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Ve¢ mesecev trajajoda raziskava na bioloski &istilni napravi Mezica (CNM), kjer
smo spremljali Stevilne kemijske in bioloske parametre, je dobra podlaga za oceno
delovanja CNM preko daljiega obdobja. Povpreéna kemijska potreba po kisiku
(KPK) na dotoku 298 mgO,/1 in iztoku pod mejo detekcije testa, ki je 15 mgO,/1,
ter povprecna koncentracija amoniaka 11,1 mgNH4-N/l na dotoku in manj kot 0,2
mgNH4-N/1 na iztoku nakazuje na ucinkovito ¢iS¢enje odpadnih voda. Obcasno je
bil ucinek ciSCenja slabsi, kar lahko pripiSemo nezadostnim koli¢inam kisika v
aeracijskem bazenu. Koli¢ino aktivne biomase v aeracijskem bazenu smo dolocali z
merjenjem  koncentracije mikrobnega ATP (adenozin trifosfat). Kolicina
mikrobnega ATP ni korelirala s koncentracijo suSine v aeracijskem bazenu (MLSS)
ali volumnom posedenega blata. Toksicnost iztoka smo preverjali z inhibicijo rasti
testnega organizma Tetrahymena thermophila v komercialno dostopnem biotestu
ProtoxkitF™. V enem vzorcu smo zaznali 13,24 % slab3o rast migetalkarja pri 50
% raztopini vzorca v primerjavi z rastjo v kontrolnemu vzorcu. Izraunana
efektivna doza, ki bi povzrocila inhibicijo rasti pri 50 % organizmov (EC50), je
znaSala 238 %.
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The research done at the biological waste water treatment plant (WWTP) in
Mezica, which was being carried out over a period of several months, included
several chemical and biological analyses and serves as a suitable basis for the
assessment of WWTP’s operation over a longer period of time. The average value
of chemical oxygen demand (COD), namely 298 mg O/l in the influx and 15
mgO,/l in the outflow, which was below the test detection limit, along with the
average ammonium concentration of 11.1 mg NH4-N/I in the inflow and less than
0.2 mg NH4-N/1 in the outflow indicates an efficient waste water purification
process. Occasionally, the water purification process was not as efficient as usual,
which can be attributed to insufficient oxygen in the aeration pool. For the viability
testing of activated sludge, we used bacterial ATP (adenosine triphosphate)
concentration measurements. Bacterial ATP concentration measurements, in turn,
did not correlate with the measurements of the mixed liquid suspended solids
(MLSS) or the settled sludge volume. The commercially available biotest
ProtoxkitF™ and the test organism Tetrahymena thermophila were used to perform
the outflow toxicity test. One sample with the 50 % sample solution showed a
13,24 % growth inhibition compared to that of the control sample. The half
maximal effective concentration (EC50), needed for the 50 % growth inhibition,
was estimated to be 238 %.
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1 UvOD

Obcina Mezica lezi v zgornji meziski dolini in Steje po zadnjemu popisu iz leta 2000 4014
prebivalcev. Nahaja se na nadmorski viSini 491 metrov ter pod vrhovi Pece (2126 m),
Jankovce (1231 m), Gorne (1187 m) in ostalih. S 4014 prebivalci obCine Mezice ob
zadnjemu S$tetju spada med manjSe slovenske obcine (Obcina Mezica, 2010). Njena
preteklost je v veliki meri povezana z rudarjenjem svinceve rude ter njeno predelavo, ki so
v okolju pustile globoke rane. Ze dolgo znana onesnazenost zemlje s tezkimi kovinami, kot
so svinec (Pb), cink (Zn) in kadmij (Cd) je potrdila primerjalna Studija onesnazenosti
okolja v Zgornji Meziski dolini med letoma 1989 in 2001 (Pokorny in sod., 2002).

Morda je ravno to pripomoglo k vecji osveSCenosti za CistejSe okolje, da se je zacelo
razmisljati o izgradnji Cistilne naprave Ze leta 1991.

Bioloske cistilne naprave so najbolj razsirjena oblika sekundarne obdelave odpadne vode.
Uporabljajo se lahko tako za obdelavo odpadne vode iz gospodinjstev (komunalne vode)
kot tudi za industrijske odpadne vode. Pojavljajo se v najrazli¢nejsih oblikah, vendar je
vsem skupna ena stvar. Za cis€enje odpadnih voda izrabljajo kompleksno mikrobno
zdruzbo, ki raztopljene in suspendirane organske in anorganske snovi porabi za rast in

razmnozevanje (Van den Broeck in sod., 2009).

Organski ogljik, ki ga izpustimo v vodotoke, povzro¢i pomanjkanje kisika v vodi, kar
lahko vpliva na celoten ekosistem. Merimo ga kot biolosko potrebo po kisiku (BPK). BPK
je kolic¢ina kisika potrebna za biokemicno oksidacijo na enoto volumna vode pri dani
temperaturi in ¢asu. BPK je indeks stopnje onesnazenosti vode z organskimi snovmi (EEA,
2010).

Nadaljnji problem predstavlja amoniak, ki v vecjih koncentracijah deluje toksi¢no na ribe
in ostale vodne zivali. So¢asno prispeva k evtrofikaciji ter povzro¢i veliko porabo kisika v
sprejemnih vodah. Posledi¢no vodne zivali nimajo na razpolago zadostne kolicine
raztopljenega kisika, kar lahko povzroc¢i njihovo odmiranje (Siripong in Rittmann, 2007).

Podobno kot amoniak imata nitrit, kot vmesni produkt nitrifikacije, ter nitrat, kot kon¢ni
produkt, prav tako velik vpliv na vodno okolje ter ¢lovesko zdravje. V povecanih koli¢inah
povzrocata evtrofikacijo (Qin in Liu, 2006). Nitrate, ki jih vnasamo v telo, predvsem preko
zelenjave in vode, lahko bakterije v Zelodcu in debelemu crevesju spremenijo v
nitrozamine, ki so kancerogene spojine. Se posebej mocna kancerogena spojina je
dimetilnitrozamin, zato je pomembno odstranjevanje nitratov iz organsko razbremenjene
odpadne vode (ZZV — Celje, 2005).

Socasno odstranjevanje organske snovi, amoniaka in nitratov iz vodnega okolja je mogoce
na podlagi dveh procesov:

— Heterotrofna razgradnja organskih snovi
— Denitrifikacija/nitrifikacija
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Ker je bioloska cistilna naprava dinamicen sistem, kjer se neprestano spreminjajo pretok in
sestava odpadne vode, sezonska temperatura ter so prisotna nihanja v obremenitvi Cistilne
naprave, je zagotavljanje pogojev za uspesno ¢iscenje zelo tezavno (Carruci in sod., 2001).
Tradicionalno se je odstranjevanje organskih snovi ter nitrifikacija/denitrifikacija izvajala v
dveh loCenih bazenih z aerobnimi oziroma anaerobnimi pogoji. Raziskave v zadnjih letih
kaZejo na moznost soCasnega poteka procesov znotraj istega bazena. Tako imenovana
simultana nitrifikacija/denitrifikacija (SND) (Balku in Berber, 2005; Holman in Wareham,
2005).

V prvi fazi se organske snovi razgradijo do amoniaka, vode in CO,. Amoniak v aerobnih
pogojih oksidirajo nitrifikatorji v nitrit in nitrat. Denitrifikatorji prevzamejo v anoksi¢nih
pogojih nitrit/nitrat ter ga reducirajo v neSkodljiv N, (Ruiz in sod., 2006).

Faktorji, ki vplivajo na uspeSnost ¢iS€enja, so Stevilni. Vkljucujejo koncentracijo kisika,
pH, zadrzevalni ¢as aktivnega blata, temperaturo, razmerje KPK/N, velikost flokul itd. in
so predstavljeni v kasnejSih poglavjih.

V' diplomski nalogi smo Zeleli pripraviti dobre podlage za oceno delovanja Cistilne
naprave Mezica (CNM) preko daljSega obdobja kot tudi za kasnejSo optimizacijo
delovanja in uvedbo novih tehnoloskih procesov.

Slika 1: Cistilna naprava Mezica

1.1 NAMEN DELA

Komunalne Ccistilne naprave se po vstopu Slovenije v Evropsko Unijo srecujejo z
reSevanjem problematike prevelikih koli¢in dusikovih spojin v iztoku oc¢is¢ene vode, ki se
izpusti v odvodnike. Cistilna naprava je kompleksen sistem, ki deluje le ob pravilnih
procesnih nastavitvah. Vsakr$no odstopanje procesnih nastavitev od optimalnih pogojev
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lahko privede v zmanjSano Ccistilno sposobnost Cistilne naprave in posledicno vecjega
obremenjevanja okolja.

Ker lahko na bioloski dCistilni napravi nadzorujemo le nekaj dejavnikov procesa, je
pomembno, da so le-ti pravilno naravnani in omogocajo kar najboljSo stopnjo ciSCenja.
Med parametre, ki jih nadzorujemo in/ali kontroliramo, tako pristevamo:

— Koncentracija raztopljenega kisika v prezracevalniku

— Hitrost mesanja

— Recikliranje aktivnega blata

— Koncentracija amoniaka na dotoku in iztoku ¢istilne naprave
— Koncentracija nitritov in nitratov na iztoku

— Koncentracija skupnega dusika na dotoku in iztoku

— Koncentracija fosforja na dotoku in iztoku

— Kemijska potreba po kisiku na dotoku in iztoku

— Pretok odpadne vode

V primeru CNM spremljajo koncentracijo raztopljenega kisika, temperaturo, pretok
odpadne vode ter koncentracijo blata v prezracevalniku on-line. Vsi kemijski testi potekajo
off-line enkrat tedensko. Ker tak$ne meritve niso dovolj pogoste za nazorni prikaz
delovanja, smo v cCasu spremljanja delovanja Cistilne naprave frekvenco vzorcenja
povecali.

Cilj naloge je bil na podlagi ve¢mesecnega opazovanja oceniti delovanje Cistilne naprave
preko daljsSega obdobja ter skozi skrbno analizo delovanja podati tudi strategijo za
izboljsave.

1.2 HIPOTEZE

Z rednim spremljanjem in kriticno analizo fizikalno-kemijskih in bioloskih parametrov ter
ustreznim prilagajanjem pogojev obratovanja CNM je moZno:

a) izboljSati delovanje Cistilne naprave za doseganje vecjega ucinka ¢iscenja organskih
snovi kot tudi pri odstranjevanju dusika;

b) zmanjsati ¢lovekov vpliv na okolje;

¢) zmanj$ati obratovalne stroske Cistilne naprave.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZAKONODAJA

Zakonska podlaga, ki ureja celotno okoljsko podrocje, je Zakon o varstvu okolja (ZVO-1),

ki je bil sprejet v letu 2004.

Ta zakon ureja varstvo okolja pred obremenjevanjem kot temeljni pogoj za trajnostni
razvoj in v tem okviru doloCa temeljna nacela varstva okolja, ukrepe varstva okolja,
spremljanje stanja okolja in informacije o okolju, ekonomske in finan¢ne instrumente
varstva okolja, javne sluzbe varstva okolja in druga z varstvom okolja povezana vpraSanja

(Zakon o varstvu ..., 2004).

Z vstopom Slovenije v Evropsko Unijo smo prevzeli tudi del pravne ureditve s podrocja
varovanja okolja. Tako je bila sprejeta uredba o emisiji snovi pri odvajanju odpadnih voda.
Ta uredba v skladu z Direktivo Sveta z dne 21. maja 1991 o ¢iS¢enju komunalne odpadne
vode (91/271/EGS) doloca za komunalne Cistilne naprave emisije snovi pri odvajanju

odpadne vode (Direktiva ..., 1991):

— mejne vrednosti parametrov odpadne vode,
— mejne vrednosti u¢inkov ¢is¢enja odpadne vode,

— posebne ukrepe v zvezi z nacrtovanjem in obratovanjem komunalnih

Cistilnih naprav,

— dejavnosti, za katere veljajo posebne zahteve pri odvajanju industrijske

odpadne vode.

Ta uredba doloc¢a tudi obcutljiva obmocja in njihova prispevna obmocja (Uredba o emisiji

..., 2007).

Med pomembnejsa dolocila v uredbi spadajo:

— Cas, do katerega mora biti zagotovljeno odvajanje komunalne odpadne vode

po javni kanalizaciji.

woew v

— Cas, do katerega mora biti zagotovljeno sekundarno &is¢enje odpadne vode

iz javne kanalizacije.

— Mejne vrednosti parametrov odpadne vode, ki se odvajajo iz komunalne

Cistilne naprave.

V primeru CNM z predvideno obremenitvijo 4000 populacijskih ekvivalentov (PE) je tako
za 1 kot tudi za 2 alinejo zakonsko dolocen rok 31. 12. 2015. Mejne vrednosti parametrov

odpadne vode ne smejo presegati:

— Amonijev dusik : 10 mg/1
— Celotni dusik: 25 mg/l
— Kemijska potreba po kisiku (KPK): 125 mg/I
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V letu 2009 je stopila v veljavo uredba o spremembah in dopolnitvah uredbe o emisiji
snovi pri odvajanju odpadne vode iz komunalnih ¢istilnih naprav. Uredba dolo¢a mejne
vrednosti pri izpustu voda v povrSinske ali podzemne vode na prispevnemu obmocju
Donave in vplivnemu obmo¢ju kopalnih voda ter prehodno obdobje za ureditev terciarnega
¢is¢enja odpadne vode. Terciarno ¢iscenje se zahteva za obmocja s poselitvijo enako ali
vecjo od 10.000 PE in mora biti urejeno do najkasneje 31. 12. 2015 (Uredba o spremembi
..., 2009).

2.2 CISTILNA NAPRAVA MEZICA

CNM je klasi¢na bioloska ¢istilna naprava s kontinuiranim pretokom, kar pomeni, da se v
bazenu stalno vzdrzuje enak nivo odplak. Projektirana je za 4000 populacijskih
ekvivalentov (PE), pri cemer vecinski delez odpadne vode izvira iz gospodinjstev ter javne
porabe (3500 PE) in obrti (120 PE). 380 PE ostaja kot rezerva (Gruden, 2004).

Na CNM se izvaja primarno ter sekundarno ¢&is¢enje odpadne vode. Primarno &iséenje
obsega mehansko odstranjevanje neraztopljenih snovi, sekundarno c¢iScenje pa obsega

wrv v

biolosko oksidacijo v aeracijskemu bazenu. Terciarnega in kvartarnega ¢is¢enja ni.

Odpadna voda, ki prite¢e na Cistilno napravo, gre skozi Cistilno napravo po naslednjemu
zaporedju ¢iScenja:

1. Mehansko ¢iscenje — odstranjevanje vecjih ter manjsih neraztopljenih delcev ter
odstranitev masc¢ob.

2. Biolosko ¢iscenje — ciSCenje odpadne vode s kompleksno mikrobno zdruzbo v
aeracijskemu bazenu z volumnu 1190 m’

3. Sekundarni usedalnik — posedanje aktivnega blata ter recikliranje le tega oz.
odstranjevanje odvecnega blata.

4. Iztok ociscene vode v odvodnik (reka Meza).

Delovanje CNM je regulirano preko radunalniskega nadzornega sistema SCADA
(supervisory control and data aquisition), ki je namenjen racunalniSkemu vodenju
tehnoloskega procesa (Hidroinzenering d.o.o., SI). Program omogoca spremljanje ter
spreminjanje operativnih parametrov Cistilne naprave.

Sedanji rezim delovanja omogoca mehansko ciS¢enje, oksidacijo organskih ogljikovih
spojin ter nitrifikacijo, ne pa tudi nadzorovane denitrifikacije, saj proces poteka le v
aerobnih pogojih z visoko koncentracijo kisika.
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Slika 2: Nadzorni sistem SCADA (HidroinZenering d.o.o., SI)

Na sliki (Slika 2) je eden izmed pogledov na delovanje CNM preko programa SCADA. Na
njej se vidi regulacija prepihovanja, trenutna raven kisika, gostota aktivnega blata in ostali
parametri. Program avtomatizirano vklaplja/izklaplja strojne intalacije na CNM na dane
nastavitve, ob vzdrzevalnih delih je moZen tudi ro¢ni nadzor ali izklop.
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2.3 PROCES CISCENJA NA KOMUNALNIH CISTILNIH NAPRAVAH

Wew W

2.3.1 Mehansko ¢iS¢enje

Z gravitacijskim dotokom odpadne vode na vhodno crpalisce teCe voda skozi grobe grablje
(Slika 3). S tem se odstranijo vecji mehanski delci (veje, odpadlo sadje ...), ki se odlagajo
v zabojnik ter odvazajo na deponijo Lokovica (Gruden, 2004).

Slika 3: Pritok odpadne vode na vhodno érpalisée CNM

Iz vhodnega ¢rpalisca se odpadna voda precrpa v kompaktno napravo za mehansko pred-
¢iS¢enje. S finimi grabljami in polzastim kompaktorjem se odstranijo manjsi suspendirani
delci (do 95 % delcev velikosti 0,16 mm). V nadaljnji fazi se odstranjuje pesek, kjer z
vpihavanjem zraka dosezemo hitrejSe posedanje, ki ga odstranjujemo s spiralnim
transporterjem. V mascobolovilcu premicna gred ter vrhnje strgalo posnameta mascobe in
preostale plavajoce snovi, ¢emur sledi bioloska stopnja ¢iscenja v aeracijskemu bazenu.
Posnete snovi se skladis¢i v sodih, kasneje jih ustrezno reciklira pogodbeno podjetje
(Gruden, 2004).
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Slika 4: PolZni kompaktor

Na dotoku odpadne vode v napravo za mehansko Cis¢enje, kjer se nahaja polzni kompaktor
(Slika 4), je zbiralno mesto za vzorce dotoka. Drugje dostop ni mogoc.

2.3.2 Biolosko ciS¢enje

Vv v

Aeracijski bazen je glavno mesto ¢iS¢enja odpadnih voda. Tu se odstrani ve¢ina organskih
snovi. V ta namen izkoris¢amo aktivno blato, ki je sestavljeno iz kompleksne mikrobne
zdruzbe bakterij, bakteriofagov, protozojev in metazojev (Moussa in sod., 2005).

Ceprav so bakterije kljuénega pomena pri razgradnji raznolikih organskih snovi v
je predvsem odstranjevanje dispergiranih bakterij in redukcija aktivne biomase zaradi lize
celic ali predatorstva. Ker odstranjujejo prosto plavajoce bakterije in delce, se zmanjsa
motnost ocis¢ene vode in Stevilo bakterij v iztoku. Med protozoje spadajajo prosto
plavajoci ciliati (Paramecium sp.), pritrjeni ciliati (Vorticella sp.), amebe (Arcella sp.),
bickarji (Euglena sp.) itd. Predstvniki metazojev so kotacniki (Rotaria sp., Colurella sp.),
gliste in ¢rvi (delosoma sp.). Z mikroskopsko analizo aktivnega blata lahko na podlagi
indikatorskih organizmov ocenimo starost ter obremenitev aktivnega blata. Tako so
kotacniki indikatorski organizmi za staro blato (>15 dni) in ¢e z identifikacijo
mikroorganizmov ugotovimo prisotnost posamezne vrste/rodu, npr. Colurella sp., to
nakazuje na nizko obremenjeno blato (<0,15 kgBPK/kgMLSS*d) ter dobro preskrbljenost
s kisikom. Prav tako so tudi med preostalimi skupinami indikatorske vrste, na podlagi
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katerih lahko ocenimo stanje aktivnega blata (Das mikroskopische ..., 1999). Zaradi
Stevilnih interakcij med razlicnimi populacijami bakterij in spremljajoce druzbe (Slika 5),
je kontrola in uspesnost bioloskega procesa velikokrat tezavna in neuspesna.

Rast in vzdrzevalni procesi . . .
P Rast in vzdrzgvalni procesi

S
Amonij oksidirajoce bakterije - Nitrit oksidlxr:Joée bakterije "%
x'"‘- o,

o g I

\ A
= razpad
razpad Predatorji Xpﬂm_“
E E razpad
:QI astin .- rzevalni procesi J
N S, Heterotrofi X - !
——wv > H ~~—___Anoksi¢na
rast in
razpad vzdrzevalni
X procesi

X

Inertni partikulatni organski materiali KPK X,

[Su. | |Se.] [ 8] N I -

ol 8 1], Zunanji vir hranil (amonijev ion, kisik in organski ogljik)

SNH“ Sm, S, MNotranje krozenje hranil (amonijev ion, nitrit in organski ogljik)

xNH.- XNO:- xk- xnudm«u. v xl Frakcije biomase nitrifikatorjev, heterotrofov, predatorjev ter inertnega materiala

Slika 5: Shematski diagram prehranjevalne verige v aktivnem blatu z zunanjim in notranjim virom substrata
(Moussa in sod., 2005)

Glavni proces, ki se vrSi v prezracevalnemu bazenu, je oksidacija organskih snovi,
nitrifikacija in/ali denitrifikacija teceta dodatno skupaj z odstranjevanjem fosforja.
Odstranjevanje fosforja ni zajeto na sliki (Slika 5). Procesi so podrobneje opisani v
kasnejSih poglavjih.

2.3.3 Aktivno blato in loCevanje od preciScene vode

Aktivno blato v bioloskih Cistilnih napravah se organizira v obliki flokul. Flokula je skupek
bakterij, mikro-kolonij ter ekstracelularnega matriksa, ki ga izlocajo bakterije (Chaignon in
sod., 2002). Navadno meri od 10-150 um, lahko se tudi pojavlja kot vecja in gostejSa
granula (Carvalho in sod., 2006). Filamentozne bakterije tvorijo ogrodje, na katerega se Se
pritrdijo ostale bakterije. Tako zdruZene bakterije predstavljajo gosto, dobro usedljivo
biomaso, ki ima vec¢jo gostoto od vode in jo gravitacijsko zlahka loc¢imo od ociS¢ene vode
(Balku in Berber, 2006). Filamentozne bakterije (Zooglea  sp., Leptothrix  sp.,



Jevsnikar I. Spremljanje delovanja bioloske ¢istilne naprave MeZica v poskusnem obratovanju. 10
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

Rhodococcus sp., Microthrix sp. in Nocardia sp.) lahko v prevelikemu Stevilu tudi
povzrocajo tezave pri loCevanju blata in ocis¢ene vode zaradi penjenja in slabse
usedljivosti (Wagner in Loy, 2002). Podoben ucinek nastane ob pretiranemu mesanju
(Chaignon in sod., 2002). Posledi¢no se lahko poslabsa kvaliteta iztocne vode.

Zaradi gradienta difuzije kisika v strukturo flokule ter sprotne porabe s strani aktivne
biomase lahko v notranjosti nastanejo tudi anoksi¢na obmocja, kjer lahko uspevajo
anoksi¢ni denitrifikatorji, kar je Se posebej pomembno za simultano nitrifikacijo-
denitrifikacijo (SND). Schramm in sod. (1999) so pokazali, da lahko anoksi¢ne cone
znotraj flokule nastanejo le ob primerni velikosti agregatov in tipi¢ni koncentraciji kisika v
aeracijskemu bazenu, ki znasa okrog 2 mgO,/1.

Slika 6: Transformacija dusika in gradient kisika v flokuli (Zeng in sod., 2004)

Locevanje aktivnega blata od o¢isene vode poteka na CNM v primarnemu usedalniku,
kjer se aktivno blato posede na dno usedalnika, o¢iS¢ena voda pa preko prelivnega roba ter
kasneje merilnega mesta za pretok zapusti CNM ter iztece v reko Mezo.
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Slika 7: Aeracijski bazen s primarnim usedalnikom, posnemalnikom mascob ter prelivnim robom
Od tu lahko posedeno aktivno blato potuje v dve smeri:

— Blato vrnemo v prezracevalni bazen — povratni tok
— Precrpamo v sekundarni usedalnik — odvecno blato

Z vracanjem aktivnega blata v aeracijskemu bazenu dosezemo primerno koncentracijo
aktivne biomase ter zadostno starost aktivnega blata. Pomen starosti aktivnega blata je
opisan v poglavju 2.5.1.4.

Presezno blato se precrpa v sekundarni usedalnik, kjer se Se dodatno zgosti, preostala voda
odtece preko prekata nazaj v prezracevalni bazen.

Delovanje ¢rpalk povratnega ter odvecnega blata je pri vecini sodobnih bioloskih cistilnih
naprav regulirano avtomatsko.

24  OKSIDACIJA ORGANSKIH SNOVI

Organska snov, ki priteka na cistilno napravo, vsebuje ogljikove hidrate, maScobe, proteine
in aminokisline. Bioloska razgradnja organske snovi poteka z mikrobnim dihanjem ob
prisotnosti kisika ali v anoksi¢nih pogojih s fermentacijo ter z denitrifikacijo ob prisotnosti
nitratov (Winter in Jordening, 2005; Gray, 2004).
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Mikrobna zdruzba bakterij, ki jo najdemo na bioloskih Cistilnih napravah in je odgovorna
za odstranjevanje organskih ogljikovih in dusSikovih spojin, je zelo kompleksna. Pripadniki
dominantnih bakterijskih rodov v aerobnih bioloskih Cdistilnih napravah so navadno
heterotrofne, Gram-negativne pal¢ke s polarnim bickom. Najpogosteje se pojavljajo
bakterije iz rodov Zoogloea, Pseudomonas, Sphoaerotilus, Chromobacter, Achromobacter,
Alcaligens in Flavobacterium (Gray, 2004).

C v plinastem stanju (CO,)

r Y A
dihanje
C v aktivnem | hranjenje
blatu — trdno » C v mikroorganizmih — trdno stanje ravnotez je
stanje
| » W u
| Zloéanje
: h 4 L 4
I

__ _hidroliza_ _  C v teko¢em stanju — (anorganski in organski C)

Slika 8: Mikrobna transformacija ogljikovih atomov v aktivnem blatu (Liang in sod., 2006)

Ceprav lahko ti organizmi uporabljajo $tevilne organske snovi, so le topni sladkorji,
organske kisline in aminokisline takoj dostopni kot vir hranil. Mascobne kisline in proteine
morajo najprej s hidroliticnimi in proteoliticnimi encimi razgraditi na oligomere in
monomere, preden lahko vstopijo v mikrobno celico. Navadno uporabijo isti substrat kot
vir energije, kot tudi vir ogljika. DuSik pridobijo iz metabolizirane organske snovi
(proteini, aminokisline) ali z asimilacijo amoniaka (Gray, 2004). Ker mikroorganizmi
potrebujejo za optimalno rast Sirok spekter elementov C, O, N, P, S itd., morajo biti ti
elementi tudi prisotni v dotoku na cistilno napravo. Njihovo razmerje mora ustrezati
sestavi bakterijske celice z izjemo ogljika. Ker ogljik zapusca sistem kot CO,, je za
nemoteno celicno sintezo potrebna vecja koli¢ina ogljika v odpadni vodi v razmerju z
ostalimi elementi, kot je pogojena s kemijsko sestavo mikrobne celice prikazani v
preglednici (Preglednica 1) (Eikelboom, 2000).
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Preglednica 1:  Sestava bakterijske celice (Eikelboom, 2000)

Element DeleZ suhe teZe (%)
Ogljik 50
Kisik 20
Dusik 14
Vodik 8
Fosfor 3
Zveplo 1
Kalij 1
Natrij 1
Kalcij 0,5
Magnezij 0,5
Klor 0,5
Zelezo 0,2
Ostali (Mn, Mo, Zn ...) | 0,3

Mikroorganizmi ogljikove hidrate razgradijo do glukoze, preden vstopijo v nadaljne
metabolne poti. Nadaljna razgradnja poteka do acetil-CoA ali piruvata, ki sta kljuc¢na
intermediata v celi¢ni sintezi.

Studije na Sphaerotilus natans kazejo, da je rast na sladkorjh, kot so glukoza, manoza,
galaktoza, fruktoza itd. najhitrejSa. Glukoza velja kot najboljsi vir ogljika in energije. Ob
prisotnosti glukoze se ostale organske snovi, kot so aminokisline in organske kisline, le
slabo razgrajujejo. Ob odsotnosti glukoze in ostalih hitro razgradljivih sladkorjev so tudi te
spojine hitro porabljene kot vir ogljika. To nakazuje na metabolno represijo (Gray, 2004).

Tako se lahko metabolizirana organska snov uporabi v razliéne namene (Gray, 2004):

_ produkcija energije z oksidacijo s kisikom ali nitratom do CO,,
— rast,

— produkcija intracelularnih polimerov,

— produkcija ekstracelularnih polimerov.

Oksidacijo organske snovi s kisikom do amoniaka ali do nitrata ponazarjata enacbi (1) in
(2), kjer je CigHj9O9N povprecna kemijska formula organske spojine (ogljikovi hidrati,
aminokisline, proteini ...). Enacba (3) prikazuje oksidacijo glukoze.

Ci1sH 190N + 17,5 O, + H'-> 18 CO, + 8 H,O + NH,4" ..(D
CisH1909N + 19,5 O, > 18 CO, + 9 H,O + H' + NOy’ ..(2)
C6H1206+ 6 Oz — 6 C02 + 6 Hzo .. (3)

Iz enacb 1 in 2 lahko izracunamo, da je mikrobna poraba kisika za oksidacijo organske
snovi do CO, 1,42 kgO.,/kg organske snovi brez nitrifikacije ter 1,59 kgO,/kg organske
snovi z nitrifikacijo. Kisik je potrebno vpihat v aeracijski bazen. Enacba 3 kaze potek
oksidacije glukoze (Henze in sod., 2002).

Sodec¢ po Henze in sod. (2002) je tipicen izkoristek energije pri aerobni oksidaciji organske
snovi med 55-60 % s prirastom biomase okrog 50 %. Kulikowska in sod. (2007) so z
uporabo semi-Sarznega reaktorja prisli do podobnih rezultatov prirasta biomase. Navadno
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opazeni prirastek na Cistilnih napravah se giblje med 30-50 %. Razlika med izkoristkom in
dejanskim prirastom nastane zaradi endogenih procesov.

Tako se zmanj$sa BPK odpadne vode pred izpustom v reko na racun oksidacije organskih
snovi do CO, in H,O ter nove prirasle biomase, ki se vraca v aeracijski bazen ali zapusca
¢istilno napravo kot odvecno blato.

2.5  NITRIFIKACIJA
2.5.1 Autotrofna nitrifikacija

Nitrifikacija je oksidacija amoniaka/amonija NH3/NH; do nitrata NOs kot najbolj
oksidirane oblike anorganskega dusika. Pretvorba amoniaka je dvostopenjski proces, ki ga
vrsita dve skupini med seboj filogenetsko nesorodnih bakterij, ki spadajo med
Proteobakterije. Med amonij oksidirajoce bakterije, ki vrSijo prvo stopnjo oksidacije
amoniaka v nitrit preko hidroksil-amina, se najpogosteje omenjajo bakterije iz rodu
Nitrosomonas (Egli in sod., 2003; Layton in sod., 2005). Vse bakterije, ki oksidirajo
amoniak v nitrit, imajo predpono imena »Nitroso«. Tako so poleg rodu Nitrosomonas
uvrséene v to skupino Se Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobulus ter Nitrosovibrio
(Madigan in sod., 2000; Winter in Jordening, 2005). Med nitrit oksidirajoCe bakterije, ki
jih vcasih tudi imenujejo »pravi nitrifikatorji« in vrSijo oksidacijo nitrita v nitrat,
priStevamo bakterije iz rodu Nitrobacter, Nitrospira, Nitrococcus (Madigan in sod., 2000).
Oznacuje jih predpona »Nitro«. Vse omenjene skupine bakterij se pojavljajo v razlicnemu
Stevilu in medsebojnemu razmerju oziroma so posamezne vrste odsotne.

Mikrobna populacija se razlikuje od naprave do naprave, saj nanjo vplivajo Stevilni
dejavniki, kot na primer: razlike v sestavi odpadne vode, temperaturni pogoji, nacin
obratovanja in Stevilni drugi (Winter in Jorden, 2005). To dejstvo potrjujejo tudi Stevilne
raziskave mikrobne populacije z in situ tehnikami, kot je fluorescentna in situ hibridizacija
(FISH), in kasnejSe analize 16sRNA (Wagner in Loy, 2002; Carvalho in sod., 2006;
Siripong in Rittmann, 2007).

Molekularne metode kazejo tudi na to, da je pogosto prevladujocCa vrsta nitrit oksidirajocih
bakterij bakterije iz rodu Nitrospira sp. in njej sorodne bakterije in ne Nitrobacter sp.
(Juretschko in sod., 1998; Dionisi in sod., 2003; Egli in sod., 2003).

Energijski izplen oksidacije amoniaka znaSa AG” = -287 kJ/mol, v primeru oksidacije
nitrita je izplen le AG” = -74.1 kJ/reakcijo (Madigan in sod., 2000). Do sedaj $e niso
odkrili bakterije, ki bi bila sposobna vrsiti celotno reakcijo.

Fiksacija ogljika pri amonij oksidirajo¢ih bakterijah porabi 80 % pridobljene energije. Za
eno molekulo asimiliranega ogljika morajo oksidirati 35 molekul amonija. Nitrit
oksidirajoce bakterije morajo za asimilacijo ene molekule ogljika pretvoriti 85 do 115
molekul nitrita (Princ¢i¢, 2001).
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Preglednica 2: Taksonomska razvrstitev amonij oksidirajo€ih bakterij iz rodu Nitrosomonas (Madigan in

sod, 2000)
Kraljestvo: Bacteria
Deblo: Proteobacteria
Razred: Beta Proteobacteria
Red: Nitrosomonadales
Druzina: Nitrosomonadaceae
Rod: Nitrosomonas

Potek kemijskih reakcij amonij in nitrit oksidirajoCih bakterij predstavljata reakcija 4 in 5.
Reakcija 6 predstavlja oksidacijo amoniaka do nitrata (Zupancic in Ros, 2008).

2NH;+30,—-NO, +2H,0+4H" ..(4)
2NO; + O, — NO3” .. (5)
NH; +20,—NOs +H,0+2H" ...(6)

Amonij in nitrit oksidirajoce bakterije so obligatni kemolitotrofni avtotrofi, kar pomeni, da
oksidirajo anorganske molekule za pridobivanje energije. Kot vir ogljika za asimilacijo v
biomaso porabljajo CO,, ki ga vezejo preko Kalvinovega cikla. Za oksidacijo amoniaka in
nitrita potrebujejo kisik, zato so tudi obligatni aerobi (Madigan in sod., 2000).

Ker je nitrifikacija uspesna le ob dolocenih okoljskih in populacijskih pogojih, so le-ti
podrobneje predstavljeni v naslednjih poglavjih.

2.5.1.1 Temperatura

Temperatura tako kot pri vseh zivih bitjih vpliva tudi na nitrifikacijske bakterije.
Optimalna temperatura za rast nitrifikacijskih bakterij je med 25-30 °C. Pri 18 °C se rast
zmanjsa za 50 %, pri temperaturi med 7-10 °C je rast upocasnjena za 75 % in se ustavi
vsaka dejavnost pri temperaturi okrog 4 °C. Spodnji ter zgornji toleran¢ni prag
temperature, pri kateri celice propadejo, je 0 °C oz. 49 °C.

Za izraCun maksimalne hitrosti rasti nitrifikacijskih bakterij pri razli¢nih temperaturah se
lahko uporabljajo razli¢ni modeli, kot na primer Downing/Hopwood, Hultman, Bernard,
Painter/Loveless model, pri ¢emer pa EPA (Environmental protection agency) priporoca
uporabo Downing/Hopwood-ovega modela (Sears in sod., 2003):

fin= (0,47)" 05T A7)

kjer je u, — specificna hitrost rasti nitrifikatorjev, e je Eulerjevo Stevilo (2,7182 ...) in T
temperatura vode.

Downing/Hopwood-ov model predvideva hitrost rasti pri 15 °C 0,47 u,max/d oz.
0,29 pymax/d pri 10 °C. V primeru CNM se v zimskemu ¢asu in zelo nizkih zunanjih
temperaturah tesno priblizamo obmocju popolne ustavitve rasti in nitrifikacijskega procesa.



Jevsnikar I. Spremljanje delovanja bioloske ¢istilne naprave MeZica v poskusnem obratovanju. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

Na sami CNM temperatura sezonsko zelo niha, z letnim maksimumom 16,8 °C ter
minimumom 4,5 °C na iztoku iz Cistilne naprave. V primeru dolgotrajnejSih nizkih
zunanjih temperatur so mozne tudi spremembe za ve¢ °C v le nekaj dneh. Trendu gibanja
temperature iztoka sledi tudi temperatura v aeracijskemu bazenu. Podatki temperature v
aeracijskemu bazenu so zajeti le za obdobje v Casu raziskave, saj se redno belezi le
temperatura iztoka. Gibanje temperature je prikazano v Prilogi E.

2.5.1.2 Vrednost pH

Vrednost pH vpliva na nitrifikacijo na dva nacina. S spremenjenim razmerjem koncentracij
amoniaka/amonijevega iona (NH3/NH;") ter razmerjem dusikove III kisline oz. nitrita
(HNO,/NOy") pri razlicnih vrednostih pH vpliva na dostopnost substrata. Med nitrifikacijo
lahko pH pade, ker se med oksidacijo amoniaka do nitrata spro$c¢ajo protoni v vodno
okolje, ¢e odpadna voda nima zadostne puferske kapacitete (Park in sod., 2007).
Obcutljivost nitrifikacijskih bakterij na kisle pogoje rasti povezujejo predvsem z
eksponentnim padcem koncentracije amoniaka, ki je substrat (Campos in sod., 2007).
Optimalni pogoji za rast nitrifikacijskih bakterij se ustvarijo pri pH-vrednosti okrog
nevtralnega oz. v obmoc¢ju pH med 7,5-8,5. Nitrosomonas raste optimalno pri pH-vrednosti
med 7,9-8,2, Nitrobacter pa pri pH-vrednosti med 7,2—7,6 (Philips in sod., 2002).

Pri pH-vrednosti okrog 6,5 so inhibirane bakterije iz rodu Nitrosomonas, kar ima lahko za
posledico akumulacijo amoniaka. Pri padcu pH pod 6,5 je v glavnem inhibirana rast vseh
nitrifikacijskih bakterij (Campos in sod., 2007).

Campos in sod. (2007) so nakazali, da so nitrit oksidirajoce bakterije (NOB) manj
obcutljive na pH-Soke kot amonij oksidirajo¢e bakterije (AOB). Pri izpostavitvi
nitrifikacijskih bakterij visokim vrednostim pH se Sele pri pH = 11 pojavi upad
kratkotrajno povisanje pH na 9-10 ni imelo nobenega vpliva. Amonij oksidirajoce
bakterije ob pH-Soku v veliki meri ireverzibilno izgubijo sposobnost konverzije amoniaka
v nitrit, medtem ko se specificna hitrost konverzije nitrita v nitrat bistveno ne spremeni
(Campos in sod., 2007). Na drugi strani so Ruiz in sod. (2003) s poskusi ugotovili, da
nitrifikacija poteka nemoteno v pH-obmocju med 6,45-8,95, nad ali pod to vrednostjo so
inhibirane tako AOB kot tudi NOB. Razlicne zgornje meje, pri katerih je nastopila
inhibicija nitrifikacije pri obeh avtorjih, lahko pripiSemo prisotnosti razli¢nih vrst/sevov
nitrifikatorjev.

Pojav, pri kateremu se pri visokih vrednostih pH oksidacija nitrita ustavi ali upocasni,
lahko pripiSemo povecanim koncentracijam prostega amoniaka (FA — free ammonia), ki
lahko v povisanih koncentracijah inhibira nitrit oksidirajo¢e bakterije. Prosti amoniak je
kompetitivni inhibitor nitritne oksidoreduktaze nitratatorjev, ki se nahaja v njihovi
membrani. Avtorji navajajo razlicne koncentracije FA, ki imajo vpliv na respiracijo Cistih
kultur nitratatorjev in so v obmoc¢ju od 0,1 mgNHs/l1 — 9,0 mgNH3/1 (Philips in sod., 2002;
Vadivelu in sod., 2007). Izracun koncentracije prostega amoniaka poteka po naslednji
enacbi in je odvisnen od pH, temperature ter celokupne koncentracije amoniaka:

FA (mg/l) = 17/14 x total ammonia as nitrogen (mg/l) * 10"/ (Kb/Kw) + 10P) ...(8)

kjer je Kb/Kw = & WETHT CO) T je temperatura, Kb ravnotezna konstanta ter Kw ionska
moc vode, e Eulerjevo stevilo (2,7182...) (Jianlong in Ning, 2004).
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Ker je pH v aeracijskem bazenu v obmocju nevtralnega (pH~7), je inhibicija s strani
prostega amoniaka manj verjetna. MoZnost pojava je vecja v primeru izpusta grezni¢ne
vode v kolektor odpadne komunalne vode, s ¢imer priteCe na Cistilno napravo vecja
koli¢ina organsko zelo obremenjene odpadne vode z rahlo bazi¢nim pH (pH 7,8) in visoko
koncentracijo amoniaka. Zaradi tega dejstva je potrebno grezni¢ne odpadne vode spuscati
v kolektor na najbolj oddaljeni lokaciji od CNM, da na poti do CNM pride do me3anja
visoko ter nizko obremenjene odpadne vode.

V ta namen so se upravljalci CNM ter Komunalno podjetie Mezica dogovorili o
obvescanju ob izpustu ter lokaciji izpusc€anja grezni¢nih voda, ki je sedaj na bolj oddaljeni
lokaciji z razliko od prej$nje 300 m oddaljene lokacije.

2.5.1.3 Koncentracija raztopljenega kisika

Koncentracija raztopljenega kisika (DO — dissolved oxygen) je eden izmed
najpomembnejSih parametrov, ki doloCajo uspesno oksidacijo organskih spojin ter
nitrifikacijo (Philips in sod., 2002). Medtem ko fakultativni heterotrofi odstranjujejo
organski ogljik v aerobnih kot tudi v anoksi¢nih pogojih, so amonij ter nitrit oksidirajoce
bakterije obligatni aerobi, zato moramo vpihati zadostno koli¢ino ter vzdrzevati primerno
koncentracijo kisika v aeracijskemu bazenu za popolno oksidacijo do nitrata.

Ros$ (2001) omenja, da je potrebno za ogljikovo biokemijsko potrebo po kisiku (CBPK) v
procesu z aktivnim blatom dovajati od 1 do 1,4 kgO,/kgBPK za doseganje izpustov CPBK
med 5 in 15 mg/l, ter 4,3 in 4,6 mgO,/mg amonijskega dusika za nadaljno oksidacijo v
nitrat. Za vec¢ino domacih odpadnih vod sta potreba po kisiku za nitrifikacijo in potrebna
mo¢ kompresorja za 30-40 % vecja kot za samo odstranjevanje CBPK.

Koncentracijo kisika, ki jo moramo vzdrzevati v aeracijskemu bazenu, doloca saturacijska
konstanta. Saturacijska konstanta za kisik po Monodovi kinetiki znasa za nitritacijo 0,36
mgO,/L in za nitratacijo 1,1 mgO,/l1 (Campos in sod., 2007). Posledica tega je tudi vecja
toleranca amonij oksidirajo¢ih bakterij na nizje koncentracije kisika. Ce Zelimo prepre¢iti
inhibicijo prve ali druge stopnje nitrifikacije, moramo vedno vzdrzevati koli€ino
raztopljenega kisika nad vrednostjo K.

Ruiz in sod. (2006) navajajo, da koncentracija DO med 1,7-5,7 mgO,/l omogoca popolno
nitrifikacijo. Pri koncentraciji 1,4 mgO,/l se zacne akumulacija nitrita, ki se povecuje z
nizanjem koncentracije DO. Vse do koncentracije DO = 0,7 mgO,/1 je bilo prizadeto samo
odstranjevanje nitrita, medtem ko je konverzija amoniaka potekala nemoteno.
Koncentracija DO pod to vrednostjo prav tako vpliva tudi na odstranjevanje amoniaka.
Tako je akumulacija nitrita pogosto povezana z modifikacijo rastnih konstant amonij in
nitrit oksidirajo¢ih bakterij, pri ¢emer so NOB bolj prizadete kot AOB, kar se sklada z
vplivom koncentracije DO (Philips in sod., 2002).

Povecane koncentracije nitrita sprozi neenakomerno rast AOB in NOB. Stein in Arp
(1998) sta s pomoc¢jo modelnega organizma Nitrosomonas europea, ki je obligatni
nitritator, pokazala, da poviSane koncentracije nitrita vplivajo negativno na encim amonij
monooksigenazo. In sicer sta zaznala najve¢ji padec aktivnosti encima pri 20 mM
koncentraciji nitrita, kar ustreza pretvorjeno v masno bilanco 0,92 g/l nitrita izraCunano po
enacbah 9, 10 in 11. V nevtralnem do rahlo bazi¢nem okolju (pH 7-8) obratuje tudi CNM,
vendar so koncentracije nitrita, ki jih dosega CNM, bistveno niZje.

¢ =n/V[moll] ...(9)
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c=m/M*VI[gl] ...(10)
n=m/M [mol] (1)

¢ — koncentracija, n — mnozina snovi (mol), V — volumen, M — molska masa
2.5.1.4 Zadrzevalni Cas aktivnega blata

Poleg ze omenjenih kriticnih parametrov za uspe$no nitrifikacijo, kot so temperatura, pH
ter koncentracija DO v aeracijskemu bazenu, ki so podrobneje opisani v poglavjih 2.5.1.1—
2.5.1.3, je zadrZevalni Cas aktivnega blata (solids retention time — SRT) prav tako zelo
pomemben dejavnik.

Ker so nitrifikacijske bakterije pocasi rastoce celice s podvojevalnim ¢asom od 8-35 ur za
amonij oksidirajoce bakterije ter minimalnim podvajevalnim ¢asom 12-39 ur za nitrit
oksidirajo¢e bakterije ob optimalnih laboratorijskih pogojih, je moznost izplavljanja
nitrifikatorjev iz prezracevalnega bazena velika (Philips in sod., 2002; Vadivelu in sod.,
2006; Prosser, 2007). Za uspesno ¢iS¢enje je potrebna zadostna zastopanost nitrifikacijskih
bakterij. V aktivnemu blatu, starem 3 dni, poleg oksidacije organskih spojin
nitrifikacija/denitrifikacija ne poteka. S 6 dni starim blatom lahko odstranimo le del dusika.
Le ob procesnih pogojih, kjer je aktivno blato dosegalo starost 16 oz. 23 dni, preden je
zapustilo sistem, je bilo odstranjevanje dusika uspesno in je bilo odstranjenega 95 % in vec
dusika. Z vi§jo starostjo aktivnega blata dosegamo boljse uc¢inke ¢is¢enja KPK in fosfata.
Pospeseno odstranjevanje fosforja, ki je podrobneje opisano v poglavju 2.7, je v veliki meri
odvisno od starosti blata. Lee in sod. (2007) so ugotovili, da se kapaciteta shranjevanja
poli-fosfata s starostjo veca in omogoca uspesnejSe odstranjevanje fosforjevih spojin. S
starostjo blata upada tudi volumski indeks aktivnega blata oz. VIB [ml/g], kar pomeni, da
je v manjSemu volumnu brozge ve¢ biomase sposobne bioloSkega ¢iS¢enja. Po Studiji
Bernal-Martinez in sod. (2000) je VIB aktivnega blata s starostjo 23 dni znasal okrog 110
ml/g.

Operativna temperatura obratovanja CNM se giblje med 5-14 °C. Temperatura klju¢no
vpliva na hitrost kemijsko/bioloskih reakcij in s tem na oksidacijo organskih spojin kot tudi
na nitrifikacijo/denitrifikacijo. StarejSe aktivno blato je manj obcutljivo na spremembe
temperature, zato je Cistilna sposobnost mikrobne zdruzbe manj prizadeta (Komorowska—
Kaufman in sod., 2006). Starost blata je pomembna tudi zato, ker se v anoksi¢nih pogojih
lahko sprozi deflokulacija in izplavljanje biomase na povrije. Ceprav prihaja ob aerobnih
pogojih do reflokulacije, se kljub vsemu nekaj biomase ne poveze nazaj v agregate, temvec
se pojavi kot plavajoce blato. Z naras¢ajoCo starostjo blata je struktura flokula stabilnejsa,
zaradi ¢esar zmanjSamo pojavljanje plavajocega blata (Wilen in sod., 2000a; Wilen in sod.,
2000b).

2.5.1.5 Inhibitorne snovi

Na mikrobno populacijo v aktivnem blatu Cistilnih naprav vplivajo Stevilne organske in
anorganske snovi. Med inhibitorne organske spojine priStevamo klorobenzen,
trikloroetilen, fenole in druge. Med anorganskimi snovmi so najbolje preuceni ucinki
tezkih kovin. Heterotrofni organizmi so manj obcutljivi na prisotnost tezkih kovin kot
autotrofna populacija nitrifikatorjev (Juliastuti in sod., 2003). Se posebej v okoljih, kjer so
prisotne velike koncentracije inhibitornih snovi, lahko ucinki inhibicije postanejo problem.
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Ceprav so baker, nikelj in cink esencialne kovine in v nizkih koncentracijah pospesujejo
rast, delujejo pri vi§jih koncentracijah toksi¢no za mikroorganizme (Gikas in Livingston,
1998). Nitrit oksidirajoce bakterije so bolj obcutljive na prisotnost tezkih kovin kot nitrit
oksidirajoce, kar se kaze v zmanjSani respiraciji in konverziji substratov (Hu in sod.,
2002).

Madoni in sod. (1996) je testiral toksi¢nost tezkih kovin na protozojih, ki jih najdemo
skoraj v vseh okoljih kot tudi v aktivnemu blatu. Najbolj toksi¢na sta bila Cd in Cu, sledil
je Pb, Zn in Cr kot najmanj toksi¢en. Nekatere vrste so po kultivaciji ob prisotnosti tezkih
kovin izginile iz sistema.

N3 %

odpadnih voda, zato njihova pojavnost in spremljanje velikega pomena (Eikelboom, 2000).
Hkrati pa je njihovo gojenje tako enostavno in ekonomicno kot gojenje prokariontov (Pauli
in Berger, 2000).

Med teste, s katerimi lahko preutujemo toksi¢nost voda, spada tudi ProtoxkitF™, ki ga
proizvaja podjetje Microbiotests Inc. iz Belgije.

Toxkit je generi¢no ime za skupino mikrobiotestov, ki jih je razvila raziskovalna skupina
prof. Dr. G. Persoone v laboratoriju za bioloske raziskave vodnega onesnaZevanja v
Belgiji. Skupaj z raziskovalno ekipo Dr. W. Pauli so razvili ProtoxkitF™. Test temelji na
merjenju motnosti raztopine migetalkarja in substrata, ki se porablja za rast. V normalnih
rastnih pogojih migetalkar v 24 urah porabi ves substrat, zato se raztopina zbistri in
zmanj$a opticna gostota. Ob inhibiciji rasti del substrata ostane v raztopini, kar vidimo kot
motnost in jo lahko izmerimo s spektrofotometrom.

ProtoxkitF™ testi so takoj pripravljeni za uporabo, saj zahtevajo minimalno laboratorijsko
opremo in kulture ni potrebno gojiti, ker je takoj aktivna.

Test je primeren za preucevanje toksicnosti Cistih kemikalij ter za oceno toksi¢nosti
okoljskih vzorcev (ProtoxkitF ™, 2006).

2.6 HETEROTROFNA NITRIFIKACIJA

Poleg autotrofne nitrifikacije v mikrobnem svetu poteka tudi heterotrofna nitrifikacija.
Nekatere heterotrofne bakterije iz rodov Paracoccus, Arthrobacter, Flavobacterium in
Thiosphaera so zmozne oksidacije duSikovih organskih spojin do nitrata, kar prikazuje
naslednja reakcija:

R-NH, -> R-NHOH -> R-NO -> NO5 ..(12)

Heterotrofni nitrifikatorji oksidirajo organske dusSikove spojine, kot so hidroksilamin,
alifatske in aromatske dusikove spojine, vendar se z razliko od autotrofne nitrifikacije pri
tvorbi nitratov ne sprosti energija. Zato morajo soc¢asno oksidirati organske spojine, da
zadovoljijo svoje potrebe po energiji (Winter in Jordening, 2005).

Heterotrofno nitrifikacijo pogosto povezujejo z aerobno denitrifikacijo.

Ni $e popolnoma jasno, v kak§nem obsegu poteka ta oblika nitrifikacije, zato je potrebno
vlogo in mehanizme heterotrofne nitrifikacije v bioloskih Cistilnih napravah Se dodatno
preuciti (Crossman in sod., 1997; Nemergut in Schmidt, 2002).
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2.7  DENITRIFIKACIJA IN ODSTRANJEVANIJE FOSFORJA

Denitrifikacijo obravnavamo kot reverzni proces nitrifikacije in pomeni redukcijo
oksidiranih duSikovih spojin, kot sta nitrat (NO3") ter nitrit (NO,") v plinske oblike dusika v
obliki didusikovega oksida (N,O) in dusika (N,) (Madigan in sod., 2000).

Denitrifikacijo vrSijo Stevilni heterotrofni mikroorganizmi, npr. Pseudomonas sp.,
Paracoccus sp., Zooglea sp. ali fosfat akumulirajo¢i organizmi, kjer kot sprejemnika
elektronov uporabljajo nitrat ali nitrit, kot donorja elektronov pa organsko snov (Madigan
in sod., 2000; Heylen in sod., 2006).

Filogenetske Studije kaZejo na veliko pestrost denitrifikacijskih bakterij v aktivnemu blatu.
Tako so Heylen in sod. (2006) odkrili v vzorcu aktivnega blata iz delujoce Cistilne naprave
z aerobno in anoksi¢no fazo Cis¢enja kar 199 denitrifikacijskih sevov. Vecina teh izolatov
je spadalo med Betaproteobacteria (50,4 %) in Alphaproteobacteria (36,8 %).
Denitrifikacija najbolje poteka v anoksi¢nih pogojih, ker je nitrat reduktaza, ki je prvi
encim v verigi disimilativne redukcije nitrata reprimiran s strani molekularnega kisika.
Prav tako so vsi nadaljnji encimi, ki so potrebni za redukcijo nitrata do molekularnega
dusika, regulirani na isti nacin in se zato tudi ob prisotnosti kisika ne izrazajo. Za popolno
ekspresijo encimov denitrifikacije mora biti prisoten tudi nitrat ali nitrit (Madigan in sod.,
2000). Do podobnih ugotovitev so prisli Chen in sod. (2003).

Na drugi strani so Takaya in sod. (2003) pokazali z meritvami v laboratoriju, da
denitrifikacija poteka tudi v aerobnih pogojih, le da se tvorita N,O in NO v bistveno visjih
koncentracijah kot v anoksi¢nih pogojih.

Ker je nitrat na CNM prisoten in lahko reguliramo koli¢ino kisika v aeracijskemu bazenu,
je mozno poleg nitrifikacije vzpostaviti tudi pogoje za denitrifikacijo v enem aeracijskem
bazenu. Nacini oz. principi za doseganja tega so lahko razli¢ni:

— Gradient kisika v flokuli.
— Delna nitrifikacija oz. denitrifikacija preko nitrita.
— Denitrifikacija v anoksi¢nih pogojih.

Zaradi flokulacije aktivnega blata nastaja znotraj flokul gradient koncentracije kisika (Slika
6). Tako se na povrsju kisik porablja za nitrifikacijo in z difuzijo ne prodre do sredisca,
kjer lahko poteka denitrifikacija. V tem primeru govorimo o sistemu simultane
nitrifikacije/denitrifikacije (SND) (Zeng in sod., 2004; Jianlong in Ning, 2004).

Ce vzdrzujemo koncentracijo kisika v bazenu med 0,7 in 1,1 mgOa/1, kjer je druga stopnja
nitrifikacije inhibirana, torej oksidacija nitrita v nitrat ne steCe zaradi pomanjkanja kisika,
govorimo o tako imenovani denitrifikaciji preko nitrita (SND preko nitrita). Na ta nacin
lahko prihranimo veliko (do 25 %) pri volumnu vpihanega zraka, drugace potrebnega za 2.
stopnjo nitrifikacije in/ali do 40 % organskega substrata za denitrifikacijo, kar vodi tudi v
manjSe operativne stroske (Zeng in sod., 2009).

Tretji naCin vodenja CiS¢enja odpadne vode v enemu bazenu je z uvajanjem anoksic¢ne faze.
Po dolo¢enemu casu se puhala izklopijo, nakar zaradi porabe kisika le-ta pade na 0 mg/1 in
se vzpostavi anoksi¢no stanje, ki omogoca denitrifikacijo. Denitrifikacija uspesno poteka v
pogojih, ko pade nasi¢enost raztopine s kisikom pod 2 % in je dostopen primeren vir
ogljika (Gray, 2004). Dolzina, kdaj in v kaks$nih intervalih se zamenjujeta aerobna in
anoksicna faza se doloci posami¢no za vsako Cistilno napravo posebej glede na procesne
karakteristike.
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Prednosti tak$nega sistema vodenja so Stevilne (Lee in sod., 2007):

— Manjsa poraba kisika.

Manjsi prirast aktivnega blata.
Odstranitev dusikovih spojin.
Nizji operativni stroski.

Oceno operativnih stroSkov sta podala Rosso in Stenstrom (2005), ki sta preko daljSega

obdobje preucevala razli¢ne nacine ¢iS¢enja ter stroSke povezane z njimi. V primerjavo sta
zajela Cistilne naprave s tremi vodenji procesa:

a. odstranjevanje organskih C-spojin,
b. odstranjevanje organskih C-spojin z nitrifikacijo in
c. odstranjevanje organskih C-spojin z nitrifikacijo/denitrifikacijo.

Sistem nitrifikacija/denitrifikacija se je izkazal kot stroskovno najugodne;jsi.

Preglednica 3: Primerjava dnevnih stroskov ¢iS¢enja odpadne vode z razli¢nimi postopki (Rosso in
Stenstrom, 2005)

Odtranjevanje Samo nitrifikacija Nitrifikacija /
organskih C spojin denitrifikacija
Stroski odstranjevanja 140 78 69
preseZnega blata
(USD/d)
Potreba po kisiku 3800 5034 3469
(kgO,/d)
U¢inkovitost prenosa 15,3 17,6 18,8
kisika (%)
Stroski aeracije 39 52 36
(USD/d)
Produkcija CH, 96 36 32
(USD/d)
Skupni stroski (USD/d) 83 94 73

Dodatno sta tudi pokazala, da je wvnos kisika v raztopino pri sistemu
nitrifikacija/denitrifikacija najboljsi in v veliki meri odvisen od vzdrzevanja in ciSCenja
difuzorjev, kjer se novi in oc¢isceni difuzorji najbolje obnesejo.

Problem denitrifikacije je, da nastaja pri redukciji dusikovih spojin tudi didusikov oksid, ki
je mocan toplogredni plin in uni¢uje ozon. Natancne vzroke, zakaj prihaja do produkcije
tega plina med denitrifikacijo, so preucili Sele v zadnjih letih. Tako Hwang in sod. (2006)
na podlagi eksperimentov nakazujejo, da na produkcijo N,O vpliva razmerje med C/N,

SRT in koncentracija nitrita/prostega amoniaka.
Razmerje med C/N izracunamo po naslednji enacbi:
C/N = Topni KPK (mg/l) / [NO;](mg/1) + [NO5](mg/1) ...(13)

Ob nizkemu razmerju C/N, kjer prihaja do omejevanja z organskim ogljikom, se
produkcija N,O poveca.
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Prav tako je za povecano produkcijo N,O dokazana povezava s koncentracijo nitrita. Ze v
nizkih koncentracijah (>5 mg/l) se zaradi nitrita produkcija N>O znatno poveca. Kljub
vsemu pa ni mogoce pripisati vsega vpliva le povecani prisotnosti nitrita (Lemaire in sod.,
2006). Ce spreminjamo SRT, lahko pri¢akujemo pove¢ano produkcijo N,O, ki se pa po
nekaj dnevih aklimatizacije povrne na normalno stanje.

Ravno produkcija N>,O predstavlja najvecji problem denitrifikacije, ki pa jo je mozno v
precej$ni meri nadzorovati, ¢e drzimo pogoje delovanja v naslednjih pogojih:

[NO; ] <5mgl/l,

[NH;] <4 mg/l,

[02] - [0,7 mg/1] <[1,4 mg/l] — denitrifikacija preko nitrita,
Dovolj lahko razgradljivega organskega substrata.

Aerobno/anoksi¢ni rezim delovanja bioloskih Cdistilnih naprav omogoca Se dodatne
lahko odstranjujejo tudi fosfati in druge fosforjeve spojine ob prisotnosti lahko
razgradljivih organskih molekul kot virom energije. Fosfat akumulirajo¢i organizmi
shranjujejo med anoksi¢no fazo topne masSCobne kisline kot na primer acetat in ga
uporabijo za sintezo intracelularnih ogljikovih in energijskih rezerv v obliki poli-
hidroksialkanoatov (PHA) ali poli-hidroksibutiratov (PHB). Med anoksi¢no fazo se pri
oksidaciji polifosfatov fosfat sprosti v raztopino. Med aerobno fazo, kjer so ekstracelularni
topni substrati v nizkih koncentracijah, lahko fosfat akumulirajo¢i organizmi zaradi
energetskih rezerv rastejo in vezejo fosfat iz raztopine ter ga pretvorijo v polifosfat. Ker je
vezava fosforja med aerobno fazo vecja, kot se ga sprosti med anoksicno fazo, je neto
izplen pozitiven (Meinhold in sod., 1999; Carucci in sod., 2001; Ahn in sod., 2007).

Ahn in sod. (2007) so pokazali, da lahko akumulacijo fosfatov dosezemo tudi v aerobnemu
reaktorju. Ob dodatku acetata je le-ta bil takoj prevzet s strani mikrobne zdruzbe in
porabljen za sintezo intracelularnih energetskih rezerv. Socasno se je v raztopino sprostilo
veliko fosfatov, kar ustreza anoksi¢ni fazi.

Po porabi acetata in dostopnemu fosfatu v raztopini bakterije zacno porabljati
intracelularne energetske rezerve v obliki PHA in PHB, ki jih nadomestijo s presezno
vezavo fosfatov iz raztopine, kar ustreza aerobni fazi aerobno/anoksi¢no vodenega sistema
¢isCenja.

Studije nakazujejo, da so vsaj nekateri denitrifikatorji sposobni tudi odstranjevanja fosforja
(Barak in van Rijn, 2000).

Eden izmed najpomembnejsih parametrov za pospeSeno odstranjevanje fosforja je ustrezen
SRT. Daljsi SRT favorizira fosfat akumulirajoce organizme. Podobno kot na nitrifikacijo
in nenazadnje tudi denitrifikacijo, vplivajo na pospeSeno odstranjevanje fosfatov povisane
koncentracije nitrita. Ceprav lahko pri akumulaciji fosfata nitrit sluzi kot sprejemnik
elektronov in v obmocju 4-5 mg/l NO;, ne vpliva na sam proces, je v obmocju okrog 8
mg/l onemogoceno anoksi¢na vezava fosfatov v celoti, aerobna vezava pa delno (Meinhold
in sod., 1999). Na drugi strani so Lee in sod. (2007) ugotovili, da niti koncentracije nitrita
okrog 10 mg/1 niso bistveno vplivale na prevzemanje fosfatov.
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2.8 UGOTAVLJANJE KONCENTRACIJE AKTIVNE BIOMASE V AKTIVNEM
BLATU

Za ugotavljanje koncentracije biomase v aeracijskemu bazenu lahko uporabljamo vec
nacinov, kot so gojitvene tehnike na plos¢ah, koncentracija suhe snovi v raztopini ali
izmera zarine (VSS). Vendar te metode ne podajo informacije o dejanski aktivni biomasi
vzorca (Whalen in sod., 2006).

Adenozin trifosfat (ATP) je temeljna bioloSka molekula, ki je prisotna le v zivih celicah.
ATP lahko izmerimo z reakcijo encimskega kompleksa luciferin-luciferaza, kjer nastaja
svetloba, ki je sorazmerna koli¢ini prisotnega ATP. Koli¢ino emitirane svetlobe merimo z
luminometrom (Whalen in sod., 2006).

luciferaza

ATP + luciferin +O, Mg2+ > AMP + PP + CO, + oksiluciferin + svetloba ..(14)

Na koncentracijo ATP v mikrobni celici vpliva veliko dejavnikov: mikrobna vrsta, faza
rasti, okoljski dejavniki (pH, temperatura, pomanjkanje substrata ...), submerzna ali
pritrjena rast (Levin in sod., 1975; Hong in Brown, 2009.; He in sod., 2009; Whalen in
sod., 2000).

Tako sta Hong in Brown (2009) pokazala, da lahko pritrjene mikrobne celice E.coli in B.
brevis lahko vsebujejo od 2-5x vecjo koncentracijo ATP kot planktonski mikrobi.
Koncentracije ATP v aktivnemu blatu na gram suhe snovi, ki so jih dolocili razlicni
raziskovalci, variirajo med vrednostmi 0,1-5,5 mgATP/g suhe snovi in so podane v
preglednici (Preglednica 4).

Roe in Bhagat (1982) sta v laboratorijski Cistilni napravi dolocala Zivost biomase pri
razlicnih  zadrzevalnih Casih. Vrednosti ATP/MLSS padajo s podaljSevanjem
zadrzevalnega Casa, medtem ko so dokazali pozitivni trend narasc¢anja koli¢ine mikrobnega
ATP s povecevanjem hitrosti razred¢evanja v kontinuirnih sistemih (Gikas in Livingston,
1998).

Preglednica 4: Koncentracije ATP v aktivnhemu blatu podane v literaturi (Gikas in Livingston, 1998)

VIRI [ATP]
mg ATP/g suhe snovi

Ali in sod.,1985 0,1-04

Gikas in Livingston, 1993 0,5-1,8

Jorgensen in sod., 1992 2,2-3,7

Kucnerowicz in Verstraete, 1979 0,4-3,0

Levin in sod., 1975 1,6-7,7

Nelson in Lawrence, 1980 2,5

Roe in sod.,1982 5,5

Upadhyaya in Eckenfelder, 1975 0,5-1,0

Weddle in Jenkins, 1971 1,0-1,5

Bioloski indikatorji, kot so ATP, koncentracija DNA in VSS lahko nudijo dober vpogled v
aktivnost mikrobov pri konverziji razli¢nih substratov v bioloskemu c¢iScenju ali drugih
sistemih (Whalen in sod., 2006; Lim in sod., 2008; Kim in sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

Na CNM smo opravili analize dotoka ter iztoka na &istilno napravo, pri Gemer je bilo
vzorcenje opravljeno vedno na istemu mestu in po istemu zaporedju (dotok odpadne vode
na mehansko pred-¢iscenje, iztok ociscene vode iz Cistilne naprave, vzorec aktivnega blata
iz aeracijskega bazena). Vzorcenje je potekalo med junijem 2005 ter februarjem 2006.
Dodatno smo zbirali vzorce aktivnega blata ter vzorce ociSCene vode za analizo
koncentracije ATP in test toksi¢nosti z biotestom ProtoxkitF' ™.

On-line podatke o koncentraciji kisika v prezracevalnemu bazenu smo pridobili iz

radunalnigkih arhivov na CNM.
3.1 KEMIKALIJE
3.1.1 Hitri test za dolocevanje KPK, koncentracije dusika in fosforja

Hitri test proizvajalca Macherey—Nagel omogoca takoj$nje merjenje brez kaksne dodatne
priprave. Reakcijska meSanica je ze pripravljena v epruvetah, katerim po odvzemu vzorca
dodamo ustrezen volumen. Testi so standarizirani in sledijo predpisanemu postopku.
Metodologija detekcije je opisana pri posameznih testih.

3.1.2 Merjenje koncentracij ATP v vzorcih aktivnega blata

Za merjenje koncentracije ATP v vzorcih aktivnega blata smo uporabili Adenosine
5°-triphosphate (ATP) Bioluminiscent Assay kit proizvajalca Sigma (FL-AA).

— ATP Assay Mix (Luciferaza, luciferin, MgSO4, DTT, EDTA, BSA,
puferske soli)

— ATP  Assay mix dilution buffer (FL-AAB)
(MgSO04, DTT, EDTA, goveji serumski albumin, puferske soli)

— ATP Standard (FL-AAS)
(Steklenicka z 0.9g ATP)

— MQ voda

— Tris— EDTA

3.1.3 Toksi¢nost iztoka, ki smo jo merili s ProtoxkitF™

Za ugotavljanje toksi¢nosti smo uporabili ProtoxkitF™ proizvajalca MicroBioTests Inc.

3 ml steklenicka z viabilno kulturo migetalkarja Tetrahymena termophila
Rekonstitucijska raztopina

— Substrat

KQCI‘QO4
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3.2  METODE
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3.2.1 Hitri testi za merjenje KPK, koncentracije dusSika in fosforja
3.2.1.1 Meritev KPK (kemijska potreba po kisiku)

Kemijska potreba po kisiku je ekvivalent za prisotnost organske snovi v vzorcu
(razgradljivo in nerazgradljivo) (Ros, 2001). Primerjava KPK na dotoku in iztoku iz
Cistilne naprave kaze, koliko se je organska obremenitev zmanjSala po prehodu skozi
Cistilno napravo. Za analizo smo uporabljali hitri test proizvajalca Macherey - Nagel z
zgornjo obcutljivostno mejo 1500 mgO,/1 (katoloska §t. 985 029) za vzorec dotoka oz. 160
mgO,/1 (katoloska §t. 985 026) za vzorec iztoka iz Cistilne naprave.

Test temelji na fotometricnem zaznavanju zmanjSanja koncentracije svincevega dikromata
po dveurni oksidaciji s svin¢evim dikromatom, zvepleno kislino in srebrovim sulfatom pri
temperaturi 148 °C.

Test izvajamo po sledeCemu postopku:

Odvzem vzorca v plasticni merilni valj na odvzemnem mestu.
— Dodatek 2 ml vzorca v reakcijsko mesanico.

Inkubacija pri 148 °C za 120 minut.

Ohlajanje na sobno temperaturo.

Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 436 nm).

3.2.1.2 Meritve amoniaka (NH3/NH4")

Koncentracije amoniaka smo merili na dotoku in iztoku iz Cistilne naprave. Glede na vrsto
vzorca (dotok ali iztok) smo izbrali ustrezen test. Za dotok smo uporabljali test, katerega
zgornje obcutljivostno obmocje je segalo med 1-40 mgNH4-N/1 (katoloska s§t. 985 005), za
iztok iz Cistilne naprave pa test z obcutljivostnem obmocju 0,2—8,0 mgNH4-N/I (katoloska
§t. 985 004).

Pri pH-vrednosti okrog 12,6 amonij reagira s hipokloritom in salicilatom v prisotnosti
natrijevega pentacianonitrosilferata (III) kot katalizatorja, pri ¢emer nastane modro

obarvani indofenol, ki ga fotometri€éno merimo.

Test smo izvajali po sledeCemu postopku:

Odvzem vzorca v plasticen merilni valj na odvzemnem mestu.
Dodatek 200 pl vzorca k pripravljeni reakcijski meSanici.
Dodatek reagenta R2.

Inkubacija pri sobni temperaturi (15 minut).

— Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 690 nm).

3.2.1.3 Meritev nitrita (NOy")

Koncentracijo nitrita smo merili na iztoku iz Cistilne naprave. Ker je vmesni produkt
nitrifikacije, kaze na uspesSnost konverzije duSika v prvi stopnji nitrifikacije. Test se
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uporablja za koncentracijsko obmocje nitrita 0,003—0,460 mgNO,7/1 (katoloska §t. 985
068).

Nitrit reagira z sulfanilamidom in N-(I-naftil)-etilen diaminom v rdeckasto raztopino.
Spremembo barve lahko zaznamo fotometri¢no.

Test smo izvajali po sledecemu postopku:

Odvzem vzorca v plasti¢en merilni valj na odvzemnemu mestu.
Dodatek 4 ml vzorca v reakcijsko mesanico.

Dodatek 200 ul R2.

Inkubacija 10 minut pri sobni temperaturi.

Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 540 nm).

Slika 10: Test za doloGevanje koncentracije nitrita na iztoku iz CNM.
Na Sliki 10 koncentracija NO, pada od leve proti desni.
3.2.1.4 Meritev nitrata (NO3")

Koncentracijo nitrata smo merili na iztoku iz Cistilne naprave. Koli¢ina nitrata glede na
nitrit in amoniak kaze na uspe$nost nitrifikacije, saj je nitrat kon¢ni produkt. Test je
obcutljiv v koncentracijskem obmocju od 0,3-22,0 mgNOs7/1 (katoloska §t. 985 064).

V kislih pogojih nitrat reagira z 2,6- dimetilfenolom in nastane 4-nitro-2,6-dimetilfenol, ki
ga lahko izmerimo fotometri¢no.

Test smo izvajali po sledecemu postopku:

— Odvzem vzorca v plasti¢ni merilni valj na odvzemnemu mestu.
— Dodatek 500 ul vzorca v reakcijsko mesanico.
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— Dodatek 500 pl reagenta R2, ki jo dodamo reakcijski mesanici.
— Inkubacija pri sobni temperaturi (10 minut).
— Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 365 nm).

3.2.1.5 Meritev skupnega dusika (tN)

Skupni dusik je vsota masnih koncentracij dusSika po Kjeldahlu, nitritnega in nitratnega
dusika. Skupaj z informacijo o posameznih anorganskih oblikah duSika dobimo dobro
informacijo o pogojih, v katerih poteka proces ciSCenja in uspeSnost mineralizacije
organskih oblik dusika.

Pri testu (katoloska s§t. 985 083) se vse organske in anorganske snovi z dusikom v kislih
pogojih in pri temperaturi 120 °C oksidirajo do nitrata, ki naprej reagira v 4-nitro-2,6-
dimetilfenol in ga lahko dolo¢imo spektrofotometricno.

Test smo izvajali po sledeCemu postopku:

— Odvzem vzorca v plasti¢ni merilni valj na odvzemnemu mestu.

— V prazno epruveto: 5 ml vzorca.

— Dodatek 1 zlicke NaOx N dekompozicijskega reagenta.

— Prekuhavanje meSanice pri 120 °C za 30 minut ali 100 °C za 60 min.
— Dodatek 1 zlicke dekompenzacijskega reagenta.

— Odvzem 500 pl raztopine + dodatek 500 pl reagenta R2.

— Inkubacija pri sobni temperaturi (10 minut).

— Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 365 nm).

3.2.1.6 Meritve skupnega fosforja (tP)

Fosfor je osnovni element za biolosko rast in reprodukcijo. Pojavlja se v razli¢nih oblikah,
kot so ortofosfat, polifosfat ali organsko vezani fosfat. Ker lahko prevelika koli¢ina fosfata
privede do evtrofikacije rek, moramo koncentracijo le-tega na bioloski Cistilni napravi
redno spremljati. Analize za skupni fosfor (vse tri oblike fosfata) smo opravljali na dotoku
kot tudi na iztoku.

Amonijev molibdat reagira z ortofosfatnimi ioni , pri ¢emer nastane fosfomolibdenska
kislina, ki je reducirana v molibden modro.

Obmogje obéutljivosti je od 1,0-45,0 mgPO4* /I (katologka §t. 985 080).

Test smo izvajali po sledeCemu postopku:

— 500 pl vzorca + 1x NANOFIX R2.

— Prekuhavanjepri temperaturi 120 °C/30 min ali 100 °C/60 min.
— Ohlajanje na sobno temperaturo.

— Dodatek reagenta R3 + 200 pul R4.

— Inkubacija pri sobni temperaturi 10 minut.

— Meritev absorbance s spektrofotometrom (A = 690 nm).
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3.2.2 On-line podatki o koncentraciji kisika v aeracijskemu bazenu

Zaradi velike koli¢ine podatkov, ki vkljuCujejo obdobje 20 mesecev, so predstavljeni le
nekateri rezultati in analize. Za njihovo obdelavo smo uporabili Microsoft Office Excel.

S kisikovo sondo izmerimo koncentracijo kisika v aeracijskemu bazenu vsako minuto.
Stevilo podatkov izra¢unamo po enacbi 15:

Stevilo dni (mesec) * 24 ur/dan * 60 minut/uro = §tevilo podatkov ...(15)

Narascanje koncentracije kisika v bazenu je izkljucno posledica delovanja puhala, njegova
poraba pa posledica mikrobne porabe in oksidacije. Na podlagi tega, lahko iz razlike med
dvema zaporednima podatkoma ugotovimo, ali je puhalo delovalo (Ac > 0) ali mirovalo
(Ac <0).

X,.-X, = Ac, ...(16)

kjer je X,+1 koncentracija kisika (mgO,/1) v ¢asu t;, X, koncentracija kisika (mgO,/1) v Casu
to, ter Ac, ki pomeni razliko koncentracije kisika (mgO,/1).

Ker trend koncentracije kisika ob nespremenjenih strojnih nastavitvah praviloma narasca
med 24.00 in 6.00 uro ter pada med 6.00 in 24.00 uro, smo podatke za analizo razdelili na
temu ustrezen interval. S pomocjo vrtilnih tabel v Excelu smo izracunali povprecno
narascanje koncentracije kisika oz. njegovo porabo.

Vrtilne tabele nam omogocajo, da v istemu koraku iz baze podatkov izlus¢imo potrebne
podatke, jih uredimo ter naredimo delne vsote. Z njeno pomocjo se lahko osredoto¢imo na
posamezen element v bazi podatkov ali pa obdelamo celotno bazo.

Optimalna koncentracijo kisika, ki jo moramo dosegati v aeracijskemu bazenu za uspesno
oksidacijo organskih ogljikovih spojin in nitrifikacijo, znasa 1,5-3,0 mgO,/l. Za analizo
Casa, v kateremu dosegamo (ne)optimalne koncentracije, smo on-line meritve
koncentracije kisika za posamezen dan zdruzili v interval velikosti 1,5 mgO,/I. Tako lahko
pridobimo podatek, koliko Casa je bila koncentracija kisika nezadostna (0—1,5 mgO,/l),
optimalna (1,5-3,0 mgO,/1) ali previsoka (3,0—4,5 mgO,/l; 4,5-6.0 mgO,/1 itd.) glede na

worv v

trenutno strategijo ¢iS¢enja odpadne vode.

Na podlagi enacb 17 in 18 lahko izratunamo razliko v koli¢ini kisika, ki se je vpihala
oziroma porabila ¢ez cel dan in ocenimo primernost vpihavanja zraka v aeracijski bazen.

> (Xa+1-X,)/Stevilo podatkov = Ac /min (mg/l min); X,+1-X, > 0, (17
kjer je X,+1 koncentracija kisika (mgO/) v ¢asu t + 1min, X, koncentracija kisika
(mgOy/1) v casu t, ter pogoj Xa+1-Xa > 0, ki pomeni, da je puhalo zaradi pozitivne razlike

koncentracije DO delovalo.

> (Xar1-Xo)/Stevilo podatkov = Ac /min (mg/l min); X4+1-X, < 0, ...(18)
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kjer je X,+1 koncentracija kisika (mgO,/1) v ¢asu t + 1min, X, koncentracija kisika (mgO,/1)
v Casu t, ter pogoj X,+1-Xa < 0, ki pomeni, da je puhalo zaradi negativne razlike
koncentracije DO ni delovalo.

3.2.3 Merjenje koncentracije ATP v vzorcih aktivnega blata

S tem testom smo ugotavljali koncentracijo mikrobnega ATP v vzorcih aktivnega blata in
tako posredno koli¢ino zivih mikroorganizmov v aktivnem blatu. Vzorci so bili po
odvzemu shranjeni v tekoCemu dusiku pri temperaturi -196 °C ter nato preneSeni v
zamrzovalnik s temperaturo -70 °C. Ekstrakcijo ATP smo izvedli po metodi z vrelim
pufrom, ki je opisana v poglavju 3.2.3.1.

Po navodilih proizvajalca reagentov Sigma smo vzorce ekstrahiranega ATP ali standardne
raztopine ATP (pripravljene iz reagenta FL-AAS) in reagent FL-AAM prenesli v ledeno
kopel. 100 ml reagenta FL-AAM (ki smo ga redcili s pufrom za red¢enje FL-AAB) smo
prenesli v Ependorfovo epruveto ter pri sobni temperaturi pustili za tri minute, da se je
reagent ogrel na optimalno temperaturo za delovanje encima luciferaze. Socasno smo na
sobni temperaturi ogreli tudi prvi standard ali prvi vzorec. Po preteklih treh minutah smo
meritev priceli s hitrim vbrizgavanjem 100 pl standarda ali vzorca v pripravljen reagent
FL-AAM, rahlo premesali in takoj prenesli epruvete v luminometer.

Z luminometrom Junior LB 9509 proizvajalca Berthold technologies smo izmerili
intenziteto oddane svetlobe v relativnih luminiscen¢nih enotah (RLU = Relative
Luminescent Units), ki so odvisne od koncentracije ATP v vzorcih.

Pri vsakemu merjenju oz. pri pripravi novih reakcijskih mesanic smo pripravili novo
umeritveno krivuljo (11-13 tock) z znanimi koncentracijami ATP v prilozenemu
standardu. Na podlagi dobljenih rezultatov smo izracunali regresijsko premico. Ker je
izvajanje testa potekalo dva dni, sta bile v ta namen pripravljeni dve umeritveni krivulji.

Enacba umeritvene krivulja se glasi:
y:a*x+b’ (19)

kjer je y log RLU, x je log molarne koncentracije ATP, faktorja a in b izraCunamo iz
umeritvene krivulje.

Umeritvena krivulja je podlaga za izracun neznanih koncentracij ATP v vzorcih aktivnega
blata iz CNM.

Ker smo zeleli, da rezultati dajejo ¢im bolj realno sliko dejanske koncentracije, smo pri
pripravi umeritvene krivulje oz. dolo¢anju neznanih koncentracij ATP v vzorcu od
povprecnih vrednosti RLU standarda (pri razli¢nih koncentracijah) in vzorca odsteli RLU
vode MQ oziroma v primeru vzorca RLU Tris—EDTA. S tem smo dobili dejanski RLU
vzorca.

Koncentracijo ATP v vzorcu izracunamo z naslednjo enacbo:

10WEREUP % 1) = [ATP] [mol/L], (20)
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kjer pomeni log RLU logaritmirana vrednost RLU vzorca, a in b sta faktorja iz umeritvene
krivulje, enacbo je pomnozZena z 10 zaradi redCenja vzorca z vrelim pufrom (1:9) med
postopkom ekstrakcije ATP. [ATP] pomeni koncentracijo ATP.

3.2.3.1 Postopek ekstrakcije ATP z vro¢im pufrom

ATP smo ekstrahirali po metodi z vrelim pufrom (Zrimec, 2001). V Ependorfove epruvete
smo pripravili 0,9 ml 0,1M Tris-HCI z 2mM EDTA umerjeno na pH 7,8 ter ga segrevali tri
minute v vodni kopeli pri 100 °C. Nato smo v vreli pufer vbrizgali 0,1 ml
homogeniziranega vzorca in vse skupaj segrevali tri minute v vodni kopeli pri 100 °C.
Vzorce smo ohladili v ledeni kopeli ter izmerili koncentracijo ATP v vzorcih po metodi
3.2.3.

3.2.4 Toksi¢nost iztoka, ki smo jo merili s ProtoxkitF™

Test toksicnosti z migetalkarjem Tetrahymena thermophila smo izvajali s testnim setom
ProtoxkitF™, ki se uporablja za ugotavljanje toksi¢nosti povrsinskih, podzemnih ali
odpadnih voda. Testirali smo vzorec iztoka iz Cistilne naprave, ki smo ga po odvzemu
zamrznili v teko¢emu dusiku (-196 °C) ter kasneje hranili v zamrzovalniku (-70 °C).

Test je postavljen tako, da ciliat v 24 urah porabi substrat. Substrat se pretvori v biomaso in
motnost raztopine pade, kar zmerimo s spektrofotometrom. V primeru, da je v vzorcu
prisotna inhibitorna substanca, ki omejuje rast migetalkarja, ostane v vzorcu del substrata.
Prisotnost substrata poveca motnost raztopine, zaradi Cesar je OD visji kot v primeru
nemotene rasti. Na podlagi tega lahko ugotovimo stopnjo inhibicije rasti.

3.2.4.1 Priprava inokuluma

Pred zacetkom dela odvzamemo iz ampule 500 ul viabilne kulture 7. thermophila ter
dodamo 500 ul destilirane vode.
Raztopini izmerimo OD pri 330 nm.

Po enacbi 21, ki izraza povezavo med opti¢no gostoto in Stevilom ciliatov v kulturi,
izraCunamo Stevilo migetalkarjev v nasi kulturi.

Y = 9,74*%10"*X-3,98*1(° ..21)
kjer je Y Stevilo migetalkarjev v kulturi, X je izmerjen OD pri 330 nm.

Po izraCunu gostote izrac¢unamo redcitveni faktor in volumen dodane destilirane vode, da
dosezemo 10000 ciliatov na testno epruveto.

F = N/10000 ...(22)
V=05%F-1) ...(23)
V zgornjih enacbah F pomeni red¢itveni faktor (22) in V volumen dodane destilirane vode.

V enacbi (23) je faktor 0,5 zato, ker je faktor red¢enja pri merjenju OD 0,5 (1:1; kultura :
destilirana voda).



Jevsnikar I. Spremljanje delovanja bioloske ¢istilne naprave MeZica v poskusnem obratovanju. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

3.2.4.2 Priprava red¢itvene vrste ter vzorca

Redcitveno vrsto pripravimo od 100 % (nered¢en vzorec) do 6,25 % raztopine vzorca

(100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % ter 6,25 % z oznakami CO — C5, kjer je CO kontrola).

Ker je bil volumen posameznega vzorca premajhen za izvedbo testa, smo za analizo
zdruzili vzorce odvzete ob razli¢nih dneh. Med seboj smo zdruzili vzorce, med katerimi je
preteklo ¢im manj ¢asa med vzoréenji in so imeli podobne vrednosti po KPK, nitratih in
skupnemu fosforju.

Vzorci, ki smo jih zdruzili, so bili: T/T1, I/VIII, XI/XIV, XVI/XVII, XIX/XX ter 1/2.
Pri ostalih vzorcenjih vzorca iztoka nismo odvzeli.

Na ta nacin, smo lahko pripravili vzorce s koncentracijo 50 %, 25 %, 12,5 % ter 6,25 %, ne
pa tudi nered¢enega vzorca.

3.2.4.3 Inokulacija in merjenje OD

V vsak razredcen vzorec (koncentracije od 50 % do 6,25 %) dodamo 40 pl suspenzije
hranil, ki jo pripravimo iz obnovitvenega medija in hranilnega medija. V testne vzorce
prav tako dodamo 40 pl kulture migetalkarja Tetrahymena thermophila, ki smo jih
pripravili, kot je opisano v poglavju 3.2.4.1.

Po rahlemu obracanju testnih epruvet izmerimo OD pri valovni dolzini 440 nm s
spektrofotometrom. Ta meritev predstavlja ¢as TO. Vzorce inkubiramo za nadaljnjih 24 ur
pri 30 °C.

3.2.4.4 Kontrola

Za preverjanje ucCinkovitosti testa in obcutljivosti migetalkarja naredimo kontrolni test s
kalijevim dikromatom (K,Cr,O4).

Za test pripravimo raztopino kalijevega dikromata s koncentracijo 100 mg/I.

Pripravimo red¢itveno vrsto s koncentracijami:

1. C1 =100 mg/l
2. C2 =56 mg/l
3. C3 =32 mg/l
4. C4 =18 mg/l
5. C5 =10 mg/l

Test je veljaven, ¢e pade opticna gostota kontrolnih vzorcev v 24 urah za najmanj 75 %.
Test se izvaja enako kot pri vzorcih oc¢is¢ene vode iz CNM in je podrobneje opisan v
poglavjih 3.2.4.1-3.2.4.3.

3.2.4.5 IzraCun inhibicije

Za izracun % inhibicije vzorcev iztoka smo uporabili prilozen ra¢unalniski program.
Racunalniski program so¢asno izracuna tudi stopnjo zaupanja v experimentalne podatke
kot tudi EC50.
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Stopnja inhibicije se lahko izracuna tudi s sledeco enacbo:

% inhibicije(CI_cs) = (1 - AOD(C1-C5)) x 100 .. (24)
AODCO

3.2.5 Volumetri¢ni preskus za usedljive snovi

Test posedanja aktivnega blata smo izvajali po metodi 2710.C (Settled sludge volume),
kjer smo odvzeli iz aeracijskega bazena 1L homogenizirane raztopine aktivnega blata
(Standard methods ..., 2005). Ker nas je v eksperimentu zanimal le vpliv temperature na
¢as dvigovanja/izplavljanja aktivnega blata, so bili merilni valji z vzorci aktivnega blata
inkubirani pri razlicnih temperaturah.

Meritve temperature so se opravljale s sobnim termometrom. Sprememba volumna
aktivnega blata se je odcitala vsakih 15 minut.

Merilni valji so bili postavljeni na to¢no dolocena mesta, ki so se razlikovala samo po
izmerjeni zunanji temperaturi, in sicer:

Hladilnik (6 °C)

Upravna zgradba (16 °C)

Na odprtem — sencna lega (18 °C)
Na odprtem — sonc¢na lega (25 °C)

el

V Casu eksperimenta je bila temperatura v aeracijskemu bazenu 7,2 °C ter koncentracija
raztopljenega kisika 2,72 mg/I.
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4 REZULTATI

Na CNM se izvajajo kemijske analize za KPK, dusik in fosfor ro¢no s hitrimi testi
proizvajalca Macherey—Nagel. Dodatno smo opravili v obdobju devetih mesecev (junij
2005—februar 2006) Se dolocevanje koncentracije ATP v vzorcih aktivnega blata ter test
toksi¢nosti s ProtoxkitF'™. Z on-line meritvami spremljamo koncentracijo kisika,
temperaturo vode v aeracijskemu bazenu, temperaturo oCiS¢ene vode ter pritok odpadne
vode na/iz CNM. Zaradi obseZnosti podatkov on-line meritev koncentracije kisika so v
diplomski nalogi predstavljeni rezultati teh analiz le za krajSa obdobja (Slika 11 in 12,
Priloga D). Vsi rezultati kemijskih analiz so podani v Prilogah A in B in C. Priloga E

prikazuje sezonsko gibanje temperature v aeracijskem bazenu ter na iztoku iz CNM.
4.1  KEMIJSKI PARAMETRI

Povprecna vrednost KPK odpadne vode na dotoku je znasala 298 mgO,/1, voda na iztoku
manj kot 15 mgO,/1. Maksimalna izmerjena vrednost na dotoku je znasala 1076 mgO»/1 in
52 mgO,/l na iztoku iz CNM. Tako je uéinkovitost &i§enja po KPK vsaj 95 %
(Preglednica 5).

Povprecna vrednost amoniaka na dotoku znasala 11,1 mgNH4-N/I z maksimalno izmerjeno
koncentracijo 22 mgNH4-N/I. Na iztoku iz CNM je povpreéna vrednost amoniaka <0,2
mgNHy4-N/1. Z izjemo enega vzorca so vsi vzorci dosegali to vrednost, pri slednjem je bila
izmerjena koncentracija amoniaka 0,4 mgNH4-N/1 (Preglednica 5).

Ociscena voda, ki zapusca Cistilno napravo, vsebuje v povprecju 0,06 mg/l1 nitrita ter 10,8
mg/I nitrata, ki sta produkta nitrifikacije (Preglednica 5).

Zaznati je tudi padec koncentracije fosforja iz 4,06 mg/l na polovi¢no vrednost 2,1 mg/l na
iztoku. Vrednosti za celokupni dusik so zaradi objektivnih razlogov vprasljive. Dolo¢ene
minimalne in maksimalne izmerjene koncentracije so bile pod oziroma nad mejo detekcije
hitrega testa (Preglednica 5, Priloga C2 in C3).

Preglednica 5: Povpre¢ne vrednosti kemijskih parametrov odpadne vode na CNM od junija 2005 do

februarja 2006
Povprecna vrednost Minimum Maksimum
Analiza | Vzorec [mg/1] [mg/l] [mg/l]
Dotok 298 <100 1076
KPK Iztok <15 <15 52
Dotok 11,1 2 22
NH;-N Iztok <0,2 <0,2 0,4
NO,-N Iztok 0,06 0,01 >0,45
NO;-N Iztok 10,8 1,2 >16
Dotok 4,06 0,6 21,6
tP Iztok 2,1 0,4 5
Dotok 20,39 15 24
tN Iztok 12,5 8,7 >16

Ko poteka celoten proces ¢iS¢enja brez motenj in omejitev, se le-to odraZza na rezultatih z
zelo nizkimi vrednostmi parametrov KPK, NH; NO,™ in tP ter visoko ravnijo koncentracije
NO;'.
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Ceprav se vrednost KPK, koncentracije NHs, NO;” in tP posameznih meritev ob normalnih
pogojih obratovanja CNM (Preglednica 6) ne razlikujejo veliko od povpre¢nih vrednosti
(Preglednica 5), je koncentracija nitrita na iztoku iz CNM precej nizja. Ob tak$nih pogojih
dosezemo le 16,6-33,3 % povprecne vrednosti, z izmerjeno koncentracijo 0,01-0,02
mgNO,7/1, kar kaze na uspesno konverzijo nitrita v nitrat ali redukcijo v plinaste oblike
dusika.

Preglednica 6: Rezultati meritev kemijskih parametrov odpadne vode ob »normalnih« pogojih delovanja

CNM
5 KPK NH,;-N NO,-N NO;-N tP
Datum Cas Vzorec | [mg0,/1] | [mgN/l] [mgN/1] [mgN/1] [mgP/1]

10:40 Iztok <15 <0,2 0,01 10,2 1,5

12.10.2005 10;35 Dotok 142 7 32
10:00 Iztok <15 <0,2 0,01 11,4 1,3

13.10.2005 9:55 Dotok 220 9 3.3
8:25 Iztok <15 <0,2 0,02 12,1 1,4

15.10.2005 8:20 Dotok 528 16 4,5
13:45 Iztok <15 <0,2 0,02 13,5 1,9

17.10.2005 13:40 Dotok 231 9 3.4
10:15 Iztok <15 <0,2 0,02 13,1 1,6

20.10.2005 10:10 Dotok 153 10 0,7

4

Na drugi strani se motnje v procesu &iséenja na CNM odrazajo kot pove¢ane vrednosti
KPK (40 mgO,/1), poviSane koncentracije amoniaka (0,4 mgNH4-N/l) ter nitrita (>0,45
mgNO,7/1) na iztoku in nizko koncentracijo nitrata (1,2 mgNOs7/1), ki se mo¢no razlikujejo
od povprecnih vrednosti. Vrednosti koncentracije fosforja ob motnjah ciS¢enja
(Preglednica 7) ne odstopajo veliko od povprecnih vrednosti (Preglednica 5).

Preglednica 7: Rezultati, ki odstopajo od povpreénih meritev kemijskih parametrov iz preglednice 5

KPK NH,;-N NO,-N NO;-N tP
Datum Vzorec [mgO,/1] [mgN/1] [mgN/1] [mgN/1] [mgP/1]
<
24.10.2005 Iztok 15 <0,2 >0,45 8,8 1,7
Dotok 238 14 / / 3,4
Iztok 40 0,4 >(0,45 1,2 2,8
19122005 Dotok 358 11 0,14 <0,5 4,3
Iztok <15 <0,2 >(,45 8,5 2,8
09.01.2006 Dotok 258 10 0,1 <0,5 3

Koncentracije nitrita presegajo povprecne izmerjene vrednosti kar v 1/5 meritev, trije od
teh vzorcev so presegli zgornjo mejo obcutljivosti testa, ki je 0,45 mgNO, /1. To vrednost
je presegel tudi vzorec, analiziran pred zac¢etkom diplomsko-raziskovalne naloge, 20. 5.
2005, in je zabelezen v Prilogi A.

42 KONCENTRACIJA KISIKA V AERACIJSKEMU BAZENU

Izmerjene koncentracije kisika v aeracijskemu bazenu se gibljejo med 0 in 9,5 mgO,/1.
Opaziti je izrazito nara$canje koncentracije kisika med 24.00 in 6.00 ter dva manjsa
porasta med 10. in 14. uro ter 18. in 20. uro.
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Obcasno se lahko zaradi motenj pri preskrbi s kisikom koncentracija zniza celo za 8
mgO,/1 v le Stirih urah kljub dejstvu, da puhala delujejo (Slika 11). Vzrok za takSna nihanja
je v nastavitvi ¢asovnega intervala delovanja in mirovanja puhal.

10

Koncentracija kisika [mg/l]
(&)}

1

0 T T T T T
12.0kt 13.0kt 14.0okt 15.0kt 16.0kt 17.okt 18.0kt

Datum

Slika 11: Profil gibanja koncentracije kisika v aeracijskem bazenu na CNM med 12. in 17. oktobrom 2005

Velika nihanja v koncentraciji kisika je mogoce zaslediti dnevno (Slika 11). Profili
dnevnih koncentracij kisika se razlikujejo le po dolzini (ne)optimalne koncentracije ter
razponu nihanja. Se vedje razlike zasledimo pri analizi koncentracij kisika celotnega
meseca. Zaradi omejitve Stevila podatkov, ki so lahko prikazani v grafikonih programa
Microsoft Excel, je prikazano le krajse obdobje.

Tako je bila v oktobru koncentracija raztopljenega kisika prenizka 9,5 % casa, v
optimalnemu obmod&ju 16,8 % ter 73,7 % &asa visja od 3 mgO./1 (Slika 12). Stevilo meritev
koncentracije kisika v oktobru zajema 87,6 % teoreticnega Stevila podatkov, 12,4 %
podatkov ni zabelezenih.

NajdaljSe obdobje, kjer je bila koncentracija kisika optimalna, je obsegalo 30,45 % Casa v
mesecu januarju 2006, najkrajse le 3,04 % ¢asa v mesecu juliju 2005.
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Slika 12: Dnevne on-line meritve kisika v aeracijskem bazenu, razdeljene v koncentracijska obmocja
(oktober 2005)

Rezultati so pokazali, da je poraba kisika preko no¢i manjSa kot v dnevnemu casu.
Povprecna poraba kisika med 24.00 in 6.00 znasa: 0,054-0,078 mgO,/Imin medtem ko je
povpre¢na poraba kisika med 6.00 in 24.00 med 0,063—0,100 mgO,/Imin. Razlika je tudi v
vnosu kisika v aeracijski bazen ¢ez dan in preko noci. Povpreéni vnos kisika preko noci je
0,064-0,141 mgO,/lmin in 0,067-0,124 mgO,/Imin ez dan. Rezultati se nanasajo na
oktober 2005. Razlika v vnosu kiska v aeracijski bazen nastane zaradi vecje porabe kisika
v dnevnemu Casu ob enakemu vnosu kisika. Vnos kisika praviloma presega potrebe po
kisiku v nocnih casih, medtem ko le-ta ne zadostuje ez dan in posledicno pade
koncentracija kisika. Po izracunih za oktober je ¢as prekomernega delovanja puhala v
no¢nemu casu znasal 1027 minut, nezadostnega tekom dneva pa 1100 minut.

43 MERITVE KONCENTRACIJE MIKROBNEGA ATP V VZORCIH
AKTIVNEGA BLATA

Predstavljeni vzorci so bili odvzeti med 15.09.2005-15.02.2006 in se med seboj razlikujejo
(Slika 13 in 14). Vzorce A-I smo odvzeli 15.09. med 7. in 16. uro. Maksimalna izmerjena
koncentracija mikrobnega ATP teh vzorcev je znasala 4,01*10” mol/l, medtem ko je bila
najnizja izmerjena koncentracija 1,56%10”7 mol/l, kar je priblizno 2,5 x niZja koncentracija
od maksimalno izmerjene (Slika 13).

Prav tako smo odvzeli vzorce z oznako T, T1 in T2 isti dan. Razlika v Casu vzorcCenja
aktivnega blata vzorca T in T1/T2 je bila 15 minut. Izmerjena koncentracija mikrobnega
ATP vzorca T je bila 3,06%10”7 mol/l, v vzorcih T1/T2 le 1,27¥107 mol/l oz. 7,06*10°®
mol/l. To pomeni 2,4 x 0z. 4,3 x manjSo koncentracijo mikrobnega ATP v vzorcih T1/T2 v
primerjavi z izmerjeno koncentracijo ATP vzorca T (Slika 13).

Pri vzorcih U-5 smo izmerili koncentracije mikrobnega ATP od 1,80%107 - 5,42%107
mol/l (Slika 14).
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Slika 13: Koncentracija mikrobnega ATP v vzorcih aktivnega blata od 15.09-24.10. 2005
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Slika 14: Koncentracija mikrobnega ATP v vzorcih aktivnega blata od 02.11.2005-15.02.2006

Z izmerjenimi koncentracijami mikrobnega ATP ter on-line meritvami koncentracije
aktivnega blata lahko izraCunamo vsebnost mikrobnega ATP na enoto aktivnega blata.
Zaradi okvare sonde za koncentracijo suSine v aeracijskemu bazenu (MLSS) je izracun
mozen le za vzorce po 14. decembru 2005. Izmerjene koncentracije aktivnega blata v
aeracijskemu bazenu so znasale med 5,02-9,42 g/l. Vsebnost mikrobnega ATP na enoto
aktivnega blata se je tako gibala med 0,016-0,046 mgATP/gMLSS. Socasno smo merili
volumen posedenega blata, ki je enakomerno narascal od vrednosti 290 ml/ly,oca in vse do
800 ml/ly,orca (Preglednica 8).
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Preglednica 8: Koncentracija mikrobnega ATP v primerjavi s koncentracijo aktivnega blata

Koncentracija Volumen

Datum/ mikrobnega ATP Koncentracija Koncentracija mikrobnega ATP/ enoto posedenega blata

Vzorec [mg/1] aktivnega blata [g/l] aktivnega blata [mgATP/gMLSS] [ml/1]]
a2 X1 0,14 5,02 0,027 290
.12 xu 0,15 7,1 0,021 330
a2 xm 0,20 6,77 0,029 330
M2 x1v 0,18 1,7 0,023 360
sz xv 0,16 9,42 0,016 430
061 xvi 0,16 8,82 0,018 460
0901 XVII 0,16 5,06 0,032 500
1601 Xvin 0,16 5,42 0,030 550
1901 XIX 0,18 4,88 0,036 570
B01 XX 0,22 6,35 0,035 600
w011 0,19 6,48 0,030 750
001 2 0,18 6,33 0,028 720
oot 3 0,21 5,64 0,037 750
o014 0,25 5,43 0,046 800
1501 s 0,28 7.4 0,037 800

4.4 TOKSICNOST IZTOKA, KI SMO JO MERILI S PROTOXKITF™

Izmed Sestih zdruzenih vzorcev so se podatki dobro prilegali trendni Crti le pri dveh
vzorcih. Pri preostalih vzorcih je bilo prileganje podatkov slabo, zato iz rezultatov ni
mozno potegniti zakljuckov. Stopnja inhibicije rasti migetalkarja zdruZzenega vzorca iz
Preglednice 9 je bila: 3,63 % za 6,25 % raztopino, 8,34 % za 12,5 % raztopino, 8,83 % pri
25 % raztopini ter 13,42 % pri 50 % raztopini oc¢is¢ene vode (Slika 15). Izracunana
efektivna doza (EC), ki bi povzrocila odziv pri polovici testnih organizmov (EC50), je
znasala 238,17 % (Preglednica 10). To pomeni, da mora biti vzorec 2-krat bolj

koncentriran. Rezultati s tem kaZejo na minimalno oz. netoksi¢nost vzorca.

Preglednica 9: Kemijski parametri zdruZenega vzorca za testiranje toksi¢nosti iztoka iz CNM

KPK NH,-N NO,-N NO;-N tN tP
Datum Oznaka Vzorec [mgO,/1] [mgN/ml] [mgN/ml] [mgN/ml] [mgN/1] [mgP/1]
Iztok <15 <0,2 >0,45 8,5 11,2 2,8
09.01.2006 | XVII Dotok 258 10 0,10 <0,5 18 3
Iztok <15 <0,2 0,36 13,1 12,5 2,4
16.01.2006 | XVIII Dotok 233 16 0,11 <0,5 24 3,6

Pri drugemu vzorcu zaradi negativega trenda stopnje inhibicije izracun za EC50 ni mogoc.
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Preglednica 10: Rezultati ProtoxkitF™ testa za dva zdruzena vzorca z rezultati opti¢ne gostote, stopnjo

inhibicije ter izracunano vrednostjo EC50

INHIBICIJA [EC50
VZOREC KONCENTRACIJA VZORCA oD [%] [%]
IZTOKA [%] TO T40
KONTROLA 0,534 0,120 0
100 |/ / /
XVIIXVIII 50 0,546 0,188 13,422
(09.01/16.01.2006) 25 0,529 0,152 8,827 | 238,17
12,5 0,529 0,150 8,343
6,25 0,517 0,118 3,628
KONTROLA 0,543 0,172 0,000
100 |/ / /
I/VIIL 50 0,555 0,157 -7,278 /
(09.11/03.12.2005) 25 0,554 0,160 -6,065
12,5 0,543 0,155 -4,582
6,25 0,539 0,152 -4,178

10 r\/ vy =0,193x +4,0324
s R® = 0,8697

Inhibicija [%]
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Slika 15: Stopnja inhibicije zdruzenega vzorca XVII/XVIII na iztoku iz CNM

4.5 VOLUMETRICNI PRESKUS ZA USEDLIIVE SNOVI

Pri tem poskusu nas je zanimal predvsem cas, po katerem je posedeno blato ponovno
izplavalo.

Posedanje in volumen blata je bil v prvih 75 minutah neodvisen od zunanje temperature z
vrednostjo 260—270 ml/L vzorca.

Ocitne razlike se pojavijo pri izplavljanju. Izplavljanje biomase smo prvi¢ opazili po 90
minutah v vzorcu, ki smo ga inkubirali pri temperaturi 25 °C, po 240 oz. 360 minutah v
vzorcu, inkubiranem pri 18 °C oziroma 16 °C. V vzorcu, inkubiranem pri temperaturi 6 °C,
pa tudi po 390 minutah, ko smo zakljucili meritve, ni prislo do izplavljanja (Slika 16).
Enako stanje je bilo tudi po 24 urah, nato smo poskus zakljucili.
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Izplavljeno aktivno blato v ostalih vzorcih je v kratkemu Casu izgubilo svojo znacilno
strukturo v obliki flokul.
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Slika 16: Izplavljanje aktivnega blata pri razli¢nih temperaturah

Enaki pogoji kot v merilnih valjih so bili tudi ob 24-urni zaustavitvi Cistilne naprave zaradi
izpada elektike.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Namen raziskave je bil spremljanje realnega dogajanja na poskusno delujoci Cistilni
napravi preko daljSega obdobja in na podlagi velikega Stevila vzorCenj identificirati
pomanjkljivosti in prednosti v procesu ¢is¢enja.

V ta namen smo izvedli kemijske analize pri 60 vzorcih za KPK, amoniak, nitrit, nitrat,
skupni dusik in skupni fosfor, ki smo jih opravili na CNM (Priloga B in C). Informativno
so podani tudi rezultati kemijskih analiz dotoka in iztoka iz CNM, ki so bili zajeti na CNM
pred zacetkom diplomske naloge.

Analize KPK, koncentracij dusikovih spojin, skupnega dusika in fosforja na dotoku nam
nudijo vpogled v kakovost odpadne vode, ki priteka na CNM. Analiza iztoka iz CNM pa

Vv v

oceni ucinkovitost ¢i§¢enja odpadne vode.

V Casu raziskave smo odvzemali vzorce aktivnega blata kot tudi vzorce ociscene vode na
iztoku iz Cistilne naprave. Za kasnejse raziskave smo jih zamrznili v teko¢emu dusiku pri
-196 °C. Ob zakljucku raziskave na CNM smo izmerili koncentracijo mikrobnega ATP v

vzorcih aktivnega blata in toksi¢nost o¢itene vode z ProtoxkitF™ ter migetalkarjem
Tetrahymena thermophila kot testnim organizmom.

Redukcija KPK, ki jo pokaze razlika med vhodnim in izhodnim KPK na ¢istilni napravi, je
posledica metabolne aktivnosti kompleksne mikrobne zdruzbe v aktivnemu blatu. Vrsijo jo
heterotrofni mikroorganizmi, ki potrebujejo za oksidacijo organskih snovi kisik oz.
nitrit/nitrat pri denitrifikaciji (Winter in Jérdening, 2005). Ker poteka na CNM oksidacija
organskih C-spojin ter nitrifikacija, ne pa tudi denitrifikacija, je uspesnost ¢isc¢enja po KPK
odvisna od zadostne koli¢ine aktivne biomase ter kisika v aeracijskemu bazenu. Za
oksidacijo 1 g organske snovi potrebujemo 1,42 g O, (Henze in sod., 2002). Vrednosti
KPK na iztoku iz CNM od junija 2005 so bile ve¢inoma manj$e od 15 mgO,/l, razen v
desetih primerih, kjer smo izmerili vrednosti med 15 in 52 mgO,/1, ki je bila hkrati tudi
najvi§ja izmerjena vrednost po KPK na iztoku (Priloga A, B in C). Zakonsko doloCena
mejna vrednost po KPK na iztoku je 125 mgO,/l (Uredba o emisiji ..., 2007). Po seriji
rezultatov za meritve KPK na iztoku od septembra naprej, kjer so vrednosti KPK na iztoku
iz CNM dosegale vrednosti manj kot 15 mgO,/l, smo v decembru izmerili vrednost 40
mgO,/1. Rezultat je v skladu s pri¢akovanji, saj je bila v tem obdobju koncentracija kisika
nizka in se je gibala med 0-1 mgO,/1 (Priloga D). Nikoli pa izmerjena koncentracija KPK
na iztoku ni presegla zakonsko dolocene vrednosti. Pred junijem v aeracijskemu bazenu ni
bilo dovolj aktivne biomase za popolno porabo organskih snovi. Najvi§ja izmerjena
vrednost po KPK na dotoku je znasala 1076 mgO,/l in je verjetno posledica izpusta
grezni¢ne vode ali preboja kanalizacijske cevi.

Preko daljSega obdobja je bila na podlagi povprecja izmerjenih koncentracij (Preglednica
5) redukcija po KPK vecja od 95 %.

Produkti oksidacije organskih snovi so CO,, H,O ter NH,". Ker je amonijev ion oz.
amoniak toksicen za vodne organizme povzroci veliko potrebo po kisiku, ki je posledica
bioloske oksidacije amonijaka (nitrifikacija) in je mocan agens evtrofikacije, je pomembno
odstranjevanje le-tega iz vodnega okolja pred izpustom v odvodnik (Siripong in Rittmann,
2007).
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Za uspesno odstranjevanje amoniaka in ostalih spojin lahko nadzorujemo in vplivamo na
tri izmed petih klju¢nih spremenljivk v procesu ¢iS¢enja: primerno starost aktivnega blata,
zadostno koli¢ino kisika in ustrezen pH. Na temperaturo in sestavo odpadne vode ne
moremo vplivati.

Amonij oksidirajoce bakterije, ki oksidirajo amoniak v nitrit, se podvajajo le vsakih 8-35
ur v optimalnih laboratorijskih pogojih. Zato je njihovo namnozevanje v bioloskih Cistilnih
napravah do primerne populacije, ki je sposobna odstraniti nastali amoniak, zaradi
neoptimalnih pogojev dolgotrajno (Philips in sod., 2002; Vadivelu in sod., 2006; Prosse,
2007). PoCasno podvajanje je posledica nizkih energijskih izplenov pri oksidaciji amoniaka
in energetsko potratne fiksacije anorganskega ogljika (Princi¢, 2001). Kemijske analize
koncentracije amoniaka na iztoku kazejo na to, da se je Sele do maja oz. junija 2005, kar je
bilo 3 mesece po zadetku obratovanja CNM, izoblikovala stabilna druzba amonij
oksidirajo¢ih bakterij. Po tem obdobju so bile izmerjene koncentracije amoniaka v vseh
vzorcih razen pri enemu, kjer je bila koncentracija amoniaka na iztoku iz CNM 0,4 mg/l,
manjsSe od 0,2 mg/l (Priloga A, B, C).

Ker imajo amonij oksidirajo¢e bakterije nizko saturacijsko konstanto za kisik, ki znaSa
0,36 mgO,/1 po Monodovi kinetiki, Sele koncentracije kisika nizje od 0,7 mgO./1 vplivajo
na uspesno oksidacijo amoniaka v nitrit (Campos in sod., 2007; Philips in sod., 2002). V
Casu meritve je koncentracija kisika nihala 48 ur med 0—1 mgO,/1, kar lahko pojasni rahlo
povisano vrednost amoniaka (Priloga D). Izmerjena koncentracija amoniaka je Se vedno
znotraj zakonsko predpisanih mejnih vrednosti izpusta snovi, ki znasa <10 mgNH4/I
(Uredba o emisiji ..., 2007).

Med nitrifikacijo se sprostijo velike koli¢ine protonov, ki zakisajo medij. pH je bil na
CNM ves &as konstanten, okrog pH = 7, kar kaZe na zadostno pufersko kapaciteto odpadne
vode (Park in sod., 2007).

Koncentracije nitrita na iztoku, ki smo jih izmerili, so bile med 0,01 in 0,45 mgNO,7/1, ki je
zgornja meja hitrega testa za nitrit. To mejo so presegli trije vzorci. V vseh primerih je
koncentracija kisika, v obdobju 24-48 ur pred kemijskimi analizami, bila ve¢ ur pod
vrednostjo 1 mg/l. Gibanje koncentracije raztopljenega kisika v aeracijskemu bazenu za
obdobje, kjer smo izmerili poviSane koncentracije nitrita, je podano v Prilogi D.

Popolna poraba nitrita je mogoca le, Ce ves nastali nitrit iz oksidacije amoniaka porabijo za
dihanje nitrit oksidirajoCe bakterije Se preden se ta uspe akumulirati. Sode¢ po Campos in
sod. (2007) je saturacijska konstanta za kisik pri nitrit oksidirajocih bakterijah 1,1 mgO,/1,
zato so NOB bolj obcutljive na nizke koncentracije kisika kot AOB. Ucinkovitost
oksidacije nitrita pade pri koncentracijah kisika manj od 1,4 mgO,/l, kar sovpada z
dejanskim stanjem na CNM (Priloga D).

Rezultati za skupni dusik niso zanesljivi (Priloga C2 in C3). Od zagona Cistilne naprave
konec februarja 2005 in vse do zacetka decembra 2005 so tako skrbniki Cistilne naprave,
kot kasneje tudi mi, izvajali test po napacnemu postopku. Po ugotovitvi zmote in zacetku
pravilnega izvajanja testa smo hitro spoznali tudi njegove pomanjkljivosti. Ker je zgornja
meja detekcije celokupnega duSika 16 mgN/l, je ta neuporaben za analizo dotoka, kjer so
bile vrednosti praviloma visje (Priloga C2 in C3). Ta je bila presezena tudi pri prvih
meritvah v zacetku decembra. Da bi lahko izmerili vrednosti celokupnega dusSika znotraj
mej detekcije, smo vzorce red¢ili z destilirano vodo. Redcitveni faktor in izmerjeno
koncentracijo dusika smo uporabili za izracun dejanske koncentracije. Zaradi neznanega
razloga ja bila koncentracija celokupnega dusika pogosto manjsa kot koncentracija nitrata



Jevsnikar I. Spremljanje delovanja bioloske ¢istilne naprave MeZica v poskusnem obratovanju. 44
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2011

in nitrita skupaj. Smiselno bi bilo, da bi se za analizo skupnega dusika uporabili hitri testi z
mejo detekcije med 5-30 mgN/l, saj bi edino tako lahko zanesljivo izmerili, ali je
koncentracija skupnega dusika na iztoku iz CNM pod zakonsko dolodeno mejno
vrednostjo, ki je 25 mgN/I (Uredba o emisiji..., 2007).

Koncentracija celokupnega fosforja pade iz povpre¢ne vrednosti 4,06 mgP/l na dotoku na
2,1 mgP/1 v iztoku, kar pomeni 48,3 % zacetne koncentracije (Preglednica 5). Iz vodnega
okolja lahko fosfate odstranjujemo s pomocjo fosfat akumulirajo¢ih organizmov.
Tradicionalno poteka odstranjevanje fosfatov v aerobno/anoksi¢nem nacinu ¢iscenja, kjer v
anoksicni fazi mikrobi sprostijo fosfate v vodno okolje, nato jih v aerobni fazi v ve¢jem
obsegu ponovno vezejo, da obnovijo intracelularne energetske rezerve (Meinhold in sod.,
1999; Lee in sod., 2007).

Ahn in sod. (2007) so pokazali, da lahko z dodajanjem zunanjega vira ogljika doseZemo
redukcijo fosfatov tudi v aerobnih pogojih.

Ker poteka ¢is¢enje na CNM le pri aerobnih pogojih in se ne dodaja zunanjega vira ogljika,
je mehanizem redukcije koncentracije fosfatov na CNM neznan, saj poteka pospeseno
odstranjevanje fosforja v izmenjajocih aerobnih/anoksi¢nih pogojih.

Ker je CNM majhna &istilna naprava (4000 PE) in ne lezi na ob&utljivem obmo&ju oz. v
blizini kopalnih voda, mejne vrednosti za skupni fosfor niso dolo¢ene. V nasprotnemu
primeru znasa mejna vrednost za fosfor 2 mgP/l oz. 1 mgP/l — pri Cistilnih napravah s
kapaciteto vecjo kot 100.000 PE (Uredba o emisiji ..., 2007).

Mnogi raziskovalci omenjajo merjenje Zivosti mikroorganizmov z ATP metodo kot
alternativo klasi¢nim metodam, kot je npr. merjenje VSS (Levin in sod., 1975; Gikas in
Livingston, 1998; Whalen in sod., 2006). Spremljanje zivosti z merjenjem koncentracije
ATP v aktivnemu blatu se je v naSemu primeru izkazala kot tezavna metoda. Tezave so
nastopile predvsem z vzorcenjem. Ker mikrobna zdruzba zivi v planktonski ali pritrjeni
obliki in koncentracija ATP glede na nacin rasti variira, je zajemanje majhnih, homogenih
volumnov vzorca aktivnega blata tezavno, kar se je odrazalo tudi na naSih rezultatih.
Velika odstopanja v vsebosti mikrobnega ATP vzorcev aktivnega blata, ki smo jih odvzeli
isti dan (vzorci A-I), kjer odstopa vzorec F oz. v razmiku 15 minut (vzorci T in T1/T2)
odrazajo ravno to (Slika 13). Pri teh vzorcih se razlikuje koncentracija mikrobnega ATP
celo za faktor 4, glede na ostale vzorce. Ceprav ni korelacije med koncentracijo ATP in
MLSS ali volumetri¢nim testom usedljivosti, bi pricakovali, da bo razlika v koncentraciji
ATP med obdobjem z volumnom blata 300 ml/l in MLSS 3—4 g/1 ter 800 ml/l in MLSS 7—
8 g/l vecja (Preglednica 8). To verjetno nakazuje, da se je delez anorganskih snovi v
flokulah v tem obdobju poveceval, ne pa tudi delez aktivne biomase. Koncentracije
aktivnega blata je narascala v tem obdobju zato, ker se je vse aktivno blato iz usedalnika
vracalo nazaj v aeracijski bazen. V primerjavi s koncentracijami mikrobnega ATP, ki sta
jih navedla Gikas in Livingston (1998) — Preglednica 4, smo mi izmerili 10 in veckrat
manjsSe koncentracije mikrobnega ATP v vzorcih aktivnega blata. Razlog bi lahko zopet bil
v nehomogenemu zajemanju vzorcev aktivnega blata ter nehomogeni razporeditvi aktivne
biomase.

V odpadni vodi se nahajajo Stevilne organske in anorganske snovi, ki lahko inhibirajo rast
mikrobne populacije, kar lahko vodi v slabse u¢inke ¢is¢enja (Juliastuti in sod., 2003).
Prisotnost le-teh in vpliv na rast smo merili z testom toksi¢nosti ProtoxkitF™ (proizvajalca
MicroBioTest Inc.) in testnim organizmom Tetrahymena thermophila.

Ker smo imeli na voljo vzorce iztoka in moznost izvedbe testa toksi¢nosti, ki bi lahko
dodatno pomagal razjasniti dobljene rezultate, smo test tudi izvedli. [zmed Sestih zdruzenih
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vzorcev smo toksicnost oz. slabSo rast migetalkarja zaznali le v enemu vzorcu. V tem
vzorcu smo zaznali 13,42 % inhibicijo rasti v 50 % raztopini vzorca iztoka. IzraCunana
efektivna doza (EC50), ki bi povzrocila odziv pri polovici testnih organizmov, je znasala
238 %. Na podlagi tega rezultata lahko govorimo o majhni toksi¢nosti odpadne vode.
Mozen vzrok za pojav inhibicije rasti bi lahko bile poviSane koncentraciji nitrita, kar pa z
zagotovostjo ne moremo trditi, saj pri drugih vzorcih s prav tako poviSano koncentracijo
nitrita inhibicije nismo zaznali.

Ker mora motnost kontrolne raztopine po navodilih proizvajalca upasti za 75 %, da je test
veljaven, smo temu primerno izbrali ¢as inkubacije. Ta pogoj smo dosegli Sele po 40 urah
inkubacije in ne po 24 urah kot predvideva proizvajalec. Podobne tezave sta imela tudi
Avbersek (2004) in Kav¢ic (2007).

Ker testiranje toksi¢nosti s ProtoxkitF™ traja vsaj 24 ur, je njegova uporaba kot
diagnosticno orodje za vodenje procesa CiSCenja omejena, takrat ko so potrebne hitre in
natan¢ne metode za takojSne ukrepanje.

Ceprav testiranje toksi¢nosti s ProtoxkitF™ ni uporabno kot diagnostina metoda za
vodenje tehnoloskega procesa CiS¢enja odpadnih voda, pridobimo informacijo o moznih
vplivih izpusta o¢is¢ene vode iz Cistilne naprave na vodne organizme v odvodniku.

Ker smo dobili oprijemljive rezultate le v enem vzorcu, sklepanje o moznih vzrokih
slabsega ucinka na podlagi tega testa ni mozno.

Motiv za izvajanje testa usedljivosti aktivnega blata je bilo opazanje, da aktivno blato ob
merjenju usedljivosti po dolocenemu cCasu izplava na povrsje, kjer pride do deflokulacije,
ter 24-urna zaustavitev delovanja Cistilne naprave zaradi izpada elektricnega omrezja. V
tem primeru je bilo aktivno blato Se vedno posedeno na dnu bazena.

Test usedljivosti je bil zasnovan na nacin, da je ¢im bolj ponazarjal stanje ob zaustavitvi
delovanja Cistilne naprave (brez meSanja in prepihovanja). Med vzorci se je razlikovala le
temperatura inkubacije kot edina spremenljivka.

Aktivna biomasa v vzorcu je skoncentrirana in ves dostopen kisik se hitro porabi za
aerobne procese. Ob anoksicnih pogojih in prisotnosti nitratov se zaradi denitrifikacije
sproscajo plini, ki se ujamejo med flokule. Ko se nabere dovolj mehurckov plina, blato
izplava na povrsje in sCasoma deflokulira (Jenkins in sod., 2004).

Iz rezultatov je vidno, da je temperatura imela klju¢no vlogo pri naknadnemu dviganju
aktivnega blata. Cas, potreben za dvig blata, se je podaljSeval s padajo¢o temperaturo. Pri
temperaturi 6 °C dvigajoCega blata nismo zasledili niti po 24 urah.

Ce bi do tega pojava prislo v aeracijskemu bazenu na &istilni napravi, bi lahko prislo do
motenj v ¢iS¢enju in do izgube aktivne biomase. V poskusu pri 6 °C in ob zaustavitvi
Cistilne naprave, kjer je bila temperatura 7,2 °C, nizke temperature niso omogocale
produkcije dovolj velikih koli¢in plina, ¢eprav je znano, da denitrifikacija poteka tudi ob
tak§nih temperaturah (Carrera in sod., 2003). Ceprav se denitrifikacijska aktivnost ni
merila, je ta domneva podprta s strani raziskav, ki so jih izvedli Jenkins in sod. (2004).

Leta 2015 bodo stopila v veljavo nova dolocila uredbe o emisijah snovi pri odvajanju
odpadne vode iz komunalnih distilnih naprav, ki veljajo za prispevna obmocja Donave
(Uredba o spremembah ..., 2009). Ceprav nobeno dopolnilo ne spreminja mejnih vrednosti
snovi ob izpustu odpadne vode iz CNM, bo vse tezje dosegati vrednosti skupnega dusika
na iztoku zaradi vse vecje produkcije odpadnih voda v gospodinjstvih ter prikljucitve novih
gospodinjstev na kanalizacijski sistem. Zakonsko predpisana mejna vrednost za skupni
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dudik na iztoku iz aeracijskega bazena za CNM je 25 mgN/l oz. 20 mgN/I za naprave s
kapaciteto vecjo od 100.000 PE, ta bo lahko v prihodnosti hitro presezena zaradi zgoraj
navedenih razlogov. Zato je pomembno, da se Ze sedaj razmiSlja o novih strategijah
¢iscenja, ki bodo zadoscala in omogocala doseganje mejnih vrednosti izpustov snovi iz
komunalnih ¢istilnih naprav.

Za oceno delovanja Cistilne naprave moramo spremljati in razumeti vse procese, ki se
vr§ijo v procesu CisCenja, ter dejavnike, ki vplivajo na njih. Skupaj z velikim Stevilom
podatkov in njihovim vrednotenjem lahko podamo naslednje sklepe:

- Utinek ¢is¢enja odpadne vode na CNM je zelo visok v vseh letnih
Casih. Izpusti iz Cistilne naprave dosegajo le nekaj % zakonsko
predpisanih mejnih vrednosti spojin.

- Obcasne motnje v procesu Ciscenja bi lahko pripisali nezadostnim
koli¢inam kisika v aeracijskem bazenu, ki smo jih zaznali do 48 ur
pred vzorCenjem, kar ustreza zadrzevalnem casu odpadne vode
(HRT) na CNM. Vpihovanje kisika je pogosto nezadostno ter
stro§kovno neucinkovito.

- Nadzor nad koli¢ino vpihanega kisika moramo spremeniti na nacin,
kjer bo koncentracija kisika v raztopini merilo za delovanje ali
mirovanje puhal in ne vnaprej nastavljen Casovni interval, kjer se
vpihava ista kolicina kisika ne glede na potrebe. Le na tak nacin,
kisik nikoli ne bo v presezku (dodatni stroski) ali limitni faktor.

- Koncentracija mikrobnega ATP ne korelira z meritvam susine v
aeracijskemu bazenu ali volumnom aktivnega blata po 30-minutnem
posedanju. Zato slednja ne moreta biti merilo za dolocevanje aktivne
biomase v aeracijskemu bazenu.

- Uporaba biotesta ProtoxkitF'™ za merjenje toksi¢nosti iztoka na
bioloski Cistilni napravi ni smiselna, saj dobimo rezultate po najmanj
24 urah, kar pa ni dovolj hitro za takojs$nje ukrepanje in spreminjanje
procesnih parametrov, ki bi minimirali u¢inke inhibitornih substanc.
Hkrati s testom ne pridobimo informacije o vrsti inhibitornih
substanc, temvec¢ le skupen inhibitorni ucinek na mikrobno zdruzbo.
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6 POVZETEK

Z vstopom Slovenije v Evropsko unijo, smo prevzeli del pravne ureditve, ki ureja tudi
podrocje Ciscenja odpadnih voda. Vse ostrejSe zakonske zahteve pri izpustih v odvodnike
kot tudi vse glasnejSe zahteve po CistejsSemu okolju, so vodile v zadnjih letih do izgradnje
Stevilnih Cistilnih naprav za prebivalstvo in industrijo.

Bioloska cistilna naprava je kompleksen sistem, ki deluje le ob optimalnih operativnih
nastavitvah. Le tako doseZzemo visoke ucinke €iS€enja z nizkimi stroski ob zanemarljivih
vplivih na okolje. Ker gre za zelo dinamicen sistem, je za dobro oceno delovanja potrebna

dolgotrajnejse spremljanje delovanja.

Vecmesecno opazovanje delovanja Cistilne naprave, kjer so se spremljali Stevilni kemijski
kot tudi bioloski parametri, je dalo dober vpogled v delovanje ¢istilne naprave kot celote.
Velikega pomena pri raziskavi so bili on-line podatki gibanja koncentracije kisika.

Dodatno smo opravili analizo Zzivosti aktivnega blata z merjenjem koncentracije

mikrobnega ATP in preverili toksi¢nost o&is¢ene vode z biotestom ProtoxkitF™ in testnim
organizmom Tetrahymena themophila.

Kemijske analize Sestdesetih vzorcev dotoka in iztoka na CNM med diplomsko-
raziskovalno nalogo ter 13 kemijskih analiz vzorcev pred diplomsko-raziskovalno nalogo
za pH, KPK, koncentracije amoniaka, nitratov ter skupnega dusSika in fosforja nakazujejo
na zelo dobro Cis¢enje odpadnih voda. Vsi kazalci onesnazenosti odpadne vode so bili
vedno pod zakonsko dolo¢enimi mejnimi emisijami snovi na iztoku iz Cistilne naprave.

Dolocevanje zivosti, z merjenjem koncentracije mikrobnega ATP v aktivnemu blatu, se
vse bolj uveljavlja kot pomembna metoda, potrebna za uspeSno vodenje bioloskega
¢is¢enja odpadnih voda. Z avtomatizacijo in lazjo izvedbo testa bo v prihodnosti metoda
postala rutinska, na podlagi katere se bomo odlocali o procesnih nastavitvah bioloskega
¢iS€enja. Merjenje koncentracije mikrobnega ATP v vzorcih aktivnega blata se je v naSemu
primeru pokazala kot tezavna metoda, saj se izmerjene koncentracije mikrobnega ATP
med seboj precej razlikujejo. Vzorci, odvzeti isti dan, kaZejo razlike v koncentraciji
mikrobnega ATP tudi za faktor 2,5 oz. 4,0, kar bi lahko bila posledica nehomogenega
zajemanja vzorcev aktivnega blata. V primerjavi z ostalimi raziskovalci smo izmerili
precej manj$e koncentracije mikrobnega ATP v aktivnemu blatu na CNM.

Merjenje toksiCnosti iztoka je informativnega znacCaja. Ker dobimo rezultate Sele po 24
urah, je Cas za ukrepanje ze zamujen. Poleg tega ne pridobimo informacije o identiteti
inhibitorne snovi, na podlagi Cesar bi lahko pravilno ukrepali. Pridobimo pa informacijo o
moznih vplivih izpusta ocis¢ene vode na vodne organizme v odvodniku. Na podlagi nasih
rezultatov je ta vpliv minimalen oz. vplivov na vodne organizme ni.

Dvigovanje aktivnega blata je posledica denitrifikacije in nabiranja plinov v flokulah.
Posebej v primarnemu usedalniku je pojav pogost, kar se lahko prepreci s hitrej§im
vratanjem aktivnega blata v aeracijski bazen. Ob zaustavitvi obratovanja CNM (24 ur,
izpad elektricne energije) dvigovanja aktivnega blata v aeracijskemu bazenu in usedalniku
nismo zaznali. Temu so botrovale nizke temperature (7,2 °C), ki so onemogocale vecjo
aktivnost denitrifikacijske zdruzbe v aktivnemu blatu in s tem dvigovanje aktivne biomase.
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Opazanja so tudi v skladu z dobljenimi rezultati izplavljanja aktivnega blata pri razli¢nih
temperaturnih obmogjih.

Z manj$imi prilagoditvami vodenja tehnoloskega procesa, predvsem s spremembo nadzora
vpihovanja zraka v aeracijski bazen, lahko ¢is¢enje odpadne vode vodimo bolj ekonomicno
ob enakih ucinkih ¢iScenja. S tem bi preprecili nastanek pogojev, ki so botrovali povisanim
koncentracijam kemijskih parmetrov na iztoku iz CNM.
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PRILOGE
Priloga A:  Kemijske analize odpadne vode na dotoku ter iztoku iz CNM, izvedene s
strani zaposlenih pred zaetkom diplomske naloge
KPK NHeN | NO-N | NOyN tN tP
Datum Vzorec [mg O,/1] [mg N/1| [mg N/ [mg N/1| [mg P/1] [mg P/1]
08.03.2005 Iztok <100 23 0,05 <0,5
Dotok 198 40
15.03.2005 Iztok <100 23
Dotok
04.04.2005 1ztok <100 9
Dotok <100 36
12.04.2005 [ztok <100 <1 0,08 3.6 <0,5 2,6
Dotok <100 12 <0.5 2.6
21.04.2005 Iztok <100 2 0,06 2,7
Dotok <100 7
05.05.2005 Iztok <100 <0,2 0.08 6.1
Dotok 146 6
12.05.2005 Iztok 15 <0.2 0.05 9,4
Dotok 288 12
20.05.2005 Iztok 42 <0.2 0,45 6.8
Dotok 163 16
30.05.2005 Iztok 49 <0.2 0.42 8.6 7 214
Dotok 156 29 75
07.06.2005 Iztok 48 0.7
13.06.2005 Iztok <15 <0.2 0,24 >16
20.06.2005 [ztok 48
Dotok 196
28.06.2005 Iztok 52
Dotok 1076
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Priloga B:  Kemijske analize odpadne vode na dotoku ter iztoku iz CNM med
diplomsko nalogo; med 07.07.2005 — 25.08.2005
KPK NH,N NO,-N NOs;-N tN tP
Datum Vzorec [mg O,/1] [mg N/ [mg N/ [mg N/ [mgN/1] [mg P/1]
Iztok 18 <0,2 0,14 11,6
07.07.2005 Dotok <100 13
Iztok <15 <0,2 0,04 7,4 <0,5 3,1
12.07.2005 Dotok <100 5 <0,5 1,7
Iztok <15 <0,2 0,03 10
15.07.2005 Dotok 196 9
Iztok <15 <0,2 0,07 11,1
19.07.2005 Dotok 220 6
Iztok 20 <0,2 0,07 13,6
21.07.2005 Dotok 234 8
Iztok 23 <0,2 0,01 13,6
25.07.2005 Dotok 225
Iztok <15 <0,2 0,1 9.8 <0,5 24
27.07.2005 Dotok 360 11 1,2 4,2
Iztok <15 <0,2 0,04 >16
01.08.2005 Dotok 255 11
Iztok <15 <0,2 0,02 14,8
04.08.2005 Dotok 840 9
Iztok 20 <0,2 0,03 14,5 <0,5 3,9
05.08.2005 Dotok 390 11 1,4 2,7
Iztok 16 <0,2 0,02 15
11.08.2005 Dotok 353 9
Iztok 28 <0,2 0,04 15,8
18.08.2005 Dotok 159 9 0,38
Iztok <15 <0,2 0,03 8,4 <0,5 0,9
25.08.2005 Dotok 242 7 0,15 0,7 <0,5 2,7
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Priloga C1: Rezultati kemijskih analiz odpadne vode na dotoku ter iztoku iz CNM med
15.09.2005 - 24.10.2005

Datum Oznaka vzorca Vzorec [,I;I:)Iz(/l] [ﬁg‘?ﬂ [angl\?/-nl:Il] [;1\.11?1\?/:.11\11] [mg/u [mth;/l]
< <l <

15.09.2005 A é?;‘; 1;2 %2 0,01 0,05 <8§ 4?5
< < >

15.09.2005 B 1;2;3)1; 1;2 20£2 0,02 16
< <

15.09.2005 C 5:;1; 3;; 10{;2 0,02 5.7
< <l >

15.09.2005 D é?;‘; 2(1; 103»2 0,02 16
< < >

15.09.2005 E ];Z;zi 2é2 %2 0,02 16
< < >

15.09.2005 F é?;‘; 3; %2 0,02 16
< <l >

15.09.2005 G J;i.t;l; 4;; %2 0,02 16
< < >

15.09.2005 H 1;?;1;( 341‘; %2 0,02 16
< < >

15.09.2005 I éztt‘;l; 5}(5) 1012 0,02 16 iji
< <

e | pe g e
< <

03.10.2005 K éﬁi léf %2 0,02 9.5 3:2 231,’86

<

05.10.2005 L é?;‘; 11257 Biz 0,02 5.7 ;;
< <

07.10.2005 M éﬁ;‘; 1(1)3 (;,2 0,01 4,8 g;
< <

12.10.2005 N éztt‘zi 13;; (;,2 0,01 10,2 ;;
< <

13.10.2005 0 é?zi 258 %2 0,01 11,4 ;;
< <

15.10.2005 P 1;2;2)1; ség 1082 0,02 12,1 411:2
< <

17.10.2005 R éztt‘zi 25 %2 0,02 13,5 ;Z
< <l

20.10.2006 S ézt;i 1;; 1062 0,02 13,1 (1)3
< < >

24.10.2005 T 1;2;2)1; 2;; 10:‘2 045 8,8 ;Z
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Priloga C2: Rezultati kemijskih analiz odpadne vode na dotoku ter iztoku iz CNM med
02.11.2005 - 09.01.2006

KPK | NHs-N | NO,N | NOyN | N P
Datum Oznaka vzorca Vzorec | mgo | jmgNmil | (mgNml | jmgNml | mgnN | [mgpay
02.11.2005 U Iztok | <15 <0,2 0,05 114 1.8
Dotok | 338 18 55
03.11.2005 % Iztok | <15 <0.2 0,11 114 1,9
Dotok | 258 16 4
08.11.2005 z Iztok | <I5 <0,2 0,02 13,2 2
Dotok 295 15 4.4
09.11.2005 I Iztok <15 <02 0,24 12,3 3
Dotok <100 13 8.4
17.11.2005 I Iztok | <15 <0,2 0.03 15,5 24
Dotok | 175 12 32
18.11.2005 I Iztok | <15 | <02 | 002 14,6 1,7
Dotok 216 18 47
22.11.2005 v Iztok | <15 | <02 | 023 10,5 2,2
Dotok 386 13 3.3
23.11.2005 % Iztok | <15 <0,2 0,02 12,7 1,9
Dotok | 349 12 37
29.11.2005 VI Iztok | <15 <0,2 0,03 9,7 1,6
Dotok | 216 9 32
01.12.2005 VI Iztok | <15 <0,2 0,02 10 12
Dotok 277 10 3,5
03.12.2005 VI Iztok | <I5 <0,2 0,32 10,5 13
Dotok | 290 3 1.8
07.12.2005 IX Iztok | <I5 <0,2 0,02 4,1 0,6
Dotok 216 2 1,3
10.12.2005 X Iztok | <15 <0,2 0,03 8,1 87 | 11
Dotok | 495 6 15 3,5
14.12.2005 XI Iztok | <IS <0,2 0,03 108 | 11,5 [ 1,6
Dotok 312 10 Y 3
19.12.2005 XII Iztok 40 0.4 >0.45 1,2 8 2.8
Dotok 358 11 0,14 <0,5 I 43
21.12.2005 X111 Iztok | <15 | <02 | 002 9 103 | 2.1
Dotok | 246 10 0,11 <0,5 | i | 37
24.12.2005 XIV Iztok | <15 | <02 037 9,6 10,7 | 2.1
Dotok 439 14 0,16 <0,5 Y 54
31.12.2005 XV Iztok <15 <0,2 0,05 >16 >16 | 2.4
Dotok 445 14 0,14 <0,5 >16 7
06.01.2006 XVI Iztok | <15 | <02 0,02 ~16 | 16 | 22
Dotok 281 14 0,11 <0,5 >16 45
09.01.2006 XVII Iztok | <15 | <02 | >045 85 | 1125 | 28
Dotok | 258 10 0,1 <05 18 3
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Priloga C3: Rezultati kemijskih analiz odpadne vode na dotoku ter iztoku iz CNM med
16.01.2006 - 15.02.2006

KPK | NH4,-N | NO,-N | NO;-N tN tP
Datum Oznaka vzorca Vzorec | (mgo,] | [mgNmil] | (mgNmi] | [mgNmi | [mgNm | [mgPn

16.01.2006 XVIII Iztok <15 <0,2 0,36 13,1 12,5 2,4

Dotok 233 16 0,11 <0,5 24 3,6

19.01.2006 XIX Iztok <15 <0,2 0,06 15,3 13 2,3
Dotok 275 15 0,05 21,5 5,1

25.01.2006 XX Iztok <15 <0,2 0,03 15,3 13,5 2,3

Dotok 268 11 0,11 19 3,4

29.01.2006 | Iztok <15 <0,2 0,15 15,3 14,75 2,4
Dotok 870 12 0,19 <0,5 21,75 5,1

30.01.2006 ) Iztok <15 <0,2 0,02 15,3 14,8 2,3

Dotok 268 12 0,1 <0,5 21,75 3,4

04.02.2006 3 Iztok 16 <0,2 0,03 >16 15,75 2,3

Dotok 393 12 0,14 23,4 472

07.02.2006 4 Iztok <15 <0,2 0,02 >16 17 2,5

Dotok 351 12 0,09 20,5 3,5

15.02.2006 5 Iztok 16 <0,2 0,04 14,9 14,5 2,5
Dotok 271 11 0,1 19 4
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Priloga D:

Koncentracija kisika v aeracijskemu bazenu med 16.12.2005 —20.12.2005

Koncentracija DO [mg O2/ml]
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Priloga E:  Sezonsko gibanje temperature odpadne vode na iztoku in v aeracijskemu
bazenu na CNM
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