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Sažetak

Ubrzani napredak industrije, poljoprivrede i domaćinstva su pogodovali povišenim koncentracijama dušika u  vodenom ekosustavu, što uzrokuje 
eutrofikaciju. Dušik se iz otpadne vode uklanja procesom biološke denitrifikacije. U ovom preglednom radu dan je osvrt na denitrifikaciju, s aspekta 
mikroorganizama, koncentracije otopljenog kisika, donora i akceptora elektrona. 
Ključne riječi: denitrifikacija, denitrifikanti, uklanjanje dušika, otpadne vode

Abstract

The accelerated progress of industry, agriculture and households favoured the elevated nitrogen concentrations in the aquatic ecosystem, which 
cause eutrophication. Nitrogen is removed from wastewater by biological denitrification. This review deals with denitrification, from the aspect of 
microorganisms, dissolved oxygen concentration, electron donors and acceptors.
Keywords: denitrification, denitrificants, nitrogen removal, wastewater

Uvod

Posljednjih desetljeća raste kontaminacija vodnih tijela dušikom (N), 
kao i globalna svijest o onečišćenju pa su i zakonski propisi sve stroži 
(Albina i sur., 2019; Li i sur., 2019; Rajta i sur., 2019; NN 26/2020), a 
onečišćenje nitratom i sanacija/remedijacija izazov su znanstvenicima i 
sa tehničkog i sa znanstvenog aspekta. Izvori nitrata u okolišu su otpadne 
vode kućanstva i industrije, odlagališta otpada, kao i farme životinja. 
Biološka denitrifikacija je najčešće korištena metoda uklanjanja nitrata 
iz otpadnih voda, odvija se u anoksičnim ili anaerobnim uvjetima 
pomoću denitrifikanata koji koriste organske donore elektrona i NO3-N 
ili NO2-N kao akceptore elektrona. Učinkovitost procesa denitrifikacije 
ovisi o brojnim čimbenicima, poput: vrsta i količina izvora ugljika (C), 
koncentracija otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved Oxygen), količina 
i aktivnost denitrifikanata, omjer C/N, temperatura, pH vrijednost, 
redoks potencijal i toksičnost influenta. Nitrati se učinkovito uklanjaju 
dodavanjem vanjskog izvora ugljika, metanola, etanola, octene kiseline 
i dr. Mikrobna denitrifikacija je ekonomičniji i učinkovitiji proces u 
usporedbi s fizikalo-kemijskim metodama, poput reverzne osmoze, 
izmjene iona, elektrodijalize, kemijske denitrifikacije i metode adsorpcije 
(Mohsenipour i sur., 2014). 
Za ispuštanje obrađene otpadne vode u površinske vode hrvatsko 
zakonodavstvo je postavilo granične vrijednosti od 15 mg N/L za ukupni 
dušik, 10 mg NH4-N/L, 1 mg NO2-N/L i 2 mg NO3-N/L, kao i 25 mg 
BPK/L (BPK, Biokemijska Potrošnja Kisika) i 125 mg KPK/L (KPK, 
Kemijska Potrošnja Kisika) (NN 26/2020).

Denitrifikacija 

Denitrifikacija je anoksičan heterotrofan respiracijski proces kojeg 
provode denitrificirajuće bakterije u četiri koraka, kataliziraju ga 

četiri mikrobne reduktaze [1]. Tijekom procesa denitrifikacije, nitrat 
(NO3-N) se reducira preko nitrita (NO2-N), dušikovog monoksida (NO) 
i didušikovog oksida (N2O) do molekularnog dušika (N2), s organskim 
ugljikom kao donorom elektrona koji se oksidira (Metcalf & Eddy, 
2003; Gerardi, 2002). 

Respiracija nitrata je proces u kojem se odvija prijenos elektrona od 
donora, organskog spoja, do akceptora, nitrata odnosno nitrita (Slika 1). 
Ta redoks reakcija skupa s respiratornim lancem kogenerira gradijent 
protona kroz staničnu membranu bakterija, što se u konačnici konvertira 
u energiju u obliku ATP (Adenozin Trifosfat) pomoću ATP sintaze (Chen 
i Strous, 2013). Upravo je redukcija nitrita do dušikovog monoksida 
ključni korak koji ograničava brzinu denitrifikacije, kao i korak u kojem 
se denitrifikacija razlikuje od drugih metaboličkih reakcija nitrata (Braker 
i sur., 2000). U tom koraku je aktivan enzim nitrit reduktaza (nir), pa se 
nir geni, nirS i nirK, koriste za analizu denitrifikanata kada se istražuje 
struktura i raznolikost mikrobne populacije (Li i sur., 2019; Braker i 
sur., 2000). Visoka koncentracija nitrita inhibira nir, što smanjuje brzinu 
denitrifikacije nitrita, i didušik oksid reduktazu (nos), što dovodi do 
povećanja emisije N2O (Zhou i sur., 2008; Soto i sur., 2007). 

Ukoliko u okolišu nema amonijaka, a bakterijama je potreban, zbiva se 
redukcija nitratnih i nitritnih iona do amonijevih iona u stanici, pri čemu 
se dušik iz amonijevih iona ugrađuje u stanični materijal. U ovisnosti je 
o koncentraciji otopljenog kisika. Ovakvom vrstom redukcije ne zbiva 
se uklanjajne dušika iz otpadne vode, a naziva se asimilatorna redukcija. 
Disimilirajućom redukcijom nitrata ili nitrita, ili anoksičnom 
denitrifikacijom, nastaju molekulski dušik i dušikov (I) oksid, koji se ne 
otapa u otpadnoj vodi i odlazi u atmosferu. U disimilirajućoj redukciji 
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nitrata ili nitrita dušik se u nitratnim i nitritnim ionima ne ugrađuje u 
stanični materijal i vezan je za transportni lanac elektrona (Gerardi, 
2002).  

Denitrifikacija nitrata – denitratacija

U teoriji, u anoksičnim uvjetima potreba za redukciju 1 g NO3-N iznosi 
2,86 g KPK, ukoliko nema staničnog rasta (Henze, 1991). Iskustvo 
pak upućuje da je za redukciju 1 g NO3-N nužno 3,5-4,5 g KPK, pa 
čak i do 7 g KPK (Her i Huang, 1995). Brzina denitrifikacije ovisi o 
koncentraciji, vrsti i aktivnosti mikroorganizama, koncentraciji nitrata, i 
dostupnom topivom organskom ugljiku (Lu i sur., 2014; Cherchi i sur., 
2009). S porastom omjera KPK/N raste i učinkovitost denitrifikacije, a 
prekomjerni KPK/N omjer dovodi do inhibicije (Her i Huang, 1995). 
Koncentracija nitrata utječe na maksimalnu specifičnu brzinu rasta 
denitrifikanata. Monod-ova jednadžba se može koristiti za opis odnosa 
između brzine rasta denitrifikanata i koncentracije dušika [2] (Metcalf 
& Eddy, 2003): 
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Slika 1. Shematski prikaz respiratornog lanca u denitrifikaciji (prilagođeno prema Albina i sur., 2019; Chen i Strous, 2013; van Spanning i sur., 
2007)

Figure 1. A scheme of respiration chain in denitrification (adapted from Albina et al., 2019; Chen and Strous, 2013; van Spanning et al., 2007)  

Kada je koncentracija nitrata bila ispod 100 mM, akumulacija nitrita 
nije premašila 90% ukupne koncentracije nitrata. U pokusima između 
100 i 300 mM nitrata, akumulacija nitrita je bila u rasponu 40-70%. Pri 
koncentraciji nitrata 300 mM ili višoj, nitrit nije dalje reduciran osim u 
radu Glass i Silverstein (1999). Budući da su ta istraživanja imala dugi 
eksperimentalni period, moguće je da je došlo do proliferacije pravih 
denitrifikanata koji su reducirali nitrit (Albina i sur., 2019). 

Denitrifikacija nitrita – denitritacija 

Denitrifikacija preko nitrita ima nekoliko prednosti u odnosu na 
denitrifikaciju preko nitrata: (i) zahtijeva 40% manju količinu ugljika, 
(ii) 25% je manja potreba na energiji za aeraciju (tijekom nitrifikacije 
aeracija se troši za oksidaciju amonijaka do nitrita – nitritacija, a ne do 
nitrata – nitratacija), te (iii) niži kapitalni troškovi (Badia i sur., 2021; Yao 
i sur., 2020; Wu i sur., 2014). Učinkovitost uklanjanja dušika iz otpadne 
vode preko nitrita se može poboljšati korištenjem aktivnog mulja koji je 
obogaćen denitrifikantima koji koriste nitrit kao akceptor elektrona (Yao 
i sur., 2020). Yao i sur. (2020) su tijekom 12 dana procesa s acetatom 
kao izvorom ugljika postigli porast brzine denitrifikacije s nitritom kao 
elektron akceptorom s 10 mg/Lh na 275,35 mg/Lh i pri tome je omjer 
KPK/N smanjen sa 7,9 na 2,7. S druge strane, nitrit može biti toksičan 
za mikroorganizme, a visoke vrijednosti nitrita uzrokuju inhibiciju 
procesa denitrifikacije (Cua i Stein, 2011; Zhou i sur., 2008; Soto i sur., 
2007). Zhou i sur. (2008) sugeriraju da je stupanj inhibicije snažnije 
koreliran sa koncentracijom slobodne nitritne kiseline (HNO2-N), nego 
sa koncentracijom nitrita. Slobodna nitritna kiselina je protonirani oblik 
nitrita i u ovisnoti je o pH vrijednosti miješane tekućine. Zabilježeno 
je 50% inhibicije pri koncentraciji slobodne nitritne kiseline u rasponu 
0,0007-0,001 mg HNO2-N/L i potpuna inhibicija pri koncentraciji većoj 
od 0,004 mg HNO2-N/L (Zhou i sur., 2008). 
U procesu biološke denitrifikacije često dolazi do nakupljanja nitrita. 
Brzina redukcije nitrita je relativno niža od brzine redukcije nitrata, 
pa se redukcija nitrita do NO smatra ograničavajućim korakom brzine 
denitrifikacije, koji uglavnom rezultira akumulacijom nitrita (Almeida 
i sur., 1995). Čimbenici koji utječu na akumulaciju nitrita su sastav 
denitrifikanata u aktivnom mulju, omjer C/N, izvor ugljika, i pH vrijednost 
(Badia i sur., 2021; Grgas i sur., 2017; Ge i sur., 2012; Oh i Silverstein, 
1999; Glass i Silverstein, 1998). Također, visoka koncentracija nitrata 
uzrokuje akumulaciju nitrita (Grgas i sur., 2017; Mohan i sur., 2016; 
Cua i Stein, 2011). Tako je u denitrifikaciji s acetatom kao izvorom 

        
gdje je: µN = brzina rasta denitrifikanata [dan–1]; µ* = maksimalna 
specifična brzina rasta denitrifikanata [dan–1]; N = koncentracija nitrata 
[mg/L]; KM = koncentracija dušika pri µN =0,5 µ* [mg/L]

Neke industrije proizvode efluent i otpad visoke koncentracije nitrata, 
obično uz alkalni pH i nedostatak organskih sastojaka, primjerice 
odlaganje radioaktivnog otpada (Francis, 1980),  efluent iz postrojenja 
nehrđajučeg čelika (Fernández-Nava i sur., 2008), otpadna voda iz 
industrije eksploziva (Marecik i sur., 2013). Do sada je istražena 
denitrifikacija s visokom koncentracijom nitrata od nekoliko stotina 
mM nitrata (Dhamole i sur., 2007; van Rijn i sur., 1996; Turk i Mavinic, 
1987). Također su objavljena istraživanja o obradi otpadne vode koja 
je sadržavala 100-1000 mM nitrata pomoću aktivnog mulja (Liao i 
sur., 2013; Fernández-Nava i sur., 2008; Dhamole i sur., 2007; Glass 
i Silverstein, 1999). Tijekom aklimatizacije bakterije su se prilagodile 
visokoj koncentraciji nitrata pomoću stupnjevitog povećavanja 
koncentracije nitrata. U svim tim istraživanjima nitrat je u potpunosti 
reduciran, a distribucija bakterijskih zajednica u aktivnom mulju se 
promijenila u korist nitrat respirirajućih bakterija (Dhamole i sur., 2007). 
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ugljika početnih vrijednosti nitrata 677 mg NO3-N/L, 1354 mg NO3-N 
/L, 2031 mg NO3-N /L i 2709 mg NO3-N /L zabilježena akumulacija 
nitrita 400 mg NO2-N /L, 1000 mg NO2-N /L, 2000 mg NO2-N /L i 
2700 mg NO2-N /L (Mohan i sur., 2016). U procesu denitrifikacije s 
acetatom kao izvorom ugljika pri omjeru C/N 3, pri početnih 80 mg 
NO3-N/L i 35 mg NO3-N/L zabilježena je maksimalna koncentracija 
akumuliranog nitrita od 43 mg NO2-N/L i 0,7 mg NO2-N/L, koji su do 
kraja pokusa potpuno denitrificirani (Grgas i sur., 2017). Nedovoljna 
količina organskih sastojaka za potpunu denitrifikaciju također dovodi 
do akumulacije nitrita (Grgas i sur., 2017; Ge i sur., 2012). U pokusima 
s acetatom kao izvorom ugljika od početnih 80 mg NO3-N/L pri C/N 
omjeru 2 akumulirano je maksimalnih 44 NO2-N/L (Grgas i sur., 2017).  
Kod denitrifikanata na razini genoma postoji regulacija supstratom s 
nitratom i regulacija produktom s NO i nitritom, čiji je cilj izjednačiti 
unutarnju koncentraciju citotoksičnih spojeva poput nitrita i NO (van 
Spanning i sur., 2007). Na razini metabolizma, kompeticija među 
reduktazama može uzrokovati akumulaciju nitrita ili N2O, što je pod 
utjecajem okolišnih uvjeta poput pH vrijednosti, i transporteri elektrona 
mogu transferirati elektrone radije jednoj reduktazi nego drugoj. 
Tako je pri vrijednosti pH 5,5 kod P. denitrificans uočena djelomična 
denitrifikacija, s nakupljanjem nitrita i N2O zbog transfera elektrona 
preferencijalno nekim reduktazama, dok pri vrijednosti pH 8,5 nije 
bilo akumulacije jer se transfer elektrona odvijao istovremeno svim 
reduktazama (Thomsen i sur., 1994). Vrsta elektron donora također 
utječe na akumulaciju nitrita. Kod Pseudomonas stutzeri zabilježena 
je akumulacija nitrita pri 5 mM acetata, koji sadrži 2 C-atoma, ali nije 
bilo akumulacije pri istoj koncentraciji butirata, koji ima četiri C-atoma 
(van Rijn i sur., 1996). Kako se tijekom oksidacije butirata oslobađa 
20 elektrona, a kod acetata 8, butirat omogućava dovoljno elektrona i 
ne dolazi do kompeticije među reduktazama za prihvaćanje elektrona. 
Da bi bakterije spriječile akumulaciju nitrita unutar stanice, koriste 
transportere poput narK za izlučivanje nitrita (Slika 1) (Li i sur., 2016). 
Yao i sur. (2020) sugeriraju da je veza između koncentracije nitrita i 
brzine denitrifikacije takva da što je viša postignuta brzina denitrifikacije 
nitrita, to je viša vrijednost praga inhibicije nitritom na denitrifikante (iz 
prethodnih neuspjeha). Također, napominju da bi doseg inhibicije koji je 
rezultat relativno visoke koncentracije nitrita bio umanjen uklanjanjem 
supernatanta, pranjem mulja i prekidom hranjenja tijekom nekoliko 
dana. Izbjegnuta je inhibicija ključnih enzima u denitrifikaciji pomoću 
očekivane niske koncentracije nitrita u sustavu tijekom anoksičnog 
perioda u svakom ciklusu, što se postiže uzastopnim prilagođavanjem 
brzine dotoka nitrita dodanog u reaktor od ciklusa do ciklusa u ovisnosti 
o brzini denitrifikacije nitrita u prethodnom ciklusu.
 
Izvor ugljika

Izvori ugljika (elektron donor) za denitrifikaciju mogu biti: (i) razgradivi 
organski sastojci prisutni u otpadnoj vodi, (ii) vanjski dodani (egzogeni) 
izvor ugljika, i (iii) unutarstanične rezerve ugljika (KPK, Kemijska 
Potrošnja Kisika) poput polihidroksi alkanoata (PHA) (Bernat i 
Wojnowska-Baryła, 2007; Metcalf & Eddy, 2003). 
Osim vrste izvora ugljika važna je i količina dodanog ugljika, posebice u 
odnosu na količinu raspoloživog dušika, izraženo kao omjer C/N (Rajta 
i sur., 2019). Kada nema dovoljno raspoloživog ugljika protok elektrona 
ne može zadovoljiti potrebe energije za stanični rast te su narušeni 
staničan rast i denitrifikacija. Isto tako, količina raspoloživog ugljika veća 

od optimalne ograničava porast brzine denitrifikacije (Huang i Tseng, 
2001). Smatra se da odgovarajuća količina organskog ugljika za proces 
denitrifikacije, izraženo kao omjer topivog BPK i/ili nitritnog i nitratnog 
iona, iznosi oko 3. Za potpunu denitrifikaciju nitratnih iona potrebno je 
2,5 mg metanola/1 mg nitratnog iona, odnosno 1,5 mg metanola/1 mg 
nitritnog iona (Tablica 1) (Gerardi, 2002). Zhang i sur. (2019) navode 
potreban omjer C/N 16 za citrat kao izvor ugljika, Zhao i sur. (2010) i He 
i sur. (2018) za glukozu kao izvor ugljika ističu omjer C/N 15 za Bacillus 
sp. i Pseudomonas taiwanesis, a Prasetyo i sur. (2018) omjer C/N 10 za 
Pseudomonas sp. 
Komunalne otpadne vode karakterizira niski omjer KPK/N, što često 
nije dovoljno za učinkovito uklanjanje dušika, pa se svakodnevno u 
postrojenjima za biološku obradu otpadnih voda troše velike količine 
vanjskog izvora ugljika što predstavlja znatan trošak (Bernat i 
Wojnowska-Baryła, 2007). Budući da su većina denitrificirajućih bakterija 
heterotrofi, vanjski izvor ugljika se često dodaje kao elektron donor za 
stanični rast i redukciju nitrata odnosno nitrita (Bernat i Wojnowska-
Baryła, 2007; Lee i Rittmann, 2003), a metanol, etanol i natrijev acetat 
se obično koriste u laboratorijskim i industrijskim procesima za biološku 
obradu otpadnih voda (Grgas i sur., 2017; Bernat i Wojnowska-Baryła, 
2007; Lee i Welander, 1996). Različite vrste izvora organskih supstrata, 
ovisno o njihovoj biorazgradivosti, su glavni čimbenici koji utječu na 
varijacije u brzini stanične proizvodnje, brzini denitrifikacije i sastav 
bakterijske zajednice (Grgas i sur., 2020; Grieβmeier i Gescher, 2018; 
Kurniawan i sur., 2016; Landeka Dragičević i sur., 2010). Budući da 
vanjski izvor ugljika za proces denitrifikacije predstavlja trošak u 
postrojenju za biološku obradu otpadnih voda, istražuju se alternativni 
izvori ugljika, poput: otpadna voda iz mljekarske industrije, iz procesa 
konzerviranja ribe, mesne industrije, mulj, drveni peleti, pšenična slama, 
drvene strugotine, biorazgradiva plastika (Grieβmeier i Gescher, 2018; 
Guo i sur., 2018; Zhang i Zhang, 2018; Kurniawan i sur., 2016; Landeka 
Dragičević i sur., 2010; Grgas i sur., 2020; Štefanac i sur., 2021). Carlson 
i sur. (2020) su istraživali učinak 94 izvora ugljika na konačne produkte 
mikrobiološke respiracije nitrata u mikrobnim kulturama. Kako su 
katabolički i respiratorni geni različito raspoređeni duž genoma, tako 
određeni izvor ugljika može favorizirati različite respiratorne procese. 
Autori ističu da neki izvori ugljika favoriziraju akumulaciju nitrita 
ili denitrifikaciju, dok drugi izvori ugljika favoriziraju disimilatornu 
redukciju nitrata do amonijaka. Tako primjerice Klebsiella bilo s 
L-sorbozom ili D-celobiozom akumulira nitrite, Escherichia s drugim 
šećerima amonificira nitrate, dok sa citratom ili formijatom kao izvorom 
C Pseudomonas denitrificira, a Sulfurospirillum amonificira nitrate. 
Autori dodaju trenutnoj paradigmi da više koncentracije ugljika uvijek 
favoriziraju disimilatornu redukciju nitrata do amonijaka prije nego 
denitrifikaciju ili akumulaciju nitrita, da ponekad sastav izvora ugljika 
može biti jednako važan kao i koncentracija ugljika u određivanju 
konačnih produkata nitratne redukcije (Carlson i sur., 2020). 

Koncentracija otopljenog kisika 

Denitrifikanti preferiraju aerobnu respiraciju ili korištenje slobodnog 
molekularnog kisika za razgradnju BPK jer je energija dobivena 
aerobnom respiracijom veća od energije dobivene anoksičnom 
respiracijom BPK. Stoga, u prisutnosti visoke koncentracije otopljenog 
kisika (> 1,0 mg/L), denitrifikanti aktiviraju enzimski sustav za 
korištenje slobodnog molekularnog kisika i deaktiviraju enzimski sustav 

Tablica 1. Potpuna denitrifikacija nitritnih i nitratnih iona s metanolom kao izvorom ugljika (prilagođeno prema Gerardi, 2002)

Table 1. The complete denitrification of nitrite and nitrate ions with methanol as carbon source (adapted from Gerardi, 2002)

Dušikov ion Potrebno metanola po mg/L 
dušikovog iona Proizvedene stanice Dušik u proizvedenim stanicama

NO2
– 1,5 mg/L 0,3 mg 0,04 mg

NO3
– 2,5 mg/L 0,5 mg 0,06 mg
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za korištenje nitritnih i nitratnih iona. Ako postoji gradijent otopljenog 
kisika kroz flokulu denitrifikacija se odvija u središtu flokule, odnosno 
zbiva se u prisutnosti mjerljivog otopljenog kisika. Flokule veličine > 
100 μm su dovoljno velike da proizvedu gradijent otopljenog kisika. Uz 
prisutan gradijent otopljenog kisika bakterijske stanice unutar flokule 
respiriraju istovremenim korištenjem kisika, nitritnih i nitratnih iona, na 
način da bakterijske stanice na periferiji flokule koriste otopljeni kisik, a 
bakterije u središtu flokule koriste nitritne i nitratne ione za respiraciju. 
Energija dobivena anoksičnom respiracijom je usporediva s aerobnom 
respiracijom [3], [4]. Do potpune oksidacije organskih sastojaka do CO2 
dolazi i tijekom aerobne respiracije i tijekom denitrifikacije. Oko 25% 
BPK razgrađenog tijekom anoksične respiracije se koristi za staničnu 
sintezu ili proizvodnju mulja. Količina stanica ili mulja proizvedena 
tijekom aerobne respiracije veća je, zbog veće količine energije dobivene 
tijekom aerobne respiracije, u usporedbi s anoksičnom respiracijom 
(Gerardi, 2002). 

elektron akceptorima (Petri, 2000). U miješanoj bakterijskoj populaciji, 
dva različita bakterijska fenotipa mogu utjecati na ravnotežu nitrata 
i nitrita: (i) nitrat respirirajuće bakterije koje ne mogu reducirati nitrit, 
i (ii) prave denitrificirajuće bakterije koje reduciraju nitrat i nitrit do 
plinovitog dušika (Szekeres i sur., 2002; Glass i Silversten, 1998). 
Nitrat respirirajuće bakterije imaju tri puta veću brzinu rasta, pa brzo 
postanu dominantne (Turk i Mavinic, 1987). Posljedično, u prisutnosti 
nitrata, dominacija nitrat respirirajućih bakterija uzrokuje akumulaciju 
nitrita. Nakon utroška nitrata, pravi denitrifikanti se nastavljaju razvijati 
korištenjem nitrita i postanu dominantni. Glavni čimbenici koji utječu na 
rast denitrifikanata su temperatura, pH vrijednost, vrsta izvora ugljika, 
omjer KPK/N, koncentracija otopljenog kisika i koncentracija nitrita 
(Yao i sur., 2020; Albina i sur., 2019; Rajta i sur., 2019; Grieβmeier i 
Gescher, 2018; Zhang i Zhang, 2018; Misiti i sur., 2011; Metcalf & 
Eddy, 2003; Gerardi, 2002).
U procesu s aktivnim muljem oko 80% bakterija su fakultativni anaerobi, 
sposobni za proces denitrifikacije (Gerardi, 2002).
Udio bakterijskih zajednica u aktivnom mulju je jedan od glavnih 
čimbenika varijacije brzine bioloških reakcija, što se reflektira  na 
obradu otpadnih voda. Do sada je identificirano skoro 130 bakterijskih 
vrsta unutar više od 50 rodova kao denitrifikanti, a neki od njih 
su: Acetobacter, Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, 
Arthrobacter, Halobacterium, Hyphomicrobium, Kingella, 
Methanonas, Moraxella, Neisseria, Axotobacter, Chromobacterium, 
Corynebacterium, Denitrobacillus, Propionicbacterium, Rhizobium, 
Rhodopseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Spirillum, Thiobacillus, 
Xanthomonas (Shapleigh, 2006). Većina denitrifikanata spada u rodove 
Alcaligenes, Bacillus, i Pseudomonas (Gerardi, 2002). Unatoč tome što 
struktura denitrificirajuće zajednice značajno varira među postrojenjima 
za biološku obradu otpadnih voda zbog obradnih procesa i operativnih 
uvjeta, izolirani bakterijski rodovi iz denitrificirajućih reaktora su bili 
usko povezani s vrstama Proteobacteria (Chakravarthy i sur., 2011), 
uključujući Thauera spp., Paracoccus spp., i Pseudomonas spp. 
(Fang i sur., 2020). Mikroorganizmi Pseudomonas, Dechloromonas, 
Flavobacterium, Thauera, Rhodobacter, i Zoogloea se obično povezuju 
s denitrifikacijom (Yong i sur., 2015; Thomsen i sur., 2007). Fang i sur. 
(2020) sugeriraju da bi bilo prikladnije fokusirati se na predominantne 
organizme odgovorne za denitrifikaciju  nego identificirati sve bakterije 
koje sadrže skupinu gena za denitrifikaciju, budući su inženjerske prakse 
obrade otpadne vode obično bazirane na cjelokupnom funkcioniranju 
procesa.
Nekoliko ključnih enzima uključenih u respiratorni put disimilatorne 
redukcije nitrata su karakteristični za proces denitrifikacije (Slika 1) i 
mogu se kvalificirati za analize raznolikosti denitrificirajućih bakterija. 
Većina pažnje je posvećena membranski vezanoj nitrat reduktazi (nar) i 
periplazmatskoj nitrat reduktazi (nap) i dvije vrste nitrit reduktaza (nirK 
i nirS) (Petri, 2000). U aerobnim uvjetima denitrifikanti preusmjeravaju 
aktivnost na  aerobnu respiraciju zbog najučinkovitijeg očuvanja 
Gibbsove slobodne energije. Pri niskoj koncentraciji otopljenog kisika 
i kada ima nitrata, dolazi do inicijacije denitrifikacije. Intermedijeri 
denitrifikacije, nitrit i NO, su toksični spojevi za bakterije (Cua i Stein, 
2011), njihove unutarnje koncentracije su regulirane ispod citotoksične 
razine do mM i nM (Chen i Strous, 2013; van Spanning i sur., 2007). 
Ključni signali koji utječu na regulaciju denitrifikacije su kisik, nitrat, 
nitrit i NO. Regulacija mikrobne denitrifikacije na razini transkripcije je 
intenzivno proučavana na modelu denitrificirajućih sojeva Paraccocus 
denitrificans i Pseudomonas aeruginosa. Kod denitrifikanata, regulacija 
transkripcije gena denitrifikacijske reduktaze se postiže pomoću 
transkripcijskih faktora FNR (engl. Fumarate and Nitrate Reductase 
Regulatory) obitelji (Crack i sur., 2016). 
U denitrifikaciji, nitrat reduktaza je prvi enzim u procesu (Slika 
1, jednadžba 1). Membranski vezana nitrat reduktaza (narG) i 
periplazmatski vezana nitrat reduktaza (napA) su prepoznate kao 
široko raspršene kroz rodove koji pripadaju Bacteria i Archaea 
kraljevstvima (Philippot i sur., 2002). Fang i sur. (2020) su proučavali 
rodove denitrifikanata Paracoccus spp., Thauera spp., Pseudomonas-

Koncentracija otopljenog kisika u anoksičnom reaktoru bi trebala biti 
ispod 0,2 mg/L jer kisik ima trenutni inhibitorni učinak na denitrifikaciju 
(Raboni i sur., 2014; Oh i Silverstein, 1999). Brzina denitrifikacije se 
može značajno smanjiti u prisutnosti DO u denitrificirajućem reaktoru, a 
inhibicija brzine denitrifikacije sa DO ovisi o veličini i strukturi flokule 
(Metcalf & Eddy, 2003). Prisutnost 0,2 mg DO/L može smanjiti brzinu 
denitrifikacije do 40% u odnosu na maksimalnu vrijednost (Metcalf 
& Eddy, 2003; Oh i Silverstein, 1999). Hernandez i Rowe (1988) su 
pokazali da su ekspresija i aktivnost skoro svih dušikovih oksid reduktaza 
suprimirane u prisutnosti kisika. Zhang i Zhang (2018) su istražili 
učinkovitost uklanjanja nitrata u ovisnosti o koncentraciji DO, a kao 
izvor ugljika u procesu denitrifikacije u aerobnim, anoksičnim i uvjetima 
niske koncentracije otopljenog kisika uporabili su biorazgradivu plastiku 
(škrob 60% i polipropilen 30%). Trend učinkovitosti uklanjanja nitrata 
je iznosio 98% pri anoksičnim uvjetima > 97% pri niskoj koncentraciji 
otopljenog kisika > 65% pri aerobnim uvjetima. Pri svim istraživanim 
koncentracijama otopljenog kisika nisu zabilježeni nitriti na kraju 
pokusa, zabilježena je akumulacija nitrita od 4,4 mg NO2-N/L pri niskoj 
koncentraciji otopljenog kisika i 1,5 mg NO2-N/L pri anoksičnim i 
aerobnim uvjetima. Također, tijekom pokusa je nastao 1 mg NH4-N/L 
kao posljedicu disimilatorne redukcije nitrata do amonijaka.   

Temperatura, pH 

Brzina denitrifikacije povećava se s porastom temperature, i obrnuto. 
Optimalna temperatura za denitrifikaciju je u rasponu 20-30 oC, a pri 
<5 oC denitrifikacija je inhibirana. Usporena denitrifikacija pri niskoj 
temperaturi kompenzira se povećanjem koncentracije mikrobne biomase 
(MLVSS, engl. Mixed Volatile Suspended Solids) (Gerardi, 2002).
Denitrifikacija se može zbivati u širokom rasponu pH, a optimalna 
vrijednost je 7,0-7,5 (Gerardi, 2002). Pri suboptimalnom pH opaža se 
akumulacija intermedijera denitrifikacije, uključujući NO2-N i dušikove 
okside (Glass i Silverstein, 1998). Većina denitrifikanata je osjetljivija na 
varijacije temperature od varijacija pH (Saleh-Lakha i sur., 2009).

Denitrifikanti

Denitrificirajuće bakterije su vrlo raznolika skupina fakultativnih 
anaerobnih bakterija i mogu preusmjeriti aktivnost s aerobne respiracije 
s kisikom kao terminalnim akceptorom elektrona na anaerobnu 
respiraciju s nitratom, nitritom i dušikovim oksidima kao terminalnim 
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slične spp., i dva funkcionalna gena nitrat reduktaze, narG i napA 
kao potencijalne biomarkere za ukupno uklanjanje dušika pomoću 
kvantitativne lančane reakcije polimerazom (qPCR, engl. Quantitative 
Polymerase Chain Reaction). Ti bakterijski rodovi i funkcionalni geni su 
pokazali značajnu negativnu korelaciju s ukupnim dušikom u efluentu. U 
Pearsonovoj korelaciji i analizi kanoničke redundancije pokazano je da 
su varijable koje najviše objašnjavaju kombinacija konstituenata, a kao 
najvažnija se ispostavila temperatura, a zatim i pH vrijednost, vrijeme 
zadržavanja čestica (SRT, engl. Solids Retention Time), ukupni dušik 
i organski sastojci u influentu (BPK i KPK). Rezultati su potvrdili da 
su glavni 16S rRNA geni denitrifikanata i geni nitrat reduktaza bolji 
biomarkeri od koncentracije biomase, i bilo koji od biomarkera bi 
mogao pratiti denitrifikaciju u stvarnom vremenu. Thauera spp. je činila 
oko 16% ukupnih bakterija u aktivnom mulju, Paracoccus spp. 0,09% 
i Pseudomonas-slične bakterije 0,02%. Količina narG-sličnih genskih 
stanica je bila oko 20-90 puta veća nego napA gena ovisno o datumu 
uzorkovanja.   
Istraživanje Chakravarthy i sur. (2011) sugerira da je Proteobacteria 
dominantan red u procesu aktivnog mulja i vjerojatno odgovoran za 
denitrifikaciju. Rodovi Thauera (Betaproteobacteria), Paracoccus 
(Alphaproteobacteria) i Pseudomonas (Gammaproteobacteria) su česti 

denitrifikanti zapaženi u aktivnom mulju (Thomsen i sur., 2007). Može se 
dogoditi da genski bazirana analiza 16S rRNA ne opiše točno bakterijsku 
biokemijsku razinu jer je denitrifikacija generalizirani proces, i genetska 
razlika unutar funkcionalnih gena koji kodiraju različite korake je visoka 
(Philippot i Hallin, 2005). Grieβmeier i Gescher (2018) su istraživali 
mikrobnu zajednicu denitrifikanata pri izvorima ugljika: drveni peleti 
(prešana piljevina), pšenična slama i drvene strugotine. Ističu da je 
raznolikost i sastav mikrobne zajednice u snažnoj ovisnosti o izvoru 
ugljika. Raznolikost zajednice je opadala u nizu: drvene strugotine, 
pšenična slama i drveni peleti, a uzrok bi mogao biti rastuća homogenost 
materijala.

Zaključci

Biološka denitrifikacija je serija disimilatornih mikrobnih reakcija 
redukcije anorganskog dušika, od nitrata do plinovitog dušika, u 
anoksičnim uvjetima, uz organske donore elektrona. Čimbenici 
denitrifikacije su izvor ugljika, denitrifikanti, koncentracijia otopljenog 
kisika, koncentracija nitrata i nitrita. Pažljivim vođenjem procesa 
denitrifikacije moguće je postići visoku učinkovitost uklanjanja dušika. 
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