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1. UVOD

Prvi prijavljeni nalazi mikroorganizama u slojevima zabiljezeni su 1940-tih godina, a tijekom
1960-ih i 1970-ih godina intenzivirana su istraZivanja biomase u slojevima, a izraz biofilm nije
jednoglasno formuliran sve do 1984. Biofilm je strukturirana zajednica mikroorganizama
inkapsuliranih unutar samorazvijene polimerne matrice i prijanja na Zivu ili inertnu povrsinu
(Davey i O'Toole, 2000).

Mikroorganizmi u biofilmu proizvode izvanstanicne polimerne tvari (EPS, engl. Extracellular
Polymeric Substances) koje drze nakupine stanica zajedno i formiraju strukturni matriks biofilma.
Prednosti rasta bakterijskih stanica u biofilmu su da se EPS proizvodi i pri uvjetima koji
ograniCavaju rast stanica i matrica biofilma Stiti bakterijske stanice od stresa okolisa. Biofilm
karakterizira ucinkovita metabolicka suradnja, prisutnost mikrona i olakSan prijenos gena zbog
prostorne blizine stanica, a to rezultira velikom raznolikosti vrsta, jamdci progresivnu evolucijsku i
genetsku raznolikost povecavajuéi konkurentnost bakterijske stanice (Flemming i sur., 2007;

Davey i O'Toole, 2000). Biofilm opisuje i katrakterizira fizioloSka i genetska heterogenost.

ProciS¢avanje otpadnih voda sustavima biofilma ima nekoiko prednosti nad suspendiranim
sustavima rasta biomase, poput: operativna fleksibilnost, mali zahtjevi za prostorom, manje
hidraulicko vrijeme zadrZavanja, otpornost na promjene u okoliSu, poveéano vrijeme
zadrzavanja biomase, poboljSana razgradnja spojeva, manja proizvodnja mulja zbog sporije
brzine rasta mikroorganizama (Wilderer i McSwain, 2004; Lazarova i Manem, 2000). Sustavi
biofilma omogucuju pojacanu kontrolu brzine reakcija kao i dinamiku populacije (Lazarova i
Manem, 2000).

Razli¢ite su konfiguracije reaktora s biofilmom u obradi otpadnih voda, a opca je podjela na

procese s pokretnim i nepokretnim slojem, temeljeno na vrsti nosaca.

Ovaj zavrsni rad daje pregled literature iz podruéja sustava sa biofilmom za obradu otpadnih
voda.



2. TEORIJISKI DIO

2.1. Biofilm u sustavu obrade otpadne vode — formiranje i struktura
Biofilm je skup mikrobnih stanica zatvorenih u matriksu od bakterijskih, samostalno generiranih,
ekstracelularnih polimernih tvari (EPS, engl. Extracellular Polymeric Substances) koje su

nepovratno vezane za povrsinu.

Razvoj biofilma sastoji se od pet glavnih faza (Slika 1): (i) prva faza — dolazi do pocetnog
vezanja planktonskih mikroorganizama uz izlaganje povrsine vodenom mediju; (ii) druga faza —
zbiva se ireverzibilna adhezija uslijed nastanka EPS-a Cije polihidroksilne grupe vodikovim
vezama koloniziraju bakterije na povrsinu; (iii) treca faza —formira se monosloj mikrokolonija na
nepomicnoj povrsini, uslijed replikacije postojec¢ih mikrokolonija; (iv) Cetvrta faza — dogada se
sazrijevanje biofilma u trodimenzionalnu strukturu vezanjem ostataka iz susjednog okolisa i
novih planktonskih bakterija; (v) peta faza — odvija se ekspanzija ili disperzija aktivnim i
pasivnim procesima u kojima se nepokretne, u matriksu zarobljene, stanice biofilma pretvaraju u
slobodno plivajuce planktonske bakterije putem osjeta kvoruma (QS, engl. ,,guorum sensing") ili

stanica-stanica (engl. ,cell-to-cell") signalnog mehanizma (Sehar i Naz, 2016).

¢ f/ rasprienost

slobodno plutajuca
planktonska faza

\\\\\\\\\\\\\\.\‘:{\i\\\\\\\\\\\\

1 pric¢vricivanje 2 mikrokolonije

Slika 1. Shematski prikaz razvoja biofilma: (1) pocetno vezanje; (2) ireverzibilno vezanje; (3)
replikacija; (4) sazrijevanje; (5) disperzija (preuzeto i prilagodeno iz Sehar i Naz, 2016)



Stvaranje biofilma zapocinje adsorpcijom makromolekula (proteini, polisaharidi, nukleinske
kiseline, huminske kiseline) i manjih molekula (masne kiseline, lipidi) na povrsinu. Adsorbirane
molekule stvaraju slojeve koji imaju viSestruku ulogu poput mijenjanja fizikalno-kemijskih
karakteristika povrSine, smanjivanja ili povecavanja oslobadanja toksi¢nih metalnih iona s
povrsine, opskrbljivanja nutrijentima i elementima u tragu potrebnih za rast biofilma. Takoder,
ovako formirani slojevi sluze kao koncentrirani izvor nutrijenata za rast i razmnozavanje
mikroorganizama te kao okidac za otkidanje biofilma. Nakon Sto je povrSina ovako pripremljena,

dolazi do povezivanja mikroorganizama (Lewandowski i Boltz, 2011).

Adhezija bakterija na povrsinu popracena je proizvodnjom sluzave tvari, odnosno izvanstanicnim
polimernim tvarima (EPS, engl. Extracellular Polymeric Substances) koje su prema kemijskoj
strukturi uglavnom polisaharidi i proteini. EPS Cesto Cini viSe od 50% ukupne organske mase
biofilma (Melo, 2003). Takoder, EPS sudjeluje u stvaranju zrelih biofilmova formiranjem sluzave
tvari koja se naziva matriks biofilma, odnosno biofilm je agregat mikroorganizama suspendiranih
u matriksu od ekstracelularnih polimernih tvari. Matriks biofilma sadrzi 98-99% vode, i
predstavlja zbirku polimera nacinjenu od mikroorganizama iz biofilma, a polimeri se zajedno
nazivaju kapsule, omotaci, sluz, glikokaliks (engl., capsules, sheaths, slime, glycocalyces).
Glikokaliks se definira kao «one strukture polisaharida koje sadrze bakterijsko podrijetlo i leze
izvan integralnih elemenata vanjske membrane gram-negativnih stanica i peptidoglikana gram-
pozitivnih stanica». Glikokaliks se dijeli na: (i) podjedinice glikoproteina na povrsini stanice, i (ii)
kapsule. Kapsule se dalje dijele na: (a) one koje su krute i iskljucuju Cestice poput indijske tinte
(klasi¢na negativna «mrlja» u bakteriologiji), (b) one koje su fleksibilne i ukljucuju indijsku tintu,
(c) integralne kapsule koje su usko povezane sa stanicnom povrSinom, i (d) kapsule koje su

periferne prema stanici i mogu se izgubiti u vodenoj fazi (Geesey, 1982).

Biofilmovi sastavljeni od viSe vrsta obuhvacaju mijeSane bakterijske populacije unutar
izvanstani¢nog polimernog matriksa vezanog za podlogu. Te povezane-pricvrs¢ene mijeSane
kulture podloZne su interakcijama poput simbioze ili natjecanja za prostor ili zajednicki supstrat,
a na interakcije izravno ili neizravno utjecu brojne varijable povezane s okruzuju¢om okolinom.
Prostorne raspodjele mikrobnih populacija stalno se mijenjaju pod selekcijskim pritiscima koji
nastaju procesima kao Sto su: (a) izmjena bakterijskih vrsta s masovnom tekucom fazom, (b)
relativna ucinkovitost svake vrste u metaboliziranju ogranicavajuceg supstrata u odrzivu stanicnu
masu i neodrZive izvanstani¢ne polimere, (c) prijenos ogranienih supstrata i esencijalnih

hranjivih tvari pomocu molekularnih i konvektivnih mehanizama prijenosa, i (d) procesi
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uklanjanja biofilma uzrokovani bilo fizioloSkim mehanizmima (ljuskanje) ili kao rezultat
prevladavajuce hidrodinamike (odvajanje povezano smicanjem). Evolucija prostorne distribucije
vrsta unutar biofilma moze utjecati na ukupne performanse biofilma u specificnim situacijama
(pr. prirodno prociS¢avanje oneciscenih povrsinskih ili podzemnih voda, bioremedijacija in situ
ksenobiotika i drugo). Dva su vjerojatna razloga metabolickih — fizioloskih razlika bakterija
pricvrs¢enih na povrsSinu i slobodno prisutnih u vodenom okruzenju: (1) fizikalno-kemijski uvjeti
nisu isti na granici povrSine kruto/tekuce i u skupnoj fazi te okoliSni cimbenici utjeCu na
bakterijski metabolizam, i (2) bakterije u biofilmu ¢esto se nalaze u neposrednoj blizini drugih
bakterija, mikroorganizama, a cCesto i makroorganizama, a na njih utjeCu sinergijske,

medusobne, konkurentne ili antagonisticke interakcije medu ¢lanovima biofilma (Bryers, 1992).

Zreli bakterijski biofilmovi dinamicke su i prostorno i vremenski heterogene zajednice, razlicitih
arhitektura ovisno o ¢imbenicima okoliSa, poput: dostupnost hranjivih tvari pH, posmicne sile,
temperatura) kao i sastavu mikrobnih konzorcija. Razvojni proces stvaranja bifilma je poprilicno

spor, Cesto je za postizanje strukturne zrelosti potrebno nekoliko dana.

Biofilm je izrazito kompleksne strukture i predstavlja heterogenu zajednicu stanica na koju
znacajno utjeCu okolisni i mehanicki uvijeti kojima je takva zajednica izloZzena. Biofilm takoder
posjeduje mogucnost komunikacije izmedu vlastitih stanica koju koristi za regulaciju mikrobnog
vezanja, kretanja, otpustanja i ostalih zajednickih aktivnosti. Ovakav nadin medusobne
signalizacije stanica u biofilmu naziva se ,guorum sensing". Mnogo je prednosti Zivota stanica u
obliku biofilma nad slobodnim ili suspendiranim oblikom, primjerice biofilm stiti stanice od
predatora i kemijskih toksina. Naime, enzimi koji se nalaze unutar matriksa biofilma razgraduju
kompleksne organske spojeve u metabolicki manje zahtjevne supstrate te gustoca stanica
unutar biofilma omogucuje horizontalni prijenos gena (Sengupta, 2014). Takoder, prednosti koje
se najc¢esce naglasavaju su stabilnost, tolerancija na toksi¢ne spojeve te koegzistencija aerobne i

anoksi¢ne metabolicke aktivnosti unutar iste jedinice procesa (Sfaelou i sur., 2015).

Optimalni nosac za biofilm mora biti atoksi¢an za mikroorganizme te treba imati karakteristike
dobrog prijenosa mase i stabilna kemijska svojstva. Nosaci mogu biti hidrofobni poput polietilena
(PE) ili polarni poput polivinil alkohola (PVA). Sfaelou i sur. (2015) su istrazivali stvaranje
biofilma na dva tipa nosaca (PE i PVA) te ucinkovitost biofilma u obradi otpadne vode. U prvom
reaktoru Cvrsti nosac je bio polivinil alkohol (R1-PVA), a u drugom polietilen (R2-PE). Osnovna
razlika izmedu ova dva nosaca je u hidroksilnim grupama na povrsini koje povecavaju hidrofilni

karakter nosaca u prvom reaktoru. Glavni je cilj ovog istrazivanja bio odrediti utjecaj prisutnosti
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polarne grupe na PVA nosacu u kontekstu vece kolic¢ine biofilma i boljih performansi reaktora.
Odredivanje performansi razliCitih reaktora bazirano je na ucinkovitosti uklanjanja organskih
spojeva, dusika i fosfora. Rezultati istrazivanja su pokazali da polaritet ¢vrstog nosata moze
utjecati na koli¢inu stvorenog biofilma, a time i na ucinkovitost reaktora. Takoder, utvrdeno je
da Cvrsti nosac s polarnim povrsinskim skupinama pospjesuje stvaranje biofilma u usporedbi s
hidrofobnim nosatem te da polarne grupe nosaca utjeCu na koli¢inu biofilma, ali ne i na

kiselinsko-bazno ponasanje istoga (Sfaelou i sur., 2015).

Poznato je da razliCite bakterijske vrste formiraju razliite strukture biofilma pri identi¢nim
uvjetima, kao Sto i iste bakterijske vrste stvaraju razliite strukture biofilma pri razlicitim

uvjetima okoliSa (Tolker-Nielsen, 2015).

Klausen i sur. (2003) su pokazali da Pseudomonas aeruginosa tvori mikrokolonije u obliku gljive
kada raste u protocnim komorama koje su navodnjavane glukoznim medijem, dok isti
mikroorganizam tvori ravne biofilmove kada raste u protocnim komorama navodnjavanim

citratnim medijem.

Struktura uspostavljenog biofilma moZe se promijeniti kao odgovor na promjenu prehrambenih
uvjeta. Nielsen i sur. (2003) proucavali su stvaranje biofilma, sastavljenog od bakterijskih vrsta
Pseudomonas knackmussii i Burkholderia xenovorans, u protocnim komorama. Ove bakterije
posjeduju potencijal metabolicke interakcije zbog sposobnosti bakterije P. knackmussii da
metabolizira klorobenzoat kojeg je proizvela B. xenovorans pri uzgoju na klorobifenilu. Kada se
biofilm, sastavljen od navedenih dviju vrsta bakterija, hranio klorobifenilnim medijem, tada su
nastajale mjeSovite mikrokolonije sastavljene od zdruzenih, bakterijskih vrsta Pseudomonas
knackmussii i Burkholderia xenovorans. Nasuprot tome, kada je smjesa bakterija hranjena
citratom, kojeg mogu metabolizirati obje vrste, tada su vrste formirale zasebne mikrokolonije.
Nakon promijene izvora ugljika od citratnog do klorobifenilnog medija, kretanje bakterije A.
knackmussii dovelo je do promjene u prostornoj strukturi biofilma iz zasebnih mikrokolonija

prema mikrokolonijama mjesovitih vrsta.

SloZzena mreza interakcija unutar konzorcija biofilma kljuc je za razumijevanje strukture, sastava
i funkcije bioloske zajednice. Interakcije izmedu i unutar vrsta vjerojatno utjecu na sve aspekte
biofilmova: formiranje, strukturu, proizvodnju i sastav EPS -a i polisaharida, kao i aktivnost

biofilma (Hansen i sur., 2007).



Biofilmovi su heterogeni sustavi s razlicitim mikro okruzenjima sa bakterijskim stanicama
imobiliziranim u relativno fiksnim polozajima. U takvom okruzenju mikrobne interakcije su
neizbjezne. U usporedbi s suspendiranim sustavima gdje se ponasanje planktonske bakterije u
mjeSovitim kulturama ¢esto moZe predvidjeti na temelju ucinka svakog od pojedinacnih sojeva,
sustavi biofilma mnogo su sloZeniji. Istrazivanja su pokazala da dva soja mogu koegzistirati u
biofilmovima cak i kada je jedan soj nadmasSio drugi u planktonskoj kulturi zbog proizvodnje
inhibicijskih spojeva ili vece brzine rasta (Komlos i sur., 2005).

2.2.1. Cimbenici stvaranja biofilma

2.2.1.1. pH, temperatura i hranjive tvari

Biofilmovi egzistiraju u razliCitim uvjetima raspoloZivosti nutrijentima, od visokih do gotovo
nemijerljivih. Medutim, obilniji su i guséi u okoliSu bogatom hranjivim tvarima uslijed promicanja
prijelaza bakterijskih stanica iz planktonskog u stanje biofilma, dok iscrpljivanje nutrijenata

uzrokuje otpustanje stanica biofilma sa povrsine.

Nekoliko je nacina na koje se bakterijski biofilmovi opskrbljuju hranjivim tvarima (Ells i Hansen,
2006):

(i) koncentriranjem organskih tvari na povrSinama putem izvanstani¢nog polimera,
(i) koristenjem otpadnih produkata od sekundarnih kolonizatora,
(i)  udruzivanjem biokemijskih izvora pomocu razli¢itih enzima radi razgradnje zaliha

hrane

Svaka promjena pH znacajno utjee na rast i razvoj biofilma uslijed nadvladavanja razlicitih
mehanizama te naposlijetku moze imati negativni ili letalni efekt na mikroorganizme. Kao
odgovor na unutarnje ili vanjske promjene pH, bakterije brzo prilagode aktivitet i sintezu
proteina koji sudjeluju u razli¢itim stanicnim procesima. Medutim, neki od stani¢nih procesa,
primjerice izlu€ivanje egzopolimernih tvari ili polisaharida, ne prilagodavaju se promjenama pH
tako lako. Optimalni pH za proizvodnju polisaharida varira medu razlicitim vrstama, ali za veéinu
bakterija je oko 7 (Ells i Hansen, 2006).

Mikrobne aktivnosti vrlo su osjetljive na promjenu u temperaturi. Optimalna temperatura
rezultira sa zdravim rastom bakterijske populacije, dok mala varijacija moze smanjiti ucinkovitost

rasta bakterija zbog smanjenja brzine enzimske reakcije u bakteriji. Za veéinu bakterija nadenih



u vodenom sustavu hladenja, optimalna temperatura za maksimalni rast je oko 40°C (Ells i
Hansen, 2006).

2.2.1.2. Topografija povrsine

Topografija povrSine znacajno utjeCe na sposobnost prijanjanja-adhezije bakterije na povrSinu.
Tijekom pocetne kolonizacije hrapavost povrSine na nano- i mikro-razini poboljSava adheziju
bakterija na podlogu uslijed vece povrsine dostupne za vezanje stanica. PovrSinska hrapavost
smanjuje posmicnu silu na bakterijske stanice i zajednice prisutne u teku¢inama koje struje pri
velikim protocima, poput vodovodnih cijevi u industrijskim pogonima. PovrSina materijala
izlozenog vodenom mediju neizbjezno Ce postati kondicionirana ili premazana polimerima iz
medija, te Ce rezultiraju¢a kemijska preinaka utjecati na brzinu i opseg mikrobnog vezanja.
Ostali ¢imbenici, poput naboja, hidrofobnosti i elasticnosti, takoder utjeCu na mikrobno vezanije
(Prakash i sur., 2003).

2.2.1.3. Brzina, turbulencija i hidrodinamika

Podrucje na povrsini gdje nema turbulentog strujanja poznato je kao granicni sloj. Unutar ovog
podruéja brzina protoka nedovoljna je za uklanjanje biofilma. Podrucje izvan granicnog sloja
karakterizirano je visokom razinom turbulentnog strujanja te ima utjecaj na vezanje stanica na
povrsinu. Veli¢ina grani¢nog sloja ovisi o brzini strujanja vode. Primjerice, pri velikim brzinama
strujanja veli¢ina grani¢nog sloja se smanjuje te su stanice izloZzene visokoj razini turbulencije.
Hidrodinamicki uvjeti utjeCu na stvaranje, strukturu, proizvodnju EPS-a, debljinu, masu i

metaboli¢ke aktivnosti biofilma (Simoes i sur., 2007).

2.2.1.4. Proizvodnja izvanstanicnih polimernih tvari (EPS)

Ekstracelularne polimerne tvari (EPS) sloZena su mjesavina polimera velike molekulske mase, M;
10.000, koje izlu€uju mikroorganizmi, odnosno proizvodi su lize i hidrolize, kao i adsorbirane
organske tvari iz otpadnih voda. Opcenito, pokazalo se da je EPS matriks bogat polimerima, tj.
polisaharidima, proteinima, glikoproteinima, DNA oligomerima, fosfolipidima i huminskim
kiselinama (Flemming i Wingender, 2010). Takoder, EPS je visokohidratiziran jer vodikovom
vezom moze ugraditi velike koli¢ine vode u svoju strukturu. EPS sudjeluje u stvaranju gelaste
mreze, koja odrzava bakterije u biofilmu, povezivanjem viSevalentnim kationima te hidrofobnim
interakcijama. Osim toga, EPS uzrokuje prijanjanje biofilma na povrsinu, flokulaciju i granulaciju,
Stiti bakterije od Stetnih okoliSnih uvjeta te omoguéava bakterijama uzimanje hranjivih tvari iz
okoline (Zhao i sur., 2013). Razliciti biofilmovi proizvode razli¢ite koli¢ine EPS-a, te se koli¢ina

EPS-a povecava starenjem biofilma (O'Toole, 2011).



2.2.1.5. Izvanstanicna DNA (eDNA)

Izvanstanina DNA (eDNA, engl. Extracellular DNA) glavni je sastojak razlicitih biofilmova
sastavljenih od jedne ili viSe vrsta. eDNA ili ,gola DNA” sredisnji je dio bakterijskih vlastitih
ekstracelularnih polimernih tvari (EPS) i ima sli¢nost s kromosomskom DNA u svom primarnom
slijedu (Bockelmann i sur., 2006). Njegova je uloga vrlo vazna u razliCitim fazama stvaranja
biofilma, poput pocetne adhezije bakterija, agregacije i stvaranja mikrokolonije koja pogoduje
prociS¢avanju otpadnih voda. eDNA takoder pomaZe u osnazivanju biofilmova, pruza zastitu
biofilmovima od fizickog stresa, antibiotika i deterdZenata te sluZi kao izvrstan izvor hranjivih
tvari za rast biofilma (Das i sur., 2013). Osim toga, eDNA se moze koristiti u inZenjeringu
biofiimova u korisne svrhe, kao Sto je sanacija zagadivaca okoliSa i proizvodnja elektricne

energije ili goriva u bioelektrokemijskim sustavima ili bioreaktorima (Sehar i Naz, 2016).

2.2.1.6. Dvovalentni kationi

Dvovalentni kationi, poput Ca?* prisutni su u kopnenom i vodenom okruzenju, stoga je kalcij
jedan od ¢imbenika koje bakterije osjete tijekom rasta biofilma. Nedavna istrazivanja pokazala
su da eDNA kelira dvovalentne katione koji pomazu u promjeni svojstava bakterijske stanicne
povrsine i na taj nacin pogoduju otpornosti biofilmova na deterdZente i antimikrobna sredstva
(Mulcahy i sur., 2008).

Dvovalentni kationi, poput kalcijevih, imaju vaznu ulogu u poc¢etnom vezanju mikrobnih agregata
flokula aktivnog mulja, anaerobnih granula mulja i biofilmova premoscivanjem negativno

nabijenih mjesta na izvanstani¢nim polimerima (Kerchove i Elimelech, 2008).

Nedavna istrazivanja pokazala su da se debljina biofiima moZe povecati uvodenjem vise
dvovalentnih kationa, zbog ¢ega biofilm postaje guséi i mehanicki stabilniji (Das i sur., 2014).
Utvrdeno je da kalcij ne samo da djeluje kao kofaktor za odredene proteine, ve¢ djeluje i u
signalizaciji stanica, virulenciji biofilma, stvaranju stanicnih i izvanstanic¢nih proizvoda i regulaciji

alginata (Sarkisova i sur., 2005).

2.2.2. Nosaci biofilma

Odabir nosaca mikrobne biomase temelji se na veliCini, poroznosti, gustoci, kao i rezistenciji
prema eroziji i kemikalijama (Christensson i Welander, 2004). Idealan nosac pruza visoku
specifiénu povrsinu, niske troskove i dovoljno visoku poroznost da se izbjegne zacepljenje i

poboljSa ventilacija. NosaC mora biti izdrzZljiv, netopljiv i otporan na kemikalije. PovrSina i



geometrija materijala nosaca utjeCu na hidrodinamicke uvjete u reaktoru te na taj nacin utjecu
na stvaranje biofilma, Sto opet utjeCe na procis¢avanje otpadnih voda (Yu i sur., 2008; Matos i
sur., 2011).

Trenutno se koriste razliciti sinteticki i prirodni materijali. Razni istrazivaci koristili su polistiren
(Naz i sur., 2013), polipropilen (Khatoon i sur., 2014) i Sljunak (Naz i sur., 2015; Khan i sur.,
2015) kao nosaC za biofilter u fiksnim biofilm reaktorima za prociS¢avanje otpadnih voda.
Kemijski sastav nosaca vrlo je bitan s obzirom na njegovu kompatibilnost s biofilmovima u
razvoju, odnosno potrebno je odrediti njegov elementarni sastav. Za detekciju i kvantificiranje
elemenata u nosacu mogu se primijeniti razliCite spektroskopske tehnike, kao sto je rendgenska
fotoelektronska spektroskopija (XPS, engl. X-ray Photoelectron Spectroscopy) i rendgenska
spektroskopija s disperzijom energije (EDS ili EDX ili XEDS, engl. Energy-dispersive X-ray
spectroscopy). XPS je tehnika povrSinske kemijske analize koja se koristi za analizu kemijskog
sastava povrsine materijala. Ova tehnika mjeri sastav elemenata u rasponu promila, empirijske
formule, kemijsko stanje i elektronicko stanje elemenata koji postoje unutar materijala (Crist,
2000). S druge strane, EDS je korisna tehnika koja se primjenjuje za elementarnu analizu,

odnosno kemijsku karakterizaciju nosaca (Hafner, 2006).

2.3. Biofilm sustavi

Biofilm sustav dobro je razvijena tehnologija u kojoj se nosaci dodaju u reaktore za rast kako bi
se osigurala povrSina za pricvrséivanje biofilma, odnosno kako bi se povecala koncentracija
mikroba, a posljedi¢no i brzina razgradnje kontaminanata biofilmom te da bi se iskoristili brojni
mehanizmi uklanjanja, ukljucujuci biorazgradnju, bioakumulaciju, biosorpciju i biomineralizaciju
(Pal i sur., 2010). Mikrobne zajednice u biofilmu razgraduju razlicite hranjive tvari, poput
spojeva koji sadrze fosfor i dusik, ugljikovodike, kao i zarobljene patogene iz otpadnih voda.
Nakon uklanjanja zagadivaca, biofilterom prociS¢ena voda ispusta se u okolis ili se koristi u
poljoprivredi te u druge svrhe. Uklanjanje kontaminanata iz otpadnih voda biofilterom shematski

je prikazano na slici 2 (Sehar i Naz, 2016).
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Slika 2. Uklanjanje zagadivaca iz otpadnih voda biofilterom (preuzeto i prilagodeno iz Sehar i
Naz, 2016)

Procis¢avanje otpadnih voda biofilm sustavom ima nekoliko prednosti, ukljuCujuéi operativnu
fleksibilnost, male zahtjeve za prostorom, smanjeno hidraulicko vrijeme zadrZavanja, otpornost
na promjene u okoliSu, povecano vrijeme zadrzavanja biomase, visoku koncentraciju aktivne
biomase, poboljSanu sposobnost razgradnje tvrdokornih spojeva, kao i sporiju brzinu rasta

mikroba, Sto rezultira manjom proizvodnjom mulja (Sehar i Naz, 2016).
Biofilm sustavi sastoje se od Cetiri dijela:

o povrsina na koju su vezani mikroorganizmi,
o biofilm (mikroorganizmi i matriks),
o otopina hranjivih tvari

o plinska faza

Svaki odjeljak biofilm sustava moze imati viSe komponenata, a toan broj komponenti varira,
ovisno o potrebama analize koja se provodi. Primjerice, za neke analize je prikladno odrediti
dvije komponente biofilma (pr. matriks i mikroorganizme), dok je u drugoj studiji potrebno
identificirati tri sastavnice biofilma (EPS, mikroorganizme i odredenu tvar unutar matriksa).
Dakle, potrebe specificne studije ili analize diktiraju broj komponenti identificiranih u svakom

dijelu biofilm sustava (Lewandowski i Boltz, 2011).

Biofilm sustavi postoje i bez ljudske intervencije, dok biofilm reaktori postoje iskljucivo

djelovanjem covjeka. Kada se promice ili potiskuje proces u biofilm sustavu, odnosno kada se
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kvantificira proces u biofilm sustavu bez utjecaja na njegovu brzinu, tada biofilm sustav postaje

biofilm reaktor.

2.4. Reaktori s biofilmom

Bioloski sustavi za prociS¢avanje komunalnih otpadnih voda zahtijevaju nakupljanje aktivnih
mikroorganizama u bioreaktoru te odvajanje mikroorganizama od obradene otpadne vode.
Bakterije pricvrsc¢ene na nosace biofilm reaktora povremeno se odvajaju od matriksa biofilma te

izlaze iz sustava u struji efluenta.
Biofilm reaktori dijele se u tri kategorije (Slika 3), (Lewandowski i Boltz, 2011):

() neuronjeni ili djelomi¢no uronjeni — (a) bioloski prokapnik (engl. 7rickling Filters) i (d)
rotirajuci bioloski kontaktor (rotirajuci biodisk, engl. Rotating Biological Contactor),

(i) submerzni ,,fixed bed biofilm" (hrv. reaktor s ¢vrstim slojem biofilma) — (b) ,,up-flow" i
(c) ,down-flow" reaktori (hrv. reaktori punjeni odozdo i odozgo) i

(i)  razliciti fluidizirani biofilm reaktori — (g) reaktor s pokretnim slojem biofilma (engl.
Moving Bed Biofilm Reactors), i (f) reaktor s lebdecim slojem biofilma (Fluidized Bed
Biofilm Reactors, (e) reaktor sa suspendiranim biofilmom (engl. Suspended Biofilm
Reactor), ukljuCujuéi reaktor s mijeSanjem pomocu zraka (engl. Airlift Reactor, i (h)
reaktor s biofilmom pri¢vrS¢enim na membrane (engl. Membrane Attached Biofilm

Reactor).

» - >
y - -
)
- ! 'ig*“ ]
L ) -~ + Ak Ak +
-
() ) () (e

Slika 3. Vrste reaktora s biofilmom (preuzeto i prilagodeno iz Lewandowski i Boltz, 2011)
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2.4.1. Rotirajuci biodisk

Rotacijski bioloski kontaktor ili rotirajuci biodisk (RBC, engl. Rotating Biological Contactor)
primjer je reaktora u kojem su mikroorganizmi pri¢vrséeni na nosac u obliku biofilma. Sastoji se
od osovine na kojoj su smjesteni diskovi s formiranom biomasom u obliku biofilma te su oni
40% uronjeni u spremnik s otpadnom vodom. Osovina se okre¢e (1-1,6 o/min) te se na ovaj
nacin otpadna voda i biofilm dovode u kontakt u trenutku kada je disk uronjen u vodu, odnosno
kontakt kisika iz zraka i biofilma u trenutku kada je disk van vode. Veliku specifi¢nu povrsinu i
ucinkovitost procesa osiguravaju diskovi koji sadrze radijalne i kruzne utore. Turbulentnim
strujanjem, koje se ostvaruje brzinom rotacije osovine, kontrolira se rast biofilma. Povezivanjem
viSe jedinica rotirajuéih biodiskova u seriju ili paralelno postize se ucinkovita obrada otpadne
vode (Su i sur., 2015; Singh i Mittal, 2012; Lewandowski i Boltz, 2011). RBC je ustaljeni
postupak uklanjanja biorazgradivih organskih tvari, kao i dusika (Wagas i Bilad, 2019; Sathian i
sur., 2014).

Neke od potencijalnih prednosti RBC-a u usporedbi s konvencionalnim aktivnim muljem (CAS,
engl. Conventional Activated Sludge) i bioloskim prokapnikom su jednostavnost i lakoca u
nadzoru, niski troskovi rada i odrzavanja, visoka koncentracija biomase, kratko hidraulicno
vrijeme zadrzavanja, visoka ucinkovitost prijenosa kisika, nema recirkulacije mulja, te otpornost

na udare i toksi¢na opterecenja (Hassard i sur., 2015).

Gopi Kiran i sur. (2017) istrazivanje su usredotoCili na procjenu ucinkovitosti anaerobnog
rotiraju¢eg bioloskog kontaktora (An-RBC) laboratorijskog mijerila u prociSéavanju sintetickih
metalnih otpadnih voda koje sadrze teSke metale, odnosno Cd?*, Cu?*, Ni%*, Fe3*, Pb?* i Zn?* pri
razli¢itim pocetnim koncentracijama. Ispitan je ucinak vremena zadrzavanja (RT, engl. Retention
7ime) od 24 h i 48 h na uklanjanje teskih metala u sustavu An-RBC. TaloZenje metala pomocu
sulfatoreducirajuéih bakterija dogada se u rasponu od nekoliko dana do 5 dana, pa su odabrane
RT-vrijednosti 24 i 48 sati, koje su se temeljile na primjeni u industriji i ekonomskoj isplativosti.
Postignuti su rezultati istraZivanja od 97% uklanjanja Cu?*, 90% uklanjanja Cd?* te uklanjanje
vise od 77% u slucaju ostalih 6 metala. Maksimalni ucinak uklanjanja za Ni?*, Fe3*, Pb?* i Zn?*
dobiven je pri ulaznoj koncentraciji metala u rasponu 50 - 175 mg/L pri retencijskom vremenu
48 sati.
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2.4.2. Bioloski prokapnik

Bioloski prokapnik ili prokapni filter je biofilm reaktor s nepomicnim nosacima. Otpadna voda
ulazi u bioreaktor kroz distribucijski sustav, kaplje preko povrSine biofilma, a zrak se kreée
prema gore ili dolje gdje difundira kroz tekucinu koja teCe i ulazi u biofilm. Struktura nosaca
osigurava strujanje zraka i tekucine, tj. osigurava dobavu kisika i hranjivih tvari do stanica
mikroorganizma. ProciS¢avanje otpadnih voda pomocu prokapnog filtera na kraju rezultira
proizvodnjom ukupne suspendirane krutine. Stoga je potrebno odvajanje tekucine od krutih
tvari, Sto se obicno postize kruznim ili pravokutnim sekundarnim procisc¢ivacima (Lewandowski i
Boltz, 2011).

VecCe hidraulicko opterecenje, bolja kontrola debljine biofilma i poboljSani prijenos kisika

ostvareni su uslijed vece specificne povrsine te Supljeg prostora sintetickih nosaca.

Sun i sur. (2019) istrazivali su ucinkovitost serijski spojenog dvostupanjskog bioloSkog
prokapnika pri uklanjanju sumpora iz smjese plinova (sumporovodik, metanetiol, dimetilsulfid,
dimetildisulfid) koji su proizvedeni djelovanjem postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda s
nekontroliranim pH. Takoder, istrazen je ucinak visoke koncentracije sumporovodika na
performanse sustava. Nekontrolirani pH rezultirao je podijeljenim pH podruéjem u dva prokapna
filtera Sto je imalo mali utjecaj na izvedbu sustava. Kao rezultat, ucinkovitost uklanjanja
dvostupanjskim bioloskim prokapnikom iznosila je 90,1%, 88,4%, 85,8% i 61,8% za

sumporovodik, metanetiol, dimetilsulfid i dimetildisulfid.

Zylka i sur. (2018) su istrazili u¢inkovitost prokapnog filtera pri obradi otpadne vode mljekarske
industrije. Primjenom bioloskog prokapnika bez recirkulacije uklonjeno je 87,3% BPK
(Biokemijska Potrosnja Kisika), 78,3% KPK (Kemijska Potrosnja Kisika) i 27,9% ukupnog fosfora,
a sa 100%-tnom recirkulacijom 95,2% BPK, 85,5% KPK i 42,0% ukupnog fosfora.

2.4.3. Submerzni biofilm sustavi

Submerzni biofilm sustavi su sustavi sa stacionarnim ili rasprSenim nosac¢ima smjestenima ispod
povrsine otpadne vode. Otpadna se voda u bioloSkom aeriranom filteru moze dovesti s gornije ili
donje strane reaktora, stoga postoje ,up flow" i ,down flow" sustavi, a kisik se uvodi s donje

strane reaktora te u obliku mjehuri¢a putuje cijelom duzinom bioreaktora prema vrhu.

Posebna paznja kod ovakvih sustava mora se obratiti na nosace i sprjeCavanje prekomjernog
rasta biofilma, tj. formiranje nakupina Cija je posljedica ¢epljenje. Problem cepljenja rjeSava se

¢iS¢enjem nosaca upuhivanjem zraka i vode u sustav nakon odredenog vremenskog razdoblja
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rada bioreaktora, odnosno dok debljina biofilma ne postigne kriticnu vrijednost (Yang i sur.,
2010; Osorio i sur., 2006; Chang i sur., 2002).

U istrazivanju Ganesh i sur., (2009 ,up flow" sustav, tri anaerobna reaktora s Cvrstim slojem
biofilma, s plutaju¢im nosaima male gustoce, razlicite veliCine i specificne povrsine, koristen je
za obradu otpadne vode vinarije. Anaerobni tretman visoke djelotvornosti u reaktorima s Cvrstim
slojem biofilma vrlo je uspjeSno primijenjen na otpadne vode iz agrobiznisa koji koriste
poljoprivredne proizvode koji sadrze uobicajeno visoke koncentracije organskih sastojaka koje
lako razgraduju anaerobne bakterije. Otpadne vode vinarije klasi¢an su primjer takvog otpada.
Pri prociS¢avanju otpadnih voda vinarije, odnosno otpadnih voda s visokim KPK, ali niskim
sadrzajem dusika i fosfora, anaerobna razgradnja nudi prednosti u odnosu na aerobnu obradu.
Anaerobni reaktor s Cvrstim slojem biofilma koriSten u ovom istrazivanju omogucuje rad pri
visokoj brzini organskog opterec¢enja (OLR, engl. Organic Loading Rates), od 22—42 kg KPK/m?3
dan) s ucinkovitoS¢u uklanjanja od 80%, Cime se doprinosi manjem obujmu reaktora i

zahtjevima za povrSinu zemljista (Ganesh i sur., 2009).

Anaerobni reaktori s C¢vrstim slojem biofilma imaju prednost u odnosu na konvencionalne
aerobne sustave jer zahtijevaju manju koli¢inu energije i proizvode manje mulja. Medutim,
potrebna je naknadna aerobna obrada kako bi efluent bio prikladan za konacno odlaganje
(Ganesh i sur., 2009).

2.4.4. Reaktori s lebdec¢im biofilmom

U reaktorima s lebdedim biofilmom, biofilm reaktoru s prosSirenim slojem (EBBR, engl. Expanded
Bed Biofilm Reactors, i biofilm reaktoru s lebdeéim slojem (FBBR, engl. Fluidized Bed Biofilm
Reactors), nosaci se zadrZavaju u suspenziji uvodenjem zraka ili vode s dna reaktora ¢ime se

osigurava rasprsenost nosaca.

U EBBR i FBBR reaktorima koriste se mali nosaci suspendirani u okomitom protoku otpadne
vode, pa su nosaci u lebde¢em stanju i sloj je proSiren. Nosaci postanu suspendirani kada vucna
sila od protoka otpadne vode (30-50 m/h) nadvlada gravitaciju i nosaci se razdvoje. Kod
suspendiranih nosaCa kontaktna povrSina izmedu otpadne vode i mikroorganizama je
maksimalna. Takoder je povecana ucinkovitost obrade na nacin da je poboljSan prijenos mase

zbog znacajnog relativnog kretanja izmedu biofilma i otpadne vode koja tece.
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Zbog ravnoteze sila ukljucenih u fluidizaciju Cestica i Sirenja sloja, najmanje Cestice nalaze se na
vrhu, a najveée na dnu lebdeceg sloja. Stupanj prosSirenja sloja odreduje smatra li se sloj
proSirenim ili lebdec¢im.

Ekspandiranim slojem smatra se sloj koji je manji od dvostruke visine statickog sloja (< 100%

proSireno), a lebdeci su oni koji imaju viSe od dvostruke visine statickog sloja (> 100%

prosSireno).

Nizi stupanj Sirenja sloja povoljan je jer zahtijeva manju brzinu protoka, manje energije i
povecava efektivhu koncentraciju biomase. U aerobnim procesima, medutim, povecava

volumetrijsku potrebu za kisikom zbog povecane koncentracije biomase.

Biofilm reaktor s lebdec¢im slojem se pri obradi komunalne otpadne vode uobicajeno koristi za
tercijarnu denitrifikaciju. Prilikom prociS¢avanja podzemnih ili industrijskih otpadnih voda, FBBR
se koristi za uklanjanje oksidiranih zagadivaca poput nitrata i perklorata (Lewandowski i Boltz,
2011).

2.4.5. Biofilm reaktori s pokretnim nosac¢ima

Reaktor s biofilmom na pokretnim nosacima (MBBR, engl. Moving Bed Biofilm Reactor) je
dvofazni (anoksicni) ili trofazni (aerobni) sustav s plutaju¢éim plastiénim nosacima koji se
slobodno kreéu — rasprSeni su u vodenom mediju i zahtijeva mehanicko mijeSanje ili
prozraCivanje za raspodjelu nosaca po spremniku. Plasti¢ni nosa¢ zauzima do 67% volumena
tekucine. Postupak se sastoji od submerznog biofilm reaktora i jedinice za odvajanje tekuéine i
krute tvari (@degaard, 2006). MBBR sustav se pojavljuje kao zasebni reaktor ili nekoliko reaktora
spojenih u seriju. Svaki MBBR uobic¢ajeno ima omjer duljine i Sirine u rasponu od 0,5:1-1,5:1.
Izvedbe s omjerom duljine i Sirine veéim od 1,5:1 mogu rezultirati neravnomjernom raspodjelom

nosaca.

Aerobni MBBR sustav koristi difuzni sustav aeracije za ravhomjernu raspodijelu plasti¢nih nosaca
i zadovoljavanje potreba za kisikom u procesu, dok anoksi¢ni MBBR sustav koristi mehanicke
mijesalice za ravnomjernu distribuciju plasti¢nih nosaca jer u procesu nema potrebe za kisikom
(Lewandowski i Boltz, 2011). MBBR moze biti ucinkovit za prociS¢avanje otpadnih voda

petrokemijske industrije.

Cao i Zhao (2012) proveli su usporedbu MBBR sustava i sustava s aktivnim muljem i pokazali da
je uklanjanje KPK provedeno MBBR sustavom uspjesnije od uklanjanja konvencionalnim

postupkom aktivhog mulja pri optimalnim uvjetima. Brojna su istrazivanja pokazala da je MBBR
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proces pouzdana tehnologija za prociS¢avanje gradskih otpadnih voda i vrlo razli¢itih vrsta
otpadnih voda pri razli¢itim uvjetima rada.

Ovi sustavi omogucéuju nadogradnju postojeéih postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda i
poboljSanje energetske ucinkovitosti istoga, a mogu se integrirati u sustav za prociS¢avanje
industrijskih otpadnih voda, otpadnih voda pri ekstremnim temperaturama i otpadnih voda s
visokim salinitetom te pogoduju uklanjanju tvrdokornih spojeva (Leyva-Diaz i sur., 2016).

2.5. Nepozeljni biofilm sustavi u obradi otpadnih voda
Biofilmovi mogu imati korisne ili Stetne ucinke, ovisno o tome gdje se stvaraju.

Do neZeljenog stvaranja biofilma dolazi na povrsSini izmjenjivaCa topline, rashladnih
vodotornjeva, ventila, cijevi i trupova brodova, povecavajuci otpor prema protoku i prijenosu
topline te izazivajuéi, odnosno pojacavajuci koroziju. Neki biofilmovi takoder mogu postati
ozbiljan problem za ljudsko zdravlje kada zahvate plu¢a, zube te mokracne katetere (Melo,
2003). Specificni problemi koje biofilmovi uzrokuju u industrijskim postrojenjima jednako su

raznoliki kao i tehnoloski procesi u kojima sudjeluju biofilmovi.

Nepozeljna pojava svakako je mikrobioloSki uzrokovana korozija koja nastaje uslijed formiranja
biofilma na metalnoj povrSini. U proizvodnji metala i metalnih legura, sirovine se kemijski
reduciraju i povecava im se unutarnja kemijska energija. Ove materijale mikroorganizmi koriste
kao izvore energije u nizu procesa u kojima se smanjuje kemijska energija zahvacenog
materijala. Ubrzana korozija metala u prisutnosti mikroorganizama rezultat je mikrobne

prilagodbe na kemijsko okruzenje u blizini povrSine metala (Lewandowski i Boltz, 2011).

Nadalje, biofilmovi na betonskim povrSinama uzrokuju koroziju kanalizacijskih cijevi u kojima
sulfatoreducirajuée bakterije reduciraju sulfate u sulfide, koji se kisikom oksidiraju do
elementarnog sumpora. Zatim se elementarni sumpor dalje oksidira, uglavhom djelovanjem
bakterije Thiobacillus thiooxidans, ali i drugim vrstama roda T7hiobacillus, poput T.
novellus/intermedius i T. neapolitanus, u slozenom ekosustavu na kanalizacijskoj cijevi. Kao
rezultat toga nastaje sumporna kiselina koja razgraduje-oStecuje-razara beton i ostecuje cijevi

kanalizacije (Vincke i sur., 2001).

Sve je popularnija uporaba membranskih procesa u razli¢itim tehnologijama prociS¢avanja vode i
otpadnih voda, pri ¢emu je neizbjezna pojava stvaranja biofiilma na membranama, a

nanofiltracija i reverzna osmoza posebno su osjetljive na tu pojavu (Vrouwenveldera i sur.,
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2009). Uklanjanje biofilma s membrana koje se koriste za reverznu osmozu moze se postici
mehanickim ili kemijskim metodama ili kombinacijom mehanickih i kemijskih metoda.
Mehani¢ke metode ukljucuju ispiranje vodom ili kombinacijom vode i zraka. Ovisno o
oneciS¢enjima natalozenim na membranama, povrSina se moze kemijski odistiti razliCitim
vrstama kemikalija. Ako se pretezno nataloZio anorganski kamenac, kemijsko Cis¢enje ukljucuje
sredstva koja djeluju uglavnom protiv kamenca, poput klorovodi¢ne kiseline (HCI) ili dusi¢ne
kiseline (HNOs). Ako je biofilm glavni problem, tada se za ciS¢enje membrana koriste
antimikrobna sredstva za uklanjanje biofilmova. U tu se svrhu uobicajeno koriste dvije vrste
antimikrobnih sredstava: oksidirajuci i neoksidirajuci biocidi. Oksidirajuci biocidi popularni u
procesima CiS¢enja membrana ukljucuju klor, brom, kloramin, klor dioksid, vodikov peroksid,
peroksioctenu kiselinu i ozon. Neoksidiraju¢i biocidi ukljuéuju formaldehid, glutaraldehid i

kvarterne amonijeve spojeve.

3. ZAKLJUCAK

Biofilm je slozena mikrobna megapopulacija koja se sastoji uglavnom od bakterija, ali i drugih

vrsta ukljucujuci alge, protozoe i viruse (npr. bakteriofage).

Sustavi obrade otpadnih voda temeljeni na biofilmu imaju potencijalne prednosti poput velikog
kapaciteta. Za bolje projektiranje biofilm sustava za prociS¢avanje otpadnih voda nuzno je
znanje o sastavu nosaca i razvoju biofilmova. Idealni nosac za biofilm ne smije biti toksi¢an za
mikroorganizme te treba imati stabilna kemijska svojstva te karakteristike dobrog transfera
mase. Takoder, optimalni nosa¢ pruza visoku specificnu povrsinu, niske troskove i dovoljno
visoku poroznost da se izbjegne zacepljenje i poboljSa ventilacija. Hidrofobnost, odnosno
hidrofilnost ¢vrstog nosaca utjece na koli¢inu formiranog biofilma, a posljedi¢no i na ucinkovitost
samog reaktora. Hidrofilni nosa¢ promovira stvaranje biofilma u usporedbi s ¢vrstim nosacem s
nepolarnim povrSinskim skupinama te polarne grupe nosaca utjeCu na koli¢inu stvorenog
biofilma, no ne i na kiselinsko-bazno ponasanje. Faktori koji utje€u na stvaranje biofilmova su
brojni, a medu njima isticu se pH, temperatura, koli¢ina i sastav nutrijenata, topografija povrsine
te turbulencija i hidrodinamika. Razne su izvedbe biofilm reaktora, ali sve ih karakteriziraju
procesi prijenosa mase i biokemijske pretvorbe. Reaktori s biofilmom sadrze sustav pritoka
otpadne vode, sustav za zadrzavanje otpadne vode, nosac biofilma, sustav odvodnje obradene

vode i sustav aeracije ili mijeSanja. Raspon primjene sustava s biofilmom je Sirok, no najviSe se
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upotrebljava prilikom prociS¢avanja otpadnih voda podrijetlom iz raznih industrija, poput
otpadne vode vinarije, mljekarske industrije, petrokemijske industrije te komunalne otpadne
vode.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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