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Tuttavia, la stechiometria e la
cinetica del processo di denitri-
ficazione non sono facilmente
misurabili, in quanto dipendono
in larga misura dalla composi-
zione del substrato organico.
Pertanto si è ritenuto necessa-
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L’adozione di limiti normativi
sempre più restrittivi sulla qua-
lità dell’effluente dagli impianti
di depurazione civili e, conse-
guentemente, la necessità di
avere un processo di tratta-
mento delle acque reflue effi-
ciente e di elevata qualità a
costi contenuti, richiede l’impie-
go di sistemi di verifica e con-
trollo delle diverse unità di trat-
tamento sempre più accurati.
Pertanto, una migliore com-
prensione dei meccanismi del
processo e, soprattutto, la
disponibilità di strumenti in linea
affidabili che forniscano una
misura in continuo delle variabi-
li chiave del meccanismo di
depurazione consentono di
ottenere considerevoli benefici
in termini di risparmio energeti-
co, minor uso dei reagenti chi-
mici e un miglioramento della
qualità dell’effluente. In partico-
lare, negli impianti di depurazio-
ne che recapitano in aree sen-
sibili l’ottimizzazione del proces-
so di denitrificazione è necessa-
ria per garantire il rispetto delle
concentrazioni di azoto totale
effluente, ai sensi della Direttiva
Nitrati (91/676/Cee).

rio sviluppare metodiche sem-
plici, rapide e affidabili per
misurare le grandezze cinetiche
e stechiometriche, che si sosti-
tuiscano al classico test di valu-
tazione del NUR (Nitrogen
Uptake Rate). Quest’ultimo con-

DENITRIFICAZIONE
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Lo studio ha previsto l’utilizzo del metodo

manometrico, allo scopo di determinare i

principali parametri stechiometrici e cinetici del

processo di denitrificazione. L’esperimento

consiste in una bottiglia chiusa dotata di un

sistema automatico manometrico che registra la

sovrapressione causata dall’azoto gassoso

generato dal processo, in presenza di un sistema

di assorbimento della CO2.

A simple, automated manometric method is here

discussed and applied to perform batch

experiments for the stoichiometric and kinetic

characterization of biological denitrification. The

experimental set up consists of a glass bottle, a

mixing and termostated system and a manometric

bottle-head which can measure and log the

overpressure that is caused by denitrified N2 in

the presence of a CO2 adsorbent.
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sente di stimare numerosi
parametri d’interesse pratico,
come il tasso di utilizzo dei
nitrati, il fattore di correzione
per la crescita anossica e il
coefficiente di resa cellulare dei
batteri eterotrofi denitrificanti,
richiedendo tuttavia un notevole
sforzo analitico ed economico
legato alle analisi da effettuare.
Questo studio ha invece previ-
sto l’utilizzo del metodo mano-
metrico, tipicamente impiegato
per la determinazione del BOD
dei reflui, allo scopo di determi-
nare i principali parametri ste-
chiometrici e cinetici del pro-
cesso di denitrificazione. 
L’applicabilità dei metodi mano-
metrici alla valutazione del
tasso di denitrificazione è stata
precedentemente suggerita in
letteratura, sebbene finora ne
sono state riportate poche
esperienze [1]. L’idea di base
della sperimentazione è il moni-
toraggio del processo di denitri-
ficazione, attraverso esperi-
menti eseguiti in un reattore
batch. Esso consiste in una bot-
tiglia chiusa dotata di un siste-
ma automatico manometrico
(Oxitop-C) che registra la sovra-
pressione causata dall’azoto
gassoso (N2) generato dal pro-
cesso e rilasciato in fase gas-
sosa, in presenza di un efficien-
te sistema di assorbimento
della CO2 (pastiglie di NaOH).

Materiali e motodi
Principi del metodo
I metodi manometrici consisto-
no nella valutazione della varia-
zione di pressione, dovuta allo
sviluppo di prodotti gassosi a
seguito dei processi biologici
che avvengono all’interno di un
reattore batch a tenuta e a
volume costante. La relazione
tra la sovrapressione generata
dal processo, P(t), e il tasso di
denitrificazione (rd mgN/L h),
può essere ottenuta assumen-
do che l’azoto gassoso N2 non
rimane in soluzione in quanto è

un gas poco solubile (la costan-
te di Henry per l’azoto in H2O a
0°C è pari a 6,786 · 10-4

mol/L atm) e che il trasferi-
mento dell’azoto gassoso dalla
matrice (fango attivo) allo spa-
zio di testa non è cineticamente
limitante, essendo favorito da
una continua miscelazione del
fango, che permette un effi-
ciente trasferimento di fase del-
l’azoto gassoso. In base alla
legge dei gas perfetti:

VHS = volume dello spazio di
testa della bottiglia [L];
nN2 = moli di azoto gassoso rila-
sciate nello spazio di testa
[moli];
L’andamento dell’N2 prodotto
durante il corso della prova rap-
presenta pertanto il risultato
principale, dal quale si ricavano
importanti informazioni riguar-
do la cinetica e la stechiometria
del processo di denitrificazione.

Metodi analitici
I solidi sospesi volatili e totali
sono stati determinati in accor-
do con i metodi standard [2].
Le concentrazioni di nitriti e

nitrati sono state determinate
in accordo con il metodo spet-
trofotometrico (Apat, Irsa-Cnr,
2003).

Procedura 
di conduzione delle prove
di denitrificazione
I campioni di fango sono stati
prelevati a valle della vasca di
aerazione dell’impianto di depu-
razione di Nosedo (3,7 · 105

m3/d, il refluo in ingresso
all’impianto è di origine civile) e
nel circuito di ricircolo dell’im-
pianto di Bulgarograsso (2,7 ·
105 m3/d, circa l’80% del
refluo è di origine industriale). 
Una volta raccolti, i campioni di
fango venivano trasportati in
laboratorio e conservati in fri-
gorifero a 4°C per non più di
una settimana (in genere 24 h),
in attesa delle prove sperimen-
tali.
Le prove di denitrificazione
sono state eseguite impiegando
il sistema di controllo Oxitop
(OxiTop Control WTW), un
dispositivo manometrico, carat-
terizzato da una testa di misura
che consente di registrare i dati
di pressione durante l’esecuzio-
ne della prova. La testa di misu-
ra viene avvitata alla filettatura
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Figura 1a - Andamento di N2 a

seguito di un test manometrico.

Figura 1b - Confronto degli

andamenti della concentrazione

di azoto nitrico o nitroso, misurati

tramite il sistema di controllo

Oxitop-C e valutati mediante

determinazione fotometrica.
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trasferito nella bottiglia di
prova, dove viene insufflato N2

gassoso per qualche minuto, in
modo da garantire l’assenza di
ossigeno disciolto sia nella
sospensione di fango sia nello
spazio di testa; le aperture
della bottiglia vengono chiuse
ermeticamente, applicando un
film di teflon sulle filettature; la
bottiglia viene posizionata nel
termostato sull’agitatore
magnetico e viene attivata la
miscelazione. (3) Dopo circa
30 min viene avviata la prova.
(4) Viene dosato il substrato
(nitrato e/o substrato organi-
co) iniettando un volume noto di
una soluzione concentrata
attraverso il setto perforabile,
per ottenerne la concentrazio-
ne desiderata nel campione di
fango. Al termine della prova, si
elaborano i dati di pressione, al
fine di valutare la quantità di N2

rilasciato in fase gas durante il
corso dell’esperimento. Ad ini-
zio e fine prova si misura il pH
con la cartina tornasole, per
verificare che esso rimanga nel-
l’intervallo 6,5-9 (valore ottima-
le indicato in letteratura per un
corretto svolgimento del pro-
cesso [4]).

Risultati
Test a basso rapporto F/M
Durante questa fase della spe-
rimentazione, l’attenzione si è
focalizzata sul calcolo della velo-
cità specifica di denitrificazione
(vd mgN/gSSV h, dove SSV sta
per solidi sospesi volatili) e sulla
valutazione della ripetibilità e
accuratezza del metodo. Ogni
bottiglia è stata preparata in
accordo con la procedura
descritta precedentemente. Le
prove sono state condotte man-
tenendo una concentrazione di
fango di 2÷5 gSSV/L, un volu-
me di fango nella bottiglia pari a
1 L, una concentrazione iniziale
di azoto (sia nitrico sia nitroso)
di 15÷30 mgN/L e una con-
centrazione iniziale di carbonio
organico tale da mantenere un
rapporto in g di COD/N pari a
10÷15.
In Figura 1a viene rappresenta-
to l’andamento di N2 a seguito
di un test manometrico.
L’andamento dell’azoto gassoso
è stato impiegato per stimare il
profilo di concentrazione dell’a-
zoto rimasto in soluzione.
Sempre ai fini della validazione
del metodo, è stata effettuata
una determinazione fotometri-
ca dell’azoto nitrico e nitroso

all’interno del cam-
pione di fango sot-
toposto a speri-
mentazione. 
In Figura 1b sono
stati confrontati gli
andamenti della
concentrazione di
azoto nitrico o nitro-
so, misurati tramite
il sistema di control-
lo Oxitop-C e valuta-
ti mediante deter-
minazione fotome-
trica. Come si può
osservare dalla
Figura 1b, esiste
una somiglianza tra
i due andamenti, a

del tappo principale della botti-
glia che è provvista di due aper-
ture laterali, dotate anch’esse
di un tappo ermetico con setto
poroso. Quest’ultimo è costitui-
to da una membrana perforabi-
le, che risulta utile per l’iniezio-
ne di reagenti (substrato orga-
nico, nitriti e nitrati) e durante
le operazioni di sfiato.
L’apertura centrale (principale)
è identica per tutti i tipi di botti-
glia. Il tappo ermetico principa-
le è standard per ogni conteni-
tore e comprende un “porta
soda” per l’alloggiamento delle
pastiglie di soda (NaOH), per
l’assorbimento della CO2, così
che la misura della sovrapres-
sione è dovuta al solo sviluppo
di N2 gassoso.
Ogni bottiglia è stata preparata
in accordo con la seguente pro-
cedura. (1) Un campione viene
prelevato dal frigorifero, aerato
per 12 h, diluito fino alla con-
centrazione desiderata con una
soluzione fisiologica di lavaggio
(Soluzione di Winogradsky
senza micronutrienti [3]); suc-
cessivamente al campione
viene dosata allitiourea (10
mg/L) con lo scopo di inibire i
batteri ammonio ossidanti. (2)
Un volume noto di fango viene

Figura 2 - Ripetizioni di alcune

prove condotte in presenza 

di due tipi di substrato.

Figura 3 - La biomassa

cresce in modo significativo

e il tasso di produzione 

di N2 mostra una fase 

di crescita esponenziale.
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dimostrare il sufficiente grado
di accuratezza del metodo
impiegato per la stima dell’azo-
to denitrificato.
La Figura 2 mostra le ripetizio-
ni di alcune prove condotte in
presenza di due tipi di substra-
to. A causa del basso rapporto
F/M (pari a 0,1), il tempo
richiesto per il completamento
del processo di denitrificazione
è risultato pari a 2-4 h. Inoltre
ad inizio prova è stata osserva-
ta una fase di assestamento
(“lag”). Quest’ultima potrebbe
essere attribuita a:
- la presenza di ossigeno resi-
duo nell’atmosfera della botti-
glia dovuta ad un’imperfetta
deossigenazione per insufflazio-
ne di N2; l’ossigeno potenzial-
mente presente verrebbe utiliz-
zato come accettore di elettro-
ni preferenziale rispetto a NO3

o NO2, causando ad inizio
prova, una riduzione della pres-
sione letta; questo aspetto
necessiterebbe comunque di un
ulteriore approfondimento;
- il tempo richiesto alla biomas-
sa di convertire il proprio meta-
bolismo da aerobico a anossi-
co, dopo un lungo periodo di
aerazione (“diauxic growth” [5]);

- il tempo di trasferimento del-
l’azoto gassoso prodotto dalla
fase liquida alla fase gassosa.
La fase di assestamento iniziale
non è stata considerata nella
stima della velocità specifica di
denitrificazione.
Il quantitativo di azoto prodotto
ottenuto sperimentalmente è
stato confrontato con quello
teorico, valutato a partire dal
quantitativo di azoto misurato
nella soluzione presente nella
bottiglia all’inizio della prova.
Nella maggior parte dei casi, il
valore cumulato di azoto gasso-
so (N2) prodotto è risultato infe-
riore a quello teorico, aggiunto
all’inizio della prova (mediamen-
te l’errore è risultato intorno al
–22%). Questo è probabilmen-
te dovuto alla presenza residua-
le di ossigeno nello spazio di
testa; l’ossigeno potenzialmen-
te presente verrebbe utilizzato
come accettore di elettroni pre-
ferenziale rispetto a NO3/NO2,
causando ad inizio prova una
riduzione della pressione letta,
corrispondente alla fase di “lag”
precedentemente descritta. La
riduzione della pressione letta
potrebbe mascherare la conco-
mitante produzione di N2, cau-

sando una sottostima della
sovrapressione totale dovuta
alla produzione di N2. Pertanto
una presenza residuale di ossi-
geno nello spazio di testa può
causare un errore di sottosti-
ma anche rilevante. Infatti, se
si considerano le seguenti con-
dizioni sperimentali (volume
dello spazio di testa = 160 mL,
volume di fango = 1 L; concen-
trazione iniziale di nitrati = 20
mgN/L; temperatura della
prova = 20°C): l’errore medio
osservato di -22% potrebbe
essere causato da una residua-
le pressione parziale di ossige-
no nello spazio di testa pari a 2-
3%, che risulta compatibile con
l’ipotesi di un’imperfetta deossi-
genazione per insufflazione di
N2. Pertanto sarebbe necessa-
rio agire con maggiore atten-
zione durante la fase di insuffla-
zione.
Dalla Figura 2 si nota come
tutte le prove seguano lo stes-
so andamento, indice di un alto
grado di ripetibilità dei risultati
e di conseguenza del metodo di
misura. In Tabella 1 sono ripor-
tate le stime della velocità spe-
cifica di denitrificazione. I dati
sono stati raggruppati e analiz-
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Donatore Accettore Fango di Nosedo Fango di Bulgarograsso
di elettroni di elettroni media dev.st. CV (%) # media dev.st. CV (%) # 

ripetizioni ripetizioni

Acetato N-NO2- 5,00 0,46 9 6 2,18 0,72 33 29

N-NO3- 2,61 0,77 29 9 1,76 0,48 28 47

Carbonio N-NO2- 1,58 0,28 17 7 n.a. n.a. n.a. 5

organico N-NO3- 1,70 0,13 8 9 0,66 0,21 31 6
endogeno

n.a.: dato non disponibile

Fango di Nosedo Fango di Bulgarograsso
Donatore Accettore media dev. st CV (%) media dev. st CV (%)
di elettroni di elettroni

Acetato N-NO2- 5,00 0,46 0,09 2,18 0,72 0,33

N-NO3- 2,61 0,77 0,29 1,76 0,48 0,28

Substrato N-NO2- 1,58 0,28 0,17 n.a. n.a. n.a.

Endogeno N-NO3- 1,70 0,13 0,08 0,66 0,21 0,31

Etanolo N-NO2- n.a. n.a. n.a. 1,74 0,31 0,18

N-NO3- n.a. n.a. n.a. 1,45 0,39 0,27

COD idrolizzato N-NO2- n.a. n.a. n.a. 2,29 1,12 0,49

N-NO3- n.a. n.a. n.a. 1,56 0,13 0,08

n.a.: dato non disponibile
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to di COD solubile è stato impie-
gato durante il corso della
prova e, esaurito questo, il
tasso di denitrificazione si asse-
sta su valori endogeni. Durante
queste prove, la biomassa cre-
sce in modo significativo e il
tasso di produzione di N2

mostra una fase di crescita
esponenziale (Figura 3). 
Con riferimento alla tipica nota-
zione Asm1 [7], è possibile scri-
vere la seguente equazione che
descrive il tasso di produzione
di N2 (NPR – Nitrogen Pro -
dauction Rates):

L’andamento mostrato in Figura
3 è paragonabile a quello
dell’Our (Oxygen Uptake Rate) in
caso di degradazione aerobica
dell’acetato. La fase iniziale di
crescita esponenziale è seguita
da un lento decadimento fino a
raggiungere la fase di crescita
endogena, durante la quale il
substrato organico interno
viene utilizzato per un’ulteriore
fase di crescita; ciò concorda
con quanto riportato in lettera-
tura riguardo la capacità di
stoccaggio dei batteri denitrifi-
canti [8, 9]. 
Rielaborando i dati di queste
prove, è possibile ricavare le
seguenti informazioni.
Il tasso di crescita netto (mHD -
bHD): calcolato rappresentando
l’andamento del tasso di produ-
zione dell’N2 durante la fase
esponenziale, in un grafico
s e m i l o g a r i t m i c o
(ln(NPR/NPR0) vs. tempo); la
pendenza della retta interpolan-
te, consente di stimare il tasso

di crescita netto.
Il coefficiente di resa cellulare:
viene stimato valutando la quan-
tità di azoto denitrificato
(Ndenitrificato), nota la quantità di
COD aggiunto ad inizio prova
sottoforma di acetato (COD0).

La frazione di biomassa attiva
nel fango: calcolata in base
all’equazione 2 e considerando
il NPR misurato all’inizio del test
(NPR0):

I risultati sono riportati in
Tabella 3.

Le prove di decadimento
Durante l’esecuzione di queste
prove è stata mantenuta una
concentrazione di biomassa nel
fango superiore, non è stata
dosata nessuna fonte di carbo-
nio esterno e l’acquisizione dei
dati di pressione è durata circa
3-5 giorni. Il lento decadimento
del NPR è stato in seguito rap-
presentato in un grafico semilo-
garitmico, ottenendo il tasso di
decadimento apparente (b’HD).
Questo valore è stato successi-
vamente corretto per ottenere
il tasso di decadimento netto
(bHD), in base alla seguente
espressione:

dove fp rappresenta la frazione
della biomassa convertita in
materiale particolato inerte.
I risultati sono riportati in
Tabella 3.
Le stime del massimo tasso di
crescita, concordano con l’in-

zati in funzione dell’origine del
campione di fango, oltre che
della fonte di azoto e di sub-
strato organico. La riproducibi-
lità delle stime della velocità
specifica di denitrificazione
risulta soddisfacente, come è
dimostrato dai valori assunti dal
coefficiente di variazione, com-
presi tra 8-33%.
Le velocità specifiche di denitri-
ficazione in presenza di acetato
sono risultate significativamen-
te superiori per i campioni di
fango prelevati dall’impianto di
depurazione di Nosedo. Inoltre
si può osservare che, a parità
di carbonio organico esterno, le
velocità specifiche di denitrifica-
zione in presenza di azoto nitro-
so sono leggermente superiori
a quelle ottenute in presenza di
azoto nitrico, ciò attesta che
non vi è accumulo di nitriti nelle
vasche anossiche di entrambi
gli impianti di trattamento
(Tabella 1).
In Tabella 2 si riportano le
stime delle velocità specifiche di
denitrificazione [mgN/gSSV h],
raggruppate in funzione del tipo
di fango analizzato, oltre che
della fonte di azoto e di sub-
strato organico.

Test ad alto 
rapporto F/M
Questa fase sperimentale è
simile a quella utilizzata durante
le prove respirometriche per
stimare il massimo tasso di
crescita [6]. Le prove sono
state condotte impiegando un
volume di fango inferiore, un
maggiore volume di spazio di
testa e una maggiore concen-
trazione di nitrati, rispetto a
quella impiegata durante l’ese-
cuzione delle prove precedenti.
Inoltre il rapporto COD/N è
inferiore così che l’intero appor-

Parametri Fango di Nosedo Fango di Bulgarograsso
media dev.st. CV (%) # media dev.st. CV (%) # 

ripetizioni ripetizioni

μHD (d-1) 2,26 0,03 2 8 2,74 0,21 8 8

YHD 0.56 0,03 6 4 0,66 0.02 3 4
(gCOD/gCOD)

XBH /XT 0,15 0,01 6 8 0,16 0,06 36 8
(gCOD/gCOD 
in SSV)

bHD (d-1) 0,76 0,06 9 6 0,67 0,02 3 2
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tervallo di valori riportato in let-
teratura (e.g.: 4 d-1 a 20°C,
[10]) e i valori di YH cadono
all’interno dell’intervallo di valori
riportato frequentemente in let-
teratura di COD/COD in gram-
mi 0,5-0,7 [11, 12, 13]. Le
stime del tasso di decadimento
si avvicinano al valore riportato
dall’ASM1 di 0,62 d-1.
I risultati sono simili per
entrambi gli impianti. I campioni
di fango provenienti dall’impian-
to di depurazione di
Bulgarograsso, mostrano un
tasso di crescita leggermente
superiore e un tasso di decadi-
mento leggermente inferiore a
quello dell’impianto di depura-
zione di Nosedo, mentre la fra-
zione di biomassa attiva risulta
mediamente bassa in entrambi
i casi; questo fatto è in accordo
con gli alti valori di età del fango
(che variano tra 29 e 44 d nel
caso dell’impianto di Nosedo e
intorno a 25 d nel caso dell’im-
pianto di Bulgarograsso).
I dati riportati in Tabella 3 pos-
sono essere impiegati anche
per calcolare la velocità specifi-
ca di denitrificazione (SDR):

dove 1,42 = rapporto di con-
versione tra COD e SSV in g
COD/SSV [7].
La deviazione standard riporta-
ta in Tabella 3 per ogni para-
metro (massimo tasso di cre-
scita, coefficiente di resa cellu-
lare, coefficiente di decadimen-
to cellulare e frazione di bio-
massa attiva) è stata propaga-
ta in accordo con la teoria di
propagazione degli errori [14],
assumendo che tutte le stime
siano statisticamente indipen-
denti. Sono stati ottenuti i
seguenti risultati: SDRNosedo =
5,5 ± 0,9 mgN/gSSV h;
SDRBulgarograsso = 4,8 ± 1,8
mgN/gSSV h. Entrambi i valori
sono superiori a quelli stimati

con acetato e nitrato durante le
prove a basso F/M (pari a 0,1)
e riportati in Tabella 1. Si può
dunque concludere che la stima
della velocità specifica di deni-
trificazione è fortemente
influenzata dalla concentrazione
di biomassa attiva presente nel
fango e, conseguentemente,
dal rapporto F/M. In particola-
re, al diminuire dalla concentra-
zione di biomassa attiva, la
stima della velocità specifica di
denitrificazione tende ad
aumentare. Questo fenomeno
è stato osservato da alcuni stu-
diosi ed è documentato in lette-
ratura [1, 15]. 

Conclusioni
Il metodo proposto appare deci-
samente promettente come
alternativa semplice, affidabile
ed economica per il monitorag-
gio del processo di denitrifica-
zione eterotrofa, in quanto per-
mette in breve tempo di deter-
minare i parametri cinetici e
stechiometrici che lo caratteriz-
zano.
Le prove di denitrificazione ese-
guite mantenendo un basso
rapporto F/M (pari a 0,1), per-
mettono di stimare la velocità
specifica di denitrificazione in
poche ore; è stata riscontrata
una soddisfacente ripetibilità
del metodo (i valori di deviazio-
ne standard risultano compresi
tra 8-33%). Migliori risultati
potrebbero essere ottenuti
assicurando l’assenza di ossige-
no residuale nello spazio di
testa.
Le prove eseguite mantenendo
un alto rapporto F/M (pari a
0,8) sono meno affette dalle
interferenze causate dalla fase
di assestamento iniziale.
L’elaborazione dei dati di queste
prove, consente di stimare il
massimo tasso di crescita, il
coefficiente di decadimento, il
coefficiente di resa cellulare e
la frazione di biomassa attiva in
condizioni anossiche. Le stime
ottenute concordano con i tipici
intervalli di letteratura.
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