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SaZetak:

Cilj ovog rada je bio optimizirati parametre prozesoloSke obrade otpadnih voda te odrediti njihov
utjecaj na odvijanje procesa poénometode odzivnih povrSina. Bioproces simultaneifikiicije i
denitrifikacije je proveden u horizontalnom rotis&g¢m cijevnom bioreaktoru (HRCB) s biofilmom
mikroorganizma Paracoccus denitrificans. Podaci dobiveni eksperimentom su alivani statisttkim
metodama linearne regresije i viSesmjerne analgance. Utvdene su kridne vrijednosti za brzinu
protoka hranjive podloge (0,6 L/h) te brzinu rofaddioreaktora (16,9 mif). Na temelju provedenog
istrazivanja moze se zakdjii da statisttki najzn&ajniji utjecaj na proces simultane nitrifikacije i
denitrifikacije ima brzina protoka hranjive podloge

Klju éne rije¢i: simultana nitrifikacija i denitrifikacija, HRCB Paracoccus denitrificans, metoda
odzivnih povrsina, biofilm

1. UvOD

Uklanjanje duSikovih spojeva iz otpadnih voda je saZznije u svijetu zbog svojeg velikog ekonomske§oloSkog zné&aja.
Otpadne vode optetene visokim kollinama organskih spojeva s duSikom se3t@vaju bioprocesima aerobne nitrifikacije,
te anaerobne denitrifikacije (Huilinir i sur. 201@a uspjeSno prodenje prdéis¢avanja, tj. procesa obrade otpadne vode
potrebno je bioprocese fiki razdvoijiti ili promjeniti aerobne uvjete okoline anaerobne, nakon provedbe aerobne faze
procesa. Bakterij@aracoccus denitrificans moZe istodobno provoditi nitrifikaciju i denitriféciju, Sto omogéava provedbu
bioprocesa u samo jednom stupnju.

U procesu obrade otpadnih voda se u praksi set&orito razltito konstruirani bioreaktori, ali & efikasnostesto imaju
bioreaktori u kojima dolazi do formiranja mikrobndmpfilma nego bioreaktori sa suspendiranom mikmhnbiomasom.
Izmedu ostalog, formiranje mikrobnog biofilma na stijamka reaktora n&Xe pozitivno utjée na stabilnost i fizioloSku
aktivnost mikrobne biomase. Od bioreaktora s mikiwbbiofilmom za obradu otpadnih voda secedje primjenjuju biodisk
reaktori, prokapni filteri, submerzni biofilterig tijevni bioreaktori.

Horizontalni rotirajdi cijevni bioreaktor (HRCB) je bioreaktor s karaflittikama rotirajieg biodisk reaktora i bioreaktora s
tankim slojem. HRCB je ispunjen pregradama u obfikstena koje povavaju raspolozivu povrsinu za formiranje mikrobnog
biofilma, a osim toga pregrade utiei na strujanje hranjive podloge u bioreaktoru.

U ovom istrazivanju praitava se utjecaj procesnih parametara bioreaktozinfoprotoka (F, L/h) i brzina rotacije bioreaktora
(n, mirtY)] na uklanjanje dusikovih spojeva u HRCB-u. Uspjest procesa uklanjanja duSikovih spojeva se pnjuge na
osnovu volumetrijske potrodnje duSikas(iNmgN: LthY). Kako bi se odredio utjecaj procesnih parametaraolumetrijsku
potroSnju dusika koriStena je metoda odzivnih poargresponse surface methodology, RSM). Cilj B#tanja je odrédivanje
meduzavisnosti procesnih parametara, te njihov utjaaajolumetrijsku potroSnju dusSika i pronalazenptiroalnih vrijednosti
procesnih parametara, kako bi se onddiguypovetanje efikasnosti procesa..
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2. Teorijski dio
2.1. Simultana nitrifikacija i denitrifikacija

Proces simultane nitrifikacije i denitrifikacije ppoproces u kojemu se nitrifikacija i denitrifikigcprovode istovremeno i pod
istim uvjetima u istom bioreaktoru. 1z otpadne vageuklanja amonijak, ptiemu je krajnji produkt bioprocesa elementarni
dusik (Nb).

Proces simultane nitrifikacije i denitrifikacije g&5 naziva i heterotrofna nitrifikacija i aerobdanitrifikacija. Za provdenje

tog bioprocesa se ri@Xe koriste mikroorganizmiNitrosomonas europaea (za nitrifikaciju), te Thiosphaera pantotropha i
Pseudomonas denitrificans (za denitrifikaciju).

Za provatenje bioprocesa simultane nitrifikacije i denikétije se koriste bioreaktori radgth izvedba i razliti nagini
vodenja procesa, a zajedka karakteristika tih sustava je visoka efikasn(@®Q-100%) uklanjanja organskih spojeva s
duSikom. Jedan tip sustava koristi kruzni ciklugivalog mulja, pricemu se izmjenjuju aerobna i anaerobna faza ili se
stimulira formiranje aerobne i anaerobne mikrozonetar flokula aktivnog mulja ili biofilma.

Kako bi se bioproces simultane nitrifikacije i deifikacije efikasno odvijao, neophodna je kontralgeta okoline bioprocesa,
Sto ukljuituje kontrolu: koncentracije otoplienog kisika, pHjednosti, koncentracije amonijaka i slobodnogrbidilamina,
temperature, te trajanja aeracije. demo je da optimalna koncentracija otoplienog kisikaosi 1,3 mgt?, pri ¢emu je
koncentracija otopljenog kisika od 1 mgminimum za odvijanje procesa denitrifikacije. Kontracija otopljenog kisika
mora biti dovoljno visoka za odrzavanje aktivnastrificirajucih i denitrificirajutin bakterija, ali ne smije biti previsoka jer
visoke koncentracije otopljenog kisika inhibirajmzemski sustav koji provodi denitrifikaciju. Optinmh raspon pH za
provaienje procesa simultane nitrifikacije i denitrifilkjgcje izmeiu 7,5 i 8,6. Tijekom procesa nitrifikacije pH vigieost
pada, a tijekom denitrifikacije raste (Matsumosur. 2007).

2.3. Bioreaktori s mikrobnim biofilmom u procesimaobrade otpadnih voda

Formiranje mikrobnog biofilma u bioreaktoru pozitovdjeluje na karakteristike bioprocesa, jer seiagobisoka koncentracija
aktivnih mikrobnih stanica, a budiuda je tako onemogeno ispiranje stanica bioproces se moze provoditbzinama
razrjeienja véim od maksimalne brzine rasta mikroorganizma. Ztmgg se primjenom bioreaktora s mikrobnim biofilmom
ostvaruju vée produktivnosti procesa u odnosu na bioreaktaresisspendiranom mikrobnom biomasom. Formiranjem
mikrobnog biofilma oteZzava se dobava kisika doistam unutradnjosti biofilma, Sto aktivira njihomaerobni metabolizam,
odnosno stvaraju se uvjeti za istovremeno pdewge anaerobnih i aerobnih procesa unutar istogeéktora (Kumar i Anand
1998.). Buddi da je omogtieno istodobno proviznje anaerobnih i aerobnih bioprocesa, za uspjeBradu otpadne vode je
u tom sléaju potreban puno manji reaktorski volumen postijgjea obradu otpadne vode, Sto smanjuje i troSkirade
(Moser F. 1991; Wolfbauer i sur. 1978). JoS jedoaitvno svojstvo mikrobnog biofilma je manja izkiost mikrobnih
stanica prema Stetnim tvarima koje su prisutnepadrioj vodi. Primjeri takvih bioprocesa su uklapgaamonijevih iona,
nitrita, nitrata i cijanata iz otpadnih voda.

Glavno svojstvo po kojemu se mogu podijeliti bidteai s mikrobnim biofilmom je nosana kojemu se formira biofilm, a on
moZe bit stacionarna inertna povrSinadlirste fluidiziranedestice. Bioreaktori s mikrobnim biofilmom na fluzitianim
¢vrstim ¢esticama se dijele na: ,air-lift* bioreaktore biaktore s fluidiziranim ili lebd&m slojem, toranjske bioreaktore te
bioreaktore s unutraSnjom cirkulacijom podloge pémpumpe. Bioreaktori s mikrobnim biofilmom ®arstoj stacionarnoj
inertnoj povrSini su: prokapni filteri, submerzilidri, aktivni biofilteri i rotirajuci bioloski kontaktori, koji su poznatiji pod
nazivom biodisk reaktori. Pri visokim hidrodinatkim opteréenjima u primjeni imaju prednost bioreaktori s Biabm
formiranim nacvrstoj stacionarnoj povrSini. Glavne mane bioreekts mikrobnim biofilmom su relativno dug vremenski
period potreban za formiranje biofilma i rast bi@@aoteZana dobava kisika (mali aeracijski kapgdiéeotezana kontrola
procesnih parametara sustava (pH, temperaturdjirdebiofilma) (Moya i sur. 2012).

Kod bioreaktora s rotiraim elementima su neki od nedostataka bioreaktonaiksobnim biofilmom uklonjeni. Glavna
karakteristika biodisk reaktora su rotiréjuiskovi koji su uronjeni u otpadnu vodu do 40%oj®g promjera, a biofilm se
formira na tim diskovima i izm#u njih. Takva konstrukcija bioreaktora omdgua bolju kontrolu procesnih parametara i
debljine biofilma. Procesi u biodisk reaktorima igtazito stabilni, zbogiega se primjenom biodiskreaktora postize visok
stupanj préis¢avanja, a na njega nema Zagn utjecagak ni nagli porast koncentracije supstrata u ulazmoku. Jos jedna
prednost biodisk reaktora je jednostavna konstjakicielativno mali potreban radni prostor. Rotawij diskova se postize
naizmjenéni kontakt mikrobnog biofilma sa zrakom i otpadnamdom, ¢ime se osigurava opskrba mikrobnih stanica
kisikom, a brzinom rotacije diskova se moze koiirtatil debljina mikrobnog biofilma (Huilinir i su2010).

Kod obrade voda s velikim organskim optemejem ¢esto je potrebno duze vrijeme zadrzavanja, a tonege postii
ugradnjom pregrada u prihvatnu posudu bioreak@ibag svojih karakteristika, biodisk reaktori se ikte u obradi otpadnih
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voda s toksinim i teSko razgradivim spojevima, npr. u obradidimih spojeva iz rafinerija, u obradi otpadnih sosl fenol-
formaldehidnim smolama te otpadnih voda s t&hkish organskim spojevima (npr. klorfenol, toluenkfigi i Eker 2001).
Prokapni filteri sadrzg€estice nos&a velike specifine povrSine na kojima se formira mikrobni biofilPrekocestica nosga
se jednokno propusta otpadna voda koja se dbja, a préiS¢éena voda se skuplja na dnu bioreaktora. Struktossa
osigurava strujanje zraka i tekne, tj. osigurava dobavu kisika i hranjivih tvaid stanica mikroorganizma. Prednosti
prokapnih filtera su jednostavan ¢ira vodenja procesa, lako odrzavanje procesa te toleeamej promjene temperature i
toksicnih tvari. Glavne mane prokapnih filtera su veligana povrSina, osjetljivost na niske temperatarghogcinjenice da
se uglavnom koriste otvoreni prokapni filteri tiggk rada se osloda neugodan miris te moze d@d do kontaminacija
larvama insekata ili crvima. Aktivni biofilteri ssastoje od nekoliko posuda, od kojih su dvije a&ogske posude. Kod ovog
tipa bioreaktora biomasa raste u obliku biofilma (&aktor) te u obliku suspendiranih flokula (2ak®r). U prvom
bioreaktoru se provodi primarna obrada i to tak@el@tpadna voda rasprSuje preko pregrada na k@ifieamiran biofilm, a
zatim se u drugom koraku djelotnd obraena otpadna voda dodatno ahujg u aeracijskom bazenu, u kojemu je biomasa
suspendirana u obliku flokula. Posljednja faza ugklje izdvajanje aktivnog mulja (biomasa u oblikukilta) iz pr@iS¢ene
vode te povratak aktivhog mulja u proces. Aktiviofiiteri imaju relativno visoku dinkovitost pr@iS¢avanja, a njihova
primjena je jednostavna i pouzdana. Submerznirifide nalik prokapnim filterima, a glavna im je liga to Sto je kod
submerznih filtera nogapotpuno uronjen u otpadnu vodu. MijeSanje suspereikontrola debljine mikrobnog biofilma se
postize aeracijom. No&ge potrebno regenerirati da bi se uklonio viSatindse te tako sprijgo zatepljene submerznog
filtera.

Horizontalni rotirajéi cijevni bioreaktor (HRCB) sjedinjuje karakterlgti cijevnih bioreaktora s tankim slojem i biodisk
reaktora. Unutrasnjost HRCB-a je ispunjenja pregiradprstenovima koji su poloZzeni okomito na aksijalbs bioreaktora.
Razmak izméu pojedinih diskova je moge mijenjati, kao i razinu tekine unutar bioreaktora. Pregradni prstenovi
pove&avaju povrsinu za formiranje mikrobnog biofilma.rfiranje mikrobnog biofilma na stijenkama bioreaktomogiéuje
vodenje procesa pri ¥em brzinama razrigenja. Jedna od zdajnih karakteristika horizontalnih cijevnih biordaka je
¢epoliko strujanje, zbogega su dobar izbor za bioloSku obradu otpadnih vtlalfbauer i sur. 1978) te za procese
biokonverzije (Nipkow i sur. 1986; Moser 1991). Kinsi (prstenovi) koji su postavljeni uzduz osi HR@Bdodatno
pospjesujucepoliko strujanje ujedavanjem aksijalnih brzina strujanja tékwe. MijeSanje tekéine se postize rotacijom
bioreaktora pricemu dolazi do trenja izrde tekwine i unutarnje povrSine bioreaktora. Glavne pratinborizontalnih
cijevnih bioreaktora su: laksi ,scale-up® (konsteijit veteg bioreaktora na temelju &tiosti), jer je potrebno poznavati manje
parametara u odnosu na bioreaktore sa suspenzijomabe; po duljini bioreaktora se formira gradijéancentracije
otopljenih tvari, Sto sptava represijsku kinetiku (npr. inhibicija enzimaoguoktom); mijeSanje unutar horizontalnih
rotirajucih bioreaktora ne ovisi o vremenu,éve duljini bioreaktora. Glavna mana horizontalnijewnih bioreaktora je otezani
prijenos kisika, zbogega nisu pogodni za izrazito aerobne procese (zgoj biomase kvasca).

2.4, Statistitka analiza podataka

Metoda odzivne povrSine (response surface methggpl®SM) je skup statistkih tehnika koje nalaze primjenu u
modeliranju i analizi procesa u kojima se pratiiedmji ovisi o nekoliko varijabli, a cilj je optilmacija odziva (Montgomery,
1997).

Glavna statistka metoda za testiranje thevisnosti procesnih parametara jest analiza vaggANOVA). Ova metoda se
najce&e koristi pri analizi nezavisnih parametara iZneojih se razlike ne mogu iskazati kvantitativikiod nezavisnih
parametaraija se vrijednost izrazava kvantitativno (npr. peei parametri bioprocesa), potrebno je promatraijgdog
raspona vrijednosti koje parametar moze popringtpnih vrijednosti koje nisu bile predene planom eksperimenta. Analiza
varijance je disperzijski statigki test kojim se ispituje da li rezultati, odnosstatistiéki uzorci, dolaze iz populacije s
jednakim varijancama.Nul-hipoteza kod ANOVA-e padmijeva da su srednje vrijednosti unutar tretménpr. ista
vrijednost jednog parametra, a drugi se mijenjangke ida pripadaju istoj populaciji, te da je jamija izmelu srednjih
vrijednosti rezultat pogreSke. Ukupna varijacijalataka je izraZzena preko zbroja kvadratnih odsfapaojedinih odziva (¥
od srednje vrijednosti odzivg) za n sldaja (opazaja):

"
5SS = (x+a)" = EFD{}H‘ - 7) 1)
Analizom varijance se ukupna varijacija podatak&d(Srazdjeljuje na doprinos parametara )SSdoprinos sldajne greske
(SS):
55, = 55, + 55, (2)
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SS je u biti zbroj kvadratnih odstupanja od srednjgednosti izmeéu tretmana (razlite vrijednosti parametara), a S@
zbroj kvadratnih odstupanja od srednje vrijednostitar tretmana. Varijance s&uaaju pomdéu izraza:

]
= ®
sl=2¢ @)
?';ll?

pri ¢emu su v i vy pripadajéi stupnjevi slobode. Kako bi se testirala nuletgza koristi se Fisherov statistik, koji je
definiran omjerom varijanci (iznd@ i unutar tretmana):

FI.'!I:i‘?EJ i’?.xj = j:_if (5)

Budwi da je pretpostavka da je proces opisan stétisti linearnim modelom i da je pogreSka normalnoezawisno
distribuirana, u skaju ispravnosti nul-hipoteze opazajni statistik) (i& raspodijeljen po Fisherovoj raspodijeli. Devija F-
vrijednosti od Fisherove raspodjele ukazuje daredrge vrijednosti populacija raZiie, odnosno da ispitivadimbenik utje€e
na populaciju. U tom slaju, valjanost F-vrijednosti se testira pridruzijean p-vrijednosti, koja pokazuje vjerojatnost
znaajnosti F-vrijednosti.

Kada se analiziraju eksperimenti u kojima se igpittjecaj dva ili viselimbenika koristi se visesmjerna analiza varijance.
Kod viSesmjerne analize varijance ukupni zbroj ka#anih odstupanja se rastavlja na doprinose pajedimbenika i doprinos
slu¢ajne pogreske:

— =
S'SEDE - _Z['=155.x.['_ + 'i_;jsﬂ ) (6)
pri ¢emu je k ukupni brofimbenika.

Granina razina statistke zn&ajnosti @) je mjerilo za osjetljivost statistkog testa. 1znos razine ztagnosti oznsava
postotak u kojemu je dozvoljena greSka odbacivanjehipoteze. Npr. ukolika iznosi 0,05 to ozrimva da tvrdimo da je nul-
hipoteza ispravna s vjerojat@osod 95%, odnosno vjerojatnost da nul-hipoteza m@avna iznosi samo 5%. Odabir
vrijednosti razine zn@jnosti uvelike ovisi o kontekstu istrazivanja. $frazivanjima s veoma ozbiljnim posljedicama (npr.
medicina, farmacija) potrebna je éaerazina sigurnosti pri odbacivanju nul-hipotezdnasno, primjenjuju se vrijednosti
razine zn#éajnosti manje od 0,01. Razina Zamosti je vaZzan statigki podatak, méutim potrebno je uzeti u obzir i praktiu
znaajnost rezultata, bududa mogénost statistikog testa da odbaci nul-hipotezu ovisi o broju akar

Kod velikog broja uzoraka moze @dodo odbacivanja nul-hipoteze na temelju statistg testa, makar su razlike izdwe
srednjih vrijednosti prihvatljive u praksi i ne pitavljaju opasnost za sigurnost i zdravlje ljlidruge strane, kod malog
broja uzoraka statiski test ne mora odbaciti nul-hipotezu, iako su ik&zls inZenjerskog aspekta velike. Uzevsi u obzir
razlike izmetu statisttkog i inZenjerskog glediSta, evidentno je da jeglmta i inZenjerska procjena statiké analize. Zbog
toga je preportljivo da se navodi iznos p-vrijednosti, a ne sardaas s razinom zgajnosti (p <a, p >a), jer se na taj r@n
kvantificira mjera zn&ajnosti. (Ukrainczyk, 2010.)

Linearna regresijska analiza je skup statisi metoda poméu kojih se mogu definirati relacije iz odziva i nezavisnih
varijabli.Jedan od modela koji se koriste je vidgdt regresijski model. ViSestruki regresijski mbde algebarski model
pomaiu kojega se moZe anafiki odrediti statisttka povezanost jedne zavisne varijable s dvijesie\nezavisnih varijabli.
Opcenita jednadZba viSestrukog regresijskog modela je:

¥ =flX X K )+ & (7)

gdje jee slwajna varijabla koja modelu daje stohé&stikarakter i predstavlja odstupanja od funkciobnglrodnosa koja su
nepoznata.

Model viSestruke regresije se s obzirom na paranujeli na linearne i nelinearne modele, a mozZermiti razlicite oblike.

Model se izabire na temelju zahtjeva konkretne fim. Linearni modeli su najjednostavniji i &&fe koriSteni, pogotovo
zato jer je mogée velik broj nelinearnih modela svesti na lineanaodel primjenom transformacija. Nege primjenjivan
linearni model je polinomna jednadzba, pogotovodkani polinom:

Y =F+ E;‘?:lﬁj‘:{j + E}{=11@3}'X;2 + EE‘::_llZ_F;=E+1-IB:'jX:'Xj + = (8)

pri ¢emu je k broj varijabli, &€ su regresijski koeficijenti.

TEDl Vol 6 (2016) page 51



International Interdisciplinary Journal of Young Scientists from the Faculty of Textile
Technology

Koeficijent determinacije (B oznaava udio protumgenog dijela zbroja kvadrata odstupanja od zbrojadkata ukupnih
odstupanja zavisne varijable od srednje vrijednosti je stoga relativni pokazatelj reprezentatitinosgresije:

(S‘Sror = 557’9_9 + 559:)

R =T ©)
ot

Sto je koeficijent determinacije blizi jedan, pranami model je reprezentativniji. Nedostatak koiggditta determinacije kao
mijerila reprezentativnosti @njenica da nije nepristran, jer jedréto je véi broj regresorskih varijabli u modelu.

3. Materijali i metode
3.1. Karakteristike bioreaktora

Karakteristtne dimenzije bioreaktora su: duljina 2,00 m; umjiapromjer 0,25 m. UnutraSnjost bioreaktora jeuisjgna
pregradnim prstenovima unutarnjeg promjera 0,18 mgiusobna udaljenost izrde pojedinih prstenova je 0,02 m. Volumen
tekwine u bioreaktoru je odrzavan na 15 L. MijeSanjeostvaruje rotacijom cijelog bioreaktora, Sto seogmuje s
elektromotorom povezanim preko remenice i remebi@aktorom, a pri tome je bioreaktor poloZzen abture s kuginim
lezajevima. Aeracija se provodila kroz centralnewckojacini os bioreaktora. Kroz cijelo trajanje eksperirtgeje odrzavan
stalan protok zraka u iznosu 152 L/h. Sustavi zakavanje su postavljeni uzduz bioreaktora, @wmsebno udaljeni 0,40 m.

3.2. Postavke eksperimenta

Inokulum radne kulture mikroorganiznfaracoccus denitrificans uzgojen je pri temperaturi 20 + 1°C na slozenojjivaj
podlozi sljedéeg sastava (izrazeno u g/L): 10 Na-acetat, 8ROy, 0,3 KHPQy, 3,5 NHCI, 7 MgSQ, 0,4 KO, te uz
dodatak elemenata u tragovima (Robertson i Kueh®82). Hranjiva podloga je bila podvrgnuta steaitigi pri 121 °C u
trajanju od 20 min. Inokulacija HRCB-a je izvrSesm 7,5 L suspenzije biomase radnog mikroorganizoja je dobivena
Sarznim uzgojem u bioreaktoru s mjeSalom. Prihvanje je zap&elo 24 h nakon inokulacije pri brzini protoka 1 li/brzini
rotacije bioreaktora 10 min Od inokulacije do pojave stabilnog mikrobnog biof je proslo 15 dana te je zagto
ispitivanje utjecaja brzine protoka hranjive podiddrzine rotacije bioreaktora na dinamiku biog®a simultane nitrifikacije
i denitrifikacije.

3.3. Analiticke metode

Koncentracija biomase je odiigana centrifugiranjem uzorka (V = 35 mL) pri 45€fin u trajanju 20 min, zatim dvostrukim
pranjem demineraliziranom vodom te suSenjem pri D% trajanju 48 h. Supernatant dobiven centriilgem suspenzije
biomase je posluzio kao uzorak za dgivanje koncentracije amonijevih, nitratnih i nibith iona, te kemijske potrebe na
kisiku (KPK). Sva mjerenja su provedena u 3 paealal eksperimentalne gresSke su bile u rasponu 4Mésa biofilma je
odretivana skupljanjem uzoraka sa unutarnje povrSineehidora. Uzorak je zatim bio suspendiran u demiigranoj vodi,
centrifugiran, dvaput opran demineraliziranom vodaratim suSen 48 h pri 105 °C. Plinoviti produkibprocesa (NO, N&)
su odréivani iz izlaza plina bioreaktora. Uzorci su se 8gsorbirali u otopini koncentrirane®s (97%) s 3% HO.. Nakon
otapanja plinova u otopini, koncentracije produkéasSikovih oksida) su odderane spektrofotometrijski uz primjenu
kolorimetrijskih kitova (obojeno reagiraju s uzorkpi to za amonijeve ione (Merck; no. 1.00683.000dtyatne ione (Merck;
no. 1.09713.0001) te nitritne ione (Merck; no. 7.16.0001). Kao mjeracinkovitosti bioprocesa oddésana je volumetrijska
potroSnja duSika (M) koja se rauna prema sljed®;j jednadzbi:

Ngyp = Mg =Mp o =My (10)

T
gdje su N i Noutr koncentracije duSika na ulazu, odnosno, izlazbiareaktora.\ je kolicina duSika koja se tokom
bioprocesa ugradi u mikrobnu biomasu, a kalkul@gesd pretpostavkom da je sastav bionfasdenitrificans jednak biomasi
Thiosphaera pantotropha (CHi¢0o,sNo2s) (Geraats i sur. 1998)% je hidraultko vrijeme zadrzavanja, odnosno vrijeme
potrebno da oddeni element fluida prie kroz cijeli bioreaktor.

Sadrzaj anorganskih tvari, odnosno pepela, u bibmadenitrificans je odreivan spaljivanjem i iznosio je priblizno 10%.
Statisttka analiza podataka je provedena pémprogramskog paketa Statistica 7 (Stat-Soft, USA).

4. Rezultati i rasprava

TED Vol 6 (2016) page 52



International Interdisciplinary Journal of Young Scientists from the Faculty of Textile
Technology

U prijaSnjim istraZivanjima ufeno je da pri brzinama rotacije bioreaktorgireod 30 mint dolazi do intenzivnog odvajanja
biofilma, te je zbog toga 30 minodreiena kao maksimalna vrijednost brzine rotacije lziktera tijekom bioprocesa.
Mijerenja su provéena tako da se brzina protoka hranjive podlogeax@a konstantnom za cijeli raspon vrijednosti ezi
rotacije bioreaktora, a zatim se promijenila brzimmatoka. Mjerenja su tako izvedena zbog spozmapadthodnih istrazivanja
da brzina protoka hranjive podloge imativatjecaj na dinamiku bioprocesa i stabilnost mikiog biofilma nego brzina
rotacije bioreaktora (Slavica i sur. 2004).

Pri vrijednostima brzine protoka hranjive podloge=R2 L/h i brzine rotacije bioreaktora 30 niife doSlo do odvajanja
biofilma i ispiranja biomase iz bioreaktora, Sto rigzultiralo i povéanom koncentracijom amonijevih iona u izlazu iz
bioreaktora (Tablica 1). Separacija biofilma je kdeksan proces na koji ufje hidrodinamiki uvjeti koji vladaju unutar
bioreaktora, kao i morfoloSke i fizioloSke karakstike samog biofilma (Re&ii sur. 2006).

Tablica 1: Volumetrijska potroSnja dusSika tokom bioprocesanudfane nitrifikacije i denitrifikacije pri raalitim
kombinacijama procesnih parametara (brzina protw&ajive podloge i brzina rotacije bioreaktora)

Br. exp F[L/n] n[min4] Nsna[mgLh-1]
1 0,5 5 10,3
2 0,5 10 11
3 0,5 15 12,5
4 0,5 20 11,9
5 0,5 30 12,1
6 1 5 15,6
7 1 10 14,7
8 1 15 15,2
9 1 20 11,6
10 1 30 12,6
11 15 5 26,9
12 15 10 24,8
13 15 15 24,6
14 1,5 20 22,1
15 15 30 24,1
16 2 5 34,1
17 2 10 19,5
18 2 15 20,8
19 2 20 20,3
20 2 30 254
21 2,5 5 77,2
22 2,5 10 51,8
23 2,5 15 23,6
24 2,5 20 32,9
25 2,5 30 52,1

Poveéanjem brzine protoka hranjive podloge je doSlo iphwetanja volumetrijske potroSnje dusika, Sto je rezultte
koncentracije amonijevih iona unutar bioreaktoravd@anjem brzine rotacije bioreaktora jec¢eo suprotan dinak, Sto
ukazuje na to da intenzivno mijeSanje unutar biigga negativno utjge na bioproces simultane nitrifikacije i denitréiije.
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Pri maksimalnoj brzini protoka hranjive podloge£R2,5 L/h) je opazena fluktuacija volumetrijske n@dhje dusSika, Sto je
posliedica smanjene stabilnosti mikrobnog biofilpra ve¢im brzinama protoka hranjive podloge. Osim togabar uzeti u

obzir da je pri manjim brzinama protoka vrijeme Zayanja zn&jno vee, Sto se iskazuje smanjenjem volumetrijske
potroSnje dusika.

iz, T DTN

= 60
Bl =G0
Bl < 50
] =40
[ ]=30
I < 20
B = 10

Slika 1. Graf odzivne povrSine bioprocesa simultaitdfikacije i denitrifikacije (graf ovisnosti Mametrijske potroSnje dusika
0 procesnim parametrimani F)

Odzivna funkcija je aproksimirana regresijskom &uah, a ima oblik kvadratnog polinoma:
z= 25,0859 —4,1202x — 1,9241y — Q388%xv + 8,9143x% + 91063?}?2 (11)
gdje je z volumetrijska potro3nja duSika, x je beziprotoka hranjive podloge, y je brzina rotacijeréaktora, a brégne

vrijednosti su regresijski koeficijenti.
Tablica 2: Kriténe vrijednosti odzivne funkcije (vrijednosti u kojg odzivna funkcija poprima globalni ekstrem)
Nsnd pri kriti€nim vrijednostima: 7,534193

minimum | kritiéne vrijednosti maksimum
F (L/h) 0,500000 0,60231 2,50000

n (1/min) | 5,000000 16,94687 30,00000

Kriti ¢ne vrijednosti odzivne funkcije su izianate koriStenjem prve i druge parcijalne derivaoijizivne funkcije po x (F) iy
(n), a iznose F = 0,602 L/h i n = 16,95 mhiTablica 2). Pri ovim vrijednostima su odeme minimalne vrijednosti
volumetrijske potrosnje duSika. P@amjem brzine protoka hranjive podloge se gawva i volumetrijska potroSnja dusSika, dok
je utjecaj brzine rotacije bioreaktora promjengto se vidi iz trenda rasta vrijednosti volumekgpotrosSnje dusika i lijevo i
desno od kritine tatke (Slika 1) (vrijednost volumetrijske potroSnjeSika raste i pri pou@nju i smanjenju brzine rotacije

bioreaktora). Iskljgivo na temelju krivulje odzivne povrsine, maguje zakljgiti da poveanjem brzine rotacije bioreaktora
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dolazi i do povéanja volumetrijske potroSnje duSika, ali eksperitabmo je utvdeno da pri velikim brzinama rotacije
bioreaktora dolazi do smanjenja volumetrijske p&nife dusika uslijed odvajanja biofilma i ispirabjamase iz bioreaktora.

(1)F (LML)

6,641854

n (1/min)(Q)

(2)n (1min)(L)

F (L'h)(Q)

1Lby2L

Slika 2. Pareto dijagram utjecaja procesnih pararae(brzina protoka hranjive podloge i brzina rijéadbioreaktora)
navolumetrijsku potroSnju dusSika

Pareto dijagrami (Slika 2) su grélfi prikazi statisttkog zn@&aja parametara. Takav dijagram je pokazatel] sikstes
znaajnosti utjecaja pojedinih parametara, tj. pokdgatdiko pojedini parametar zasebno wgena odziv sustava. 1z grafa je
jasno vidljivo kako daleko naj¢eutjecaj na volumetrijsku potrosnju duSika imaibezprotoka hranjive podloge, tako da je to
najvazniji parametar o kojemu treba vodittwaa. Isto tako, moze se &b da je utjecaj brzine rotacije bioreaktora na
volumetrijsku potroSnju dusSika negativan, Sto d¢@isije smanjenom stabilriiag mikrobnog biofilma pri velikim brzinama
rotacije bioreaktora, uslijetkga moZe dé i do odvajanja mikrobnog biofilma od stijenke t#aktora.

Tablica 3: Vrijednosti volumetrijskih potrosnja dke dobivene eksperimentalno, te teoretskidgareom iz odzivne funkcije
(sve vrijednosti su u mgih?)

| | Nsno (€XP.) | Nsnp (teor.) | ANsnp
T 10,30000 | 16,25611 \ -5,9561
2 11,00000 | 10,42876 | 0,5712
3 12,50000 | 7,79164 | 4,7084
4 11,90000 | 8,34474 | 3,5553
| 5 | 12,10000 | 19,02160 | -6,9216
6 15,60000 | 19,91338 | -4,3134
7 14,70000 | 13,10780 | 1,5922
8 | 15,20000 | 9,49243 | 5,7076
9 11,60000 | 9,06729 | 2,5327
.10 | 12,60000 | 17,78766 | -5,1877
11 26,90000 | 28,03923 | -1,1392
12| 24,80000 | 20,25541 | 4,5446
- 13| 24,60000 | 15,66180 | 8,9382
14 22,10000 | 14,25841 | 7,8416
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15 24,10000 21,02230 3,0777
16 34,10000 40,63366 -6,5337
17 19,50000 31,87158 -12,3716
18 20,80000 26,29973 -5,4997
19 20,30000 23,91810 -3,6181
20 25,40000 28,72550 -3,3255
21 77,40000 57,69665 19,7034
22 51,80000 47,95633 3,8437
23 23,60000 41,40624 -17,8062
24 32,90000 38,04636 -5,1464
25 52,10000 40,89728 11,2027

Temelj statisttke analize koriStenjem metode odzivnih povrSinapjevedena analiza varijance (ANOVA). Na temelju
podataka iz tablica 1 i 3 (Tablica 3), mégye analizom varijance utvrditi statid¢u znaajnost pojedinih parametara, te na taj
nain odrediti utjecaj parametara procesa na odziv.

Tablica 4: Rezultati analize varijance
R?=0,74769
SS df | [F p

(1)F (L/h)(L) 3483,985 |1 ||44,11422 |0,000002
F (L/h)(Q) 349,442 |1 ||4,42464 |0,048975
(2)n (/min)(L) 452,213 |1 ||5,72593 |0,027204
n (1/min)(Q) 466,928 |1 ||5,91224 |0,025101
1L by 2L 141,630 |1 ||1,79332 |0,196324

Na temelju provedene analize varijance moze sestvidp jedino dvostruktlan jednadzbe funkcije odziva nema statigti
zn&ajan utjecaj na odziv, budiuda ima p >o. Analiza varijance takier potviduje pretpostavku koju narée pareto dijagram,
a to je da najw@ utjecaj na odziv sustava, odnosno najvatjecaj na volumetrijsku potroSnju duSika, imaiba protoka
hranjivog medija (Tablica 4). To se moze zakiljuna ratun iznimno niske p-vrijednosti za brzinu protokajsk ozngava
vjerojatnost véu od 99.9% da brzina protoka hranjivog medija injaaaj na volumetrijsku potroSnju dusSika koji jatsticki
zna&ajan, te na temelju F-vrijednosti, koja je sigréfikno velika, a ozriava da su srednje vrijednosti populacija kdtdj Sto
je pokazatelj da brzina protoka hranjive podloga injecaj na populaciju. Ta#er, iz rezultata analize varijance se jasno vidi
da brzina rotacije bioreaktora ima statiktizna*ajan utjecaj na volumetrijsku potroSnju dusSikazadanu razinu zajnostio.
= 0,05. Analiza varijance je potvrdila da brzinatpka hranjive podloge ima statidti najzna&ajniji, te i najvei utjecaj na
volumetrijsku potroSnju dusSika. Koeficijent detenacije iznosi 0,74769 Sto ukazuje da je model bardomekle
reprezentativan, odnosno da relativno dobro opidiniamiku bioprocesa simultane nitrifikacije i deifikacije.

5. Zaklju ¢ak

Uz pom@& metode odzivnih povrSina, statii je obraten relativno velik broj zasebnih mjerenja tokom pekdmenta.
Linearnom regresijom je aproksimirana odzivna fiijaksustava, a na temelju relativno visokog kogitia determinacije R

= 0.74769) moze se zakijti da je reprezentativna. Odiene su kriine vrijednosti odzivne funkcije, odnosno vrijednast
kojima odzivna funkcija poprima globalni minimum,iznose 0,6 L/h za brzinu protoka hranjivog med§al6,9 mirt za
brzinu rotacije bioreaktora. Analizom varijance yb/rdeno da statistki najznaajniji utjecaj na volumetrijsku potrosnju
dusSika ima brzina protoka hranjive podloge. Brziotacije bioreaktora taki@r ima utjecaj na volumetrijsku potrosSnju dusSika,
ali je iz krivulje odzivne povrSine vidljivo da Isie trebalo provesti novo ispitivanje s raiiin vrijednostima brzine rotacije
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kako bi se odredila optimalna vrijednost tog proogsparametra. To se moze zaéijuna temeljucinjenice da je zabiljezen
porast volumetrijske potroSnje duSika i kod p&amga i kod smanjenja brzine rotacije bioreaktoradiijelovanje izméu
brzine protoka i brzine rotacije nije bilo stati&li znatajno, Sto ukazuje da izrle ova 2 parametra ne dolazi do
medudjelovanja koje bi utjecalo na volumetrijsku pdmju duSika. lako prema krivulji odzivne povrSinelumetrijska
potroSnja dusSika raste s porastom brzine protokajive podloge, pri prevelikim vrijednostima brzipeotoka, ali i brzine
rotacije, moze d& do odvajanja mikrobnog biofilma od stijenki biafgora, Sto rezultira ispiranjem biomase iz sustava
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