se zakljditi da su u RBK-u prevladavale aerobne bakterijge kmogu Koristiti
anorganski dusik, dok su u denitrifikacijskim remkina prevladavale anaerobne bakterije jer
se mogu posluziti organskim spojevima koji se ralazladovini. Pojedini predstavnici ovih
skupina prondeni su u aeracijskom bazenu pogona za obradu kdmilnatpadnih voda
(Preut, 2014), u mulju sustava za obradu otpadde {8hu i sur., 2015), u pjim filtrima
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za obradu vode za ¢@ (Haig, 2014) i u raalitim dijelovima morskih recirkulacijskih
akvakulturnih sustava (Michaud, 2007, Interdon2€@i4,2, Martins i sur., 2013).

Razred [Saprospirae] iz koljena Bacteroidetes pjjj@vse u svim uzorcima i to u
vrlo razliéitim udjelima. Zastupljen je s porodicama Chitinaghceae i Saprospiraceae koje
su u uzorku komercijalne kulture prisutne sa 5,5P%600%, dok u uzorku iz nitrifikacijskog
reaktora porodice Saprospiraceae ima 9,12%, ailtogtadstavnika manje od 1%. U uzorku
iz denitrifikacijskih reaktora Chitinophagaceae septe ne pojavijuju, a neodtenih
bakterija porodice Saprospiraceae ima manje od Xa&ko su bakterije porodice
Saprospiraceae strogi aerobi (Krieg i sur., 20t,iznendujuce njihovo gotovo izumiranje
u anaerobnim uvjetima koji vladaju u denitrifikasiim bioreaktorima. Sve one trebaju
aminokiseline za rast, a nekim rodovima izvor s8iklu amonijeve soli i/ili nitrat (Krieg i
sur., 2011) pa je razumljiv i porast udjela u RBKrwsporedbi s onim kojim su te bakterije
zastupljene u komercijalnoj kulturi. Bakterije inrpdice Chitinophagaceae hidroliziraju hitin
ili celulozu, a rast im je inhibiran dodatkom >3% @l (Krieg i sur., 2011), Sto objaSnjava
njihovo gotovo izumiranje u nitrifikacijskom i paipo u denitrifikacijskim reaktorima ovog
morskog RAS-a.

Bakterije koljena Planctomycetes u uzorcima koneree kulture i nitrifikacijskog
reaktora zauzimaju oko desetine populacije, dokusuenitrifikacijskim bioreaktorima
zastupljene s manje od 1%. Bakterije razreda OMi&fa CL500-15 izolirane su iz
ultraoligotrofnog jezera Crater u Oregonu, Amer{k&rbach i sur., 2001); njihov je udio
zna&ajan u komercijalnoj kulturi, pojavlijuju se u nfikacijskom reaktoru, a u
denitrifikacijskim ih reaktorima uagi® nema. Razred Planctomycetia zastupljen je da:r
B97, Planctomycetales i Pirellulales. Red B97 imaajan udio u komercijalnoj kulturi,
pojavljuje se u nitrifikacijskom reaktoru, a u deiffikacijskim reaktorima uofe nije
zastupljen. U komercijalnoj kulturi vrste roddanctomycesporodice Planctomycetaceae
zastupljene su s 1,70%. Njihov udio raste u nikiaifijskom reaktoru na 8,25%, dok su u
denitrifikacijskim reaktorima slabo zastupljene. @iganizmi prondeni su u razditim
vodenim biofiltracijskim sustavima, na slatkovodn{8ugita i sur., 2005) i morskim (Tal i
sur., 2003) nitrifikacijskim filtrima, u mulju susta za obradu otpadne vode (Shu i sur.,
2015), i u mulju morskih RAS-a (Cytryn i sur., 2003orodica Pirellulaceae je u
komercijalnoj kulturi zastupljena s 2,04%, u nik@cijskom reaktoru njen udio raste na
2,29%, a u denitrifikacijskim reaktorima je slabastpljena. Predstavnici te porodice

obligatni su aerobni kemoorganotrofni organizminadeni u pjeganim filtrima za obradu
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vode za pie (Haig, 2014), slatkovodnim (Sugita i sur., 2005norskim nitrifikacijskim
akvakulturnim filtrima (Michaud, 2007, Interdona{)12).

Broj predstavnika koljena Proteobacteria u uzorckomercijalne kulture i ovoga
morskog recirkulacijskog sustavac¢vge od svih drugih skupina bakterija, a njihovijeid
krecu se od 1/5 u uzorku komercijalne kulture, pa wdel/2 u nitrifikacijskom reaktoru do
4/5 u denitrifikacijskim reaktorima.

Predstavnici razreda Alphaproteobacteria su u umardkomercijalne kulture i
ovoga morskog recirkulacijskog sustava vrlo razwbkastupljeni: 7 redova u komercijalnoj
kulturi obuhva&a oko 10% ukupne populacije, 10 redova u nitrifikoj kulturi obuhvga
37% populacije, a 6 redova u denitrifikacijskom ko obuhvéa 11% populacije.
Predstavnici ove skupine najbrojniji su u nitriftgkome rotacijskom bioloskom kontaktoru,
Sto se podudara s istrazivanjem Michauda (2007)j e takoder otkrio najviSe
Alphaproteobacteria u uzorcima iz nitrifikacijskéljra iz RAS-a za uzgoj lubina. U uzorku
komercijalne kulture i u nitrifikacijskom uzorkurazredu Alphaproteobacteria najbrojnije su
bile bakterije reda Rhizobiales. U komercijalnojtlt bilo je najviSe neoddenih bakterija
ovog roda (2,82%), a predstavnika porodica Phytitdyégaceae i Hyphomicrobiaceae bilo je <
1%. Bakterijske su se populacije isprofilirale uoov sustavu pa je tako udio neatkaih
bakterije reda Rhizobiales u nitrifikacijskom i deifikacijskim reaktorima zanemariv,
predstavnici porodica Phyllobacteriaceae u RBK maap oko 5%, dok ih gotovo uop
nema u denitrifikacijskim reaktorima. Predstavrporodica Hyphomicrobiaceae zadrzavaju
svoj neznatan udio u nitrifikacijskom reaktoru, alenitrifikacijskim reaktorima zauzimaju
1,23%. Predstavnici porodice Phyllobacteriaceaaesnobne bakterije koje se mogu Koristiti
razlicitim oblicima duSika za rast (Mergaert & Swings,028) a vé€ su prondeni na
bioloskom filtru morskog RAS-a (Michaud, 2007). Nekpredstavnici porodice
Hyphomicrobiaceae reduciraju nitrat u anaerobnifetuma (Garrity i sur., 2005b) pa teadi
njihov zn&ajan udio u denitrifikacijskim reaktorima ovog rmkog RAS-a. Ove su bakterije
pronaiene i u morskom denitrifikacijskom reaktoru s metam kao izvorom ugljika (Labbe
i sur., 2003). U denitrifikacijskom uzorku u koljeilphaproteobacteria najztggnije su bile
bakterije reda Rhodobacterales, i to predstavrocogice Rhodobacteraceae, sa 7,15%. Ove
su se bakterije u tim uvjetima razvile od svegd®0koliko ih ima u komercijalnoj kulturi,
dok su u nitrifikacijskom reaktoru nesto brojnij@,&5%). Predstavnici ove porodice imaju
vrlo raznoliku metabotku aktivnost, neki su strogo aerobni ili fakultad/anaerobni, imaju

respiratorni ili fakultativno fermentativni metabmdm (Garrity i sur., 2005a). Siroko su
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rasprostranjeni u razitim morskim sredinama i br&gno su dominantne pri petku
kolonizacije potopljenih povrSina u moru (Dang r.s2000, 2002). Sposobnostinkovitog
koloniziranja povrSine moze dati ovim bakterijanankurentsku prednost u filtrima s jakim
protokom, niskim vremenom zadrzavanja i jakom siloaprezanja Sto moze ogrétii
kolonizaciju (Cytryn i sur., 2005b). Bakterije pdioe Rhodobacteraceaeév&u prondene u
morskim recirkulacijskim sustavima (Cytryn i sut2Q05a, 2005b, Michaud, 2007., Schreier i
sur., 2010) gdje provode oksidaciju sulfida uz pématrata, ili o sulfidu ovisnu
denitrifikaciju. Red Rhodobacterales zastupljers @S jednom porodicom; u komercijalnoj
kulturi bile su neodrdene bakterije porodice Hyphomonadaceae (2,03%# sarse u RBK-u
zadrzale s 0,07%, a u denitrifikacijskim reaktorima uope ne pojavljuju, dok su
predstavnici rod&lyphomonagpronateni samo u nitrifikacijskom reaktoru (1,61%). Bakte
ovog roda morski su aerobni kemoorganotrofi (Lesui., 2005) i zapazeni su u morskim
recirkulacijskim akvakulturnim sustavima (Michau@007). Od predstavnika koljena
Alphaproteobacteria potrebno je jo$ istaknuti redomdellales, cijih je predstavnika u
komercijalnoj kulturi bilo jako malo (0,01%), alusu nitrifikacijskom reaktoru povali svoj
udio na 4,71%. U denitrifikacijskim bioreaktorimakberije rodaThalassospiraporodice
Kiloniellaceae obuhwaju 2,03% populacije iako nisu postojale u komafngj kulturi, niti
su prondene u RBK-u. To su morske bakterije, s aerobnimfakultativno anaerobnim
metabolizmom koje se koriste nitratom kao akceptoetektrona (Wiese i sur., 2009). One su
pronaiene u istrazivanju denitrifikacije u slanoj otpapwodi s poli(butilen sukcinatom) kao
izvorom ugljika (Luo i sur., 2013).

U razredu Betaproteobacteria najmaije su bakterije reda Nitrosomonadales,
porodice Nitrosomonadaceae. lako su u komercijakutiuri bile zastuplijene s 0,51%, u
RBK-u obuhvé&aju 11,37% populacije, dok ih u denitrifikacijskimaktorima gotovo i nema.
To su litoautotrofne bakterije koje oksidiraju amak (Garrity i sur., 2005c) pa ne
iznenauje njihov znatan udio u nitrifikacijskom reaktoriRedovito ih nalazimo i u
slatkovodnim i u morskim akvakulturnim filtrima, jgd provode aerobnu oksidaciju
amonijaka u nitrit (Hagopian & Riley, 1998, Schraisur., 2010)

Predstavnici razreda Gammaproteobacteria vrlo zwidko zastupljeni u uzorcima
komercijalne kulture i ovoga morskog recirkulacggksustava: 6 redova u komercijalnoj
kulturi obuhvga oko 7% ukupne populacije, 12 redova u nitrifikg®j kulturi obuhvéa 9%
populacije, dok 9 redova u denitrifikacijskom uzaergbuhvéa 60% populacije. U uzorku

komercijalne kulture prevladavale su nedidree bakterije reda Legionellales s 4,30%, dok su
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se u nitrifikacijskom i denitrifikacijskim bioreattima ovoga morskog recirkulacijskog
akvakulturnog sustava zadrzale s manje od 1%. Dngvazniji red ove skupine u
komercijalnoj kulturi bio je Chromatiales, osobito porodicom Ectothiorhodospiraceae i
bakterijama rodadalorhodospira koje su u komercijalnoj kulturi bile zastupljea®,22%, a

u rotacijskom biodisku 3,80%. To su halofilne baie Sto provode oksidaciju sulfida
(Imhoff & Suling, 1996); prondene su u sustavima za obradu otpadnih voda (Shw.,i s
2015) i u morskim RAS-ima (Interdonato, 2012). Rtadnici reda Pseudomonadales
porodice Moraxellaceae rodecinetobacteru komercijalnoj i denitrifikacijskoj kulturi slabo
su zastupljene, ali ih u nitrifikacijskom reaktdroa 1,24%. To je ¢&kivano jer te bakterije
imaju striktni aerobni respiratorni metabolizamaokizvor duSika koriste se amonijakom,
nitratom ili aminokiselinama (Juni, 2005). Uz t@apazena je njihova sposobnost djekarei
razgradnje niskomolekularnog polietilena (Tsuclsiui., 1980) i zastupljenost u slatkovodnim
(Itoi, 2007, Schneider, 2007, Schreier, 2010) i shion akvakulturnim sustavima (Michaud,
2007). U denitrifikacijskim bioreaktorima predsté&sinreda Vibrionales najbrojnije su
bakterije razreda Gammaproteobacteria. Vazno génstti kako te skupine bakterija nije bilo
u komercijalnoj kulturi; vé je podrijetiom iz okoliSa, pojavljuje se na rofakom bioloSkom
kontaktoru, a u denitrifikacijskim bioreaktorimaanznatan udio. Najvaznija porodica ovog
reda je Pseudoalteromonadaceae, koje su nigrdreostali predstavnici najbrojnija skupina
u bakterijskoj populaciji denitrifikacijskih reaktm (26,35 i 7,16%). Ti aerobni i fakultativni
anaerobni kemoorganotrofni organizmi zahtijevajurifgve ione za rast, a neki od njih
provode denitrifikaciju (Enger i sur., 1987, Iva@ovsur., 2004). Prodani su u morskom
nitrifikacijskom filtru (Michaud i sur., 2009). RedVibrionales pripadaju i bakterije roda
Vibrio porodice Vibrionaceae obuhigwi 16,83% ukupne populacije denitrifikacijskih
bakterija. Ove bakterije vrlo steste u morima i estuarijima, na stijenci i u sansnjevima
morskih Zivotinja; neke vrste su patogene za delne kraljeznjake i beskraljeznjake, a neke
provode denitrifikaciju (Farmer i sur., 2005). Ritisost prisutnost patogenih vrsta rodario

u recirkulacijskim sustavima predstavlja problenoglmogiénosti da uzrokuju bolesti (Colt,
2006, Martins i sur., 2013), dok su ostale vrstbrddoSle zbog njihove sposobnosti da
provode denitrifikaciju (Leonard i sur., 2000, Yash sur.; 2004, 2006, Michaud, 2007,
Interodnato, 2012) koja je iskoriStena i u ovomtawus jer su podrijetlom iz okoliSa.
Predstavnika porodice Colwelliaceae reda Alterordates nije bilo u komercijalnoj kulturi;
pojavljuju se na rotacijskom bioloSkom kontaktasw denitrifikacijskim bioreaktorima imaju

znatan udio (3,12%). One su aerobni i fakultativeeaerobni morski organizmi Kkoji
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zahtijevaju natrijeve ione za rast, a reducirajiraniu nitrit (lvanova i sur., 2004). Imaju
vaznu ulogu u denitrifikaciji u sustavu za @&gavanje slane industrijske otpadne vode
(Yoshie i sur., 2004, 2006), a praeame su i u morskim recirkulirajim akvakulturnim
sustavima (Interdonato, 2012, Martins i sur., 20B3kterije reda [Marinicellales] porodice
[Marinicellaceae] rodaMarinicella zastupljene su u denitrifikacijskim reaktorima ,50%b;
pojavile su se na rotacijskom bioloSkom kontaktauwjije ih bilo u komercijalnoj kulturi.
Izolirane su iz morske sredine, imaju aerobni kemaooheterotrofni metabolizam i
zahtijevaju natrijeve ione za rast (Romanenko i, 2@10)., a ugene su u aeracijskom bazenu
pogona za obradu komunalnih otpadnih voda (Pré&it4 i biofiltru morskog RAS-a (Ruan i
sur., 2014).

Najvazniji bakterijski predstavnici razreda Epsjpooteobacteria su reda
Campylobacterales porodice Campylobacteraceae Asdabacter sa znatnim udjelom u
nitrifikacijskom reaktoru (5,28%), iako ih nije biu komercijalnoj kulturi, a pojavile su se na
rotacijskom bioloSkom kontaktoru. Ti kemoorganatrsudjeluju u kruzenju sumpora
oksidirajiti sulfid u sumpor (Vandamme i sur., 2005). Padsr@e su u slatkovodnim
(Schneider i sur., 2007) i morskim RAS-ima (Welsui., 2011).

U populaciji denitrifikacijskih bioreaktora velikdip zauzimaju bakterije sposobne provoditi
heterotrofnu  denitrifikaciju, poput predstavnika rqdica: Pseudoalteromonadaceae,
Vibrionaceae Yibrio), Colwelliaceae, Hyphomicrobiaceae i Kiloniellaeg@halassospirai
one koje obavljaju autotrofnu (o sulfidu ovisnu)ndefikaciju poput bakterija porodice
Rhodobacteraceae. Vaznu ulogu u kruzenju sumpahacirajlei sulfat imaju predstavnici
reda Bacteroidales; njih u denitrifikacijskim biaktorima ima u znatnom broju dok su
bakterije rodova Desulfobacterales i Desulfovibales zastupljene manjim udjelom (0,23%).
Ciklus sumpora u denitrifikacijskim reaktorima upobjuju bakterije porodica
CampylobacteraceaeArcobacte) i EctothiorhodospiraceaeH&lorhodospirg oksidirajiei
sulfid. U nitrifikacijskom biofiltru prisutan je agajan broj bakterija koje provode oksidaciju
amonijaka, poput predstavnika porodice Nitrosomagaede te onih koje oksidiraju nitrit, kao
Sto su predstavnici porodice Nitrospiracedditrbspira). Ovi rezultati u skladu su s
literaturnim podacima o mikrobnoj raznolikosti kbékih filtara u recirkulirajéim

akvakulturnim sustavima (Schreier i sur., 2010).
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5. ZAKLJU CcClI

Za potrebe ovih istrazivanja dizajaniran je morsgkirkulacijski akvakulturni sustav s
komponentama u kojima se uspjeSno provodila bialofikracija, to jest nitrifikacija i
denitrifkacija, i koji je primjenjiv u eksperimertam i komercijalnim uvjetima. Na temelju

obavljenog istrazivanja i dobivenih podataka pieme sljedé zakljucci:

» U stacionarnim uvjetima postignuta je brizina uidama od 40 mg(N@N)/Ld, Sto
izraZeno prema povrsini pregolara iznosi 121 mg{dNm?d, a prema njegovu
volumenu 485 mg(N©N)/Ld.

» Faza indukcije denitrifkacijskih biofiltara u ovonstrazivanju trajala je 287 dana.
Razvijena je stabilna denitrifikacijska populacgposobna ukloniti nitrat koji bi nastao
nakon nitrifikacije i eventualnog uzgoja ribe u I proizvodnim uvjetima. U
populaciji denitrifikacijskih bioreaktora veliki iml zauzimaju bakterije koje provode
heterotrofnu denitrifikaciju, te one koje obavljauitotrofnu denitrifikaciju. Osim njih,
prisutne su i bakterije koje sudjeluju u kruzenjumgora reducirajgi sulfat ili
oksidirajti sulfid.

» Ovakav dizajn denitrifikacijskih reaktora omdgye daljnje povéanje povrSine za
naseljavanje bakterija, jer je za sada zauzeto sakoo8 % njhovog volumena, a s
poveanjem povrSine dostupne za naseljavanje denitdiidh bakterija, ¢ekuje se i
veca winkovitost denitrifikacije.

» Pergolar se pokazao dobrom podlogom za naseljabakjerija, speciéina povrsina od
4 000 mi/m® &ini ga povoljnim za primjenu u bioloskim filtrim&ako za denitrifikaciju,
tako i za nitrifikaciju.

» Dokazano je da sladovima moZe sluziti kao izvor jikeyl za denitrifkaciju u
recirkulacijskim akvakulturnim sustavima i to u @y KPK/ NQ-N = 2,5/1.

» Postignuta je brzina nitrifikacije od 40 mg(UAN)/L8to izrazeno prema povrSini péo
rotacijskog bioloskog kontaktora iznosi 83 mg(UAN3d, a prema njihovu volumenu
28 mg(UAN)/Ld.

» Faza indukcije rotacijskog bioloSkog kontaktora katrifikacijskog biofiltra u ovom

istrazivanju trajala je 160 dana. Razvijena je istaitrifikacijska populacija sposobna

106



ZAKLIUCCI

ukloniti amonijak koji bi nastao prilikom uzgojebg u realnim proizvodnim uvjetima. U
nitrifikacijskom biofiltru dokazana je z®ajna prisutnost bakterija koje provode

oksidaciju amonijaka te onih koje oksidiraju nitrit
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7.1.  Mikroorganizmi prona deni u RAS-u

Tablica 7.1. Popis mikroorganizama prdeaih u uzorcima komercijalne kulture (KK),

nitrifikacijskog reaktora (RBK) i denitrifikacijski reaktora (DENI) s pripadajim udjelima.

CARSTVO Udio u uzorku (%)
KOLJENO
RAZRED PORODICA ROD KK RBK | DENI
RED
Neodreteno
Ostalo
Ostalo
Ostalo Ostalo Ostalo 3,468 | 0,519| 3,926
Archaea
[Parvarchaeota]
[Parvarchae:i
WCHD3-3C 0,007
Bacteri: 0,00¢
Bacteri:
Acidobacteri
Acidobacteri-6
ii1-15 RB4C 0,02(
iii1-15 mb242- 0,08¢
Holophaga
Holophagale 0,012
RB2t 0,01(
Solibactere
Solibacterale Ostalc Ostalc 0,14
Solibacterale 0,59¢
Solibacterale PAUC2¢ 0,14: | 0,19
Solibacterale PK34 0,00¢
Solibacterales Solibacteraceae gar_ldldatus 1,525
olibacter
Sva072!
Sva072! 0,10(
[Chloracidobacteric 0,07(
RB4C( 0,08
RB4C( Ellin607& 0,14:
Actinobacteri
Acidimicrobiia
Acidimicrobiale: 0,14< | 0,031
Acidimicrobiale: C11] 0,11¢ | 0,04«
Acidimicrobiale: EB101" 0,007
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Tablica 7.1. Nastavak

Acidimicrobiale: JdFBGBac 0,01z
Acidimicrobiale: koll13 0,01¢
Acidimicrobiale: lamiacea lamia 0,00¢
Actinobacteri

Actinomycetale Corynebacteriace | Corynebacteriui 0,00¢
Actinomycetale Microbacteriacee 0,09¢
Actinomycetale Microbacteriacee Cryocole 0,00¢
Actinomycetale Microbacteriacee Microbacteriun 0,03¢
Actinomycetale Microbacteriacee Yonghaparki 0,00¢
Actinomycetale Microbacteriacee Mycobacteriur 0,02¢ | 0,01¢
Actinomycetale Nocardioidaces Aeromicrobiur 0,02¢
Actinomycetale Propionibacteriace: 0,07¢

Propionibacteriace: | Propionibacteriur 0,05¢
Pseudonocardiace | Pseudonocardi 0,14¢

Thermoleophili;

Gaiellale 0,00¢
Gaiellale! AK1AB1 02E 0,02:

Gaiellale Gaiellacea 0,01¢
Solirubrobacteral¢ 0,09t
Armatimonadete

[Fimbriimonadia

[Fimbriimonadales 0,01:
BRCI1

NPL-UPAZ 0,00:¢ | 0,08t
PRF-11 0,01:
Bacteroidete

Bacteroidia

Bacteroidale 0,291 1,054
Bacteroidale Marinilabiacea 0,07
Bacteroidale SB-1 0,62¢
Cytophagale Cyclobacteriace: 0,01«
Cytophagale Cytophagace: 4,43: | 0,007
Cytophagale Flammeovirgace: 0,07z | 0,00¢
Flavobacteriale 0,22 | 4,76¢
Flavobacteriale Cryomorphaces 0,30¢ | 0,02¢
Flavobacteriale Cryomorphaces Crocinitomi» 0,111
Flavobacteriale Cryomorphaces Fluviicola 0,03( | 0,02¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Ostalc 0,06:
Flavobacteriale Flavobacteriace: 10,34t | 0,62¢
Flavobacteriale Flavobacteriace:i Aequorivite 0,00¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Arenibacte 0,027 | 0,271
Flavobacteriale Flavobacteriace: Flavobacteriur 0,01¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Maribactel 0,00t | 0,41¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Muricaudz 0,601 | 0,00¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Polaribactel 0,00¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Sediminicol 0,01« | 0,00¢
Flavobacteriale Flavobacteriace: Tenacibaculur 0,05¢
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Sphingobacterii

Sphingobacterialt 0,23¢ | 0,037 | 0,05(
NS11-12 0,00¢

[Rhodostalom

[Rhodostalomale Rhodostalomace 0,03:

[Balneolaceas Balneol: 0,03C | 0,04:

[Saprospirae

[Saprospirale: Chitinophagace: 5,52( | 0,33:
[Saprospirale: Saprospiracei 3,00z | 9,121 | 0,911
[Saprospirale: Saprospiracei Lewinelle 0,07¢ | 0,12¢
Chlamydiau

Chlamydiie

Chlamydiale Ostalc Ostalc 0,23:
Chlamydiale 1,04z 0,00¢
Chlamydiale Criblamydiacea 0,00¢
Chlamydiale Parachlamydiace Ostalc 0,007 | 1,04¢
Chlamydiale Parachlamydiace 0,45z

. . Candidatu
Chlamydiales Parachlamydiaceae Protochlamydia 0,005
. . Candidatu

Chlamydiales RhadeChlamyd'aceaeRhabdochlamydia 0,038
Chlamydiale Simkaniacee Ostalc 0,09z | 0,01¢
Chlamydiale Waddliacea Waddlie 0,031 | 0,02¢
Caldithrix

Caldithrixas BAO5¢ 1,11(
Caldithrixas Caldithrixacea 0,00¢
Chlorob

Ignavibacteri Ostalc Ostalc 0,00z
Ignavibacteri Ignavibacteriace: 0,111
Ignavibacteri heBz-7 0,45¢
OPB5¢ 0,96€ 0,01t | 0,79¢
SJA-28 7,33¢
Chloroflexi

Anaerolinea 0,21z

Anaerolinea

Anaerolineale Anaerolinacee SHC-231 0,097
Caldilineale Caldilineaces 4.66C 0,04C | 3,081
DRC3] 0,29«

GCA004 0,05¢ 0,01¢ | 0,18t
H3¢ 0,00¢

S020¢ 0,00¢ 0,00z
SBR103: Adb 0,64<« 0,17¢ | 0,007
SBR103: 0c28¢ 0,02«
Dehalococcoidet:

Dehalococcoidalt | Dehalococcoidace 0,04
Dehalococcoidal¢ | Dehalococcoidace Dehalogenimon: 0,03:

GIFS 0,01f
SAR20: 0,00¢ 0,03¢
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TK10

AKYG885

Dolo_2:

0,017

TK17

0,00¢

mlel-48

0,32i

0,00¢

Thermomicrobi

AKYG1722

0,05¢

Cyanobacteri

4C0c-2

MLE1-12

0,15

0,00¢

SM2F0¢

0,00¢

Chloroplas

Stramenopile

0,007

Streptophyt

0,02¢

FBF

0,012

Firmicute:

Bacilli

Bacillales

Staphylococcace

Staphylococct

0,00¢

Bacillales

Thermoactinomycetace

0,01¢

Clostridie

Clostridiale:

Christensenellace

0,00:¢

Clostridiale:

Clostridiacea

0,00¢

Clostridiale:

Clostridiacea

Clostridiumr

0,00¢

Clostridiale:

Lachnospirace:

0,127

Clostridiale:

Peptococcace

Niigata-2&

0,021

Clostridiale:

Peptostreptococcace

0,00¢

Clostridiale:

[Acidaminobacteracea

Fusibacte

0,00¢

Clostridiale:

Christensenellace

0,00¢

Clostridiale:

Clostridiacea

0,00¢

Clostridiale:

Clostridiacea

Clostridiumnr

0,00¢

Clostridiale:

Lachnospirace:

0,127

Clostridiale:

Peptococcace

Niigata-2&

0,021

Clostridiale:

Peptostreptococcace

0,00¢

Clostridiale:

[Acidaminobacteracea

Fusibacte

0,00¢

GNOz

3BR-5F

0,03«

0,35z

BB34

0,00:¢

BD1-5

0,062

GKSZ-174

0,172

Gemmatimonadet

Gemn-1

0,20¢

1,45¢

Gemn-2

0,01:

0,06:

0,02

Gemmatimonadet

KD8-87

0,09z

Lentisphaere

[Lentisphaerie

Victivallales

Victivallaceas

0,25
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Tablica 7.1. Nastavak

Nitrospira¢
Nitrospire
Nitrospirale: Nitrospiracea 0,28t | 3,10¢
Nitrospirale: Nitrospiracea Nitrospira 17,65¢
NKB19
TSBWO¢ 0,03(
OD1 0,35 | 0,004
ABY1 0,177
ZB2 0,07z | 0,82¢
OP11
OP112 0,01:
OP133 0,00¢
WCHB1-64 0,00¢
di5: 0,01(¢
OPs:
koll11
GIF1C kpj58rc 0,041
PBS-25 0,457
Planctomycete
BD7-11 0,32¢
OM19C
CL50C-15 2,647 | 0,02¢ | 0,00¢
agg2’ 0,00 | 0,004
Phycisphaer:
CCM11¢ 0,93¢ | 0,01 | 0,01z
Phycisphaeralt 0,522 | 0,95¢ | 0,50(
Phycisphaeral¢ | Phycisphaerace 0,007 | 0,00¢
Plal 0,062 | 0,00¢ | 0,01«
S-70 0,14+
WD2101 0,04+
mlel-8 0,00¢
Planctomyceti
B97 1,351 | 0,03
Gemmatale Gemmatace: 0,257 | 0,05(
Gemmatale Gemmatace: Gemmat 0,01¢ | 0,027
Gemmatale Isosphaerace 0,02¢ | 0,10¢
Pirellulale: Pirellulacea 2,04 | 2,291 | 0,03/
Pirellulale: Pirellulacea Al7 0,00¢
Planctomycetal¢ | Planctomycetace Planctomyce 1,697 | 8,25¢ | 0,02¢
Proteobacter
Alphaproteobacter 2,79 | 18,76¢ | 0,03¢
BD7-3 0,25¢ | 0,18¢
Caulobacterale Caulobacterace 0,01¢ | 0,34(
Caulobacterale Caulobacterace Brevundimone 0,01< | 0,167
Ellin329 0,05¢
Kiloniellales 0,01: | 4,71«
Kiloniellales Kiloniellaceat 0,06(
Kiloniellales Kiloniellacear Thalassospir 2,02¢
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Tablica 7.1. Nastavak

Kordiimonadale Kordiimonadace: 0,00z
Rhizobiale ostalc ostalc 0,85( | 0,10z | 0,097
Rhizobiale 2,81¢ 0,537 | 0,027
Rhizobiale Bradyrhizobiacee 0,37¢

Rhizobiale Cohaesibacterace Cohaesibacte 0,05t
Rhizobiale Hyphomicrobiacee ostalc 0,35¢ | 0,02:
Rhizobiale Hyphomicrobiacee 0,20z | 0,241 | 1,23(
Rhizobiale Hyphomicrobiacee Devosii 0,08: | 0,01«
Rhizobiale Hyphomicrobiacee Hyphomicrobiur 0,162 | 0,55¢
Rhizobiale Hyphomicrobiacee Parvibaculun 0,00¢ 0,101
Rhizobiale Hyphomicrobiacee Rhodoplane 0,02¢

Rhizobiale Phyllobacteriace: ostalc 0,021 2,747
Rhizobiale Phyllobacteriace: 0,04C | 1,98( | 0,02«
Rhizobiale Phyllobacteriace: Aminobacte 0,01¢
Rhizobiale Phyllobacteriace: Mesorhizobiur 0,05C 0,35:
Rhizobiale Phyllobacteriace: Nitratireductol 0,09t | 0,00¢
Rhizobiale Rhizobiacea ostalc 0,00¢

Rhizobiale Rhizobiacea 0,004 | 0,00z
Rhizobiale Rhizobiacea Agrobacteriur 0,04
Rhodobacteral Hyphomonadace:i 2,028 | 0,06t
Rhodobacteral Hyphomonadace: Hyphomona 1,60¢
Rhodobacterals Hyphomonadace: Maricaulis 0,00¢ | 0,02¢
Rhodobacteral Rhodobacterace ostalc 0,01t | 0,12
Rhodobacteral Rhodobacterace 0,04¢ | 0,65 | 7,15«
Rhodobacterals Rhodobacterace Anaerospor 0,091
Rhodobacterals Rhodobacterace Paracoccu 0,21¢
Rhodobacterals Rhodobacterace Phaeobacte 0,23¢
Rhodobacterals Rhodobacterace Ruegeri: 0,02:
Rhodospirillale 0,00¢ | 0,35¢ | 0,09¢
Rhodospirillale Acetobacterace: 0,01¢ | 0,00:
Rhodospirillale Rhodospirillacee 0,19¢ | 0,82¢ | 0,10
Rhodospirillale Rhodospirillacee Inquilinus 0,01:

Rickettsiale 0,251 0,191
Rickettsiale Pelagibacterace 0,00t

Rickettsiale Rickettsiacee 0,01 0,06:
Rickettsiale mitochondri: ostalc 0,00¢
Sphingomonadal 0,021
Sphingomonadal« | Erythrobacterace: ostalc 0,05¢
Sphingomonadal« | Erythrobacterace: 0,13¢
Sphingomonadalt | Sphingomonadace | ostalc 0,09
Sphingomonadalt | Sphingomonadace 0,251
Sphingomonadali | Sphingomonadace | Blastomona 0,00¢
Sphingomonadali | Sphingomonadace | Novosphingobiui 0,18¢
Sphingomonadali | Sphingomonadace | Sphingobiur 0,057
Sphingomonadali | Sphingomonadace | Sphingomon: 0,02¢ | 0,00z
Sphingomonadal | Sphingomonadace | Sphingopyxi 0,08(
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Tablica 7.1. Nastavak

Betaproteobactet 0,24:
Burkholderiale Comamonadace 0,11< | 0,122
Burkholderiale Comamonadace Delftia 0,03t
Burkholderiale Oxalobacterace: Ralstonit 0,017 0,011
MND1 0,45¢
Nitrosomonadale Nitrosomonadace: 0,50¢ | 11,36¢| 0,00¢
Rhodocyclale Rhodocyclace: 0,02¢ | 0,061 | 0,46:
Rhodocyclale Rhodocyclace: Dechloromona 0,00¢
Deltaproteobacter 0,07: | 0,007 | 0,09
Bdellovibrionale Bacteriovoracace: 0,01: | 0,037 | 0,04¢
Bdellovibrionale Bacteriovoracace Bacteriovora 0,02¢ | 0,28(
Bdellovibrionale Bdellovibrionacea Bdellovibric 0,39¢ 0,03:
Desulfobacterale Desulfobulbacee 0,01% | 0,19:¢
Desulfovibrionale Desulfovibrionacee 0,031 | 0,01c
Desulfovibrionale Desulfovibrionacee Desulfovibric 0,03:
FACS87 0,59¢
GMD14H0¢ 0,04¢ | 0,10¢
MIZ46 0,031
Myxococcale 0,111 | 0,00t | 0,16¢
Myxococcale Haliangiacea 0,08¢ | 0,00¢
Myxococcale Nannocystacea: Plesiocysti 0,08
Myxococcale OoM27 0,04¢ | 0,00¢
NB1-j MND4 0,04t | 0,00¢
Spirobacillale 0,70C | 0,017
Syntrophobacteral | Syntrophobacterace 0,01¢ 0,007
Epsilonproteobactel
Campylobacterale | Campylobacterace Arcobacte 0,02¢ | 5,281
Campylobacteral¢ | Helicobacterace: 0,00z
Campylobacteral Helicobacterace: Sulfurimona 0,041 | 0,04¢ | 0,00¢
Gammaproteobacte 0,007 | 0,00
Alteromonadale Ostalc Oostalc 0,00¢
Alteromonadale 0,00¢
Alteromonadale Alteromonadace: Ostalc 0,01¢
Alteromonadale Alteromonadace: HB2-32-21 0,01: | 0,10z
Alteromonadale Alteromonadace: Marinobacte 0,03(
Alteromonadale Alteromonadace: nsmpVI1 0,02t | 0,00¢ | 0,18:
Alteromonadale Colwelliacea 0,00¢ | 3,121
Alteromonadale Colwelliacea Thalassomon: 0,052
Alteromonadale HTCC2188;: HTCC 0,36¢
Alteromonadale J11¢ 0,041
Alteromonadale OoMeC 0,011 | 0,00¢
Chromatiale 0,52¢ | 0,26€ | 0,69¢
Chromatiale Chromatiacee Nitrosococcu 0,04
Chromatiale Ectothiorhodospirace 0,07¢ | 0,007 | 0,00t
Chromatiale Ectothiorhodospirace | Halorhodospir: 0,217 | 3,79¢
Enterobacteriale Enterobacteriace 0,00¢
HTCC218t¢ HTCC208¢ 0,04C | 0,02
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Tablica 7.1. Nastavak

Legionellale 4,297 | 0,64: | 0,721
Legionellale Coxiellacea 0,39: | 0,09¢
Legionellale Legionellaces 0,24¢ | 0,05 | 0,00¢
Legionellale Legionellaces Legionell 0,461
Oceanospirillale 0,02:
Oceanospirillale Alcanivoracacee Alcanivoray 0,61¢
Oceanospirillales Halomonadaceae Can_dldatus 0,004
Portiera

Oceanospirillale | Oceanospirillacei Oleibacte 0,00¢
Oceanospirillale Oleiphilacea 0,007 | 0,08¢
Pseudomonadal | Moraxellacea 0,00¢
Pseudomonadal | Moraxellacea Acinetobacte 0,16: | 1,24C | 0,02¢
Salinisphaeral¢ 0,147
Salinisphaeral¢ Salinisphaerace Ostalc 0,07z
Salinisphaeral¢ Salinisphaerace Salinisphaer 0,00¢
Thiotrichale: Piscirickettsiace: 0,15: | 0,34t | 0,04:
Vibrionales Pseudoalteromonadac: | Ostalc 0,301 | 26,34"
Vibrionales Pseudoalteromonadac 0,047 | 7,15¢
Vibrionales Pseudoalteromonadac: | Vibrio 0,00¢
Vibrionales Vibrionacea Ostalc 0,03t
Vibrionales Vibrionacea Vibrio 0,12¢ | 16,82¢
Xanthomonadal¢ | Xanthomonadace 0,18¢
Xanthomonadal¢ | Xanthomonadace Luteibacte 0,05¢
Xanthomonadale | Xanthomonadace Luteimona 0,30¢
Xanthomonadal¢ | Sinobacterace 0,38¢
[Marinicellales [Marinicellaceae 0,022
[Marinicellales [Marinicellaceae Marinicella 0,14C | 4,50z
TA18
PHOS-HD2¢9 0,16( 0,00¢

SBR109:

VHS-B5-5C 0,30¢ | 0,45¢

Spirochaete

Spirochaete

Spirochaetale Spirochaetace 0,01«
[Leptospirae
[Leptospirales Leptospiraces Leptonem 0,19

TM6 0,00t | 0,067
SJA-4

S119¢ 0,27t

T™M7

MJIK1C 0,003

SC: 0,02¢

TM7-1 0,07t | 0,00:
TM7-3 0,02( | 0,08
WO5E 0,10C | 0,00¢
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Tablica 7.1. Nastavak

Verrucomicrobi;

Opitutac

0,00¢

0,06¢

Opitutale:

Opitutacea

0,06(

Opitutale:

Opitutacea

Opitutus

0,07¢

0,22¢

0,017

Puniceicoccale

Puniceicoccace

Ostalc

0,04¢

[Pelagicoccale:

[Pelagicoccacea

Pelagicoccu

0,05(

Verrucomicrobia

Verrucomicrobiale

Verrucomicrobiace:

0,11C

Verrucomicrobiale

Verrucomicrobiace:

Verrucomicrobiur

0,107

Verrucc-5

R7€-B12¢

0,00¢

[Pedosphaera

0,18:

[Pedosphaerale

0,115

WPE-2

0,02¢

WS:E

PRF-12

Sedimer-1

CV1o0¢

0,08:¢

[Caldithrix]

KSB1

Ucnl1573.

11,78

[Thermi]

Deinococc

Deinococcale

Trueperace:

B-42

0,17¢
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7.2. Faze oporavka denitrifikacijskin bakterija

Za vrijeme prve faze oporavka denitrifikacijskih kberija vrijednost saliniteta je
konstantno iznosila 32,0 u oba reaktora, a tempexae varirala od 23,8 do 24,2 °C u
denitrifikacijskom bioreaktoru A te od 21,5 do 23@® u reaktoru B (slika 7.2.1.).

Temperatura (°C)
26 -
24 -
22 -
= reaktor A reaktor B
20 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.1. Vrijednosti saliniteta u denitrifikacijskim reakima A i B tijjekom prve faze

oporavka.

Za vrijeme druge faze oporavka denitrifikacijskirakterija u oba reaktora je
zabiljezena konstantna vrijednost saliniteta od8 320k se temperatura kretala od 23,9 do
25,6 °C u bioreaktoru A te od 23,3 do 25,4 °C kitea B (slika 7.2.2.).

Temperatura (°C)
26 -
24 -
22 -
e reaktor A ====reaktor B
20 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.2. Vrijednosti saliniteta u denitrifikacijskim reakima A i B tijekom druge faze

oporavka.
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Tijekom prve faze oporavka denitrifikacijskin bakja u bioreaktoru A
zabiljezene su pH vrijednosti u rasponu od 7,1Bd®, a u reaktoru B u rasponu od 7,28 do
8,51 (slika 7.2.3.).

pH

8,5 A
8,0 A
7,5 -
7,0 -

6,5 -

reaktor A reaktor B
6,0 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dani

Slika 7.2.3.pH vrijednost u denitrifikacijskim reaktorima ABitijekom prve faze oporavka.

Tijekom druge faze oporavka denitrifikacijskih baija pH vrijednosti su se
smanjivale od ptetne od 8,64 u oba bioreaktora do 8,33 u bioreakfor 8,27 u reaktoru B
(slika 7.2.4.).

pH
9,0 -

8,5

d

8,0
7,5 A
7,0 A

6,5 -

reaktor A reaktor B
6,0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.3.pH vrijednost u denitrifikacijskim reaktorima ABi tijekom druge faze oporavka.
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Najvete vrijednosti koncentracije kisika zabiljezene supatetku prve faze oporavka:
1,6 mg/L u denitrifikacijskom bioreaktoru A te 1yBg/L u bioreaktoru B, dok je najniza
vrijednost u reaktoru A bila 0,2 mg/L, a u reakt@&®,1 mg/L (slika 7.2.5.).

Koncentracija (0,)
(mg/L)

2,00 - reaktor A  e==reaktor B
1,75 -
1,50 -
1,25 -
1,00 -~
0,75 A
0,50 A

0,25 - v

0,00 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.5.Koncentracija kisika (&) u denitrifikacijskim reaktorima A i B tijekom pevfaze

oporavka.

Najveta vrijednost koncentracije kisika od 1,6 mg/L z@iiéna je na samom §etku
druge faze oporavka u oba denitrifikacijska bioteek dok je najniza vrijednost u bioreaktoru
Aiznosila 0,2 mg/L, a u bioreaktoru B 0,1 mg/LiKal7.2.6.).

Koncentracija (0,)

(mg/L)
2,00 -

1,75 A
1,50 -
1,25 A
1,00 -
0,75
0,50
0,25 -

0,00 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

reaktor A reaktor B

Da%?

Slika 7.2.6.Koncentracija kisika (&) u denitrifikacijskim reaktorima A i B tijekom dge faze

oporavka.
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Najveta izmjerena vrijednost koncentracije nitrathog KasSu denitrifikacijskom
bioreaktoru A tijekom prve faze oporavka iznosé&8p,43 mg/L, a u bioreaktoru B 21,60 mg/L,

dok je najniza vrijednost od 0 mg/L zabiljeZzenaba oeaktora (slika 7.2.5.).

Koncentracija
NO;-N (mg/L)
35 -
e reaktor A e reaktor B
30 A
25 A
20 A
15 -
10 -~

5 -

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.5. Koncentracija nitratnog duSika (N@I) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom prve faze oporavka.

Vrijednost koncentracije nitratnog duSika tijekomruge faze oporavka u
denitrifikacijskom bioreaktoru A su se kretale g8 5do 19,87 mg/L, a u reaktoru B od 1,37 do
20,32 mg/L (slika 7.2.6.).

Koncentracija
NO;-N (mg/L)
35 -
30 -
25 -
20

15 -
10 -

reaktor B

reaktor A

0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.6. Koncentracija nitratnog duSika (N@I) u denitrifikacijskim reaktorima A i B
tijekom druge faze oporavka.
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Vrijednosti koncentracije ukupnoga amonijakalnogikla tijekom prve faze oporavka
u bioreaktoru A su varirale od 1,42 do 3,73 mg/ly eeaktoru B u 2,24 do 4,67 mg/L (slika
7.2.7.).

Koncentracija
UAN (mg/L)
6 -
5 .
4 .
3 .
2 .
1 4
reaktor A  e==reaktor B
O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.7. Koncentracije ukupnoga amonijakalnog duSika (UAN) denitrifikacijskim
reaktorima A i B tijekom prve faze oporavka.

Za vrijeme druge faze oporavka u oba denitrifilkd@) bioreaktora zabiljezena je
najniza vrijednost koncentracije UAN 1,20 mg/l, deknajveéa vrijednost zabiljezena u reaktoru
Aiznosila 2,99 mg/L, a u reaktoru B 2,11 mg/LKali7.2.8.).

Koncentracija
UAN (mg/L)
6 -

= reaktor A  ====reaktor B
5 4

4

3 -

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.8. Koncentracije ukupnoga amonijakalnog duSika (UAN) denitrifikacijskim
reaktorima A i B tijekom druge faze oporavka.
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Koncentracija nitrithog dusSika tijekom prve fazeoogvka denitrifikacijskih bakterija u
reaktoru A kretala se od 0,02 do 0,30 mg/L, a utwea B od 0,07 do 0,34 mg/L, (slika 7.2.9.).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)

1,00 - e reaktor A e reaktor B
0,75 -
0,50 -

0,00 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.9. Koncentracije nitritnog duSika (NAN) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom prve faze oporavka.

Koncentracija nitrithog dusSika tijekom prve fazeoogvka denitrifikacijskih bakterija u
reaktoru A kretala se od 0,11 do 0,47 mg/L, a ktwea B od 0,08 do 0,59 mg/L (slika 7.2.10.).

Koncentracija
NO,-N (mg/L)

1,00 - e regktor A e reaktor B

0,75 -

0,50 -

0,25 ~ \

0,00 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.10. Koncentracije nitritnog duSika (NEN) u denitrifikacijskim reaktorima A i B
tijekom druge faze oporavka.
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Brzina uklanjanja nitratnog duSika tijekom prve dabporavka denitrifikacijskih
bakterija bioreaktorima A i B od 12. dana bila nktantna oko 40 mg/Ld kada su zabiljezene i
najvete vrijednosti od 44,27 mg/Ld u reaktoru A i 43,9@/bd u reaktoru B (slika 7.2.11.).

Brzina uklanjanja
NO;-N (mg/Ld)
50 ~

40 -
30 A
20 -

10 -

= reaktor A reaktor B
0 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.11.Brzina uklanjanja nitratnog duSika (N®) u denitrifikacijskim reaktorima A i B
tijekom prve faze oporavka.

Brzina uklanjanja nitrathnog dusSika tijekom drugedaoporavka denitrifikacijskih
bakterija bioreaktorima A i B bila je konstantnaook0 mg/Ld od 4. dana kada je zabiljezena
najveta vrijednosti od 41,90 mg/Ld u reaktoru A, dok gveta vrijednost od 43,32 mg/Ld u
reaktoru B zabiljezena 7. dan (slika 7.2.12.).

Brzina uklanjanja
NO;-N (mg/Ld)

50 +

40 -

|

30 A

20 A

10 -

reaktor A reaktor B
0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.12.Brzina uklanjanja nitratnog duSika (N®) u denitrifikacijskim reaktorima A i B

tijekom druge faze oporavka.
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PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika tjek prve faze oporavka u oba
denitrifikacijska reaktora je od 12. dana bila kansna na oko 121 mgfoh kada su zabiljeZzene
najvee vrijednosti od 133,33 mgfuhu reaktoru A i 132,25 mghu u reaktoru B (slika 7.2.13.).

Povrsinska brzina
ukljanjanja NO;-N
(mg/m?d)
150 -
125 -
100 -
75 A
50 -
25 A

0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

—Ireaktor A.‘ —rcleaktor B

Slika 7.2.13. PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika ¢NNJu denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom prve faze oporavka.

PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika bjekdruge faze oporavka u oba
denitrifikacijska reaktora je od 7. dana bila kamsha na oko 121 mgfeh kada su zabiljeZene
najvee vrijednosti od 123,54 mgfah u reaktoru A i 130,48 mgfu u reaktoru B (slika
7.2.14).

Povrsinska brzina
uklanjanja NO,-N
(mg/m?2d)
150 -

125 -

|

100 A
75 A
50 A
25 A

= reaktor A = reaktor B
0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.14. PovrSinska brzina uklanjanja nitratnog duSika ¢(NNJu denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom druge faze oporavka.

XXIV



PRILOZI

Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika tijekopnve faze oporavka u oba
denitrifikacijska reaktora je od 12. dana bila kansna na oko 485 mg/Ldan kada su zabiljezene
najvete vrijednosti od 533,33 mg/Ldan u reaktoru A i ®B8mg/Ldan u reaktoru B (slika
7.2.15.).

Volumna brzina
uklanjanja NO,-N
(mg/Ld)
600 -
500 -
400 -
300 A

200 -

100 -
reaktor A reaktor B
O T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dani

Slika 7.2.15. Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika MN®)u denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom prve faze oporavka.

Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika tijekaiinuge faze oporavka u oba
denitrifikacijska reaktora je od 7. dana bila kamsha na oko 485 mg/Ldan kada su zabiljezene
najvete vrijednosti od 494,18 mg/Ldan u reaktoru A i ®21mg/Ldan u reaktoru B (slika
7.2.16.).

Volumna brzina
uklanjanja NO;-N
600 (Me/td)

500 —
400 -

300 A
200 -

100 1 reaktor A reaktor B
O T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Dani

Slika 7.2.16. Volumna brzina uklanjanja nitratnog duSika (NQ)u denitrifikacijskim

reaktorima A i B tijekom druge faze oporavka.
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Ucinkovitost uklanjanja nitratnog duSika za vrijemervg faze oporavka
denitrifikacijskih bakterija 100% -tna vrijednosbstignuta je 14. dan u oba reaktora (slika
7.2.17.).
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Slika 7.2.17.U¢inkovitost uklanjanja nitratnog dusSika (N®)u denitrifikacijskim reaktorima A

i B tijekom prve faze oporavka.

Ucinkovitost uklanjanja nitratnog duSika za vrijemeruge faze oporavka
denitrifikacijskih bakterija maksimalne vrijednostl 98,2% u reaktoru A i 99,16% u reaktoru B,

zabiljezene su 7. odnosno 11. dan (slika 7.2.18.).
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Slika 7.2.18.Uc¢inkovitost uklanjanja nitratnog dusSika (N®)u denitrifikacijskim reaktorima A

I B tijekom druge faze oporavka.
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