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Sazetak

Biolosko uklanjanje dusikovih spojeva uporabom mikroorganizama kljucan je proces u mnogim postrojenjima za procis¢avanje
otpadnih voda. Iznimno korisnim u uklanjanju dusikovih spojeva pokazali su se predstavnici amonijak oksidirajuc¢ih bakterija
i arheja kojima pripadaju rodovi poput Nitrosococcus, Nitrosomonas, Nitrosopumilus, ali i nitrit oksidirajucih bakterije poput
Nitrococcus, Nitrobacter, Nitrospira i Nitrospina. Denitrifikaciju u postrojenjima za biolosku obradu otpadnih voda provode
rodovi poput Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Flavobacterium. U ovom radu dan je pregled mikroorganizama koji se
upotrebljavaju u bioloskoj obradi otpadnih voda opterecenih dusikovim spojevima, odnosno u procesima nitrifikacije, denitri-

fikacije te “anammox” i “comammox” procesima.
Kljucne rijeci
Mikroorganizmi, nitrifikacija, denitrifikacija, ciklus dusika

1. Uvod

Biolosko uklanjanje dusikovih spojeva iz otpadnih voda
uporabom mikroorganizama ima Siroku primjenu u po-
strojenjima za procis¢avanje otpadnih voda, a poznavanje
karakteristika mikroorganizama klju¢no je za uspjesno pro-
vodenje procesa. Nitrifikacija doprinosi smanjenju, a deni-
trifikacija porastu pH-vrijednosti.” U prvom stupnju (nitri-
fikacija) amonijak se aerobno prevodi u nitrat. U drugom
stupnju (denitrifikacija) nitrat se pretvara u plinoviti dusik
pod anoksi¢nim uvjetima. Nitrifikacija je autotrofni proces,
Sto znaci da bakterije energiju za rast dobivaju oksidaci-
jom dusikovih spojeva, ponajprije amonijaka. Denitrifika-
ciju pokrec¢u anoksi¢ni uvjeti, nakon sto mikroorganizmi
tijekom nitrifikacije potrose kisik te nitrat postaje krajnji
akceptor elektrona u metabolickim putevima oksidacije
organskih spojeva.? Stoga se mikroorganizmi koji sudjelu-
ju u procesima nitrifikacije i denitrifikacije razlikuju prema
fizioloskim svojstvima, a uvjeti odvijanja procesa su razlici-
ti. Ipak postoje mikroorganizmi koji pri optimalnim uvje-
tima mogu provoditi procese nitrifikacije i denitrifikacije
u jednom stupnju. Prednosti odvijanja procesa u jednom
stupnju su manji troskovi, manji utrosak kisika u odnosu
na procese koji se provode u dva stupnja, to jest upotreba
mjesovitih mikrobnih kultura koje su otpornije na mikro-
biolosko onecis¢enje od cistih mikrobnih kultura.>* Ne-
dostatci uporabe mikroorganizama sposobnih za provode-
nje nitrifikacije i denitrifikacije u jednom stupnju su spori
rast i nemogucnost zadovoljavajuce kontrole procesnih
parametara, osobito u industrijskom mijerilu.®® Mikrobne
vrste koje imaju sposobnost provodenja reakcija redukci-
je, odnosno oksidacije dusikovih spojeva dijele se prema
fizioloskim znacajkama na mikroorganizme koji sudjeluju
u procesima: amonifikacije, nitrifikacije, denitrifikacije,
anaerobnoj oksidaciji amonijaka (poznata kao “anammox”

" Autor za dopisivanje: prof. dr. sc. Tonci Rezi¢
E-posta: trezic@pbf.hr

proces) i interkonverziji nitrita i nitrata.® Anaerobna oksi-
dacija amonijaka te interkonverzija nitrita i nitrata procesi
su tijekom kojih mikroorganizmi istodobno provode vise
reakcija redukcije i oksidacije, u jednom stupnju. Razvoju
navedenih procesa doprinijela je identifikacija mikroorga-
nizama koji imaju sposobnost heterotrofne nitrifikacije i
aerobne denitriifkacije.%"2

Dosadasnja istrazivanja uklanjanja dusikovih spojeva iz ot-
padnih voda uporabom mikroorganizama bila su usmjere-
na na identifikaciju mikroorganizama koji provode te pro-
cese i razumijevanje mehanizama kojima mikroorganizmi
provode oksidaciju odnosno redukciju dusikovih spojeva.
Takoder je istrazen i utjecaj okolisnih uvjeta na provodenje
procesa nitrifikacije i denitrifikacije, a osobito je istrazen
utjecaj procesnih parametara (koncentracije kisika, omjera
C/N, pH-vrijednosti i temperature) na odvijanje procesa bi-
oloskog uklanjanja dusikovih spojeva.™'® Stoga je u ovom
radu prikazan pregled mikroorganizama koji provode te
procese, mehanizmi djelovanja kao i utjecaj najvaznijih
okolisnih uvjeta na odvijanje procesa.

2. Biogeokemijski ciklus dusika

Ciklus dusika je kompleksna biokemijska transformacija
koja ukljucuje razne dusikove spojeve i njihovo kruzenje
kroz atmosferu, kopnene i vodene ekosustave. Biljke, Zivo-
tinje i mikroorganizmi, poput bakterija, arheja i odredenih
protista, igraju klju¢nu ulogu u tom ciklusu, jer omogucuju
prelazak dusika iz jednog oblika koji je nedostupan drugim
Zivim bi¢ima, u drugi oblik koji je dostupniji. Uobicajeno
se u ciklusu dusika prepoznaju tri glavna procesa: fiksacija
dusika (N,), nitrifikacija i denitrifikacija."” Mikroorganiz-
mi koji su identificirani kao sudionici tih procesa nazivaju
se fiksatori dusika, nitrifikatori i denitrifikatori. Medutim,
daljnja istrazivanja otkrila su postojanje dodatnih procesa,
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sto je dovelo do prepoznavanja ukupno pet prihvacenih
procesa (sedam glavnih reakcija) unutar ciklusa dusika (sli-
ka 1). Ti procesi ukljucuju:

1) amonifikaciju, koja obuhvaca fiksaciju dusika, kao i
asimilacijsku i disimilacijsku redukciju nitrita/nitrata u
amonijak (reakcije 11 2 naslici 1),

2) nitrifikaciju (reakcije 3A, 3B i 4 na slici 1),
3) denitrifikaciju (reakcije 6A — D na slici 1),

4) anaerobnu oksidaciju amonijaka, poznatu kao
“anammox” proces (reakcije 7A — C na slici 1),

5) interkonverziju nitrita i nitrata (reakcije 4 i 5 na slici 1)."®
Proces mineralizacije organske tvari cesto se pogresno
smatra kao amonifikacija, dok se za asimilaciju cesto
netocno tvrdi da ukljucuje procese regulacije stvaranja
amonijaka i njegov unos. Svakako, oba procesa sudje-
luju u ciklusu dusika i njegovom kretanju kroz biosferu
(slika 1).1819

Nitrifikacija i denitrifikacija, kao klju¢ni procesi u kontek-
stu procis¢avanja otpadnih voda, ostvaruju znacajne rezul-
tate u ucinkovitom uklanjanju stetnih dusikovih spojeva iz
otpadnih voda.
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Slika 1 — Glavni procesi ciklusa kruzenja dusika u prirodi'®
Fig. 7 — Main processes of the nitrogen cycle in nature'®

2.1. Nitrifikacija

Proces nitrifikacije sastoji se od oksidacije amonijaka
(NH,") u nitrit (NO,") (slika 1, reakcija 3) i oksidacije ni-
trita (NO,7) u nitrat (NO;") (slika 1, reakcija 4), a uklju-
Cuje tri skupine mikroorganizama: 1) mikroorganizme koji
oksidiraju amonijev ion, Il) mikroorganizme koji oksidiraju
ione nitrita i 1) “comammox” organizme (engl. complete
ammonia oxidizers; prijevod: mikroorganizmi koji u pot-
punosti oksidiraju amonijak NH,*/NH;), odnosno mikro-
organizmi koji oksidiraju NH,* sve do NO;~ u jednom ko-
raku (slika 1, reakcije 3A, 3B i 4; slika 2). Mikroorganizmi
koji oksidiraju amonijev ion (AOM, engl. ammonia-oxidi-
sing microbes; prijevod: amonijak oksidirajuci mikroorga-
nizmi) mogu biti amonijak oksidirajuce arheje (AOA, engl.
ammonia-oxidising archaea) i amonijak oksidirajuce bak-
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terije (AOB, engl. ammonia-oxidising bacteria), dok su mi-
kroorganizmi koji oksidiraju nitrite nitrit oksidirajuce bak-
terije (NOB, engl. nitrite-oxidising bacteria) (slika 2).17202"
Neki od kemolitotrofnih predstavnika Betaproteobacteria i
Gammaprotebacteria te Crenarchaeota pripadaju mikrob-
nim vrstama koje oksidiraju amonij iona. Isto tako, postoje
metanotrofni i heterotrofni mikroorganizmi koji uspjesno
oksidiraju NH,* u NO,~, ali iz njega se ne koriste energi-
jom za rast."® Predstavnici skupina Il i lll ukljucuju kemo-
litotrofne mikroorganizme koji se koriste NO,~, odnosno
NH,* kao jedinim izvorima energije za stanicni rast i ra-
zvoj. NOB predstavnici pripadaju nekim razredima unutar
koljena Proteobacteria i Nitrospirota, dok zasad poznati
predstavnici “comammox” organizama pripadaju iskljuci-
vo rodu Nitrospira (slika 2).2%** Dosad poznate i uzgojene
vrste Nitrospira poput N. moscoviensis, N. japonica i N.
lenta dokazano ne mogu upotrebljavati NH,* kao supstrat,
to jest kao izvor energije za razliku od “comammox” orga-
nizama.??* Proizvedeni NO,™ i NO,~ u aerobnim reakci-
jama nitrifikacije mogu se interkonvertirati (slika 1, reak-
cije 4 i 5) te mogu posluziti kao supstrati u asimilacijskoj/
disimilacijskoj redukciji nitrita/nitrata u amonijak (slika T,
reakcija 2), a posljedi¢no stvoreni NH,*/ NH; moze se asi-
milirati (slika 1).1819

AOM i NOB mikroorganizmi nisu filogenetski blisko po-
vezani i nemaju predstavnika koji moze oksidirati oba
supstrata (NH,* i NO,7). Stoga postoji interakcija tih
mikroorganizama, pri ¢emu jedna mikrobna vrsta rabi
produkte metabolizma dusika druge vrste. S druge stra-
ne, odvijanje potpune nitrifikacije oksidacijom NH,™ u
NO,~ energetski je povoljnije, te time “comammox” or-
ganizmi imaju prednost u rastu u odnosu na “nepotpu-
ne organizme” kao $to su AOM i NOB (slika 2) (potpu-
na nitrifikacija — AG* = —349 k] mol~" NH;; oksidacija
NH,* — AG”" = —275 k) mol™" NH; i oksidacija NO,™ —
G = =74 kfmol™' NO,").22»

KLASICNA NITRIFIKACIJA u dva koraka
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Slika 2 —Jednostupanjski i dvostupanjski postupak nitrifikacije s
poznatim predstavnicima nitrificiraju¢ih mikroorganiza-
maZS—ZB

Fig. 2 —One- and two-step nitrification process with known
representatives of nitrifying microorganisms?>-28
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Kao primjer “comammox” organizma navodi se Candida-
tus Nitrospira inopinata (Ca. N. inopinata) koji posjeduje
enzime potrebne za oksidaciju i NH,* i NO,™. Zanimljivo
je da se Ca. N. inopinata po niskoj identi¢nosti nukleo-
tida razlikuje od druge dvije poznate “comammox” vrste
Candidatus Nitrospira nitrosa i Candidatus Nitrospira ni-
trificans.?>?° NOB Nitrospira posjeduju dvije do pet para-
lognih kopija gena nxrA i nxrB, dok Ca. N. inopinata ima
samo jednu kopiju navedenih gena za oksidaciju NO,. S
druge strane, Ca. N. inopinata posjeduje homologe karak-
teristicnih enzima bitnih za oksidaciju NH,* poput AMO i
HAO. Za razliku od redoslijeda gena amoCAB kao u AOM,
Ca. N. inopinata posjeduje novi tip amoA gena koji pripa-
daju u posebnu amoA klasu A i amoA klasu B unutar loze
I, a sluze kao njihov filogenetski marker. “Comammox”
amoA geni ne mogu se detektirati s klasicnim PCR pocet-
nicama za AOM amoA gene. Jedini hao gen koji posjeduje
taj “comammox” organizam kodira proteinski kompleks ci-
tokrom C koji u konacnici nalikuje na istoimene komplek-
se pronadene u svim AOM. Sli¢no kao amoA, geni amoB
i amoC, kao i hao, spadaju u razlicite klase povezane s
odgovaraju¢im homolozima AOM te medusobno dijele
zajednickog pretka. Prisutnost novih tipova AMO i HAO
koji dijele zajednicko podrijetlo s istoimenim enzimima
predstavnika AOB poput Betaproteobacteria unutar filoge-
netski razgranatog roda Nitrospira ukazuje na modularnu
evoluciju dusikova ciklusa i daje mu dodatnu slozenost u
procesu nitrifikacije.'8-20

2.2. Denitrifikacija

Denitrifikacija je proces redukcije NO,™ preko inter-
medijera poput dusikova oksida (NO) i didusikova ok-
sida (N,O) u molekularni dusik u anoksi¢nim uvjetima
(NO;~ — NO,” — NO — N,0 — N,) (slika 1, reakcija
6A — D). Mikroorganizmi koji mogu izvrsiti sve tri reakcije
denitrifikacije s dodatnom redukcijom NO,~ u NO,™ nazi-
vaju se potpuni denitrifikatori (engl. complete denitrifiers).
Ipak, vec¢ina kemolitotrofnih bakterija i arheja sadrzava
samo neke gene (nar, nir, nor, nos) koji kodiraju enzime
ukljucene u reakcije 5, 6A, 6B i/ili 6C (slika 1). Stoga, Ce-
sto takvi nepotpuni metabolicki putevi mogu dovesti do
nakupljanja i, posljedi¢no, emisije dusikovih staklenickih
plinova izravno u atmosferu i okolis, kao sto su NO i N,O
ili do neuspjeha u iscrpljivanju NO;~ prisutnog u okolisu u
velikim koncentracijama. Enzimi ukljuceni u reakcije deni-
trifikacije su reduktaze s pripadajucim supstratima: NO,~,
NO,", NO i N,O.8

Ukupna reakcija denitrifikacije je:
2NO,” +10e + 12 H* — N, + 6 H,0. (1)

Redoks-reakcije unutar procesa denitrifikacije su:

NO,” + 2H* + 2e~ — NO,” + H,0, )
NO,” + 2 H* + e- — NO + H,0, 3)
2NO +2H*+2e — N,O + H,0, 4)
N,O + 2 H* + 2 e~ — N, + H,0. (5)
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Najces¢i predstavnici denitrifikatora su vrste roda Pseu-
domonas, Achromobacter Acinetobacter, Agrobacterium,
Bacillus, Flavobacterium i Serratia te poznati predstavnici
poput Thiobacillus denitrificans i Micrococcus denitrificans.
Isto tako, dokazano je da nekoliko eukariota, ukljucujuci
gljive i krednjake (protiste), mogu reducirati NO,™ ili NO,~
u NO/N,O odnosno N,."8

2.3. “Anammox” proces i amonifikacija

“Anammox” (engl. anaerobic ammonium oxidation) je
anaerobna oksidacija NH,/NH,* koja upotrebljava NO,~
kao akceptor elektrona, a u konacnici stvara molekular-
ni dusik (slika 1, reakcija 7). Osim NO,~, bakterije koje
sudjeluju u “anammox” procesu upotrebljavaju i supstrat
NH,/NH,* za stvaranje N, preko intermedijara poput NO
i hidrazina (N,H,, reakcije 7A — C). Radi svojih karakteri-
stika, “anammox” je glavni proces uklanjanja viska dusika
u oceanu i zonama s minimalnom koncentracijom kisika.
U “anammox” proces ukljuceni su iskljucivo predstavni-
ci bakterija Brocadiaceae iz reda Planctomycetales poput
Brocadia, Kuenenia i Scalindua koji sadrzavaju organelu
anamoksom. Proces anaerobne oksidacije NH,/NH,* ko-
ristan je za procis¢avanje otpadnih voda, jer istodobno
uklanja NO,™ i NH; bez stvaranja staklenickog plina kao
sto je N,O."®

Proces amonifikacije obuhvaca razgradnju molekula pro-
teina preko aminokiselina do amonijaka, a moze se postici
fiksacijom dusika (slika 1, reakcija 1) ili asimilacijskom/di-
similacijskom redukcijom nitrita u amonijak (slika 1, reak-
cija 2, ANRA/DNRA, engl. assimilatory/dissimilatory nitrite
reduction to ammonium). Ti procesi mogu ukljucivati i re-
dukciju nitrata (NO;7) u nitrit (NO,") (slika 1, reakcija 5),
pri cemu se tad nazivaju asimilacijskom/disimilacijskom re-
dukcijom nitrata u amonijak (NH,*/NH,). Skupni naziv za
sve mikroorganizme koji sudjeluju u procesu amonifikacije
jesu amonifikatori.

Mikroorganizmi koji fiksiraju dusik nazivaju se diazotrofi-
ma, a najpoznatiji predstavnici su neke vrste iz porodice
Azotobacteraceae, zatim rodovi Rhizobia, Frankia te pred-
stavnici cijanobakterija Trichodesmium i Cyanothece. Fik-
sacija dusika je iznimno osjetljiva na prisutnost kisika, a
proizvedeni NH,*/NH, asimilira se u biomasu ili ga dalje
rabe anaerobni i aerobni mikroorganizmi koji oksidiraju
NH,+/NH,.19

ANRA i DNRA drugi su nacini odvijanja procesa amoni-
fikacije. DNRA je anaerobni proces s mikroorganizmi-
ma koji NO;~ upotrebljavaju kao akceptor elektrona za
stanicno disanje umjesto kisika, reducirajuc¢i ga u NO,™.
Isto tako, DNRA moze zapoceti izravno s NO,™ kao ak-
ceptorom elektrona. Dusik se dalje pretvara iz oblika
NO,™ u NH,*. Zatim moze do¢i do asimilacije NH,* u
biomasu mikroorganizama, pri ¢emu tad govorimo o
ANRA procesu.’® DNRA i ANRA procesi sastavljeni su od
dvaju izravnih koraka te ne dolazi do proizvodnje inter-
medijara, poput NO i N,O, kao u procesu denitrifikacije
(NO;~ — NO,” — NH,"). Ipak, navedeni staklenicki pli-
novi mogu biti otpusteni kao nusprodukt, buduci da NO,~
stvoren procesima DNRA i ANRA i dalje moZze uci u proces
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denitrifikacije te uzrokovati njihovo stvaranje (NO;~ — N
0O, — (NO — N,0 — N,) — NH,"). Dosad su utvrdeni
mnogi morski prokariotski mikroorganizmi sa sposobnoscu
odvijanja ANRA/DNRA procesa, kao i neki predstavnici
eukariota poput krednjaka.'®'®

2.4, “Comammox” proces

Otkrice novog procesa kao Sto je potpuna nitrifikacija
preko “comammox” organizama, s rodom Nitrospira kao
predstavnikom, u usporedbi s klasi¢cnom nitrifikacijom ima
niz prednosti tijekom provodenja procesa u industrijskom
mijerilu. “Comammox” organizmi imaju Sirok metabolic-
ki potencijal sto pridonosi poboljsanom uklanjanju niskih
koncentracija onecis¢ujucih tvari iz otpadnih voda (sli-
ka 3).%° Tijekom bioremedijacije, “comammox” Nitrospi-
ra moze imati klju¢nu ulogu zbog mogucnosti obavljanja
potpune nitrifikacije koja rezultira manjom emisijom sta-
klenickih plinova. Stoga su “comammox” organizmi bolji
uvjetima poput stresa i nove zZivotne okollne nize koncen-
tracije hranjivih tvari i kisika te su metabolicki raznovrsniji
za razliku od AOM i NOB mikroorganizama (slika 3).2%3’
Treba napomenuti da su tijekom istrazivanja geotermalnih
voda u Republici Hrvatskoj identificirani geni koji pokazu-
ju prisutnost “comammox” mikroorganizama. Uporabom
identificiranih gena i sintetske biologije moguce je kreirati
mikroorganizme koji ¢e omoguciti uspjesno provodenje
opisanih procesa u industrijskom mijerilu.>?

‘g . —

3 NH, Geneticki potencijal [wsok afinitet za supstrate}
<

3 ligotrofi

éc \AOM amoA xr vt [ oligotrofi ]
E ~ hao [ nize koncentracije O, j
E 5‘ NO,~ hyb Y fmdc [ tolerancija na stres j
g \NOB urtABCDE fdh uklanjanje

g hyd mikropolutanata

z| LNO,- Metabolicka laksa prilagodljivost

S raznovrsnost bioreaktorima

Slika 3 — Prednosti “comammox” organizama®
Fig. 3 - Advantages of “comammox” organisms?

3. Utjecaj okolisnih ¢cimbenika na procese
uklanjanja dusikovih spojeva iz otpadnih
voda

Promjene u koncentracijama kisika, izvora ugljika i dusika,
odnosno udjela donora i akceptora elektrona te tempera-
ture i pH-vrijednosti znatno utjecu na procese uklanjanja
dusikovih spojeva iz otpadnih voda.*

Amonifikaciji pogoduje visok udio elektron donora u od-
nosu na udio elektron akceptora, u suprotnom se provodi
proces denitrifikacije. Vrijednosti biokineti¢kih parame-
tara, specificne brzine rasta i konstante zasi¢enja mogu
ukazati na ogranicenja i smjer odvijanja procesa uklanja-
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nja dusikovih spojeva. Visoka vrijednost omjera navedenih
konstanti ukazuje na visok afinitet mikroorganizma prema
supstratu i omogucuje uspjesno provodenje procesa i pri
vrlo niskim koncentracijama supstrata, u suprotnom dolazi
do ogranicenja i utjecaja koncentracije pojedinih tvari na
ukupnu brzinu procesa. Inaktivacija i inhibicija dusikovim
spojevima prisutna je kod procesa nitrifikacije i denitrifi-
kacije i karakterizira se konstantama inhibicije za pojedini
mikroorganizam. Vrijednosti tih konstanti ovise o vrsti mi-
kroorganizma, vrsti dusikova spoja te pH-vrijednosti. Kon-
centracija slobodnog amonijaka od 10 do 150 mg'~" i od
0,1 do 1,1 mg'"™" moZze inhibirati aktivnost nitrit oksidira-
jucih bakterija, to jest amonijak oksidiraju¢ih bakterija.'**
Takoder, neki od dusikovih oksida imaju izraziti inhibicijski
ucinak na enzime koji sudjeluju u procesima nitrifikacije i
denitrifikacije te u niskim koncentracijama mogu negativ-
no utjecati na brzine tih procesa. Prisutnost nitrata ili nitrita
u koncentracijama 3 — 4 puta ve¢im od konstante zasice-
nja smanjuje brzinu heterotrofne nitrifikacije u usporedbi
s procesima u kojima je amonijev ion jedini izvor dusika.>®

Optimalne temperature za provodenje autotrofne nitrifika-
cije su od 22 do 27 °C, a za heterotrofnu denitrifikaciju od
20 do 40 °C.** Na proces denitrifikacije znacajan utjecaj
ima temperatura i pH-vrijednost. Pri niskim temperatura-
ma (0 — 5 °C) brzina denitrifikacije znatno se smanjuije.
Opcenito, povecanjem temperature za svakih 10 °C brzina
denitrifikacije se udvostrucava. Procesu simultane nitrifika-
cije i denitrifikacije pogoduje temperatura u intervalu od
15 do 35 °C. Promjene temperature mogu utjecati na dru-
ge parametre, ukljucujuci omjer C/N, pH te sastav mikrob-
ne zajednice, stoga su potrebna daljnja istraZivanja da bi se
dodatno odredili utjecaji navedenih parametara.*®

Oksidacija amonijaka tijekom nitrifikacije s Thiosphaera
pantotropha najuspjesnije se provodila u alkalnom po-
drucju. Stabilnosti hidroksil-amina (inhibitora nitrifikacije)
smanjena je pri vis§im pH-vrijednostima, dok je aktivnost
enzima nitrifikacije povecana.™ Kineticka istrazivanja de-
nitrifikacije s P denitrificans pri razlicitim pH-vrijednosti-
ma ukazala su na razli¢itost metabolickih puteva tijekom
provodenja procesa kod razlicitih pH-vrijednosti. Tijekom
procesa redukcije nitrata pri pH-vrijednosti 5,5 dolazi do
akumulacije nitrita i dusikovih oksida, a proces se provodi
postupno u koracima. Kod 8,5 dolazi do akumulacije nitri-
ta, ali ne i nitrata. Slican utjecaj pH-vrijednosti primijecen
je i tijekom redukcije nitrita. Pri pH 5,5 proces se provodio
u dva stupnja uz akumulaciju dusikovih oksida. Alkalna
sredina (pH 9,5) pogoduje odvijanju procesa u jednom
stupnju.™ Nitrifikacija doprinosi smanjenju, a denitrifikaci-
ja porastu pH-vrijednosti, stoga se tijekom istodobne nitri-
fikacije i denitrifikacije pH-vrijednost lakse odrzava.®

Vrsta i koncentracija hranjivih sastojaka (izvora ugljika i
dusika te koncentracija otopljenog kisika) imaju vazan
utjecaj na dinamiku procesa nitifikacije i denitrifikacije.®
Najuspjesnije uklanjanje amonijevih iona (80 %) ostvare-
no je pri omjeru C/N 4. Nasuprot tome, slabo uklanjanje
amonijevih iona (42 %) postignuto je pri visem omjeru C/N
10. Rezultati istraZivanja pokazali su da pri visokom omje-
ru C/N heterotrofne bakterije dominiraju nad autotrofnim
bakterijama, Sto rezultira smanjenjem ucinkovitosti ukla-
njanja dusikovih spojeva, osobito amonijevih iona.?
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U procesima obrade otpadnih voda dolazi do promjena
omjera C/N, te je za postizanje ucinkovite denitrifikacije
potrebno dodavati organski ugljik kao npr. metanol, etanol
ili octenu kiselinu.™ Dodavanje metanola ili drugih izvo-
ra ugljika poskupljuje proces obrade otpadnih voda te su
stoga razvijeni postupci autotrofne denitrifikacije uz vodik,
sumpor ili neki drugi anorganski donor elektrona. Paraco-
ccus denitrificans ima sposobnost autotrofnog i heterotro-
fnog rasta. Navedeno svojstvo pogoduje primjeni bakterije
Paracoccus denitrificans u procesima autotrofne denitrifi-
kacije.

3.1. Utjecaj koncentracije Kisika na procese nitrifikacije i
denitrifikacije

Aerobni uvjeti pogoduju procesu nitrifikacije, dok je efika-
sna denitrifikacija limitirana pri visokim koncentracijama
otopljenog kisika i uspjesno se provodi pri mikroaerofil-
nim ili anaerobnim uvjetima.® Omjer specificne brzine
respiracije i konstante brzine zasi¢enja kisikom ukazuje na
potrebu mikroorganizma za kisikom. Kad omjer ima visu
vrijednost, ogranicenost kisikom je manje izgledna nego
kod mikroorganizama kod kojih su te vrijednosti nize."
Konstante zasi¢enja kisikom za amonijak oksidirajuce bak-
terije i nitrat oksidirajuce bakterije su 0,3 mgl~', odnosno
1,1 mgl~", sto ukazuje na to da nitrat oksidirajuce bakteri-
je imaju vise vrijednosti kriticne koncentracije otopljenog
kisika kod kojih se ostvaruje maksimalna brzina respiracije
od amonij-oksidiraju¢ih bakterija. Stoga, smanjenje kon-
centracije otopljenog kisika moze povecati nakupljanje
NO,". Prevladavanje ovakvih problema moguce je prila-
godavanjem koncentracije otopljenog kisika potrebama
mikroorganizma za kisikom, u suprotnom, tijekom nitrifi-
kacije dolazi do nakupljanja amonijaka i nitrita kao me-
duprodukta oksidacije amonijaka te smanjene produkcije
nitrata.""®

Da bi se provela potpuna nitrifikacija, uobicajeno je da
koncentracija otopljenog kisika bude visa od 5 mgl~'. Do
nepotpune nitrifikacije dolazi ako je koncentracija otoplje-
nog kisika u interval od 0,3 do 1,5 mgl~". Proces denitrifi-
kacije uspjesno se provodi kad je koncentracija otopljenog
kisika niza od 0,5 mgl~'. Koncentracije vise od 1 mg|™'
imaju negativan utjecaj na proces denitrifikacije, te dolazi
do inhibicije.*® Navedene razlike u koncentracijama oto-
plienog kisika posljedica su utjecaja kisika na aktivnost en-
zima koji sudjeluju u procesima nitrifikacije i denitrifikaci-
je. Visoke koncentracije kisika inhibiraju redukciju nitrata.
Istrazivanja su pokazala da niske koncentracije otopljenog
kisika imaju pozitivan utjecaj na rast i aktivnost bakterija iz
roda Nitrospira koje sudjeluju u “comammox” procesima.
Koncentracija otopljenog kisika klju¢na je i kod regulaci-
je “anammox” procesa. Za provodenje uspjesnog procesa
koncentraciju otopljenog kisika treba regulirati i odrzavati
u intervalu od 0,6 do 0,8 mgl~". Koncentracije kisika koje
su nize od 2 % koncentracije zasi¢enja inhibiraju aktivnost
“anammox” bakterija, nadalje, visoke koncentracije kisi-
ka ireverzibilno inhibiraju aktivnosti “anammox” bakterija.
Ako se Zeli uspjesno provoditi “anammox” proces zajedno
s procesom denitrifikacije, koncentracija otopljenog kisika
ne bi smjela biti veca od 0.7 mgl~'.37
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Potrebno je spomenuti i istrazivanja Robertsona i Kuene-
na s T. pantotropha, bakterijom koja moze provoditi ae-
robnu denitrifikaciju. Taj proces nazvan je korespiracijom.
Pri navedenom procesu dolazi do usporavanja u prijenosu
elektrona tijekom kojeg stanice prilagodavaju metabolizam
uvjetima okoline tako da nakupljene elektrone prenose na
denitrifikacijske enzime. Stoga, da bi se otkrio mehanizam
aerobne denitrifikacije, bitno je razjasniti regulaciju prije-
nosa elektrona.*® Smatra se da dolazi do natjecanja susta-
va za nitrifikaciju i respiraciju za kisikom, pri ¢emu proces
nitrifikacije prevladava. S fizioloskog gledista oksidacijom
NADP elektroni u prisutnosti dovoljne koli¢ine kisika redu-
ciraju kisik. Ako je koncentracija kisika nedostatna, dolazi
do oksidacije nitrata ili nitrita i provodi se denitrifikacija.
Nedostatak nitrata i nitrita usmjerava proces u smjeru nitri-
fikacije i redukcije amonijaka do nitrita, koji onda pokrece
denitrifikaciju i osigurava protok elektrona.*

4. Zakljucak

Prilagodavanjem okolisnih uvjeta (koncentracijama kisika,
izvora ugljika i dusika, to jest udjela donora i akceptora
elektrona te temperature i pH-vrijednosti) moze se znat-
no povecati ucinkovitost uklanjanja dusikovim spojeva u
sustavima za biolosku obradu otpadnih voda. Metabolic-
ki potencijal mikroorganizama koji rabe dusikove spoje-
ve kljucan je za uspjesno odvijanje procesa amonifikacije,
nitrifikacije, denitrifikacije te “anammox” i “comammox”
procesa. Identifikacija mikroorganizama koji imaju moguc-
nosti uklanjanja dusikovim spojeva olaksana je primjenom
metoda molekularne biologije i genetike, odnosno identi-
fikacijom gena i enzima klju¢nih za odvijanje tih procesa.
Potrebno je naglasiti da uzgoj pojedinih mikrobnih vrsta
s izrazenim potencijalom nije mogu¢ u laboratorijskim
uvjetima, a njihova je taksonomska identifikacija otezana.
Nadalje, odredivanje biokinetickih parametara vazno je za
postavljanje procesa i procjenu utjecaja okolisnih uvjeta na
tijek odvijanja bioprocesa. Dodatno, potrebno je prilagodi-
ti i razviti odgovarajuce bioreaktorske sustave koji ¢e omo-
guciti optimalne uvjete potrebne za uspjesno provodenje
procesa uklanjanja dusikovih spojeva iz otpadnih voda
upotrebom mikroorganizama.

Popis kratica

List of abbreviations
AMO — amonij monooksigenaza
— ammonia monooxygenase

anammox  — anaerobna oksidacija amonija
— anaerobic ammonium oxidation

ANRA — asimilacijska redukcija nitrita u amonijak
— assimilatory nitrite reduction to ammonium
AOA — amonij-oksidirajuce arheje
— ammonia-oxidising archaea
AOB — amonij-oksidirajuce bakterije
— ammonia-oxidising bacteria
AOM — amonij-oksidirajuci mikrobi

— ammonia-oxidising microbes
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comammox — potpuni oksidanti amonija/potpuna oksidacija

amonija
— complete ammonia oxidisers/oxidation

DNRA — disimilacijska redukcija nitrita u amonijak
— dissimilatory nitrite reduction to ammonium
HAO — hidroksilamin oksidoreduktaza
— hydroxylamine oxidoreductase
NOB — nitrit-oksidirajuce bakterije
— nitrite-oxidising bacteria
NXR — nitrit oksidoreduktaza
— nitrite oxidoreductase
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SUMMARY

Application of Microorganisms in the Processes of Removing Nitrogen
Compounds from Wastewater
Maja Mitrovi¢® and Tonci Rezic®

The biological removal of nitrogen compounds using microorganisms is a key process in many
wastewater treatment plants. Representatives of ammonia-oxidising bacteria and archaea, belong-
ing to genera such as Nitrosococcus, Nitrosomonas, Nitrosopumilus, as well as nitrite-oxidising
bacteria such as Nitrococcus, Nitrobacter, Nitrospira, and Nitrospina, have proven to be extreme-
ly effective in removing nitrogen compounds. Denitrification in plants for biological wastewater
treatment is carried out by genera such as Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Flavobacterium.
This paper provides an overview of the microorganisms used in the biological treatment of waste-
water loaded with nitrogen compounds, including processes such as nitrification, denitrification,
“anammox” and “comammox”.
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