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Bas kao i sve svetske metropole, biofilmovi su urbani, sik, sofisticirani i
ponekad opasni po Zivot. Njihovi prisni stanovnici su dobro zasti¢eni od
zla i udobno smesteni svuda oko nas. Ve¢ milijardama godina na planeti
Zemlji, u ovom kosmopolitskom nacinu Zivota uzivaju obicni i skromni

mikroorganizmi. Potrebno je samo posetiti ih i upoznati zakon i red
biofilma.
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Lista skracéenica

Usvojivi organski ugljenik (eng. assimilable organic carbon)
Adenozin trifosfat (eng. adenosinetriphosphate)

Biodegradabilni rastvoreni organski ugljenik (eng. biodegradable
dissolved organic carbon)

BDOC metoda sa pri¢vr§¢enom biomasom

BDOC metoda sa suspendovanom biomasom

Stvaranje biomase (eng. biomass formation)

Brzina stvaranja biofilma (eng. biofilm formation rate)
Potencijal rasta biofilma (eng. biofilm growth potential)
Bioloska potro$nja kiseonika (eng. biological oxygen demand)
Biodegradabilna organska materija

Potencijal produkcije biomase (eng. biomass production
potential)

Potencijal ponovnog rasta (eng. bacterial regrowth potential)
Centar za kontrolu bolesti (eng. Center for Desease Control)

Evropski odbor za standardizaciju (eng. European Committee for
Standardisation)

Kontinualni (proto¢ni) reaktor sa potpunim mesanjem (eng.
Continuously Flow Stirred Tank Reactor)

Jedinice koje stvaraju kolonije (eng. colony forming units)
Hemijska potro$nja kiseonika (eng. chemical oxygen demand)

Konfokalna laserska skeniraju¢a mikroskopija (eng. confocal
laser scanning microscopy)

5-cijano-2,3-ditolil tetrazolijum hlorid (eng. 5-cyano-2,3-ditolyl
tetrazolium chloride)

4',6-diamidin-2-fenilindol (eng. 4’,6-diamidino-2-phenylindole)
Dezoksiribonukleinska kiselina
Rastvoreni organski ugljenik (eng. dissolved organic carbon)

Evropska Sema prihvatljivosti (eng. European Acceptance
Scheme)
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MDD
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MIC

NBDOC

ND
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PFR
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Evropski ekonomski prostor (eng. European Economic Area)

Evropsko udruZenje slobodne trgovine (eng. European Free Trade
Association)

Ekstracelularne polimerne supstance (eng. extracellular polymeric
substances)

Evropska unija (eng. European Union)

Evropski savez nacionalnih udruzenja vodovoda i kanalizacije
(eng. European federation of national associations of drinking
water suppliers and waste water services)

Fluorescentna in situ hibridizacija (eng. fluorescent in situ
hybridisation)

Poliester ojacan staklenim vlaknom (eng. glass fibre reinforced
polyester)

Teéna hromatografija visokih performansi (eng. high pressure
liquid chromatography)

Ukupna brojnost heterotrofa (eng. heterotrophic plate count)
Hidraulicko vreme zadrzavanja (eng. hydraulic retention time)
Maksimalna dnevna potrosnja (eng. maximum day demand)
Granica detekcije metode (eng. method detection limit)

Srednja razlika rastvorenog kiseonika (eng. mean dissolved
oxygen difference)

Polietilen srednje gustine (eng. medium-density polyethylene)
Modeli distributivnih sistema
2-metilizoborneol

Mikrobno izazvana korozija (eng. microbially influenced
corrosion)

Nebiodegradabilni rastvoreni organski ugljenik (eng. non-
biodegradable dissolved organic carbon)

Nije odredeno (eng. not determined)

Nuklearno-magnetno-rezonantna spektroskopija (eng. nuclear
magnetic resonance)

Prirodna organska materija (eng. natural organic matter)

Fiziologki rastvor sa fosfatnim puferom (eng. phosphate buffered
saline)

Reaktor sa klipnim tokom (eng. plug flow reactor)

Polietilen (eng. polyethylene)
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Planovi o sigurnosti vode za pice

Politetrafluoroetilen (eng. polytetrafluoroethylene)
Polivinil hlorid (eng. polyvinyl chloride)

Plastificirani polivinil hlorid (eng. plasticized PVC)
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Rotirajuéi prstenasti reaktor (eng. rotating annular reactor)
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(eng. Regulators Group for Construction Products in Contact with
Drinking Water)

Ribonukleinska kiselina

Skenirajuca elektronska mikroskopija (eng. scanning electron
microscopy)

Produkcija filma (eng. slime production)

Nerdajuéi ¢elik (eng. stainless steel)

Svetska zdravstvena organizacija

Ukupni organski ugljenik (eng. total organic carbon)
Ukupni broj bakterija (eng. total bacteria number)
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1. UVOD

NarusSavanje kvaliteta vode za pice tokom skladiStenja ili
distribucije predstavlja jedan od glavnih problema u vodosnabdevanju.
Distributivni sistemi cesto su od presudnog znaCaja za odredivanje
krajnjeg kvaliteta pijace vode. Poznato je da patogeni i1 toksigeni
mikrobni agensi u vodi za pi¢e mogu uzrokovati razli¢ita oboljenja, pa i
smrt korisnika.

Iako se nakon procesa preciS¢avanja moze dobiti voda za pice
visokog kvaliteta, tretirana voda moze biti izlozena uslovima u
distributivnim  sistemima koji mogu naruSavati njen kvalitet.
Mikrobioloski kvalitet vode za pi¢e moZe se promeniti na putu od
tretmana do potrosaca, usled: vremena zadrzavanja, stanja cevovoda,
materijala cevovoda 1 ostalih komponenti sistema, temperature,
preostalih dezinfekcionih agenasa, hidrauli¢nih uslova 1 fizi¢kog,
hemijskog i mikrobioloskog sastava vode.

Mada razlozi porasta brojnosti bakterija u vodi za pi¢e tokom
njene distribucije jos uvek nisu potpuno utvrdeni, oni se mogu podeliti na
dva osnovna faktora:

* Prvi faktor se naj¢eS¢e odnosi na mehanicke nedostatke
distributivnog sistema. Bakterije mogu dospeti u distributivnu
mreZu iz spoljasnjih izvora na mnoge nacine kao $to su: otvoreni
rezervoari, oStecenja usled postavljanja novih cevi §to moze
remetiti postojeci sistem, pucanje cevi (Sto moze postati sve veci
problem sa starenjem cevovoda) i redukcija pritiska protoka vode
u sistemu sa posledicom povratnog toka.

* Drugi faktor obuhvata situacije gde je porast brojnosti bakterija
posledica ponovnog rasta ili naknadnog rasta bakterija i stvaranja
biofilma wunutar distributivnog sistema. Razmnozavanje
mikroorganizama unutar biofilma u okviru distributivnog sistema
izaziva pogorSanje bioloskog kvaliteta vode za pice (bioloska
nestabilnost), razvoj mirisa ili ukusa, kao i ubrzanu pojavu
korozije cevi.
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Pored toga, biofilm na povrSinama koje su u dodiru sa vodom za pice u
distributivnim sistemima moze biti glavni izvor planktonskih bakterija,
koji mogu biti patogeni i oportunisticki patogeni.

Kvalitet vode obi¢no ne stvara opasnost za zdravlje zbog
mikrobioloske komponente. Medutim, Svetska zdravstvena organizacija
isti¢e oportunisticke patogene mikroorganizme kao moguéi razlog za
infekcije kod osoba sa slabim imunim sistemom, iako voda za pi¢e ne
predstavlja glavni faktor rizika. Najve¢i problem jeste prisustvo i
razmnoZavanje patogena 1 oportunistickih patogena, kao Sto su
Pseudomonas, Mpycobacter, Campylobacter, Klebsiella, Aeromonas,
Escherichia coli, Legionella spp., Helicobacter pylori i Salmonella
typhimurium, koje se odvija unutar biofilma.

Biostabilnost se definiSe kao nesposobnost vode ili materijala u
kontaktu sa vodom u podrzavanju mikrobnog rasta u odsustvu
dezinfektanta. Odrzavanje dezinfekcionog reziduala moZze uticati na ukus
i miris i/ili dovesti do stvaranja dezinfekcionih nusproizvoda sa
toksicnim karakteristikama. S druge strane, postizanje bioloske
stabilnosti, $to podrazumeva uklanjanje biodegradabilne organske
materije postavlja visoke zahteve za tretman vode i kvalitet materijala u
distributivnom sistemu koji je u kontaktu sa tretiranom vodom, redom.
Metode i kriterijumi za definisanje bioloske stabilnosti su neophodne pri
konstrukeiji 1 optimizaciji tretmana vode, kao i distributivnog sistema.
Potreba za sakupljanjem podataka o efektima mera tokom tretmana i
distribucije je rezultirala razvojem i primenom velikog broja metoda za
odredivanje biodegradabilne organske materije u cilju procene
potencijala rasta mikroorganizama u vodi za pi¢e. U manjoj meri, takode
su dostupne metode za odredivanje biostabilnosti materijala u kontaktu
sa vodom.

Biostabilnost distributivnog sistema je odredena kvalitetom vode
nakon tretmana, ulaskom bakterija i rastom mikroorganizama u cevima.
U vedini zemalja voda se distribuira sa rezidualom hlora kako bi se
inaktivirle preostale bakterije i izbegao problem ponovnog rasta. U
nekim zemljama srednje Evrope (Nemacka, Holandija, Austrija,
Svajcarska), distribucija pijae vode u veéini slutajeva se vrsi bez
upotrebe bilo kojeg sredstva za dezinfekciju. Kvalitet vode u
distributivnim sistemima moze biti naruSen razliitim mikrobioloskim
procesima, koji se najces¢e odnose na ponovni rast mikroorganizama i
stvaranje biofilma. U poslednjih deset godina, pojava biofilma ili
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dinamic¢kog sloja naseljenog razli¢itim vrstama mikroorganizama
predstavlja predmet mnogobrojnih istrazivanja.

Servisi za javno vodosnabdevanje, potroSaci, regulatorna tela i
javne zdravstvene ustanove imaju isti osnovni zahtev - bioloski stabilna
vode za pice u distributivnim sistemima.

Zbog potencijalne opasnosti koju biofilmovi predstavljaju
prvenstveno za Coveka, javila se potreba za ispitivanjem mikrobnog
(imobilisanog i1 suspendovanog) rasta u distributivnim sistemima, kao i
za razvojem metoda za procenu bioloSke stabilnosti u cilju obezbedivanja
bezbedne distribucije vode za pi¢e do potroSaca. Dakle, osnovno
razumevanje procesa ponovnhog rasta je potrebno za razvoj i
interpretaciju testova procene karakteristika vode i materijala u dodiru sa
vodom koji podrzavaju rast.

Cilj ove doktorske disertacije je bio utvrditi moguénost primene
metoda za odredivanje biodegradabilne frakcije organske materije i
rotirajucih prstenastih reaktora u ispitivanju bioloSke stabilnosti vode za
pice, kako bi se pratio proces potencijalnog ponovnog mikrobnog rasta i
izvrSila procena karakteristika vode 1 materijala u dodiru sa vodom koji
podrzavaju rast mikroorganizama.

U radu su ispitivane mogucnosti odredivanja biodegradabilne
frakcije organske materije u vodi radi pra¢enja mikrobioloskih procesa u
distributivnom sistemu. Prva metoda se zasnivala na promeni sadrzaja
rastvorenog organskog ugljenika uz koriS¢enje nativne populacije
bakterija na razli¢itom supstratu. Dobijeni podaci ukazuju na sadrzaj
biodegradabilnog rastvorenog organskog ugljenika (eng. biodegradable
dissolved organic carbon, BDOC). Drugom metodom je ispitivan
bakterijski rast Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC 49642) i Spirillum
sp. NOX (ATCC 49643) u vodi. Na taj nacin vrSeno je odredivanje
sadrzaja usvojivog organskog ugljenika (eng. assimilable organic carbon,
AOC). BDOC i AOC predstavljaju znacajne parametre za procenu
bioloske stabilnosti vode za pice

U sklopu istrazivanja, pored optimizacije BDOC i AOC metode,
posebna paznja je posvecena i reaktorima za ispitivanje biofilma.
Primenom rotiraju¢ih prstenastih reaktora za simulaciju uslova
ditributivnog sistema vrSeno je ispitivanje uticaja razlicitih faktora na
biostabilnost vode za pi¢e pri kontrolisanim laboratorijskim uslovima.
Pracen je uticaj nutrijenata (organska i neorganska materija) na kvalitet
vodene faze i biofilm na test-plo¢icama reaktora. Pored toga, promenom
brzine protoka i rotacije nosaca test-plocica odreden je uticaj razlicitih
uslova hidrodinamike na biostabilnost. Takode, pracen je suspendovani i
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pri¢vrSéeni rast mikroorganizama na razli¢itim materijalima u
kontrolisanim laboratorijskim uslovima.

Kao krajnji cilj potvrde uspeSne primene rotirajucih prstenastih
reaktora u vidu imobilisanog mikrobnog rasta na test-plo¢icama i
dobijanja odredenog uvida u strukturu biofilma vrSena je skenirajuca
elektronska mikroskopska (SEM) analiza biofilma.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Distributivni sistem vode za pice

2.1.1. Struktura distributivnog sistema

Distributivni sistem visokog kvaliteta predstavlja pouzdan sistem,
koji obezbeduje kontinualno snabdevanje vode za pice sa odgovarajué¢im
pritiskom, a sastoji se od vodovoda (akvadukta), servisnih rezervoara,
glavnih i sporednih linija toka vode odnosno, vodovodne mreze, tankova,
pumpnih stanica, relej stanica za hlorisanje, razli¢itih ventila, hidranta,
uredaja za merenje protoka, uliénih vodova i servisnih linija. Ovakva
infrastruktura je skupa, ali i dugovecna (Karlovi¢ et al, 20006).

2.1.1.1. Servisni rezervoari

Servisni rezervoari su potrebni prvenstveno zbog udaljenosti
izvora vode, a Cesto i samog postrojenja za pripremu vode za pice od
naselja/grada. Kada se kao izvor vode za pic¢e koristi podzemna voda,
pumpne stanice moraju biti u moguénosti da obezbede protok vode koji
se javlja pri maksimalnoj potrebi za vodom (odnosno pri pikovima
potros$nje), Sto je za 50-80% viSe u odnosu na prosecnu dnevnu
potro$nju. Servisni rezervoari omogucavaju da se ovaj maksimalni
protok vode obezbedi i pri nizim kapacitetima pumpnih stanica.

Potreba za vodom, kao i za elektricnom energijom, varira u toku
dana (slika 1). Slika 1 pokazuje dnevnu promenu vodosnabdevanja oko
100.000 ljudi 1 ilustruje kako se maksimalna potro$nja vode menja tokom
24 h, a na osnovu maksimalne dnevne potrebe (eng. maximum day
demand, MDD). Slika 1 takode prikazuje da je faktor maksimuma kod
stanovniStva nesto ve¢i nego kod privrednog potrosaca i da se
maksimalna potraznja javlja u razli¢ito doba dana kod ove dve grupe
potroSaca. Analiza Seme kombinovane potroSnje ukazuje na to da je
starost vode zbog zadrzavanja u distributivnom sistemu obi¢no najveca u
ranim jutarnjim satima, a najmanja kasno uvece. Takode uocena je
razli¢ita potreba za vodom u gradskim, prigradskim i industrijskim
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podrucjima, pri ¢emu je u prigradskim podruc¢jima najniza i dovodi do
relativno velikog vremena zadrzavanja vode i relativno niskog reziduala
hlora u distributivnim sistemima (Manuel, 2007).

Iako se pikovi potro$nje vode, na osnovu iskustva grubo mogu
izraCunati, servisni rezervoari i vodotornjevi neophodni su za
obezbedenje ovih potreba. Oni takode imaju i drugu vaznu ulogu, a to je
da obezbede neophodan pritisak u mrezi, kao i rezerve vode u slucaju da
postoji problem na postrojenju za tretman vode ili sa dopremanjem vode
sa izvorista. Servisni rezervoari u moguénosti su da kompenzuju u
odredenoj meri varijacije u pogledu kvaliteta vode koja se distribuira, pre
svega u slucaju kada se voda crpi sa visSe mesta. Veliina rezervoara
varira u zavisnosti od veliine regiona koji opsluzuje, a najceSce se bira
ona veli¢ina koja obezbeduje rezerve vode za 24 h ili 36 h (Gray, 1996).
Rezervoari su prevashodno zatvorenog tipa kako bi se ne samo sprecio
gubitak vode, ve¢ i prodor zagaduju¢ih materija. Mogu se javljati u vise
oblika, kao tornjevi ili rezervoari, povrSinski ili podzemni. Tornjevi
odnosno, vodotornjevi omogucavaju dodatno povecanje pritiska u mrezi.
U slucajevima gde obezbedivanje povecanog pritiska u mrezi ne
predstavlja problem, jer je obezbeden specificnim geografskim
podrucjem, povrsinski ili podzemni rezervoari su dovoljni.

Privreda Domacinstva

20 Kombinovano \O \j

MDD

N\

0.5 —

SRAZMERA PREMA MDD
&
\

| 1 | | L | 1 | |
24:00 03:00 06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00 24:00

DOBA DANA

Slika 1. Dnevna potrosnja vode u domacinstvima i privredi (USEPA,
2002b)
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2.1.1.2. Vodovodna mreia

Vodovodna mreza se sastoji od razgranate mreZe cevi manjeg
pre¢nika. U velikim gradovima vodovodna mreza je najcesSce
organizovana po zonama u zavisnosti od pritiska, koje su kontrolisane
specificnim servisnim rezervoarima. U praksi to omogucava bolju
kontrolu curenja i upoznavanje sa potrebama odnosno, potroSnjom vode
u datom regionu. lako su zone u pogledu vodosnabdevanja, u odredenom
smislu medusobno nezavisne, ¢esto su njihovi cevovodi medusobno
povezani razli¢itim ventilima koji omogucavaju protok vode izmedu
zona u slucaju da za tim postoji potreba.

Cevi, kao sastavni deo jedne vodovodne mreze, razlikuju se u
duzini 1 precniku, koji varira od 450 mm (a ponekad i veceg), do svega
50 mm (Gray, 1996). Vodovodne mreze novijeg datuma, sastoje se od
cevi standardnog pre¢nika 100 mm ili 150 mm. U pogledu vrste
materijala, najceS¢e se srecu cevi izradene od gvozda, azbestnog
cementa, polivinil-hlorida (PVC), a takode i od polietilena srednje
gustine. Cevi koje dopremaju vodu od glavnog voda do potrosaca su tzv.
servisne cevi, pre¢nika manjeg od 25 mm (najces¢e 13 mm), izradene od
celika, gvozda, bakra, olova, polietilena ili PVC-a.

Izbor odgovarajuceg materijala cevi veoma je znaCajan s
aspekta izdrzljivosti visokog pritiska, korozije, lako¢e rukovanja, ali i
zdravstvenog aspekta. Tako na primer, cevi izradene od gvozda i celika
su izuzetno jake i mogu izdrzati visoki pritisak u mrezi. S druge strane,
bakarne cevi su veoma tankih zidova, $to ih €ini jeftinijim i lakim za rad
(lako se medusobno povezuju), a i podnose visoki pritisak. Glatka
povrsina bakarnih cevi pruza mali otpor vodi, te se u praksi primenjuju
cevi manjeg precnika, u odnosu na ostale metalne cevi.

Olovo je bio Siroko upotrebljavan materijal za izradu vodovodnih
cevi, sve do II svetskog rata, kao najbolji dostupni materijal tog vremena.
Medutim, opravdana zdravstvena zabrinutost obzirom da je olovo poznat
toksican agens, rezultovala je zamenom postoje¢ih cevi 1 prestankom
njegove dalje upotrebe u svrhu vodosnabdevanja.

Polietilen je kao materijal za izradu cevi veoma pogodan obzirom
da je Cvrst, lagan, jeftin, fleksibilan, lak za rukovanje, otporan na
zamrzavanje i ne provodi elektricnu energiju. PVC je ¢vrséi od
polietilena i ima vecu otpornost pri istezanju, pa se moze primenjivati za
izradu kompleksnijih sistema cevi sa razli¢itim tipovima spojeva.
Najveéi praktiéni problem kod upotrebe plasti¢nih cevi je taj Sto se
njihov taan polozaj pod zemljom ne moZze odrediti, inace
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upotrebljavanim, elektromagnetnim detektorima. Medutim, ovaj problem
se moze prevazici upotrebom akusticne metode (Gray, 1996).

Azbestno-cementne cevi se viSe ne upotrebljavaju i zamenjuju se
plasticnim cevima, gde god je to moguce. Cevi napravljene od azbestno-
cementnog materijala nisu kancerogene kao ni voda koja protice kroz
njih nije Stetna po zdravlje ljudi. Nije sporno da su Sezdesetih godina
vodovodne cevi bile od azbesta, ali prema direktivi Evropske unije iz
2005. godine, izri¢ito se zabranjuje svaka upotreba ovog materijala.
Konzumiranje ove vode nema nikakve posledice po zdravlje ljudi.
Najvisi akt koji propisuje kvalitet vode 1 njenu kontrolu, Pravilnik o
higijenskoj ispravnosti vode iz 1998. godine, je uskladen 1 sa
Direktivama Evropske unije i Svetske zdravstvene organizacije (SZO).
SZO je propisala stav da azbest u kontaktu sa vodom za pi¢e nema Stetni
uticaj na zdravlje ljudi. Medutim, ista organizacija isti¢e da postoji
problem ukoliko se ova materija nalazi u vazduhu i udise se. Cak ni
Cestice azbesta u vodi nisu Stetne po zdravlje ljudi. Vodovodne cevi se u
vrlo kratkom roku obloze ,,biohemijskim filmom®, tako da voda ni ne
dolazi u kontakt sa samim materijalom.

U Novom Sadu od oko 800 km vodovodne mreze, oko 600
kilometara je od azbestno-cementnih cevi. Svake godine se vr$i zamena
vodovodnih cevi, ali se ne menjaju zato Sto su od azbesta, ve¢ zato $to su
dotrajale. Sve stare vodovodne cevi zamenjuju su novim koje se sada
prave od kvalitetnijih materijala. Dakle, azbestno-cementne cevi lako
pucaju i nisu kancerogene, pa se zamenjuju najces¢e HDPE (polietilen
visoke gustine) sa velikim stepenom mehanicke izdrzljivosti. PVC cevi
se ne preporucuju zbog oslobadanja polivinil hlorida. A §to se ti¢e cevi
od olova, one zapravo nisu ni stigle do Srbije.

Cena ovakvih zahvata odnosno, renoviranja ili zamene odredenih
delova cevovoda najcesce je izuzetno visoka, tako da se stari ili manje
favorizovani materijali ne zamenjuju dovoljno brzo. Najéesce, postojece
cevi se zamenjuju samo u slucaju kada njihova veli¢ina nije vise u skladu
sa novim potrebama za vodom ili pak njihove performanse s aspekta
propustanja nisu vise prihvatljive.

Vodovodni uredaji sluze za prekidanje toka vode, regulisanje
protoka i za ispustanje vode. U vodovodne uredaje se ubrajaju: taloZnice,
zatvaraci, vazdus$ni ventili, povratni poklopci, redukcioni ventili, hidranti,
priklju¢ne ogrlice i slavine i dr.

Hidranti, kao sastavni deo vodovodne mreZe, su vazni ne samo za
vatrogasnu sluzbu, ve¢ i za ispiranje same mreze, a njihova lokacija
zavisi od potreba vatrogasne sluzbe i vodovoda.
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Relej stanice, takode ulaze u sastav distributivne mreze, s ulogom
da obezbede rezidualnu koncentraciju dezinfekcionog sredstva (0,2-
0,5 mg/l hlora) duz cele mreze. Lokacija relej stanica zavisi¢e od

polozaja kriti¢nih tacaka na mrezi (s niskom koncentracijom reziduala
hlora) i od hidraulike.

U AP Vojvodini, distributivna cevna mreza je relativho gusta i
uglavnom zadovoljava potrebe (Dalmacija, 2009). Medutim, kvalitet
cevovoda je loS. Ve¢ u izgradnji je koriS¢en nekvalitetan materijal. Na

slici 2 prikazan je udeo razli¢itih materijala u vodovodnoj mrezi grada
Novi Sad.

Liveno gvozde |#
Celik besavni | ®
Poliester |®
PE @
Pocink.galvan.gelik @

Duktil S50

HDPE &b

PVC Sy

0

60 70

Slika 2. Udeo razlicitih materijala u vodovodnoj mrezi grada
Novog Sada

U prilogu se nalazi tabela I sa udelima materijala i prec¢nika u
vodovodnoj mrezi grada Novi Sad (Paviovié, 2011). Vise od polovine
cevovoda je izgradeno od azbestno-cementnih cevi. Veliki deo, posebno
cevovoda vecih profila je graden od celika, najces¢e samo sa klasicnom
antikorozivnom zaStitom vrlo ogranicenog trajanja. Takvi cevovodi su
danas najveéi emiteri vode u zemljiSte, odnosno najve¢i uzrocnici
tehnickih gubitaka vode.

Period poslednjih desetak godina je ostavio veoma dubok trag na
vodovodnu mrezu, kao i na sve ostale objekte distribucije. Nedostatak



Teorijski deo | 10

sredstava je doveo do zanemarivanja odrzavanja tako da danas imamo
zapuStenu vodovodnu mrezu i objekte distribucije. Ipak najveci
nedostatak distribucije je nedostatak rezervoarskog prostora. Malo koji
vodovod se moze pohvaliti da raspolaZze i najminimalnije potrebnim
rezervoarskim prostorom. U vecini slucajeva se voda direktno iz bunara
potiskuje u mrezu, bez moguénosti za bilo kakvo izravnanje ili
podesavanje rezima rada pumpi.

2.1.2. Faktori kvaliteta vode u distributivnoj mrezi

Distributivni sistem za vodu za pife vazan je za kvalitet i
sigurnost distribuirane vode koliko i sam tretman vode. Voda koja ulazi u
distributivnu mrezu mora biti mikrobioloSki ispravna i u idealnim
uslovima bioloski stabilna. Voda nakon tretmana koja se transportuje
putem distributivne mreZe, generalno je niske mutnoce, sa gotovo
konstantnim pH (najées¢e u granicama pH 6,8-7,8), mikrobioloski
sigurna, a po hemijskom i bioloSkom sastavu se priblizava standardima
vode za pice (De Zuane, 1997).

Tokom procesa vodozahvatanja i daljeg tretmana, voda postaje
osetljiv 1 kratkotrajan proizvod. Distributivni sistem, njegova
infrastruktura 1 oprema (ukljucujuéi cevi, obloge, pribor i metal za
lemljenje 1 dr.), mogu reagovati sa vodom, kao i sa spoljasnjom
sredinom. Ove interakcije mogu rezultirati degradacijom kvaliteta
distribuirane vode.

Generalno gledano, cevi i1 rezervoari distributivnog sistema
predstavljaju kompleksnu mrezu nekontrolisanih fizi¢kih, hemijskih i
bioloskih procesa, koji mogu dovesti do znacajnih poremecaja kvaliteta
vode. Uzroci ovih procesa mogu biti promene u samom tretmanu vode,
kao 1 promene u infrastrukturi distributivnog sistema.

2.1.2.1. Starost cevi

Kako cevi stare, dolazi do njihovog propustanja i oste¢enja kao
rezultat oStecenja povrSine, korozije ili formiranja biofilma i promena u
fizickim i1 hemijskim karakteristikama cevi. Niska temperatura, vibracije
1 erozija zemljiSta mogu povecati osetljivost cevi i ubrzati njihovo
starenje. Zanemarena curenja cevi mogu dovesti do prodora zagadujucih
materija u distributivni sistem, kao i do znacajnog gubitka vode. Osim
toga, curenje oStecuje materijal stvaraju¢i potencijal za dalju degradaciju
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cevi. Distributivni sistem treba da ima proverene ventile za prevenciju od
povratnog toka, kako bi se sprecilo ili bar izolovalo zagadenje, kao i da
sadrzi opremu za pracenje promene pritiska u mrezi (O'Connor, 2002).

Kao deo sveobuhvatnog programa upravljanja distributivnim
sistemom, u cilju detekcije i sprecavanja prodora zagaduju¢ih materija u
sistem, neophodno je postojanje aktivnog programa saradnje vodovoda
sa sluzbama izgradnje i javnog zdravstva. Skupa zamena zastarele
infrastrukture moze biti odlozena nekoliko godina, ukoliko su popravke i
rehabilitacija izvrSene pre znacajnijeg pogorSanja stanja. Adekvatno
pracenje starosti infrastrukture i uslova daje moguénost planiranja
projekata rehabilitacije unapred.

2.1.2.2. Materijali

Standardi za materijale, od kojih se izgraduje vodovodni sistem,
su neophodni kako bi se izbeglo zagadenje vode od strane neispitanih
materijala. Ovi standardi treba da budu u skladu sa propisima za
izgradnju i postavljanje cevi.

Karakteristi¢ni uslovi pri izboru cevi su: otpornost na koroziju,
izgled unutraSnjosti cevi (bez neravnina), kompatibilnost sa postoje¢im
materijalima, osetljivost na hemijsko rastvaranje ili rast biofilma, cena i
upotreba. Cevi su najceSce izradene od kovanog ili livenog gvozda,
lomljenog celika ili poslednjih godina od plastike. Cevi u domadinstvima
Cesto su izradene od pocinkovanog gvozda, bakra, a u nekim starim
sistemima i od olova. Kao S§to je ve¢ istaknuto, izlaganje ljudi olovu,
narocito tamo gde su bila ukljucena i deca, predstavljalo je opasnost po
zdravlje i to tokom nekoliko decenija. Olovo se Cesto koristilo za vodove
koji su spajali domacinstva sa glavnom cevi mreze i kao sredstvo za
lemljenje bakarnih cevi. Prisustvo olova u vodi za pi¢e predstavlja
znacajan rizik po zdravlje ljudi, jer ¢ak i minimalne koli¢ine mogu
izazvati neuroloske probleme kod dece. USEPA je procenila da, u
proseku, olovo u vodi za pi¢e €ini priblizno 20% celokupne izloZenosti
ljudi ovom metalu. U SAD su sredstva za lemljenje bez olova, kao i cevi
propisani od 1986. godine, a prema propisima za olovo i bakar iz 2000.
godine, zahteva se kompletna zamena postoje¢ih olovnih cevi u
vodovodnoj mrezi (USEPA, 2001). Kao $to je ve¢ napomenuto, do Srbije
nije ni stigla njihova primena. Prednosti i mane nekih materijala u
vodovodnim sistemima sumirane su u tabeli 1.
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Tabela 1. Prednosti i mane materijala koji se koriste u vodovodnim
sistemima (Puras, 2011)

Nodularni

liv (duktil) Celik PE PVC
Fleksibilnost mala mala velika mala
Elasti¢nost,
mogucénost
rastezanja,
udarnozarezna
zﬂayost (s velika velika velika mala
obzirom na
oStecenja
uzrokovana
spoljasnjim
silama)
Opasqost od rasta mala mala postoji velika
pukotine
Postojanost
prema .S.tar?m " velika velika dovoljna dovoljna
(korozija nije
uzeta u obzir)
podlozne korozija korozija
Korozija koroziji podlozne kovr(_)zul nije nije
potrebna potrebna zastita moguca moguca
zaStita
Spojevi postojani samo uz
na mogudi moguci moguci posebne
izvladenje stege
Postojanost
prema do PN40 postoje cevi za sve doPN16  doPN16
unutrasnjem radne pritiske
pritisku
Troskovi i veliki/mali . .
. veliki o . mali vrlo mali
polaganja (zavarivanje/spojnice)
Hld.r aulicka dobra dobra vrlo dobra vrlo
svojstva dobra
Opasnost od
) . mala mala vrlomala  vrlo mala
inkrustracija
Cena (cene su
uporedive samo u
podrugjima vrlo visoka visoka niska vrlo niska

promera u kojima
su dostupne sve
cevi)

PE-polietilen, PVC-polivinil hlorid, PN-Maksimalni dopusteni radni pritisak, bar
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2.1.2.3. Konstrukcija sistema

Konstrukcija distributivnog sistema vode za pice, ukljucujuéi i
veli¢éinu cevi, predstavlja znalajan faktor ovog sistema. Sto je veéi
preénik i odnos izmedu zapremine i povrSine cevi, to je manji
kontakt izmedu materijala i vode. Medutim, cevi vefeg pre¢nika
usporavaju protok vode, Sto dovodi do poveéanog rizika od
stagnacije. Razgranatost sistema (npr. broj i duzina grana, nagiba,
prevoja i sl) takode uti¢e na protok, odnosno na hidraulicne
karakteristike sistema (Kirmeyer et al., 200I). S toga se, prilikom
projektovanja distributivnog sistema moraju jasno odrediti svi faktori
relevantni za optimalno distribuiranje vode za pice.

Pojedini elementi konstrukcije distributivnog sistema vode za pice
su medutim, konstantni. Tako na primer, voda distributivnog sistema
treba uvek da ima pritisak minimalno 20 psi, kako bi se sprecio prodor
zagadujuc¢ih materija kroz pukotine cevi (Kirmeyer et al., 2001). Dobar
pritisak se obezbeduje odrzavanjem relativno konstantne brzine protoka,
Sto takode smanjuje oSte¢enje cevi. Broj prevoja cevi treba redukovati,
Sto se postize ubacivanjem prepreka (Cesto masa betona), tamo gde su
iznenadne promene pravca neizbezne. Cevi u zemlji treba da se nalaze
ispod granice zamrzavanja, a visoki delovi sistema da sadrze ventile za
oslobadanje vazduha. Slepe delove sistema treba redukovati, a gde je
neizbezno opremiti ih ventilima za ispiranje.

Ventili predstavljaju veoma vaznu komponentu distributivnog
sistema vode za pice 1 zbog toga je potrebno njihovo odgovarajuce
odrzavanje, kao preventiva od opasnih situacija, ali i skupih intervencija.
Kada funkcioniSu ispravno, ventili pruzaju mogucénost merenja i
nadziranja protoka vode i detekcije curenja. Zastita od povratnog toka
ostvaruje izolaciju zagadenja. Medutim, ventili takode mogu i da
izazovu odredene greske u funkcionisanju sistema, a kao rezultat pojave
necistoca, korozije i rasta biofilma. Ventili koji su oSteceni, polomljeni ili
ne funkcioniSu ispravno (Sto je uobicajen problem kada ne rade redovno),
mogu da izazovu prenos vode mnogo dalje od potrebnog, da redukuju
pritisak i povecavaju vreme zadrzavanja vode u sistemu.

2.1.2.4. Skladistenje

Voda za pi¢e nakon pripreme cuva se u rezervoarima i
vodotornjevima pre isporuke. Prednost cuvanja vode predstavlja
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nezavisnost sistema od iznenadnih promena potrebe za vodom, kao i
duze vreme kontakta sa sredstvima za hemijsku dezinfekciju.

Pri upotrebi vodotornjeva ili rezervoara pod pritiskom, materijal
rezervoara ili, pak, njegova unutrasnja obloga ne sme da reaguje sa
vodom 1 na taj nacin da dovode do njene kontaminacije. Rezervoari treba
da su zatvorenog tipa i nepristupacni javnosti, a vreme zadrzavanja vode
u rezervoaru ne suvise dugo (O'Connor, 2002).

2.1.2.5. Korozija

Vecina cevi je izradena od livenog ili kovanog gvozda, ili rede, od
celika. Prema tome, korozija predstavlja naj¢es¢i problem distributivnog
sistema. OStecuju¢i zidove cevi, korozija doprinosi razvoju razli¢itog
obrastaja unutar cevi, §to dovodi do smanjenja kapaciteta i pritiska vode.
Takode, estetski kvalitet vode moze biti narusen rastvaranjem
nusproizvoda korozije. Kod sistema sa tvrdom vodom, ovo je narocito
prisutno unutar novih cevi, pre stvaranja unutrasnjeg zastitnog sloja.
Korozija ne mora direktno da uti¢e na kvalitet vode za pice, ali moze
smanjiti vreme upotrebe cevi i poveéati moguénost njenog ostecenja.

2.1.2.6. TaloZenje

Kada se voda sporo krec¢e kroz distributivni sistem, suspendovane
Cestice se izdvajaju unutar cevi. Akumulacija sedimenata u cevima ima
viSe negativnih efekata. S jedne strane dovodi do smanjenja kapaciteta
cevi, a sa druge predstavlja pogodnu sredinu za razvoj mikroorganizama
pri uslovima smanjene rezidualne koncentracije dezinfekcionog sredstva,
uz istovremeno povecanje potroSnje istog. Problem formiranja taloga
najcesce se javlja kod cevi koje se nalaze uzvodno od postrojenja za
pripremu vode za pice, jer ne dolazi do eliminacije suspendovanih
materija, ali i u slu¢aju neadekvatnog tretmana vode pre njenog ulaska u
distributivnu mrezu.

2.1.2.7. Bioloski rast

Aerobni mikroorganizmi nastanjuju povrSine vodovodnih cevi i
stvaraju kompleksnu mikrosredinu - biofilm. Do formiranja biofilma
dolazi nakon mikrobioloske kontaminacije vode, gde mikrooganizmi
bivaju zarobljeni u delovima sporog protoka, u sluc¢aju nekih prepreka u
cevima ili u slepim delovima sistema. Vreme zadrzavanja vode u svakom
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delu rezervoara i distributivne mreze stoga predstavlja znacajan podatak
za planiranje dodatnog ispiranja slabo proto¢nih delova, sa ciljem da se
uspori razvijanje biofilma.

Podzemna voda (anaerobna), takode moze da sadrzi rastvoreno
gvozde i sumpor, $to ¢ini dodatni izvor hrane za mikroorganizme (White,
1999). Bakterije nastanjene na zidovima cevi, kao 1 njihovi metabolicki
proizvodi, mogu prouzrokovati poremecaje ukusa i mirisa vode, povecati
bioloska aktivnost takode, moze da pospesi koroziju (White, 1999). Pored
toga, bakterije adaptirane na nizak nivo nutrijenata, kao Sto je slucaj u
distributivnim sistemima, manje su osetljive na dejstvo dezinfekcionih
sredstava.

Druga vrsta akumulacije biomase u vodi za pife vezana je za
stvaranje taloga odnosno, izdvajanje suspendovanih Cestica unutar cevi
pri uslovima sporog toka vode kroz distributivni sistem. Ovakav talog je
Cesto prisutan u distributivnim sistemima koji se retko Ciste ispiranjem ili
mehanickim postupcima, ili koji su (shodno dizajnu, materijalu od kog su
izgradeni, kvalitetu vode koja se distribuira i dr.) skloni akumulaciji
taloga.

Talog u distributivnom sistemu moZe nastati na viSe nacina:
talozenjem 1 flokulacijom unutar sistema, taloZenjem materijala tokom
tretmana vode ili korozijom povrSine cevi. Ova akumulacija u cevima ne
samo Sto dovodi do smanjenja kapaciteta cevi, ve¢ i predstavlja pogodnu
sredinu za razvoj mikroorganizama pri uslovima smanjene rezidualne
koncentracije dezinfekcionog sredstva, uz istovremeno povecanje
potrosnje istog.

Akumulirani materijal se moze pricvrstiti za zidove cevi (Cvrsti
talozi ili kore uglavnom sacinjene od proizvoda ljuséenja ili korozije) ili
se moze samo taloziti na povrSini (meki ili rastresiti talozi). Rastresiti
talozi se Cesto mogu prenositi u vodu, usled resuspenzije pri hidraulicnim
promenama unutar distributivnog sistema (Lethola et al., 2004). Ovakva
resuspenzija moze da utice na monitoring brojnosti koliforma, brojnosti
heterotrofa ili sadrzaja gvozda, sa posledicom povecanog rizika po
zdravlje ljudi.

Na osnovu Sirokog opsega brojnosti bakterija u talogu
akumuliranom u distributivnim sistemima (2x10°-2x10° CFU/ 2),
zaklju€eno je da se veci deo bakterija moze naci u talogu nego u samom
biofilmu (>1 g/m®). Ako se akumulira vise od 10 g/m” taloga, bakterije u
ovakvom talogu predstavljaju vise od 80% ukupnog broja bakterija u
cevi (Zacheus et al., 2001).
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Prema tome, od izuzetnog je znacaja upravljanje distributivnim
sistemom u cilju sprecavanja akumulacije taloga (kroz preventivne mere
i/ili pravilno CciS¢enje), kao i1 razumevanja faktora koji podrzavaju
prezivljavanje patogena (ukljucujuéi vrstu Legionella) 1 bakterijskih
indikatora u ovim talozima.

2.1.2.8. Hidraulic¢ke karakteristike sistema

Hidraulicke karakteristike distributivnog sistema predstavljaju
jedan od faktora koji mogu uticati na nivo organske materije u pojedinim
segmentima sistema, a koji dalje uti¢u na biolosku aktivnost biofilma.
Razli¢iti hidraulicki uslovi, kao S$to su dugo vreme zadrzavanja
(zahvaljuju¢i maloj brzini protoka ili postojanju mrtvih uglova), velika
brzina protoka ili promenljiv protok, mogu imati uticaja na prezivljavanje
i rast mikroorganizama u biofilmu, pri ¢emu ne postoji jednostavna veza
izmedu hidraulike sistema i razvoja mikroorganizama.

Nekoliko faktora koji utiCu na brzinu proticanja vode jesu:
polozaj cevi, njihovo stanje i veli¢ina, potreba za vodom, rad pumpe i
visina. Velika brzina proticanja vode moze povecati koli¢inu nutrijenata i
dezinfektanata u kontaktu sa biofilmom i prouzrokovati Sirenje biofilma
u sistemu (US EPA, 1992). Ovo dalje, moZe imati za posledicu odvajanje
odredenih mikroorganizama iz biofilma (npr. patogena) i1 njihovo
zadrZzavanje u mrtvim uglovima cevovoda. Delovi biofilma mogu se
akumulirati na periferiji distributivnog sistema, vode¢i ka akumulaciji
taloga 1 mikrobnoj proliferaciji (van der Kooij, 2000).

Prekidanje ili remecéenje protoka vode ili pak pojava suprotnog
toka (npr. hidrauli¢ni udari ili vodeni ¢eki¢), takode mogu doprineti
Sirenju biofilma kroz sistem i1 njegovoj akumulaciji u podrucjima slabog
protoka, u kojima wusled stagniranja vode dolazi do gubitka
dezinfekcionog reziduala i dodatnog favorizovanja razvoja biofilma
(LeChevallier, 1990). Osim po pitanju polozaja cevi i njihovih konekcija,
dizajn distributivnog sistema moze biti i takav da pospeSuje razvoj
biofilma u njegovim krajnjim tackama (npr. rezervoarima za vodu)
(Karlovic et al., 2006).

Naravno, odnos potencijala odredenih delova sistema ka
formiranju biofilma i brzine protoka vode kroz njih, varira u zavisnosti
od tipa sistema i cevi, kompleksne promene brzine vode, brzine
transporta nutrijenata i dezinfekcionih rezidua, koncentracije nutrijenata i
brzine otkidanja delova biofilma.
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Hidrodinamicki uslovi u distributivnim sistemima vode za pice
obuhvataju laminaran i turbulentni protok, ali i stagnaciju vode (bez
protoka) koja se javlja na mestima gde je potro$nja vode niska, kao i u
rezervoarima u zgradama. Brzina protoka moze razli¢ito uticati (Melo,
2003) na akumulaciju i odvajanje biofilma. Brzina transporta nutrijenata
unutar biofilma se povefava sa brzinom protoka do postizanja
maksimalne vrednosti, a zatim se smanjuje kako se brzina dalje
povecava. Ova brzina prenosa podrzava rast bakterija unutar biofilma. S
druge strane, gustina i odvajanje biofilma se povecava sa brzinom.

Mehanisticko objasnjenje o uticajima razli¢itih hidrodinamickih
uslova dato je u nekoliko metabolickih istrazivanja (Tay et al., 2000, Teo
et al., 2000; Liu i Tay, 2001a; Liu et al., 2003). Veca brzina protoka
povecava hidrofobnost ¢elija koja podrzava agregaciju Celija, a time i
akumulaciju biofilma.

Utvrdeno je da smenjivanje proto¢nih i neproto¢nih uslova
utice ne samo na akumulaciju biofilma ve¢ i na njegovo odvajanje od
povrSine pogorSavaju¢i mikrobioloSki kvalitet vode. Povecanje
smicajnog napona odgovara vecoj brzini odvajanja nezavisno od
hidraulickih uslova tokom rasta biofilma (Choi i Morgenroth, 2003).
Biofilmovi formirani pri promenljivim uslovima ponaSaju se kao
dinamicke strukture u kojima gustina opada sa smicajnim naponom. Sa
ponovnim porastom smicajnog napona brzina odvajanja se povecava.
Ohl et al. (2004) su dosli do sli¢nih zakljucaka.

Iako se stagnacija vode javlja u svakom distributivnom sistemu
kada je potroSnja vode za pice niska, istrazivanja o biofilmovima u vodi
za pice pri uslovima stagnacije u cevi i rezevoarima nisu tako brojni kao
pri uslovima protoka. LeChevallier et al. (1987) su uocili visoku brojnost
bakterija u vodi za pi¢e nakon otvaranja slavine koja je bila iskljuena
preko no¢i. Momba i Kaleni (2002) su ispitivali ponovni rast
mikroorganizama u rezervoarima domacinstava koji se upotrebljavaju za
skladiStenje vode za pic¢e, pri Cemu su zabelezili vecu brojnost
heterotrofa 1 sadrzaja rastvorljivog organskog ugljenika nakon
skladistenja vode na 48 sati. Ayoub i Malaeb (2006) su takode ustanovili
poboljSanje ponovnog rasta bakterija tokom perioda neprotoc¢nih uslova u
rezervoarima domacinstva.

2.1.2.9. Hemijske reakcije

Tokom distribucije vode odigravaju se mnoge hemijske reakcije,
pri ¢emu dugo vreme zadrzavanja vode u sistemu, poveéava njihovu
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mogucnost pojave. Neke od ovih reakcija su korisne 1 pozeljne, kao $to je
na primer inaktivacija patogenih mikroorganizama dejstvom
dezinfekcionog sredstva, dok druge nisu i mogu izazvati razlicite estetske
probleme kvaliteta vode ili Stetan efekat po zdravlje ljudi (npr. formiranje
dezinfekcionih  nusprodukata). Kljuéno reSenje ovog problema
predstavlja tretman vode visokog kvaliteta, koji rezultuje ulaskom
hemijski i bioloski stabilne vode u distributivni sistem. U tom smislu pod
hemijski stabilnom vodom prvenstveno se misli na vodu sa
minimiziranim sadrzajem ukupnog organskog ugljenika, koji tokom
distribucije vode moze da reaguje sa rezdualnim dezinfekcionim
sredstvom formiraju¢i niz dezinfekcionih nusprodukata, za koje je
ve¢inom utvrdeno Stetno dejstvo na zdravlje ljudi. Osim toga,
istrazivanja su pokazala da sudbina hlora, kao dezinfekcionog sredstva i
rastvorenih organskih halogena, kao nusprodukata, zavisi takode i od
prisustva nusproizvoda korozije, vremena zadrzavanja vode i prisustva
biomase u distributivnoj mrezi (Baribeau et al., 2001).

Moze se zakljuciti da se brzina degradacije kvaliteta vode moze
kontrolisati dodavanjem zaStitnih sredstava (obezbedivanje reziduala
dezinfekcionog sredstva), ili pak primenom poboljSanih (unapredenih)
tretmana, kako bi se ukupni organski ugljenik maksimalno uklonio iz
vode. Medutim, ove mere nisu od koristi ako su skladisni ili distributivni
sistemi kontaminirani ili s otvorenim pristupom.

Distributivni sistem vode za pi¢e moze da poboljsa kvalitet vode
za pice, kao i da spre¢i pogorSanje kvaliteta. U tom cilju moze se
modifikovati sistem rada i1 odrzavanja, promeniti tretman vode i
poboljsati monitoring i modeliranje kvaliteta vode.

Osnovne operacije za odrZavanje kvaliteta distribuirane vode
obuhvataju:

* smanjenje vremena zadrzavanja velikih koli¢ina vode,

* odrzavanje pozitivnog pritiska u mrezi,

* kontrolisanje pravca i brzine protoka vode,

* odrzavanje reziduala dezinfekcionog sredstva u

distributivnom sistemu,

*  zaStitu unakrsnih spojeva i

*  zaStitu od povratnog toka vode.

Uopsteno, za sistem treba pronaci optimalnu kombinaciju ovih akcija, sa
odgovaraju¢im odnosom izmedu troskova, potrebe za vodom i kvaliteta
vode za pice.
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2.2. Mikroorganizmi u vodi za pice

Prema preporukama Svetske zdravstvene organizacije (SZO)
neophodno je osigurati odsustvo mikroorganizama, koji mogu izazvati
bolesti, u vodi za pi¢e. Obezbedivanje zdravstveno bezbedne vode za
pice je od najveceg znacaja za zdravlje zajednice koja je konzumira.

Najces¢i 1 najsire rasprostranjen rizik po zdravlje ljudi povezan sa
vodom za piée je kontaminacija, bilo direktna ili indirektna, ekskretima
humanog ili animalnog porekla i mikroorganizmima prisutnih u fecesu.
U slucaju kontaminacije, narocito one koja podrzava entericne bolesti
prenosive vodom, neki mikroorganizmi koji izazivaju bolesti mogu biti
prisutni u vodi. Upotreba ovako kontaminirane vode za pice ili
pripremanje hrane moze dovesti do novih slucajeva infekcija. Pod
najve¢im rizikom od infekcija nalaze se vulnerabilne grupe populacije
kao Sto su: bebe, mala deca, trudnice i starije osobe. U kategoriji starih
osoba, skre¢e se paznja na razne kategorije istih: zdravih, obolelih,
redukovanog imuniteta, transplantiranih organa, pod terapijom itd.

Sa zdravstvenog aspekta, znacajni patogeni organizmi su
bakterije, virusi i protozoe. NajceS¢e promene idu od pojave srednjeg
gastroenteritisa ka ozbiljnim a ponekad i fatalnim pojavama dijareje,
kolere, dizenterije, kriptosporidijaze, hepatitisa, tifusne groznice itd.

Klasi¢ne hidricne bolesti mogu biti izazvane organizmima koje
vode poreklo iz creva ljudi ili zivotinja. Medutim, u vodi za pi¢e se mogu
naci neki organizmi prisutni u Zivotnoj okolini koji nisu obi¢no povezani
sa gastrointestinalnim sistemom, ali pod odredenim uslovima mogu
izazvati oboljenja kod ljudi. Ovi organizmi obuhvataju protozou
Naegleria fowleri, bakterije Pseudomonas, Klebsiella 1 Legionella spp,
kao i neke vrste mikobakterija.

Infekcija je glavni, ali ne i jedini, problem vezan za prisustvo
mikroorganizama u vodi za pic¢e. Na primer, odredene alge i bakterije
mogu proizvoditi toksine koji negativno uticu na ljude, pri ¢emu mogu
ostati u vodi ¢ak i nakon uklanjanja odgovornih organizama. Ostali
,hepozeljni organizmi® mogu izazvati promene ukusa, mirisa i boje
vode, kao 1 podrzavati pojave korozije i stvaranja taloga.

Snabdevanje bezbednom vodom za pi¢e ukljucuje primenu
viSestruke barijere u cilju spre¢avanja ulaska i prenosa mikroorganizama.
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Efikasnost ovih barijera potrebno je pratiti programom zasnovanim na
operacionim karakteristikama 1 ispitivanju mikrobioloskih indikatora.

2.2.1. Hidri¢ni patogeni
2.2.1.1. Patogene bakterije
2.2.1.1.1. Fekalni patogeni

Patogene bakterije humanog i animalnog porekla, koje se mogu
prenositi konzumiranjem kontaminirane vode za pice i koje predstavljaju
ozbiljan rizik po zdravlje ljudi, obuhvataju Salmonella spp., Shigella
spp., enterovirulent E. coli, Vibrio cholera, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni i C. coli.

Nakon ekskrecije putem fecesa iz tela njihovog domacina,
patogene bakterije postepeno gube vijabilnost i sposobnost da izazivaju
infekcije. Brzina slabljenja aktivnosti patogena zavisi od vrste do vrste,
pri ¢emu je ona obicno eksponencijalna i nakon odredenog perioda
patogen se ne moze detektovati. Najces¢i hidricni patogeni su oni koji su
visoko infektivni ili veoma otporni na propadanje van tela domacina.
Patogeni sa nizim stepenom perzistencije (npr. oni koji ne prezivljavaju
dugo van tela domacina) moraju brzo nac¢i novog domacina i Cesto se
prenose medusobnim kontaktom ljudi ili slabom licnom higijenom, pa
tek onda vodom za pice.

U slucaju fekalnog zagadenja vode za pice, patogene bakterije se
najc¢es¢e Siroko i brzo rasprostiru. Prema tome, epidemije hidri¢nih
bolesti se Cesto karakteriSu infekcijom celokupne zajednice.

Svi serotipovi Vibrio cholera su izuzetno osetljivi na
dezinficijense, zbog Cega se oni u adekvatno tretiranoj vodi za pi¢e ne
detektuju (WHO, 2004). Nas$ Pravilnik o higijenskoj ispravnosti vode za
pi¢e ne dozvoljava nalaz ove bakterije u 100 ml vode distributivnog
sistema (SL. list SRJ, 42/98).

Pravilnik o higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e ne dozvoljava
nalaz ukupnih koliformnih bakterija u 100 ml vode distributivnog
sistema, kao ni vrsta rodova Salmonella, Shigella i Proteus (SI. list SRJ,
42/98). Pravilnik o kvalitetu 1 drugim zahtevima za prirodnu mineralnu
vodu, prirodnu izvorsku vodu i stonu vodu propisuje da u mineralnoj
vodi, kako na samom izvoru, tako i nakon pakovanja i tokom adekvatnog
skladiStenja, vrsta E. coli ne sme biti detektovana u 250 ml uzorka (S/.
list SRJ, 53/05).



Teorijski deo | 21

2.2.1.1.2. Patogeni koji se razvijaju u sistemima za vodosnabdevanje

Pored oralno prenosivih patogenih mikroorganizama, postoje i
neki oportunisticki patogeni mikroorganizmi, koji se nalaze u zivotnoj
sredini 1 ne smatraju se patogenim: Flavobacterium, Klebsiella spp.,
Serratia spp. 1 dr., mogu da izazovu kod osoba niskog ili naruSenog
imuniteta odredena oboljenja, a primarni put infekcije je kontaktom
(Kristiforovic-Ili¢, 2006). Mogu da izazivaju oboljenja kod osoba sa
oste¢enim lokalnim 1 opStim odbrambenim mehanizmima (mlade ili
starije osobe, pacijenti sa ranama, opekotinama, pacijenti sa AIDS-om).
U takvih pacijenata se moze ocekivati pojava infekcije koze, mukoznih
membrana ociju, nosa, uha i grla. To su: Pseudomonas aeruginosa, vrste
Flavobacterium, Klebsiella spp., Serratia spp., Acinetobacter,
Aeromonas i razne vrste spororastu¢ih mikobakterija.

Sprecavanjem razvoja biofilma u distributivnim sistemima
sprec¢ava se 1 umnozavanje Pseudomonas aeruginosa u vodi 1 eventualni
problemi koji mogu da nastanu usled umerene rezistencije na
dezinficijense od strane ove bakterije (WHO, 2004). Na$ aktuelni
Pravilnik o kvalitetu i drugim zahtevima za prirodnu mineralnu vodu,
prirodnu izvorsku vodu i stonu vodu tretira ovu bakteriju kao nepozeljnu
u uzorku od 250 ml mineralne vode na izvoriStu i u prometu (SI. list SRJ,
53/05), a Pravilnik o higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e u uzorku od
100 ml vode distribucionog sistema (SI. list SRJ, 42/98).

Legionarska bolest, najceS¢e izazvana slobodno-zZivecom
bakterijom Legionella pneumophyla, predstavlja ozbiljnu bolest koja
moze nastati inhalacijom vode zarazenom ovom vrstom pri uslovima
visoke temperature i1 prisustvu nutrijenata.

U zakonu se decidirano ne naglasava koje patogene bakterije nisu
pozeljne u vodi za pice, ali je nepozeljnost njihovog prisustva u vodi
iskazana uslovom da voda ne sme da sadrzi patogene bakterije (S/. list
SRJ, 53/05; SI. list SRJ, 42/98). Za mnoge bakterije se ne vrsi rutinska
kontrola prisustva, ve¢ se analize vrSe na osnovu epidemioloskih
pokazatelja.

2.2.1.2. Protozoe

Vecéina protozoa u slatkovodnim vodama su prirodni akvati¢ni
organizmi bez znacajnog uticaja na zdravlje ljudi. Protozoe se generalno
hrane ostalim mikroorganizmima kao §to su bakterije, cijanobakterije i
alge. Velika raznovrsnost protozoa se moze uociti kod otvorenih
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povrsinskih voda, ukljucujuéi izvoriSta za vodosnabdevanje. Takode,
neke vrste mogu naseljavati distribucione sisteme vode za pice, pri Cemu
njihov razvoj zavisi od bakterijske aktivnosti u cevima.

Protozoe, koje se mogu javljati u vodi za pie i izazivati
negativne zdravstvene efekte kod ljudi, mogu se podeliti u dve
funkcionalne grupe:

* enteri¢ne protozoe kao paraziti u crevima ljudi i ostalih sisara i

* slobodno-ziveée protozoe kao oportunisti¢ki patogeni kod ljudi
koje su odgovorne za ozbiljne cerebralne i o¢ne bolesti (postoji
samo nekoliko ovakvih organizama).

Posto patogene protozoe mogu biti prisutne u crevima i Zivotnoj
sredini, kao 1 usled razli¢itog odgovora vrsta na tretman voda, kontrolne
strategije je neophodno specifi¢no prilagoditi biologiji pojedinacnih
vrsta.

2.2.1.2.1. Entericne protozoe

Enteri¢ne protozoe, kao i enteri¢ne bakterije i virusi, se mogu
nac¢i u vodi putem direktne ili indirektne kontaminacije sa humanim ili
animalnim fecesom. Transmisija preko vode za pice je jedan od nekoliko
mehanizama potpunog fekalno-oralnog ciklusa za ove organizme.
Enteri¢ne protozoe se javljaju u vodi kao neaktivne infektivne ciste, ¢ija
prirodna brzina mortaliteta zavisi od temperature i ultravioletnog
zracenja.

U sustini, uklanjanje ili dezinfekcija na izvoriStu vode bi trebalo
da bude dovoljno za sprecavanje kontaminacije vode za pice od
enteri¢nih protozoa. Medutim, u praksi ovo moze biti otezano jer su ciste
protozoa generalno otpornije na dezinfekciju vode u odnosu na veéinu
bakterija i1 virusa.

Najznacajnije flagelatne protozoe sa aspekta mikrobioloskog
kvaliteta vode za pice pripadaju rodovima Cryptosporidium 1 Giardia
(Petrovi¢ et al., 2006).

Cryptosporidium je obligatni intracelularni kokcidijalni parazit sa
kompleksnim zivotnim ciklusom, koji podrazumeva smenu seksualnog i
aseksualnog razmnozavanja. Ovaj organizam, iz stadijuma trofozoita, u
nepovoljnim uslovima prelazi u oociste sa debelim zidovima, $to mu
obezbeduje visok stepen rezistencije na razliCite nepovoljne ekoloske
faktore. Oociste su ekstremno otporne na hlor, a u izvesnoj meri i na
ozon i UV zraenje. Sa druge strane, oociste se tesko uklanjaju i drugim
tretmanima, kao S$to je filtriranje, zbog njihovih veoma malih dimenzija
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(4-6 um). Glavni rezervoar za C. parvum su ljudi i Zivotinje, posebno
goveda koja mogu da ekskretuju fecesom i do 10' oocisti na dan, a
glavni put transmisije je preko vode. Fecesom ekskretovane oociste
mogu da prezive u vodi nekoliko nedelja, pa ¢ak i meseci.

Giardia intestinalis je parazit crevnog trakta ljudi i nekih
zivotinja 1 ima relativno jednostavan Zivotni ciklus. Flagelatni, elipsoidni,
bilateralno simetri¢ni trofozoit se umnozava u crevnom traktu, a
debelozidne, ovoidne, infektivne ciste (8-12 pm) se povremeno formiraju
u velikom broju i ekskretuju putem fecesa. Ciste se ekskretuju u brojnosti
10°/g fecesa i veoma su otporne na nepovoljne uslove. One mogu da
prezive u vodi na temperaturi 8°C nekoliko nedelja, pa i mesecima. Ciste
su izuzetno otporne i na hlor, ali ne u tolikoj meri kao oociste roda
Cryptosporidium. Obzirom da su ve¢ih dimenzija od oocisti roda
Cryptosporidium, lakSe se uklanjaju procesom filtracije.

2.2.1.2.2. Slobodno-zivece protozoe

Medu patogenim amebama najznacajnije su vrste Entamoeba
histolytica 1 Naegleria fowleri. Infekcije izazvane ovim patogenima su
oportunisticke i generalno su rezultat kontakta tokom rekreativnog
kupanja, pri ¢emu javno vodosnabdevanje moze biti izvor kontaminacije
bazena. Pojava ovih organizama nije u vezi sa fekalnim zagadenjem i
njihova ekologija u akvaticnim sredinama je daleko sloZenija u odnosu
na enteri¢ne protozoe.

Izvor cerebralne infekcije vrstom Negleria fowleri uvek je voda,
pri ¢emu, iako retko, moze biti fatalna. PoSto ove vrste ameba mogu
naseljavati cevovode, dezinfekcija vode Cesto nije dovoljna kontrolna
mera.

Prema preporukama SZO protozoe nisu pozeljne u vodi za pice
ne samo zato $§to mogu uzrokovati razlicita oboljenja kod ljudi, ve¢ i zato
Sto mogu prenositi razliite patogene bakterije. Npr. poznato je da
Legionella sp. moze dospeti u vodu za pi¢e posredstvom ameba sa
kojima zivi u simbiozi.

2.2.1.3. Virusi

Virusi spadaju medu najsitnije infektivne agense. U suStini
predstavljaju molekule nukleinske kiseline, koji mogu prodirati u Celije 1
tamo se replicirati. Virus se sastoji od genoma, ribonukleinske kiseline
(RNK) ili dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), okruzenog zaStitnim
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proteinskim omotacem (kapsid). Cesto je sam kapsid obavijen omotadem
koji sadrzi proteine i lipide. Virusi se umnozavaju samo unutar celija
odredenih domacina, pri ¢emu potpuno zavise od sintetitiCkog i
energetskog aparata cCelije domadina za proizvodnju novih virusnih
Cestica.

Sa zdravstvenog aspekta kvaliteta vode za pice, od najveceg
znacaja su oni virusi koji se razmnoZavaju u crevnom traktu ljudi, odakle
se u velikom broju zajedno sa fecesom ekskretuju u spoljas$nju sredinu.
lako se ne mogu umnozavati van zarazenog domacina, neki enteri¢ni
virusi mogu opstati u zivotnoj okolini i duzi period biti infektivni.
Humani enteri¢ni virusi se mogu lako pojaviti u vodi kao rezultat
fekalnog zagadenja vode.

Savremeni metodoloski napredak je doveo do preokreta u
dijagnostici virusnih infekcija, pri ¢emu je izvrSena identifikacija
hidriénih epidemija izazvanih virusima u razvijenim zemljama i
zemljama u razvoju Sirom sveta, sa mnogo razli¢itth sojeva virusa
izolovanih iz sirove i tretirane vode za pice. Izolacija virusa iz vode
ukazuje da hazard postoji, ali ne dokazuje potpuno da je voda prenosnik
oboljenja.

Epidemiolosku potvrdu prenosa virusne zaraze vodom je veoma
teSko ustanoviti iz viSe razloga. Simptomi ne moraju biti nalik na one
tipicne za oboljenja ili se moze desiti odsustvo simptoma. Kod nekih
infekcija, kao Sto je virus hepatitisa A, tesko je odrediti izvor zaraze
usled dugog vremena inkubacije. Voda je Cesto samo jedan od nacina
prenosa zaraze i ne uvek od najveceg znaCaja. Pored toga, Cesto nisu
dostupne dovoljno osetljive metode za detekciju infektivnih agenasa.

Nasim Pravilnikom o higijenskoj ispravnosti vode za pice nije
dozvoljen nalaz enteri¢nih virusa u 10 litara vode distribucionog sistema,
kao ni nalaz bakteriofaga, a njihovo prisustvo u vodi utvrduje se
periodicno (SI. list SRJ, 42/98).

2.2.1.4. Helminti

Prisustvo helminata (crva) i njihovih razvojnih oblika u vodi za
pic¢e nije pozeljno iz viSe razloga (Petrovi¢ et al., 2006). Prisustvo ovih
organizama u vodi ukazuje na neadekvatnost obrade vode za pice, pri
¢emu oni mogu biti vektori razli¢itih patogenih mikroorganizama
(Salmonella, Shigella, virusi, itd.), koji se nalaze u njima nakon ingestije.
Na ovaj nacin patogene bakterije mogu da prezive proces dezinfekcije i
da se nakon defekacije nematoda nadu u vodi za pic¢e. Same nematode i
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njihovi razvojni oblici rezistentni su na hlor i druge dezinficijense.
Apatogene vrste uklanjaju se prehlorinacijom i sedimentacijom.

Patogeni helminti i njihovi razvojni oblici najefikasnije se
uklanjaju procesom filtracije vode, a prema naSem Pravilniku o
higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e ne smeju da se u njoj nadu (S/. list
SRJ, 42/98).

2.2.1.5. Cijanobakterije

Cijanobakterije su prave bakterije, iako se ¢esto nazivaju modro-
zelenim algama usled sli¢nosti sa zelenim algama po morfologiji, stanistu
i fotosintetskim moguénostima. Cijanobakterije naseljavaju sve prirodne
vode i postaju problem samo kada su prisutne u ve¢em broju (cvetanje).
Ovo se naj¢esce deSava u slucaju povisene temperature, dugih sunc¢anih
dana, visokog sadrzaja nutrijenata u vodi, sporog protoka vode i niske
turbulencije koja omogucava odrzavanje ¢elija na povrsini. Pored toga,
eutrofikacija (proces obogacivanja vode nutrijentima) zajedno sa
razvojem poljoprivrede i urbanizacijom povecala je ucestalost cvetanja
voda.

U vodi za pi¢e mogu se naci cijanobakterije, koje mogu
produkovati dermatotoksine, hepatotoksine, neurotoksine i endotoksine,
te su iz tog razloga nepozeljne. Cijanotoksini se prvenstveno detektuju u
povrSinskim vodama, S§to ugrozava one koji ovu vodu koriste za
rekreaciju, ali se ne sme izostaviti ni ¢injenica da povrSinska voda koja ih
sadrzi, upotrebljena za pi¢e, moze biti uzrok akutnih i hroni¢nih trovanja
(WHO, 2004).

2.2.2. NepoZeljni organizmi

Nepozeljni organizmi u vodi za pi¢e obuhvataju morfoloski i
fizioloski razlicite grupe organizama:

* Prokariotske bakterije kao §to su planktonske i bentosne vrste

cijanobakterija;

* Gvozdevite i sumporne bakterije;

* Aktinomicete i gljive i

* Eukariotske organizme kao S§to su alge, rakovi i protozoe.

Problem se javlja kada uslovi u izvoriStu, rezervoarima ili
distribucionim sistemima podrzavaju rast pojedina¢nih nepoZzeljnih
organizama ili grupu nepozeljnih organizama. Na primer, povecan
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sadrzaj organske materije podrzava rast bakterija i gljiva, Sto odrzava
populacije protozoa i rakova. Mnoge invertebrate se hrane bakterijama,
gljivama i protozoama.

Pored toga, pojedinacni nepozeljni organizmi mogu pokazati
morfoloske karakteristike ili produkovati neke ekstracelularne materije
koje pruzaju organizmu kompetitivnu prednost u odnosu na ostale
akvati¢ne organizme. Ovo se moze odnositi na mehanizme pri¢vrséivanja
organizama, stvaranje naslaga (neke gvozdevite bakterije) ili sposobnost
proizvodnje antibiotskih supstanci (neke vrste gljiva).

Sirova voda ¢esto ne sadrzi dovoljan broj nepozeljnih organizama
u smislu nastajanja problema. Medutim, procesi tretmana vode mogu
potpomo¢i rastu ovih organizama. Nepozeljni organizmi naseljavaju
povrsine ispuna u filterima, cevi, rezervoara, gde se razlazu ili oslobadaju
¢elijska jedinjenja odgovorna za promene boje, mutnoce, ukusa i mirisa
vode.

2.2.2.1. Organizmi koji izazivaju promene ukusa i mirisa vode za picée

Neprijatan ukus i miris vode za pi¢e mogu nastati kao rezultat
prisustva jedinjenja proizvedenih od strane odredenih vrsta algi,
cijanobakterija, bakterija i nekih protozoa. Na primer, cijanobakterije
produkuju geosmin 1 2-metilizoborneol (MIB), koji vodi daju
karakteristi¢an ukus na bud ili zemlju. Ove materije se osete i u veoma
niskim koncentracijama, ¢ak i nizim od 10 ng/l, a uklanjaju se procesom
ozonizacije ili granulovanim aktivnim ugljem (Petrovic et al., 2006).

Nekoliko grupa protozoa takode izazivaju promene mirisa vode.
Tu spadaju odredene vrste ameba roda Vamnella, Saccamoeba i
Ripidomyxa sa bakterijskim simbiontima koji su odgovorni za stvaranje
geosmina i MIB. Slobodno-plivajuée cilijate, kao §to su Climacostomum
i odredene Stentor vrste koje mogu ziveti u simbiozi sa zoohlorelom,
mogu doprineti stvaranju mirisa vode ako dostignu dovoljnu brojnost.

PotroSaci Cesto detektuju probleme mirisa i ukusa vode za pice
pre samog pristupanja analitiCkim metodama za odredivanje odgovornih
jedinjenja. Prema tome, veoma je vazno detektovati ove nepozeljne
organizme pre nego $to problem mirisa i ukusa postane znacajniji.

2.2.2.2. Organizmi koji izazivaju promene boje vode za pice

Povecan rast nekih algi, cijanobakterija i drugih bakterija moze
dovesti do pojave nepozeljnog cvetanja izvorista vode, Sto moze uticati
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na promene boje vode. Cvetanje algi i1 cijanobakterija moze se
kontrolisati primenom  bakar-sulfata ili drugih algicida, pod
pretpostavkom da rod cijanobakterija nije toksi¢an. Problem promene
boje vode moze biti pogorSan prolaskom pigmentisanih organizama koji
naseljavaju filtre, povecavajuci i mutnocu tretirane vode.

2.2.2.3. Deporziti usled gvoZdevitih bakterija

Gvozdevite bakterije oksiduju gvozde i1 mangan, pri Cemu
uzrokuju promenu organolepti¢kog kvaliteta vode i otezavaju proces
njene pripreme (Petrovi¢ et al, 2006). Ove bakterije konvertuju
rastvorljivi fero (Fe*") u nerastvorni feri jon (Fe’"), koji se talozi na
povrsini celije u formi feri-hidroksida (Fe(OH)s;). Neke heterotrofne
bakterije, npr. Pseudomonas 1 neki koliformi mogu imati ovu
karakteristiku, ali je ovaj proces prvenstveno karakteristika autotrofnih
bakterija. Gvozdevite filamentozne bakterije sa futrolama (Leptothrix,
Clonothrix, Sphaerotilus) posebno su problematicne, posSto njihov
omota¢ inkrustriran jonima gvozda dovodi do zacepljenja pumpi, cevi i
filtera, pa Cak i oStecenja postrojenja za precis¢avanje vode. Takva voda
ima neprijatan miris i crveno-mrku boju 1 talog. Pripadnici roda
Thiobacillus stvaraju i1 organsku sluz, koja sa depozitima neorganskog
gvozda doprinosi zacepljenju, habanju, koroziji i tuberkulaciji metalnih
cevi.

Ove bakterije se prema Pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode
za pice kvalitativno detektuju kada je koncentracija mangana i gvozda u
vodi iznad maksimalno dozvoljene (SL. list SRJ, 42/98).

2.2.2.4. Problemi korozije usled gvoZdevitih i sumpornih bakterija

Gvozdevite 1 sumporne bakterije mogu doprineti koroziji
gvozdevitih 1 Celicnih povrSina u okviru postrojenja za preciS¢avanje
vode, kao 1 distribucionog sistema. Ove bakterije mogu izazvati koroziju
smanjivanjem sadrzaja rastvorenog kiseonika, stvaranjem korozivnih
metabolita, proizvodnjom sumporne kiseline iz sulfida ili elementarnog
sumpora i uc¢estvovanjem u katodnim procesima. Prisustvo gvozdevitih i
sumpornih bakterija u vodi moze ukazati na potencijal korozije cevi i
rezervoara od livenog gvozda. Takode, moguca je biokorozija odredenih
konstrukcionih materijala, ukljucujuéi i nemetalne materijale kao §to je
plastika, guma i drugi materijali koji mogu oslobadati nutrijente i
potpomagati rast mikroorganizama, kao $to je Pseudomonas aeruginosa.
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2.2.2.5. NepoZeljne invertebrate

Invertebrate najceS¢e naseljavaju plitke otvorene bunare, tople
plitke rezervoare i mala postrojenja, ali retko velike sisteme za
vodosnabdevanje. Ovi organizmi se hrane bakterijama, algama i
protozoama, koje su prisutne u vodi ili u biofilmu. Ovde spadaju
slatkovodni sunderi (Spongilla spp 1 Ephydatia spp), dupljari
(Cordylophora spp), briozoe (Plumatella spp 1 Fredericella spp) i
mekusci (Corbiculina spp).

U svrhe kontrole, invertebrate se mogu podeliti u dve grupe:

* Slobodno-plivaju¢i organizmi, kao S$to su racici
Gammarus pulex 1

* Organizmi koji se krecu po povrsini ili su pri¢vrséeni, npr.
Asellus aquaticus, ili naseljavaju sluz, kao Sto su
nematode i larve hironomida.

U uslovima viSe temperature, spori pescani filtri mogu ponekad
biti izvor larvi insekata. NepoZeljne invertebrate se javljaju u vodi loseg
kvaliteta, kao i pri procesima filtracije sa velikom brzinom protoka vode.
Predhlorisanjem se uniStavaju ovi organizmi, pri ¢emu je nophodno
voditi racuna o velikim dozama hlora i moguéem stvaranju
dezinfekcionih nusproizvoda. Pojava invertebrata se obi¢no sprecava
odrzavanjem dezinfekcionih reziduala u distribucionim sistemima,
proizvodnjom vode visokog kvaliteta i pravilnim ¢iS¢enjem cevi.

2.2.3. Mikrobioloski parametri u Direktivi Evropske unije o vodi za
pice (98/83/EC)

Unutar zemalja ¢lanica Evropske unije (EU), zemalja kandidata i
zemalja Evropskog udruzenja slobodne trgovine (eng. European Free
Trade Association, EFTA) voda za pi¢e treba da ispunjava zahteve
propisane Direktivom o vodi za pice 98/83/EC sa osnovnim ciljem
obezbedivanja zdravstveno bezbedne vode za pic¢e. To znaci da voda za
pi¢e ne sme da sadrzi bilo koju vrstu mikroorganizama i parazita ili bilo
koju supstancu, koja u broju ili koncentraciji predstavlja potencijalnu
opasnost po ljudsko zdravlje. Prema Direktivi mikrobioloski kvalitet
vode za pi¢e se obezbeduje postavljanjem maksimalno dozvoljene
brojnosti humanih gastroenteri¢nih bakterija Escherichia coli 1
enterokoka. Koncentracija ovih mikroorganizama ne sme premasiti 0
¢elija u 100 ml uzorka vode. Brojnost bakterija koje formiraju spore
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Clostridium perfringens je parametar koji bi trebao biti analiziran u
nekim specifiénim uslovima, naime, nakon glavne dezinfekcije i u
distributivnim sistemima, koji se snabdevaju povrsinskom vodom.

Prema Direktivi brojnost heterotrofa (eng. heterotrophic plate
count, HPC) se koristi kao parametar za kontrolu broja bakterija u
flasiranoj vodi. Medutim, mnoge zemlje EU imaju prilagodeni HPC i za
kontrolu vode za pice. Najveca dopustena vrednost je 100 jedinica koje
stvaraju kolonije (eng. colony forming units, CFU)/ml nakon kultivacije
uzorka vode na hranljivoj podlozi tokom 3 dana na 22°C.

2.2.3.1. Dodatni mikrobioloSki parametri za procenu kvaliteta vode za
pice kod zemalja Evropske unije i Sirom sveta

Neke zemlje EU uvele su strozije zahteve za mikrobioloski
kvalitet vode za pi¢e. Na primer HPC je rutinski parametar u Kipru,
Ceskoj, Estoniji, Nemackoj, Madarskoj, Letoniji, Malti, Holandiji,
Poljskoj, Rumuniji, Slovackoj, Sloveniji i Svajcarskoj. Najveca
koncentracija iznosi 100 CFU/ml. U severnoj Americi i Kanadi
preporuka za HPC je 500 CFU/ml (Letterman, 1999).

U Slovackoj se kontrolisSu gvozde- i mangan-oksidujuce bakterije
i Flagellata apochromata, u Ceskoj - Legionella; u Italiji alge, specifiéni
bakteriofagi, helminti, patogene enterobakterije, enterovirusi, gljive,
protozoe, Pseudomonas aeruginosa i patogene stafilokoke; u Engleskoj 1
Velsu - Cryptosporidium oociste (EC, WEKNOW, project newsletters,
2003-2005), u Holandiji Aeromonas.

Nadalje, fokus ¢e biti na HPC kao parametra bakterijskog
ponovnog rasta.

2.2.3.2. Nedostaci metoda za odredivanje brojnosti heterotrofnih i
koliformnih bakterija

Konvencionalne metode koje se koriste za odredivanje brojnosti
heterotrofa (Reasoner i Geldreich, 1985) imaju mnoge nedostatke. Po
indirektnom (odgajivackom) postupku, brojnost organizama se odreduje
u relativno ogranicenom rasponu podloga za kultivaciju 1 uslovi
inkubacije nisu odgovaraju¢i za mnoge organizme prisutne u vodi za
pice. Osim toga, uoceno je da «recovery» ove metode za odredivanje
brojnosti heterotrofnih bakterija znacajno varira sa podlogom i tehnikom
zasejavanja koje se koriste. Delimi¢no, nedostatak kultivabilnosti moze
biti posledica prisustva izgladnelih bakterija ili onih oSte¢enih
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dezinfektantima. Kako bi se optimizovali uslovi (smanjenje nutritivnog
Soka) za oporavak izgladnelih, sporo-rastu¢ih (Reasoner i Geldreich,
1985) ili ostecenih bakterija (McFeeters, 1990) uvedene su nove, vise
oligotrofne hranljive podloge i period inkubacije je produzen do 7 dana.
Ovo je rezultiralo znac¢ajno ve¢em delu ukupnog broja organizama, ali
jos uvek samo 0,1-10% ukupnog broja bakterija (eng. total bacteria
number, TBN) prisutnth u vodi (Block, 1992). Time je takode
ustanovljeno da siromasni nutritivni uslovi 1 prisutnost sredstava za
dezinfekciju u ditributivnim sistemima vode za pi¢e moze izazvati
prelazak velikog broja organizama u vijabilno, ali nekultivabilno stanje
(Byrd et al, 1991; Roszak i Colwell, 1987). Ove bakterije se ne mogu
detektovati HPC metodama.

TBN se naSiroko koristi u istrazivatkim laboratorijima za
ispitivanje mikrobioloSkog kvaliteta vode. TBN se odreduje pomocu
epifluorescentnog mikroskopa ili citometra nakon bojenja bakterija sa
nespecificnom fluorohromnom bojom. Ova boja se obicno vezuje za
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) 1i/ili ribonukleinske kiseline
(RNK), omogucujuéi detekciju svih neosStecenih organizama, bez obzira
na njihovu kultivabilnost. U pocetku je koris¢en akridin-oranz (Hobbie et
al., 1977), ali sada se najCes¢e koristi kao boja za uzorke vode za pice
4'.6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) (Brunk et al., 1979, Porter i Feig,
1980) 1 asimetric¢na cijanin boja SYBR Green (Myers, 1998) 1 SYBR Gold
™.

Odredivanje brojnosti koliformnih bakterija u vodi iz slavine
ukazuje krajnjim korisnicima na neodgovarajue procese za
prec€iS¢avanje vode za pice ili post-kontaminaciju tokom distribucije.
Medutim, koliformi se ponekad detektuju kada nema dokaza
kontaminacije i oni se ponekad ne detektuju kad se patogeni organizmi
nalaze u vodi za pice. Ustanovljeno je da je tokom desetogodiSnjeg
perioda u Sjedinjenim Americkim Drzavama 64% svih hidri¢nih bolesti
usled pojave bakterija i virusa bilo povezano sa koliformima (Craun et
al., 1997). U vecem stepenu (35%) koliformne bakterije su detektovane u
slucaju epidemija uzrokovanih protozoama.

Koliformne bakterije takode mogu ostati neprimeéene kao
rezultat odgajivacke tehnike koja se koristi za detekciju koliforma. Neki
ili svi od koliforma mogu biti oSteceni, a ne ubijeni usled dezinfekcije i
na taj na¢in ne mogu rasti na tradicionalnim agar podlogama. Zbog
proporcionalno male koli¢ine ispitivane vode od ukupne koli¢ine vode
isporu¢ene do potrosaca, rutinske analize ne mogu sa dovoljnom
sigurno$¢u ukazati na potencijalne zdravstvene opasnosti.
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Ispitivanjem analitickih metoda koje se koriste za analizu pijace vode u
okviru WEKNOW (eng. Web-based European Knowledge Network on
Water) projekta je zakljueno (2005) da postoji nekoliko problema sa
primenom metoda za detekciju E.coli, koliforma 1 Clostridium
perfringens u vodi za pice. Herson et al. (1991) su ustanovili da se ove
standardne procedure za odredivanje kvaliteta vode =zasnivaju na
metodama koje su razvijene koriS¢enjem nepri¢vrS¢enih bakterija, stoga
mozda nece biti u potpunosti odgovarajuci predstavnici za distributivnu
mrezu vode za pice.

2.2.3.3. U susret reviziji mikrobioloSkih parametara u Direktivi
Evropske unije o vodi za piée (98/83/EC)

Evropska komisija je 2003. godine izvrsila reviziju Direktive o
vodi za pice, 5 godina nakon usvajanja sadasnje Direktive 98/83/EC, uz
brojne konsultacije sa svim zainteresovanim stranama. U tu svrhu
organizovan je seminar u Briselu na zahtev Evropske komisije gde su sve
zainteresovane strane iz oblasti vode za pice iznele svoja iskustva u vezi
sa Direktivom 1 sugestije za njenu reviziju. Zemlje Clanice Evropske
unije (25), ukljuéujuéi i Bugarsku, Rumuniju, Island, Svajcarsku i
Norvesku, imale su priliku da iznesu svoja iskustva i1 ideje pred
Evropskom komisijom. Znanje i stru¢nost iz oblasti vode za pice,
povezane posredstvom WEKNOW (Web-based European Knowledge
Network on Water) mreze, su bile osnova seminara (Cortvriend i
Hulsmann, 2006). ZakljuCci seminara su sazeti u dokumentu koji se
moze pronaci na http://ec.europa.eu/environment/water/.

U toku 2005. godine Evropska komisija je angazovala Svetsku
zdravstvenu organizaciju (SZO) da izvrsi reviziju Planova o sigurnosti
vode za pi¢e (PSV) koji su se primenjivali medu clanicama EU i da
pomogne u implementaciji koncepta PSV u Direktivu. Takode, Evropska
komisija je oformila ekspertnu grupu u cilju harmonizacije postupka
uzorkovanja i revizije mikrobioloSkih parametara, kao i konsultante za
reSavanje problematike malih vodovoda i procenu uticaja bilo kakvih
promena u okviru Direktive.

Oktobra 2007. godine Evropska komisija je odrzala radionicu za
sve zainteresovane strane, a sa svrhom prezentovanja rezultata
istrazivanja SZO 1 rada drugih grupa i definisanja plana za reviziju
Direktive. Kao glavni elementi revizije Direktive istaknuti su:

* Poboljsanje usaglasenosti sa drugim legislativama;
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* Dosadasnja iskustva u implementaciji Direktive, posebno kod
novih ¢lanova EU;

* Pristup proceni rizika/upravljanju rizikom odnosno PSV;

* Revizija i adaptacija mikrobioloskih parametara;

* Revizija i adaptacija hemijskih parametara;

* ReSavanje problematike manjih vodovoda;

* Usvajanje Evropske Seme prihvatljivosti (European
Acceptance Scheme, EAS) odnosno dizajniranje okvira za
prihvatanje materijala koji su u kontaktu sa vodom za pice i

* Formiranje novih i standardizovanih metoda monitoringa,
uzorkovanja i analiza

U svetlu definisanja buduc¢ih koraka u cilju revizije Direktive postoji niz
komentara od strane EUREAU (the European federation of national
associations of drinking water suppliers and waste water services -
Evropski savez nacionalnih udruzenja vodovoda i kanalizacije t;.
komunalnih preduzeca tj. udruzenja ¢ija je delatnost vodosnabdevanje i
odvodenje otpadnih voda) koja predstavlja jedinstvenu sintezu tehnickih
dostignu¢a, naucnog i1 menadzerskog znanja i prakticnog iskustva
vezanog za vode. Srz aktivnosti EUREAU je voda za pice, stoga izrazito
podrzava reviziju postojece Direktive. EUREAU tezi da se postigne isti
kvalitet vode za pice u svim evropskim zemljama. lako je implementacija
Direktive i dalje u toku, na osnovu iskustava i dosadasnjih saznanja iz
oblasti toksikologije, epidemiologije i tehnoloSkih procesa, revizija
Direktive 98/83 je neophodna. Potrebno je da se revizijom obnove ciljne
vrednosti parametara koji opisuju kvalitet vode (standardi kvaliteta vode,
koji sluze za poredenje tj. procenu kvaliteta vode), pri cemu se sve
promene moraju zasnivati na najboljim moguéim nau¢nim saznanjima, a
koje pruza SZO i navodi u preporukama iz 2004. godine. Naravno, bilo
kakva promena vrednosti parametara se mora izvrSiti u razumnom
vremenskom roku kao i sa razumnim materijalnim troSkovima, a
neophodno je da se parametri mogu pratiti analitickim metodama koje su
dostupne u laboratorijama. Prilikom predlaganja novih parametara
potrebno je da se oni odnose na oblasti koje su od vaznosti za javno
zdravlje u Evropi. Ukoliko je potrebno, svaka cClanica moze dodati
standarde koji su odgovaraju¢i za konkretnu oblast (EUREAU 2007,
EUREAU 2008).

Pored Smernica SZO, veliki znacaj za donoSenje propisa u nasoj
zemlji iz oblasti kvaliteta vode za pice imaju Direktive Evropske unije.
Direktiva o kvalitetu vode za humanu potro$nju stupila je na snagu 25.
decembra 1998. godine (Direktiva 98/83/EC). Krajem 2009. godine,
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ocekivala se na osnovu ponovnog pregleda ispravka Direktive od strane
nove Evropske Komisije. Ovo se takode odnosi i na reviziju
mikrobioloskih parametara kvaliteta vode za pi¢e. U Briselu 23. oktobra
2007. godine na Savetovanju zainteresovanih strana EGM (Expert Group
on Microbiology) je predstavila niz detaljnih preporuka o
mikrobioloSkim parametrima, pri ¢emu neke odgovaraju preporukama
Direktive dok se o drugim jos uvek razmatra.

EUREAU je 27. juna 2008. godine predlozila reviziju Direktive
Evropske unije o vodi za pice u kojoj se generalno slaze sa preporukama
EGM, ali i zahteva neka dodatna objasnjenja u vezi sa mikrobioloSkim
aspektom kvaliteta vode za pic¢e. Takode EUREAU ukazuje na znacaj
potrebe za daljim istrazivanjima u cilju revizije mikrobioloskih
parametara (WwWWw.eureau.org).

Prema  EUREAU, promene  preporu¢enih  vrednosti
mikrobioloskih parametara moraju se zasnivati na najboljim dostupnim
nauc¢nim informacijama, ¢iji primarni izvor predstavlja SZO. Bilo koja
promena mora biti prakticno ostvarljiva u razumnom vremenskom
periodu, sa troSkovima srazmernim sa dobitkom koji ¢e pripasti
gradanima drzava Clanica EU. Preporucene vrednosti parametara moraju
uzimati u obzir dostupnost odgovarajuée analiticke metodologije, koja se
moze rutinski koristiti u laboratorijama Sirom Evrope. U slucaju da
analiticke metode nisu dostupne, njihov razvoj ima prioritet. Pri
preporucivanju primene novih parametara na evropskom nivou, Direktiva
treba da ostavi prostora za razmatranje u skladu sa zdravljem potrosaca
Sirom Evrope i dodatne standardne ako su potrebna za odredeni region ili
zemlju. U tabeli 2 dat je pregled EUREAU komentara na preliminarna
misljenja EMG o mikrobioloSkim parametrima u Direktivi Evropske
unije o vodi za pice (98/83/EC).

Tabela 2. Pregled EUREAU komentara na preliminarna misljenja EMG
o mikrobioloskim parametrima u Direktivi Evropske unije o vodi za pice
(98/83/EC)

Preliminarna misljenja EMG | EUREAU komentari
Prihvac¢ena misljenja EMG

Clostridium perfringens ukloniti iz -
kontrolnog (osnovnog) monitoringa

E. coli i Enterococci su korisni Saglasnost
indikatori: zadrzati
Terminologiju treba uskladiti sa Saglasnost. Terminologiju treba takode u

smernicama SZO za kvalitet vode za pi¢e | skladiti sa ISO standardima
Treba promeniti izraz za brojnost Brojnost kolonija ima ograni¢eno
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kolonija ,,bez atipi¢nih promena“:
* Druga preporucena vrednost
* Bez preporuke

znacenje samo za javno zdravlje. Treba
prepustiti odluku operateru ili razviti
drugi bakterijski indikator.

Posebno naznaciti flasiranu vodu i
¢esmensku vodu. Zadrzati poseban
pravilnik za flaSirane vode.

Saglasnost

E. coli: trenutna preporucena metoda nije
odgovarajuca za sve vode za pice

Saglasnost. Potrebne su posebne metode
za neke vode za pi¢e. Prema tome, druge
uporedive metode, koje su validovane,
treba prihvatiti.

Preporuka za ISO 8199 (prebrojavanje):
,»,0u 100 ml“ je problemati¢no—ukljuciti
preporuku za relevantni ISO standard
8199 i dati izraz za vrednosti brojnosti

EUREAU podrzava ideju ,,< 1 u 100 ml*“
kao prihvatljiv rizik. Medutim, ovaj
pristup zahteva jasno objasnjenje za
javnost.

ISO 19458: predlozena je preporuka za
standard za uzimanje uzoraka za
mikrobioloska ispitivanja

EUREAU podrzava preporuku za ISO
19458 za uzimanje uzoraka za
mikrobioloska ispitivanja vode za pice iz
¢esme. Direktiva treba da pojasni svrhu
uzorkovanja iz ¢esme i da da preporuku
za standard za uzorkovanje.

Enterococci: povecati uCestalost
uzorkovanja

EUREAU smatra da nema potrebe za
povecanjem ucestalosti uzorkovanja za
Enterococci. EUREAU podrzava
izjednacavanje ucestalosti uzorkovanja
za Enterococci sa E.coli.

Pristup PSV (Planovi o sigurnosti vode
za pice) generalno:
*  Podrzavanje PSV pristupa,
takode za mikrobioloska pitanja
*  PSV ukljucuje kontrolu krajnjih
proizvoda

EUREAU podrzava PSV pristup za
mikrobioloska pitanja. Ispitivanje
krajnjih proizvoda je takode potrebno, ali
PSV treba da dovede do popustanja
kontrole krajnjih proizvoda. PSV pristup
zahteva da za distribucione sisteme
takode treba uspostaviti PSV za kvalitet
vode u zgradama i privatnim posedima.

Patogeni:

*  Rutinski monitoring za
patogene nije preporucen

*  Medutim, ispitivanje patogena
je potrebno u sluc¢ajevima
znacajnih epidemija

*  Postoji potreba za
odgovaraju¢im metodama za
patogene

*  Posebnu listu metoda
analiziranja patogena nije
moguce postaviti

Saglasnost. Za patogene, pristup procene
rizika/upravljanje rizikom je neophodan
kao deo PSV.

Ispitivanje patogena treba vrsiti na izvoru
kontaminacije i na izvoru koji je koris¢en
za proizvodnju vode za piée (ispitivanje
sirove vode).
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EMG

EUREAU

U razmatranju

Uticaj PSV pristupa na metode, vrednosti
u odnosu na trenutnu Direktivu

PSV pristup moze uticati na ucestalost
monitoringa i moze rezultirati
popustanjem kontrole finalnih proizvoda.

Koliformne bakterije: nisu odgovarajuci
indikatori fekalnog zagadenja, ali mogu
biti pogodne u druge svrhe. U slucaju
zadrzavanja koliformnih bakterija u
Direktivi, obratiti paznju na metodu i
definiciju.

Saglasnost. U odnosu na lokalne uslove,
odluciti se za koliformne bakterije kao
indikatore zagadenja okoline. Treba
usvojiti razli¢ite validovane metode za
koliformne bakterije.

Pokrivenost Direktive:
*  Potrebno je detaljnije opisati
pokrivenost Direktive za zgrade
i specijalne tipove zgrada
* Legionella: u razmatranju

*  Saglasnost, stim §to termin
“specijalni tipovi zgrada” treba
specificirati kao “zgrade koje su
javne ili imaju javnu funkciju”

*  Legionella ne treba biti
regulisana Direktivom. Infekcije
ovim organizmima mogu nastati
samo inhalacijom aerosola koji
sadrzi vecu koli¢inu bakterija a
ne putem vode za pice koja
sadrzi ove bakterije. Prema
tome, Legionella pneumophilia
moze predstavljati problem u
slucaju naseljavanja toplovoda
ili sistema sa zagrevanjem u
zgradama u kojima se stvara
aerosol. Pravilno upravljanje
vodovodnim sistemima u
zgradama je znacajno za
kontrolu Legionella. Vazno je
jasno definisati odgovornost za
ovakav tip upravljanja.

Metode za E. coli: potreba za promenom
trenutno preporucene metode

Saglasnost. Postoji potreba za
preporuc¢enim metodama za sve tipove
voda ili priznavanje drugih uporedivih
metoda (za specifi¢ne tipove voda), koje
su validovane.

Clostridium perfringens ili sulfito-
redukujuce spore: bez zakljucaka, zavisi
od svrhe merenja

U slucaju kada treba birati izmedu
Clostridium perfringens 1 sulfito-
redukujucih spora, Clostridium
perfringens ne treba zameniti sa sulfito-
redukujuéim sporama, nakon stecenog
iskustva sa primenom metode za
Clostridium perfringens.
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EUREAU ukazuje na sledece znaCajne potrebe za istrazivanjima
koja se odnose na mikrobioloske parametre i metode za njihovo
odredivanje. Prema EUREAU, Evropska Komisija predstavlja
odgovarajucu organizaciju za inicijaciju ovih istrazivanja.

Potrebno je poboljSati metodu za analizu Clostridium perfringens.
Preporucen je razvoj drugih opS$tih parametara za rutinski monitoring
ukupne mikrobne aktivnosti/brojnosti, kao alternativa za brojnost
kolonija. Ova metoda bi trebala da obezbedi specifinije rezultate i
zakljucke. Sto se ti¢e patogena, neophodna su nova znanja o tome koji su
paraziti (vrste i1 sojevi) relevantni za sisteme za vodosnabdevanje.
Potrebno je poceti sa razvojem liste dostupnih metoda za odredivanje
patogena kao deo PSV (Planovi o sigurnosti vode za pice), kao i
definisati indeks patogena za razliite grupe (viruse, protozoe, bakterije).
Potrebno je viSe informacija o perzistenciji patogena u okolini i tretmanu.
U slucaju zadrzavanja koliformnih bakterija u Direktivi, resiti problem
metoda odredivanja i definisanje. Mikroskopske analize i istrazivanja
vode mogu biti korisni za procenu kvaliteta voda, pri ¢emu se zahteva
njihov dalji razvoj.

EUREAU i njegove ¢lanice su do sada ucestvovale na razliitim
savetovanjima, dajuc¢i svoj doprinos reviziji Direktive Evropske unije.
Nakon procene analize Evropske komisije o potrebi revizije Direktive
98/83/EC, zakljuceno je da u ovoj fazi nema potrebe za zakonodavnu
reviziju: standardi kvaliteta Direktive ve¢ odrazavaju zaheve Smernica
koje je postavila SZO (EUREAU, 2011). Ipak, Komisija isti¢e potrebu za
povecanjem napora na implementaciji kako bi se osigurala bezbedna
pijac¢a voda, naro€ito kod malih vodovodnih sistema. Komisija veruje da
se to moze posti¢i ne-zakonodavnim pristupom, povezujuéi iskustva
prema pristupu zasnovanom na riziku.

EUREAU je zadovoljan ovom odlukom doneSenom pocetkom
2011. godine, jer je implementacija Direktive i dalje imperativ.
Uzimajuéi u obzir da Direktiva o vodama osigurava zastitu izvorista, po
zahtevima 98/83 Direktive, zadati izazovi su na nivou implementacije.
Pored toga, okvir upravljanja rizicima je koncept koji se probija u
mnogim preduzec¢ima uz pomo¢ EUREAU C¢lanica, 1 koji ¢e se dalje
primenjivati na male vodovode.

EUREAU je spreman za predstojece korake Evropske komisije.
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2.3. Biofilm u distributivnim sistemima vode za pice

Fizi¢ko-hemijski i mikrobioloski kvalitet vode za pi¢e variraju u
razliitim distributivnim sistemima Sirom celog sveta. To zavisi od vrste
sirove vode (podzemna ili povrSinska voda) koja se koristi u tretmanu,
procesa za preciSéavanje vode 1 karakteristika distributivne mreze
(temperatura, rezidual dezinfekcijskog sredstva, nutrijenti, brzina protoka
vode, materijali cevi i dr.). Generalno, ovi sistemi predstavljaju
oligotrofne 1 neutralne sredine sa niskim sadrzajem rastvorene ili
suspendovane organske materije, $to ogranicava rast mikroorganizama u
cevima.

Mnoge distributivne mreze namenjene su za brzine protoka vode
za pice od 0,2 do 0,5 m/s, koje mogu odgovarati laminarnim ili
turbulentnim hidraulickim uslovima u cevima (Manuel, 2007). Kod
vecéine sistema imobilisane biomase, stabilne 1 ve¢e brzine protoka imaju
prednost ogranicavanja rasta biofilma (Peyton i Characklis, 1993; Melo i
Vieira, 1999, Cloete et al., 2003), jer se pri ovom turbulentnom rezimu
stvaraju tanji 1 kohezivniji slojevi biofilma manje skloni oslobadanju
bakterija u vodenu fazu. Medutim, ove uslove nije uvek moguce
odrzavati u distributivnim sistemima vode za pi¢e. Hidraulicki uslovi u
distributivnim sistemima vode za pi¢e mogu varirati od laminarnog do
turbulentnog protocnog rezima, ali stagnacija vode (neproto¢ni rezim) se
takode javlja na mestima gde je potroSnja vode niska, kao 1 u
rezervoarima u zgradama (4youb i Malaeb, 2006).

Van der Kooij et al. (1999a, 1999b, 2000) je ustanovio da se
bioloski stabilna voda moze distribuirati bez dezinfekcije ako postoji
efikasno uklanjanje nutrijenata tokom tretmana vode za pice. Vecina
evropskih sistema za vodosnabdevanje koristi hlor kao sredstvo za
dezinfekciju (Lenntech, 2011), kao 1 vodovodi u naSoj zemlji Srbiji.
Alternativne opcije su primenjene u Francuskoj (uglavnom, ozon). Italija
i Nemacka koriste hlor samo za odrzavanje dezinfekcionog reziduala.
Velika Britanija koristi hloramine za rezidualnu dezinfekciju u
distributivnoj mrezi. Finska, Spanija i Svedska koristite hloramine za
dezinfekciju povremeno, dok se u Danskoj ne vrsi dezinfekcija vode za
pice.
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U distributivnim sistemima vode za pi¢e brojnost suspendovanih
bakterija se povecava izmedu tretmana za preciS¢avanje vode i slavine
potroSaca zavisno od propadanja dezinfektanta, hidraulickog vremena
zadrzavanja, prisustva supstrata i depozita korozije. U cevima za
distribuciju vode za pice, gde je odnos izmedu zapremine i povrSine 5
cm, ustanovljeno je da je 95% ukupne biomase pri¢vrS¢eno za zidove
cevi, dok se samo 5% nalazi u vodenoj fazi (Charackalis i Marshall,
1990; Flemming, 1998, Flemming et al., 2002; Wingender i Flemming,
2004). Stoga, razvoj bakterija u biofilmu je vrlo relevantan za kvalitet
vode, poSto moze direktno uticati na brojnost slobodnih bakterija u
vodenoj fazi putem pojave otkidanja (LeChevallier et al., 1987; van der
Wende et al., 1989; Chandy i Angles, 2001), $to zavisi od raznih faktora
kao Sto su hidrodinamicki uslovi i povrSine materijala.

Distributivni sistemi vode za piée predstavljaju kompleksne
ekosisteme u kojima je odrzavanje mikrobioloSkog kvaliteta glavni
izazov (Batté et al, 2003a). Biofilm, kao imobilisana ali dinami¢na
zajednica bakterija (Sutherland, 2001), je ubikvitarno prisutan u
cevovodima (slika 3).

Tretman vode

<<<<<<<

lzvoriste

l Skladistenje
— BIOFILM

POVRSINA

Domacinstvo

Slika 3. Stvaranje biofilma tokom razlicitih faza proizvodnje i distribucije
vode za pice

Generalno gledano, cevi 1 rezervoari distributivhog sistema
predstavljaju kompleksnu mrezu nekontrolisanih fizi¢kih, hemijskih 1
bioloskih procesa, koji mogu dovesti do znacajnih poremecaja kvaliteta
vode (slika 4).
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Slika 4. Procesi u distributivnom sistemu vode za pice
(Jegatheesan et al., 2004)

U cilju minimiziranja potencijala za promenu kvaliteta vode za
pi¢e, posebno mikrobioloSkog, velika paznja se poklanja formiranju
biofilmova, jer mnoge od ovih promena kvaliteta predstavljaju rezultat
upravo njihovog razvoja.
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2.3.1. Formiranje biofilma u distributivnim sistemima vode za pice

Mikrobna aktivnost u distributivnim sistemima moze se odvijati u
vodi, na povrSini cevi i u svim vrstama slojeva koji se akumuliraju u
cevima 1 tankovima za skladiStenje (Flemming, 2002). U veéini
distributivnih sistema vode za pice, sredina izmedu vode i zidova cevi
predstavlja primarno mesto akumulacije ¢elija i organske materije, pri
¢emu se stvaraju optimalni uslovi za razmnoZzavanje bakterija.
Proliferacija mikroorganizama ima za posledicu prenos bakterija u vodu,
odvajanjem bakterija i/ili uklanjanjem bakterija sa zidova cevi
struganjem/erozijom (Ascon-Cabrera et al., 1995). Proces koji doprinosi
porastu brojnosti mikrobne populacije od mesta ulaska vode u
distributivni sistem do krajnje tacke - potroSaca, a koji nije povezan sa
mehanickim nedostacima sistema, odnosi se na ponovni rast, naknadni
rast 1 prodor. Ponovni rast odgovara slucaju kada bakterija oStecena
tokom tretmana vode za pic¢e pocinje da se razmnozava nakon oporavka
iz forme reverzibilnog oSteCenja. Naknadni rast oznaCava rast
mikroorganizama nativan za distributivni sistem, dok prodor predstavlja
porast brojnosti bakterija u mrezi usled opstanka i prolaska vijabilnih
bakterija nakon dezinfekcionog procesa (Momba et al., 2000).

Biofilm predstavlja vrstu egzistencije mikroorganizama na nivou
zajednice (Jefferson, 2004, Gajin i Ugarcina, 2007, Johnson, 2008). To
je sloj mikroorganizama u akvati¢noj zivotnoj sredini koji su medusobno
povezani polimernim matriksom pric¢vrséenim za supstrat (povrsine cevi,
korozivni materijal ili talog) (Bishop, 2007). Proces formiranja biofilma
je veoma slozen i predstavljen je na slici 5. Pri¢vrséivanje ili adhezija
planktonskih bakterlja je prvi korak u procesu mikrobne kolonizacije na
nekoj povrSini i moZe inicijalno ograni¢avati brzinu procesa. Pri
pogodnim uslovima biofilm se razvija, prvenstveno akumulirajuci
organsku materiju na povrsini, koja se onda naseljava od strane bakterija.
Razvoj biofilma nastaje kao rezultat uspeSnog pri¢vrséivanja, a zatim
rasta mikroorganizama na povrSini uz formiranje mikrokolonija.
Konacno, bakterije stvaraju konzorcijum vrsta unutar polisaharidnog
matriksa, koji ¢ini sluzavu prirodu biofilma (Lewandowski, 2000; Kumar
i Prasad, 2006). Nakon odredenog vremenskog perioda dolazi do
sazrevanja biofilma i odvajanja Celija, pri ¢emu se bakterije oslobadaju u
vodenu fazu $to predstavlja zna¢ajan problem naro€ito u distributivnim
sistemima (Batté et al., 2003a; de Carvalho, 2007).
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Slika 5. Formiranje biofilma

Detaljnije, odredeni sled dogadaja dovodi do formiranja biofilma na
povrsini distributivnih cevi:

Bilo koja potopljena povrSina trenutno privlaci organske i
neorganske molekule iz vode koja lezi preko te povrSine i prema
tome automatski se formira film. Formiranje ovakvog spontanog
filma je narocito znacajno u hranljivo siromasnim sredinama kao
Sto je pijaca voda, gde akumulacija organskih molekula na
povrsini kreira relativno hranljivo bogatu, lokalnu sredinu (bogato
lokalno okruzenje).

Primarno kolonizirane (naseljene) bakterije pricvrSéuju se na
povrSinu cevi. Dospevsi do prisutnog, nutrijentno bogatog,
spontano formiranog biofilma, bakterije koje nalaze svoj put do
njegove povrsine su u prednosti u poredenju sa onima koje su u
nutrijentno  siromasnoj tecnoj fazi. Primarno kolonizirane
bakterije se umnozavaju i svojom aktivnoS¢éu mogu unaprediti
lokalne zivotne uslove. Tako izmenjena mikrosredina ce
favorizovati dalju kolonizaciju drugim bakterijama ili vi§im
organizmima (jaja protozoa ili gljive). Ove promene dovode do
sazrevanja biofilma i populacionih smena, odnosno do sukcesije
razli¢itih populacija mikroorganizama.

Erodiraju¢a (strugajuca) snaga koju vrsi tekuca voda utie na
mehanicku stabilnost biofilma prouzrokujuéi stalnu eroziju
povrsinskih slojeva. Ustvari, hidraulicko struganje moze limitirati



Teorijski deo | 42

debljinu biofilma. Drugi znaajan fenomen je ljustenje,
povremeno odvajanje velikih delova (porcija) biofilmova na
polovini kriticne gustine. LjuStenje moze biti generisano
iznenadnim, naglim izmenama erodiraju¢ih uslova, izmenom u
koncentracijama dezinficijensa ili od strane samih bakterija. Kao
rezultat svih dogadanja, stvaranje biofilmova je kontinuirani
proces  pri¢vrS¢ivanja, razvitka, i1 opadanja (gubitaka) ili
odvajanja. Odvajanje biofilma obezbeduje potencijal za odvojene
mikroorganizme da koloniziraju ,Ciste* nizvodne povrSine i
stoga se propagativno Sire duz distributivnog sistema.

Formiranje sloZenih mikrobnih zajednica uz naknadnu adheziju
novih bakterijskih ¢elija ¢ini slozenu arhitekturu biofilma, koju
karakteriSe strukturna i prostorna heterogenost. Struktura biofilma varira
u zavisnosti od kori§¢enog supstrata i nacina rasta, pri ¢emu mogu nastati
kontinualne ili diskontinualne, grozdaste ili stubaste forme (Bishop,
2007). Dakle, formacija biofilma je heterogena i isprekidana, sa
neravnomernom raspodelom na povr$ini materijala koja je u dodiru sa
vodom (van der Kooij et al., 1995, Martiny et al., 2003). Agregati
biofilma su okruzeni kanalima, obuhvataju¢i 50% zapremine ukupnog
biofilma, u kojima cirkuliSe voda, Cestice i protozoe (Stewart et al.,
1993, de Beer et al, 1994; Stoodley et al., 1994; Zhang i Bishop, 1994,
Devender, 1995; Massol-Deya et al., 1995). Rezim protoka utie na
izgradnju biofilma (Battin et al., 2003).

Biofilm predstavlja metastabilan sistem u kome se razmnoZzavaju
njegovi stanovnici, kao i ¢elije iz vodene faze (brzina depozicije/adhezije
¢elija na povrSini materijala je u korelaciji sa brojem celija u vodi koja
cirkuli$e). Biofilm kao osnova za eroziju, usled kontinualnog struganja,
dovodi do prenosa bakterijske biomase u vodenu fazu. Dugotrajna
proucavanja (minimum 3 godine) distributivnog sistema vode za pice
ukazuju na kontinualnu makro- i mikroskopsku reorganizaciju biofilma
(Batté et al., 2003a; Martiny et al., 2003).

Svaki biofilm-sistem se sastoji iz Cetiri osnovhe komponente:
vodena faza, grani¢ni sloj, biofilm i supstrat (Wanner et al., 20006).
Osnovne komponente biofilma su celije 1 ekstracelularne polimerne
supstance. Osnovne komponente biofilm-sistema prikazane su na slici 6.
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Slika 6. Osnovne komponente biofilm-sistema

2.3.1.1. Ekstracelularne polimerne supstance

Egzopolimeri su konstituenti polimernog matriksa biofilma i
imaju karakteristike kao i sva polimerna jedinjenja mikroorganizama, t;.
produkuju se i1 sekretuju od strane mikroorganizama (Branda, 2005;
Knezevié i Petrovi¢, 2007). Pored egzopolimera, matriks biofilma takode
podrazumeva cCelijske ostatke i produkte ekstracelularne hidroliticke
aktivnosti mikroorganizama, kao i adsorbovane molekule i partikule. Ove
materije zajednicki se nazivaju ekstracelularne polimerne supstance (eng.
extracellular polymeric substances, EPS). Hemijska struktura i koli¢ina
EPS varira zavisno od vrste organizama, kao i uslova sredine. Generalno,
koli¢ina EPS u biofilmu moze da iznosi izmedu 50 i 90% ukupne
organske materije (Flemming i Wingender, 2001).

Analiza sastava EPS najviSe zavisi od metode koja se koristi za
njihovu izolaciju. Nijedna do sada razvijena metoda ne omogucava
potpunu ekstrakciju EPS bez kontaminacije intracelularnih komponenata.
Najbolje istrazena komponenta EPS je polisaharidna (Sutherland, 1999,
Sutherland, 2001). Medutim, matriks takode ¢ine druge komponente, kao
Sto su proteini, nukleinske kiseline i lipidi (Zhang i Bishop, 2003;
Branda, 2005, Sand i Gehrke, 2006). Zhang i Bishop (2003) su otkrili da
su EPS biofilma biodegradabilne od strane njihovih proizvodaca, kao i
od ostalih mikroorganizama koji su u fazi gladi, pri ¢emu se ugljeni
hidrati kao supstrat brze troSe u odnosu na proteine. U tabeli 3 dati su
podaci o sastavu i sadrzaju komponenti EPS.

Posmatrajuci matriks kao celinu i u nelaboratorijskim sistemima,
pored polimera mikrobnog porekla mogu se naci i druge materije. Usled
adhezionih karakteristika, Cestice mogu biti zarobljene i integrisane, pri
¢emu uticu na mikrosredinu i predstavljaju potencijalne nutrijente
(Flemming i Wingender, 2001). Najces¢e Cestine komponente matriksa
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su huminske materije, glina, mulj i kalcijum-sulfat. Supstance rastvorene
u vodi se takode mogu apsorbovati od strane EPS molekula.

Tabela 3. Sastav i sadrzaj komponenti EPS (Flemming i Wingender,

2001)
Komponenta EPS Sadrzaj
Polisaharidi 40-95%
Proteini <1-60%
Nukleinske kiseline <1-10%
Lipidi <1-40%

EPS se smatraju kljuénim komponentama u razvoju biofilma,
rastu i1 sazrevanju, kao i znaCajnim za fizioloSke i fizicko-hemijske
karakteristike nastale mikrobne zajednice. Potencijalne funkcije EPS su
sumirane u tabeli 4, gde se moze uociti njihov viSestruki znacaj
(Flemming i Wingender, 2002; Moran i Ljungh, 2003; Flemming et al.,
2007).

Prisustvo EPS doprinosi odrzavanju biofilma, omogucavajuci
koegzistenciju velikog broja identicnih ili razliCitth mikrobnih vrsta
unutar njega; narocito, pri protoénim uslovima u distributivnim
sistemima, kada se formiraju kompleksi debljine od nekoliko desetina
mikrona. Pored pri¢vrS¢ivanja mikrobnih ¢elija jedne za drugu ili za
supstrat, EPS molekuli i matriks biofilma imaju znacajnu ulogu u
stvaranju arhitekture biofilma (Sutherland, 2001), koja moze da zastiti
rezidentne mikroorganizme od aktivnosti drugih organizama, kao i od
dejstva dezinfekcionih sredstava. Kao rezultat toga moZe se znaajno
povecati opstanak mikroorganizama i njihov potencijal ponovnog rasta u
distributivnim sistemima 1 rezervoarima (Batt¢ et al, 2003a; de
Carvalho, 2007). EPS su takode zasluzni za mikrobno izazvanu koroziju
(eng. microbially influenced corrosion, MIC) cevi unutar distributivnih
sistema. Njihova interkacija sa gvozdem i drugim metalima moze ubrzati
kinetiku metalne korozije, kao $to je to uoceno kod EPS sulfat-
redukujucih bakterija (Beech et al., 1999; Seth i Edyvean, 2006). U
osnovi, doprinos EPS mehanizmu MIC zasniva se na njihovom vezivanju
metalnih jona, bilo putem hemijskih reakcija, stvaranja kompleksa ili
drugih jonskih veza, i rastvaranju metala (Kinzler et al., 2003, Chongdar
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et al., 2005; Sand i Gehrke, 2006). Medutim, u drugim sistemima osim
kod sulfat-redukujuc¢ih bakterija uloga EPS u koroziji je delimi¢no
proucena, iako se pretpostavlja da ucestvuju u mehanizmu korozije.

Tabela 4. Potencijalne funkcije EPS

Uloga

Funkcija

Agregacija

Strukturna

Zastita od

Sorpcija

Pri¢vricivanje celija
Koncentrisanje ¢elija

Mehanicka stabilnost

Razvoj mikrokonzorcija
Koncentracioni gradijent
Zadrzavanje ekstracelularnih
enzima

Interakcije sa ekstracelularnim
enzimima

Zadrzavanje liziranih komponenata
¢elija i detritusa

Maseni transport kanalima
Horizontalni transfer gena

Matriks za razmenu signalnih
molekula
Transmisija svetlosti

Biocida, toksina i teskih metala
Fagocitoze

Enzimatske degradacije
Predacije

Dehidratacije i desikacije

Akumulacija nutrijenata
Zadrzavanje vode

Akumulacija polutanata
Sorpcija metalnih jona i biocida

2.3.1.2. Prednosti imobilisanog nacina Zivota bakterija u biofilmu

Bakterije biofilma Zive u samoorganizovanoj, kooperativnoj
zajednici mikroorganizama koje su pri¢vrS§éene za povrsine, granicne
povrsine ili medusobno povezane i ugradene u matriks ekstracelularnih
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polimernih supstanci mikrobnog porekla, te ispoljavaju izmenjene
fenotipove s obzirom na brzinu rasta i transkripciju gena (Donlan i
Costerton, 2002; Buckingham-Mayer et al., 2007).

Biofilm na povrSinama koje su u dodiru sa vodom moze biti
glavni izvor planktonskih bakterija u cevima, pri ¢emu od 1000 do
10.000 sesilnih mikroorganizama mozZe biti prisutno u odnosu na svaku
pojedinac¢nu detektovanu planktonsku ¢eliju (Brading et al., 1995a).

Zivot bakterija pri¢vriéenih u biofilmu ima mnoge prednosti. Kao
Sto je primeceno u ranim istrazivanjima (Zobell i Anderson, 1936), rast
bakterija u uzorcima znafajno je poboljSan sa porastom povrSina-
zapremina odnosa. Dalja istraZivanja su pokazala da je ovaj efekat jos
izrazeniji pri oligotrofnim uslovima u poredenju sa rezultatima dobijenim
pri visoko nutritivnim uslovima (Heukelekian i Heller, 1940; Zobell,
1943). Ovi zakljucci su naglasili opazanje da je adhezija strategija
mikroorganizama za pristup nutrijentima sa povrSine i iz biofilma. Na
primer, u biofilmu odredene bakterije proizvode ekstracelularne enzime
sposobne za hidrolizu proteina, nukleinskih kiselina i polisaharida,
stvarajuci rastvorljive proizvode koje metaboliSu ovi organizmi ili
susedne bakterije kojima nedostaje ova hidroliticka sposobnost. Osim
toga, ¢injenica da su pri¢vrséene bakterije ve¢e od planktonskih bakterija
mogu ukazivati da je Zivot poboljSan u biofilmu.

Jo§ jedna prednost zivota u biofilmu je moguénost metabolickih
interakcija izmedu bakterija sa razli¢itim fizioloskim zahtevima. To
dovodi do formiranja razli¢itih prostornih nisa u biofilmu kao odgovor na
uslove okoline i aktivnosti svojih suseda u cilju optimizacije nutritivnih
resursa (Tolker-Nielsen i Molin, 2000). Primer je pocetna ko-agregacija
posmatrana izmedu dve vrste nakon dodavanja nutrijenata koje
metaboliSe samo jedna od njih. Ako se nutrijent metaboliSe kod obe
vrste, biofilm pocinje da raste sa odvojenim mikrokolonijima svake vrste
(Nielsen et al., 2000). Takode, ova poboljSana prostorna organizacija
dokazana je kod nitrifikacionih 1 sulfat-redukuju¢ih biofilmova
(Schramm et al., 1999). Komunikacija bakterija u biofilmu putem
izlu€enih signalnih molekula (hemotaksija) je jo$ jedna velika prednost
zivota u zajednici (Wadhams i Armitage, 2004; Wuertz et al., 2004).
Allesen-Holm et al. (2006) je primetio da biofilm sa bakterijama bez
sposobnosti proizvodnje signalnih molekula (acil homoserin laktona i
kinolona) proizvodi manje ekstracelularne DNK i sa vi§im stepenom
osetljivosti na napad biocida.
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Flemming (2009) je sumirao sve osnovne ekoloske prednosti
nacina zivota u vidu biofilma kod vec¢ine mikroorganizama na Zemlji,
koje obuhvataju:

* stvaranje stabilnog mikrokonzorcijuma;

* Dbiodiverzitet usled naseljavanja razli¢itih mikrostanista;

* izvor gena i olakSana genetska razmena;

* zadrzavanje vancelijskih enzima u matriksu;

* pristup biodegradabilnoj materiji pri kolonizaciji;

* reciklaza nutrijenata usled razgradnje ¢elija u biofilmu;

* zaStita od biocida i drugih stresnih faktora;

* velika gustina populacije (minimalna grani¢na
koncentracija signalnih molekula se lako postize,
olakSavajuc¢i komunikaciju izmedu ¢elija).

2.3.1.3. Negativan uticaj biofilma u ditributivnom sistemu vode za pice

Biofilm u distributivnhom sistemu vode za pi¢e moze imati znacajan uticaj
na:
* Kuvalitet vode (kontaminacija oslobadenjem mikroorganizama);

* Zdravlje potroSaca (oslobadanje patogena u vodu i aerosola sa
patogenima);

* Hidrodinamicki rezim distributivhog sistema (zamuljivanje,
trenje, hidrauli¢ka rezistencija);

* Materijale  cevovoda  (prekrivanje  povrSine, = promena
karakteristika povrSine, mikrobno izazvana korozija) (Flemming,
2002).

Biofauling predstavlja nezeljenu akumulaciju biofilma na
potopljenim povrSinama, koji je uocen kod mnogih industrijskih procesa
(npr. prerada hrane, papirna industrija, hemijske procesne industrije),
medicinskih 1 stomatoloskih uredaja i1 sistema za vodosnabdevanje
(Mattilasandholm i Wirtanen, 1992; Barbeau et al., 1998; Walker i
Marsh, 2004, Klasnja, 2009).

Prisustvo biofilma unutar distributivhog sistema vode za pice
moze dovesti do razli¢itih problema, kao $to su pogorSanje bioloskog
kvaliteta vode (bioloSka nestabilnost), razvoj mirisa i ukusa, mikrobno
izazvana korozija cevi i ostale nezeljene pojave (Hu et al., 1999; Videla,
2001; Lanciotti et al., 2003; Rogers et al., 2004, Vreeburg i Boxall,
2007), pri ¢emu je veoma vazna isporuka stabilne 1 bezbedne vode do
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potrosaca. Medutim, biofilm predstavlja glavni izvor planktonskih
bakterija, uklju¢ujuéi patogene vrste opasne po zdravlje ljudi (Craun et
al., 2001; Ainsworth, 2002).

Odvajanje biofilmova je primarna moguénost i nain kojom
biofilmovi doprinose povecanju zdravstvenog rizika pijac¢ih voda. Ova
pojava ima posebnu implikaciju u upravljanju kvalitetom vode. Sa tacke
glediSta procene zdravstvenog rizika, od =znaCaja je utvrdivanje
indikatorskih bakterija, kao Sto su fekalni koliformi u biofilmu (Payment
i Robertson, 2004). Nazalost, malo je informacija o prisustvu koliformnih
bakterija u biofilmovima distributivnog sistema. Njihovo odvajanje iz
biofilma moze doprineti padu kvaliteta vode, a da u suStini to ne
podrazumeva bilo kakvu aktuelnu fekalnu kontaminaciju. Ova pojava
neminovno redukuje i dovodi u pitanje efikasnost fekalnih koliforma kao
indikatora fekalnog zagadenja u vodi distributivne mreze. Ovaj rizik je
uzet u obzir za nisku zasnovanost sadaSnje epidemiolosSke evidencije.
Mnoga ispitivanja potvrduju da je distributivni sistem relativno pogodna
sredina za koliforme koji se mogu razmnozavati u biofilmovima
stvaraju¢i tako kriticne tacke u distributivnoj mrezi.

Postoji nekoliko faktora koji podrzavaju odvajanje delova
biofilma i/ili pojedinacnih bakterija usled poremecaja uslova sredine i
posledi¢no aktivnog odgovora bakterija biofilma. Ovi faktori obuhvataju:

* Povecanje smicajnog napona, promenljivi protocni uslovi i
abrazija zbog sudara Cestica dovode do otkidanja delova biofilma
koji nisu dobro kohezivni/pricvrséeni (Duddridge et al., 1982,
Powell i Slater, 1982).

* Gladovanje (starvacija) bakterija moze dovesti do smanjenja
veli¢ine 1 porasta fragmentacije bakterija i pokretljivosti (Mueller,
1996, Hunt et al., 2004) koji ¢e povecati otkidanje biofilma.
Gjermansen et al. (2005) je uocio da su ove pojave posledica
raspada EPS od strane proteina koje luce izgladneli Pseudomonas
putida. Ovaj raspad EPS uocen je i kod biofilma Pseudomonas
aeruginosa koji izluCuje enzim alginat-liazu i cepa polimere na
kratke oligosaharide (Boyd i Chakrabarty, 1995).

* Povecanje nutrijenata podrzava oslobadanje bakterijskih ¢elija do
80% ukupno pricvrséenih bakterija. Uoceno je da je ovaj fenomen
disperzije biofilma povezan sa povecanom ekspresijom gena
flagela (Sauer et al., 2004).

e Hemijske promene EPS zbog prisustva helatnih agenasa (Ca®")
koji smanjuju kohezivnu snagu pri¢vrSéenih Ccelija (Chen i
Stewart, 2002).
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* [IzluCivanje povrSinski modifikovanih proizvoda (surfaktanata)
odredenih bakterija moze doprineti pojavi odvajanja (Rosenberg i
Ron, 1999).

* Otkidanje bakterija se povecava sa smanjenjem nutrijenata unutar
biofilma, $to se pripisuje visokoj potroSnji nutrijenata i/ili niskom
transportu mase.

* U biofilmovima izlu€ivanje odredenih signalnih molekula
indukuje pojavu odvajanja delova biofilma i/ili pojedina¢nih
bakterija (Wadhams i Armitage, 2004; Wuertz et al., 2004).

U cilju uspesne kontrole biofilma i navedenih problema, neophodno
je razumevanje pojave biofilma, uljuCujucéi ispitivanje kvaliteta
distribuirane vode, pre svega biostabilnosti, u odnosu na razlicite faktore
koji uticu na formiranje biofilma unutar distributivnog sistema vode za
pice.

2.3.2. Faktori koji uti¢u na formiranje biofilma u distributivnim
sistemima vode za pice

Mali broj bakterija koje su sposobne da prezive procese tretmana
vode za pic¢e ili bakterije ve¢ prisutne u distributivnom sistemu
omogucavaju njihov dalji razvoj u mrezi pri pogodnim uslovima za rast.
Uslovi koji doprinose rast bakterija obuhvataju faktore kao S$to su
primena dezinfektanata i odrzavanje njihove rezidualne koncentracije u
sistemu, otpornost mikroorganizama na dezinfektante, dostupnost
nutrijenata u tretiranoj vodi, temperatura vode, vrsta materijala cevi, kao
i hidrodinamika u distributivnim sistemima (Camper, 2000; van der
Kooij, 2000; Agbaba i Ugarcina, 2007; USEPA, 2007).

2.3.2.1. Efikasnost dezinfektanata

Primenom odgovaraju¢e koncentracije dezinfektanti su veoma
efikasni u uklanjanju mikroorganizama, pri ¢emu mogu takode poboljSati
stvaranje lako biorazgradljive organske materije, koja se koristi od strane
bakterija kao izvor energije i izazvati razvoj biofilma u distributivnim
sistemima (Karlovi¢ et al., 2006, Agbaba i Ugarcina, 2007). Uocena je
nagla redukcija brojnosti bakterija nakon dodatnog hlorisanja, ali
ponovni rast se pojavio nakon naglog pada rezidualnog hlora u
distributivnom sistemu (Batté et al., 2003a). U slepim delovima mreze u
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kojima nema slobodnog rezidualnog hlora zabelezena je 23 puta veca
brojnost heterotrofa u odnosu na delove sistema sa rezidualnim hlorom
(LeChevallier, 2003). Poznato je da se hlor moZe potrositi u vodenoj fazi,
kao i na zidovima cevi (Batté et al., 2003a). U vodenoj fazi, hlor se
generalno trosi u reakcijama sa amonijakom (obi¢no odsutan u vodi za
pi¢e), gvozdem 1 organskim jedinjenjima (Lu et al, 1999). U
distributivnom sistemu hlor nestaje usled interakcije sa talogom,
korozivnim naslagama i biomasom na unutrasnjim zidovima cevi, pri
¢emu kinetika raspadanja hlora zavisi od materijala 1 starosti cevi, kao i
hidrauli¢nih uslova (vreme zadrzavanja vode, brzina protoka 1 sl.) (Hu et
al., 2005; Al-Jasser, 2007). Lu et al. (1999) su uocili da potrosnja hlora
od strane pricvrS¢ene biomase u distributivnoj mrezi zavisi od vremena
inkubacije i kvaliteta vode. Prema autorima, najznacajniji parametar za
predvidanje potrosnje hlora od strane biomase je biodegradabilni
rastvorljivi organski ugljenik (eng. biodegradable dissolved organic
carbon, BDOC).

Odredeni dezinfektanti mogu imati pogodnije karakteristike u
kontroli populacija biofilma. Manje reaktivna, viSe postojana jedinjenja,
kao Sto su hloramini, odrzavaju viSi dezinfekcioni rezidual duz
distributivnog sistema i mogu efikasnije prodirati u biofilm, pri cemu je
kontrola mikroorganizama bolja u odnosu na slobodan hlor (Momba i
Binda, 2002). Autori su uocili da je ponovni rast biofilma ograni¢en pri
laboratorijskim uslovima u prisustvu dezinfekcionog reziduala
monohloramina od 0,35 mg/l. U ovom istrazivanju rezidualna
koncentracija monohloramina i hlora se mogla odrzavati duzi vremenski
period, pri ¢emu su se ova dva dezinfektanta pokazala efikasnija u
kontroli ponovnog rasta biofilma pri laboratorijskim uslovima u odnosu
na druge dezinfektante (ozon, vodonik-peroksid i UV) primenjene tokom
istrazivanja.

2.3.2.2. Otpornost mikroorganizama na dezinfektante

Pokazalo se da neke bakterije mogu da prezive i razmnozavaju se
uprkos prisustvu znacajne koncentracije dezinfektanata u distributivnom
sistemu usled moguceg razvoja otpornosti prema ovim jedinjenjima
(Batté et al., 2003a; USEPA, 2007). Ustanovljeno je da mikroorganizmi
u biofilmu su otporniji na dejstvo dezinfektanata u odnosu na
planktonske vrste u vodi (LeChevallier, 1990; Stewart et al., 2000). Ovo
se deSava iz dva razloga: (i) postojanje stanja mikrobne agregacije
(Gauthier et al., 1999), koja spreCava difuziju oksidanasa (Saby et al.,
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1999, Stewart i Raquepas, 1995) i (ii) slozene antioksidativne strategije
razvijene od strane mnogih mikroorganizama (Katsuwon i Anderson,
1989, Batté et al., 2003a). Ova otpornost moze, u osnovi, biti steCena
putem selekcije ili adaptacije (npr. genetska indukcija otpornosti na
oksidativan stres). Postoji nekoliko razloga za neosetljivost pricvrs¢enih
vrsta u biofilmu: spor rast, fizioloSka heterogenost bakterija i lepljiv
matriks sacinjen od DNK, drugih polimera i egzopolisaharida (Jefferson,
2004). Pored toga, ova velika tolerantnost moze biti posledica spore
difuzije kroz EPS matriksa, prisustva perzistentnijih celija, razvoja
rezistentnijih fenotipova i1 adaptacija na mikro-sredine (Spoering i Lewis,
2001). Posto otkinuti deo biofilma zadrZzava ovu povecanu otpornost
(Fux et al., 2004) i moze da sadrzi infektivnu dozu patogena (Wilson et
al., 2004), biofilm predstavlja potencijalni rizik po zdravlje ljudi (Murga
etal., 2001).

Zastitno delovanje biofilma dovoljno ilustruje podatak da usled
znacajno usporene difuzije samo 20% rezidualnog hlora prodre do ¢elije,
odnosno da tek preko 2 mg/l slobodnog hlora obezbeduje unistavanje
Escherichia coli i drugih koliformih bakterija iz biofilma (Shang i
Blatchley, 2001).

Kod mnogih bakterija osetljivost na dezinfektante je takode niza
nakon ogranienja nutrijenata (Hu et al, 2005). Ogranicenje ili
smanjenje sadrzaja nutrijenata uti¢e na karakteristike povrSine celija i
funkcije membrane, kao S§to je proton pokretna sila, koje mogu
ucestvovati u mehanizmu otpornosti. Promene sadrzaja i sastava lipida,
lipopolisaharida, purina i katjona u spoljasnjoj i citoplazminoj membrani
mogu biti vezane za promene osetljivosti gram-negativnih bakterija
(Katsuwon i Anderson, 1989, Batté et al., 2003a). Vrsta izvora ugljenika
takode moZe imati uticaj na fiziologiju ¢elije i1 zastitnu osetljivost.

Opstanak bakterija nakon hlorisanja je zabelezen u vodi u
prisustvu pretpostavljene odgovarajuce rezidualne koncentracije (Batté et
al., 2003a). Iskustva su pokazala da odrzavanje rezidualnog hlora ne
moze biti potpuno pouzdano u sprecavanju bakterijske aktivnosti. Hlor je
najcecsce potvrden uzrok osStecenja koliformnih bakterija u vodi za pice
(Butterfield et al, 2002), mada 1 drugi biocidi i faktori, kao §to su niska
koncentracija metala (npr. bakar i cink), ekstremne temperature i
interakcije sa ostalim bakterijama (Momba et al., 2000), mogu takode
tome doprineti. Uoceno je da hlor i vreme izlaganja uticu na stepen
oste¢enja koliformnih organizama (USEPA, 2007). Enteropatogeni i
indikatorske bakterije postaju oSteene u vodi za pice pri izlaganju



Teorijski deo | 52

subletalnom nivou razli€itih bioloskih, hemijskih 1 fizickih supstanci
(McFeters et al., 1995).

Drugi faktori koji uti¢u na otpornost na halogene dezinfektante
mogu obuhvatati agregaciju Celija, adheziju povrSine, stvaranje spora i
zaStitne kapsule (Camper, 2000). Pricvrs¢ivanje se pokazalo kao jedan
od glavnih faktora otpornosti na dezinfektante (LeChevallier, 2003),
potencijalno sprecavajuci dejstvo reziduala hlora na pri¢vrSéene celije
(Camper, 2000). Pricvrséene Celije mogu sluziti kao rezervoar za dalji
razvoj duz sistema, pri ¢emu dolazi i do odvajanja ili otkidanja biofilma
usled promena sadrzaja nutrijenata, dezinfektanata ili hidrodinamickih
stanja (Camper, 2000). Istrazivanja su pokazala da pricvrS¢ivanje vrste
Klebsiella pneumonia bez kapsule za staklenu mikroskopsku plocicu
obezbeduje mikroorganizmima cak do 150 puta vecu otpornost na
dezinfektante (LeChevallier, 2003). Starost biofilma, bakterijska
enkapsulacija 1 prethodni uslovi rasta (npr. medijum i temperatura)
povecavaju otpornost bakterija na hlor od 2 do 10 puta (LeChevallier,
2003). Odabir dezinfekcionog reziduala takode uti¢e na tip mehanizma
otpornosti. LeChevallier je uocio da efikasnost dezinfekcije hlorom
zavisi od povrSine, starosti biofilma, enkapsulacije i sadrZaja nutrijenata,
dok na dezinfekciju monohloramina uticaj ima samo povrSina. Ovo
istrazivanje ukazuje na slozenost mehanizma otpornosti (npr. otpornost
omogucena jednim mehanizmom moze se povecati otpornoséu
omogucenim drugim mehanizmom).

Do danas postoji malo kvantitativnih informacija o mehanizmima
otpornosti u odnosu na bakterijski ponovni rast u prisustvu drugih
biocida. Istrazivanja sa ozonom su pokazala da ozon takode moze stupati
u reakciju sa organskom materijom u vodi stvarajuéi nutrijente koji
omogucavaju ponovni rast bakterija u distributivhom sistemu i porast
rasta biofilma na unutraSnjim povrSinama cevi (Escobar i Randall,
2001a). Lund i Ormerod (1995) zabelezili su mikrobni ponovni rast
nakon dejstva tri oksidativna dezinfekciona procesa (hlorisanja, UV
zracenja 1 ozonizacije). U ovom istrazivanju se istice da je najveca
produkcija biomase zabelezena u ozoniranoj vodi sa visokom bioloskom
potro$njom kiseonika (eng. biological oxygen demand, BOD). Poznato je
da ozonizacija vode koja sadrzi slozenu organsku materiju dovodi do
proizvodnje manjih organskih molekula, pri ¢emu su ona lako usvojiva
od strane organizama (Escobar i Randall, 2001a; Ivancev-Tumbas, 2002;
Yavich et al., 2004).
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2.3.2.3. Dostupnost nutrijenata

Generalno distributivni  sistemi vode za piée se smatraju
oligotrofnim sredinama sa niskim sadrzajem ugljenika, azota i fosfora.
Istrazivanja razli€itih distributivnih sistema vode za pice Sirom sveta, u
Sidneju - Australija (Chandy i Angles, 2001), Parizu - Francuska (Servais
et al., 1995b; Batte et al., 2003b; Servais et al., 2004), Nju Dzersiju -
Sjedinjene Americke Drzave (LeChevallier et al., 1987, LeChevallier et
al., 1991b), Singapuru - Singapur (Hu et al., 2005), Barseloni - Spanija
(Frias et al., 2001), Nieuwegein - Holandija (van der Kooij, 1992) i
Sangaju - Kina (Bai et al., 2006), ukazuju na sadrzaj organskog ugljenika
kao ograniCavaju¢eg nutrijenta. Porast sadrzaja organskog ugljenika
doprinosi ponovnom rastu bakterija dok dodatak fosfora nije uticao na
njegovu akumulaciju, iako je fosfor bio ugraden u biofilm (Batté et al.,
2003c). Druga istrazivanja su pokazala da ogranicavajuci nutrijent moze
biti fosfor: u vodi za pic¢e u Tokiju — Japan (Sathasivan i Ohgaki, 1999) i
Kuopio - Finska (Lehtola et al., 2002). Odredivanje nutrijenata u
distributivnim sistemima vode za pice ima veliki znacaj, jer se dodavanje
fosfatnih jedinjenja preporucuje za spreavanje korozije cevi i
bakterijskog ponovnog rasta (Szewzyk et al., 2000; Appenzeller et al.
2001; Appenczeller et al., 2002).

Struktura biofilma zavisi od koncentracije nutrijenata u rastvoru,
prenosa mase 1 stepena potroSnje nutrijenata (7ijhuis et al, 1996,
VanLoosdrecht et al., 1997; Wimpenny i Colasanti, 1997). Na primer,
akumulacija Pseudomonas fluorescens biofilma je povecana sa porastom
koncentracije glukoze, ali biofilm formiran pri vecoj koncentraciji
glukoze (45 mg/l) ima viSe paperjastu, otvorenu i nestabilnu strukturu
(Chen et al., 2005). To je dovelo do veéeg stepena otkidanja (zbog nizeg
stepena adhezije), kao i vece koli¢ine odvojive biomase. Sastav
nutrijenata, kao §to je odnos ugljenika i azota, je vazan za proizvodnju
vancelijskih polimera, na taj nain uticu¢i na adheziju mikroorganizama
na povrSinama (Veiga et al., 1997).

2.3.2.4. Temperatura vode

Iako se tesko moze kontrolisati, temperatura vode takode ima
veliki uticaj na bakterijsku aktivnost u distributivnom sistemu.
Temperatura vode utiCe na brzinu rasta mikroorganizama, efikasnost
dezinfekcije, brzinu korozije cevi i druge fenomene koji uti¢u na razvoj
biofilma, kao i na moguénost ulaska mikroorganizama u distributivni
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sistem (Sibille et al, 1998; Norton i LeChevallier, 2000; Kierek i
Watnick, 2003; Agbaba i Ugarcina, 2007).

Visoke temperature vode (=15°C) potpomazu bakterijski
metabolizam 1 rast, jer ubrzavaju propadanje (raspadanje) dezinfektanta
(USEPA, 2007). Ako je koli¢ina nutrijenata odgovarajuca, povecanje
metaboli¢ke aktivnosti mikroorganizama u sprezi sa opadanjem reziduala
dezinfektanta pri viSim temperaturama, moze dovesti do povecanja
razvitka biofilma (Norton i LeChevallier, 2000; Kierek i Watnick, 2003;
Ndiongue et al, 2005). Osim toga, neke bakterije kao na primer
Legionella i nitrifikujuce bakterije nisu aktivne na niskim temperaturama
(van der Kooij, 2000; Karlovi¢ et al., 2006). Zato, toplija voda vise
pogoduje razvoju potencijalnih patogena u biofilmu. U takvoj vodi E.
coli moze da prezivi, pa Cak i da raste, dok za razliku od njih,
prezivljavanje enterovirusa, Cryptosporidium i Giardia opada sa
opadanjem temperature vode (USEPA, 2006).

Utvrdena je sposobnost bakterija da se razvijaju i prezivljavaju u
Sirokom opsegu temperature. LeChevallier et al. (1980) su uocili
nekoliko trendova narocito u sezonskoj distribuciji i diverzitetu vrsta
heterotrofne populacije, koji su prisutni u distributivnom sistemu. Na
primer, postojao je veci diverzitet vrsta u toplijem periodu nego tokom
hladnih zimskih meseci. Nakon inkorporacije L. pneumonia u
planktonsku 1 biofilm fazu model sistema pri 20, 40 i 50°C, Rogers et al.
(1994) su utvrdili da opsti trend rasta zavisi od temperature, kao 1 od
materijala cevi.

Drugi faktori okoline, pored temperature, koji uticu na razvoj
biofilma jesu mutnoca i pH vrednost vode, koji pre svega utiu na
efikasnost primenjenog dezinfekcionog sredstva 1 na taj nacin
omogucavaju prezivljavanje mikroorganizama u sistemu (Geldreich,
1996).

2.3.2.5. Materijal za izradu cevi u distributivnim sistemima

Materijal od kojih se izraduju cevi za snabdevanje i distribuciju
vode za pi¢e moze se generalno podeliti na tri osnovna tipa: cementni,
metalni 1 plasticni. Unutar ovih kategorija Sirok opseg materijala cevi je
dostupan, pri ¢emu se oni primenjuju u razliitim odnosima u zemljama
Sirom sveta. Godinama, mnoge vrste materijala se koriste u izgradnji
mreze za distribuciju pijace vode 1 Cesto je to materijal karakteristiCan za
datu oblast. Danas se primenjuju materijali kao S§to su beton, liveno
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gvozde, celik 1 plastika (Camper, 2000; Lehtola, 2005; Agbaba i
Ugarcina, 2007).

Nezavisno od kog materijala je izradena, cev je naseljena od
strane mikroorganizama (Niquette et al., 2000; Zacheus et al., 2000).
Medutim, priroda materijala cevi ima glavnu ulogu u selekciji biomase i
njenoj organizaciji. Zavisno od neravnina, vlaznosti, adhezionih osobina
itd., materijali uticu na efikasnost adhezije pionirskih vrsta i predstavljaju
izvor nutrijenata ili faktore rasta (van der Kooij et al., 1995).

Poznato je da postoji direktna zavisnost izmedu materijala
upotrebljenog pri konstrukeiji distributivnog sistema i kvaliteta vode za
pi¢e (Batté et al., 2003a; Lehtola et al., 2005). Stvaranje biofilma se
obi¢no odvija na povrsini materijala cevi u slucaju kada taj materijal
moze da obezbedi potrebne nutrijente za bakterijski rast. Takode,
materijal doprinosi loSem kvalitetu vode stvaraju¢i neprihvatljiv miris i
ukus, oslobadaju¢i jedinjenja ili podrzavaju¢i mikrobni rast. Postoji
veliki broj primera kako razliCiti materijali mogu podrzavati rast
razli¢itih mikroorganizama u biofilmu. Poznato je da hidrofobno-
hidrofilna priroda povrSine utice na pri¢vr§¢ivanje akvaticnih vrsta
bakterija za povrSinu (van der Kooij et al., 1995, Batté et al., 2003a).

Dugi niz godina smatralo se da mikroorganizmi uti¢u na
dotrajalost betona, medutim u skorije vreme postoje pokuSaji
razumevanja osnove propadanja betona posredstvom mikroba. Pored
toga, ve¢i deo istrazivanja o razvoju biofilma i njegovom negativnom
uticaju na kvalitet betonskih cevi izveden je u sistemima otpadne vode,
marinskim sredinama, kao i sa podzemnim betonskim strukturama
(Okabe et al., 2007). Smatra se da je ovaj proces veoma slozen,
ukljucujuéi aktivnost razli¢itih grupa mikroorganizama, kao Sto su
anaerobne sulfat-redukujuce bakterije (Momba et al., 2000).

Odavno se meki Celik sa tankim zaStitnim organskim slojem
koristi kao materijal za izgradnju cevovoda u sistemima za industrijsku
vodu (Devender, 1995; Zacheus et al., 2000; Chongdar et al., 2005).
Uoceno je da su cementne plo€ice imale mnogo manje vijabilnih
bakterija u inicijalno tretiranoj vodi u odnosu na plocice od nerdajuceg
celika (Momba et al., 2000). Razlika izmedu ova dva materijala cevi
smanjila se sa produzenim vremenom izlaganja.

Bakar se takode koristi kao materijal za cevi u distributivnim
sistemima. Pomocu skeniraju¢e elektronske mikroskopije (eng. scanning
electron microscopy, SEM) ustanovljena su dva razli¢ita sloja: sloj
ekstracelularnih polimernih supstanci u direktnom kontaktu sa bakrom i
drugi sloj sacinjen od bakterija koje nisu povezane ekstracelularnim
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polimernim supstancama. Na nekim mikroorganizmima u ovom drugom
sloju uocene su rupe. Na bakterijama koje su u direktnom dodiru sa
dezinfekcionim rastvorom uocene su neravne debele povrsine, ukazujuci
na postojanje kapsula (Bremer i Geesey, 1991; Lehtola et al., 2005).

Od 1950-tih, sintetski materijali se koriste u izgradnji
distributivnih sistema vode za pice. Polietilen (PE) i polibutilen (PB)
imaju primenu kao materijal za cevi i instalacije u prenosu fluida. Zbog
mnogih prednosti, kao S$to su otpornost na hemikalije i koroziju,
elektricna neprovodljivost, konkurentna cena, fleksibilnost i lako
rukovanje, skladiStenje 1 instalacija, ovi materijali su Sirom sveta
prihvaceni i koriste se u vodovodnim sistemima (Batté et al., 2003a;
Lehtola et al., 2004). Uprkos brojnim korisnim karakteristikama,
sintetski materijali takode podrzavaju razvoj biofilma u vodi za pice.
Istrazivanje Lu et al. (1999) ukazala su na zavisnost izmedu materijala
cevi i potrosnje hlora od strane biofilma u distributivnom sistemu vode
za pi¢e. Autori su ustanovili da je u distributivnoj mreZi potrebno
posmatrati parametre koji imaju potroSnju hlora posebno za sintetske i
metalne cevi. U prvom slucaju, ve¢i deo hlora je utroSen od strane taloga,
vode i biomase. Na primer, za sintetsku cev precnika 250 mm potrosnja
ukupnog hlora tokom 2 h iznosi 0,22 mg/l, dok za cev od livenog gvozda
ova potrosnja iznosi 0,50 mg/l. U ovom sluc¢aju, potros$nja hlora od strane
biomase postaje zanemarljiva, pri ¢emu se hlor troSi prvenstveno od
strane materijala i taloga, pa tek onda vode. Kako bi se kontrolisala
korozija materijala, a zatim i potros$nja hlora, autori su predlozili zamenu
cevi od livenog gvozda sa cevima od livenog gvozda presvucenim
cementom. Takode je vazno minimizirati sadrzaj organske materije u
vodi u cilju redukcije stvaranja nusproizvoda hlorisanja i u isto vreme
smanjenja potroSnje hlora usled biomase i same vode (Lu et al., 1999;
Codony et al., 2002).

Ve¢ dugo se razmatra uticaj organskih nutrijenata oslobodenih od
strane plasti¢nih cevi na rast bakterija u vodi za pic¢e. Organski aditivi,
koji se oslobadaju iz plasti¢nih cevovoda, uticu na potencijal akumulacije
biofilma 1 poznato je da podrzavaju razmnozavanje potencijalnih
patogenih bakterija u laboratorijskim testovima (Zacheus et al., 2000;
Hallam et al., 2001). Medutim, ova tema jo§ uvek nije dovoljno
proucena.

Postoje jo§ neke kontroverze o uticaju materijala na razvoj
biofilma. Neka istrazivanja (Kerr et al., 1999, Niquette et al., 2000; Hem
i Skjevrak, 2002; Momba i Kaleni, 2002; Chang at al., 2003) su pokazala
da je rast biofilmova u vodi za pi¢e manji na polimernim materijalima
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(PE, PVC, PEX, teflon) nego na gvodZzevitim materijalima (sivo, liveno
gvozde, pocinkovani Celik, nerdajuéi celik, cementni celik, azbestno-
cement i zacementirano liveno gvozde). Ova Ccinjenica se pripisuje
produktima korozije gvozda koje favorizuje zastitu biofilma od uticaja
protoka i sredstava za dezinfekciju. Razliciti rezultati dobijeni su u
drugim istrazivanjima (Schwartz et al., 1998; Cloete et al., 2003;
Bachmann i Edyvean, 2006) koji su uocili vise biofilma na PVC i PE
povrsini nego na pocinkovanim ¢eliku. U drugim radovima (Clark et al.,
1994, van der Kooij i Veenendaal, 2001) PE je podrzao biofilm vise od
PVC-a, dok su ostali radovi (Pedersen, 1990; Zacheus et al., 2000;
Wingender i Flemming, 2004) zakljucili da nije bilo znacajnih razlika u
kolonizaciji ispitivanih materijala (nerdajuci ¢elik, PVC i PE). Lehtola et
al. (2004) je ustanovio da je rast biofilma bio brzi na PE nego na
bakarnim cevima, ali takve razlike ne mogu biti otkrivene kod starijih
cevovoda. Znacajan inhibicijski efekat bakra je takode uocen (Mueller et
al., 1992; Schwartz et al., 1998; Hem i Skjevrak, 2002) u poredenju sa
rastom biofilma na drugim materijalima (HPDE, PVC, silikon, nerdajuci
celik 1 staklo). Ustanovljeno je da joni bakra uzrokuju inhibiciju
respiratornog lanca bakterija (Domek et al., 1984), koja moze doprineti
manjem stepenu formiranja biofilma.

Osim navedenog, korozivni proizvodi mogu da uticu na
dostupnost prirodnih organskih materija bakterijama biofilma (van der
Kooij, 2000). Rastvorene huminske supstance lako se adsorbuju na
povrsini sa oksidovanim gvozdem, izazivaju¢i promene hemijskih i
bioloskih karakteristika molekula (Morton et al., 2005, Sand i Gehrke,
2006). Kao posledica ovih promena, biofilm moze da koristi huminske
materije kao jedini izvor ugljenika i energije. Prisustvo oksida gvozda na
povr§inama zajedno sa vezanim huminskim supstancama doprinosi
pri¢vr§¢ivanju bakterija, kao 1 povecanju brzine rasta kada su ove
materije slobodne u vodenoj fazi (USEPA, 1992a; USEPA, 2002a).

Pored toga, porast brzine korozije takode smanjuje efikasnost
slobodnog hlora protiv organizama biofilma. Slobodan rezidual hlora od
3 mg/l moze biti nedovoljno efektivan za kontrolu biofilma u cevima od
gvozda (LeChevallier, 1990). Nasuprot tome, male koli¢ine hloramina ili
hlora (1 mg/l) mogu da kontroliSu razvoj biofilma na galvanizovanim,
bakarnim ili PVC cevima (USEPA, 2002a).

Upotreba gvozda kao krajnjeg akceptora elektrona u
respiratornom lancu (anaerobno disanje) je takode poznata za nekoliko
vrsta bakterija, kao i da proizvodi korozije gvozda podrZavaju rast E.
coli. Komplementarnim ispitivanjima pokazano je da se brojnost E. coli
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(CFU) u vodi za pi¢e moze odrzati 550 h duze u prisustvu gvozde-oksi-
hidroksida, u odnosu na rezultate ispitivanja u njegovom odsustvu, pri
anaerobnim uslovima (Bryers i Fletcher, 2000).

Talozi u distributivnim sistemima mogu imati znacajnu
protektivnu i nutritivnu ulogu za bakterije. Cestice prisutne u tretiranoj
vodi (npr. GAC, alge), korozivni proizvodi, kao i detritus nastao
otkidanjem delova biofilma mogu doprineti nastajanju taloga. Korozivni
proizvodi na povrSinama cevi od livenog gvozda, koje je teSko
razlikovati od samog taloga, podrzavaju bioloske procese u cevima
(Camper, 2000). Talozi 1 korozivni proizvodi §tite mikroorganizme od
dezinfektanata (LeChevallier, 1990).

Stoga je jasno da pored paZzljivog odabira materijala za izgradnju
distributivnog  sistema, kontrola korozije kod ve¢ postojecih
(smanjivanjem reaktivnosti vode ili antikorozivnim tretmanom)
predstavlja neophodan korak u cilju ograniavanja rasta biomase u mrezi
1 smanjenju brojnosti koliforma.

2.3.2.6. Hidrodinamika u distributivnim sistemima

Hidrodinamika vodenih sredina ima znacajan uticaj na razvoj i
aktivnost biofilma (Stoodley et al., 1994). Hidrodinamicki uslovi uti¢u na
koncentraciju supstrata, Sto pak utie na rast ¢elija i naknadni razvoj
biofilma, odreduju¢i fizicka svojstva biofilma, kao $to su debljina,
adhezivnost i poroznost.

U distributivnom sistemu vode za pice, protok vode moze biti
laminaran, prelazan, turbulentan ili u stagnaciji (Munson et al., 2002) u
razli¢itim delovima unutar istog cevovoda. Laminarno strujanje (Slika 7
(a)) opisuje gladak protok vode kroz cev bez bocnog meSanja, dok se
turbulentno strujanje (Slika 7 (b)) odnosi na viSe nestalan i nepravilan
protok (Brading et al., 1995b). Prelazni protok opisuje tacku u kojoj
protok moZze biti laminaran ili turbulentan, a sve tri vrste protoka se
procenjuju bezdimenzionalnim parametrom poznatim kao Reynolds-ov
broj. Reynolds-ov broj od oko 2100 ili manje predstavlja laminarno
strujanje, a vrednost od 4000 ili viSe predstavlja turbulentno strujanje, a
vrednosti izmedu ova dva broja predstavljaju prelazni protok (Munson et
al., 2002). Reynolds-ov kriterijum pokazuje odnos sile inercije koju
karakteriSe brzina protoka i sile unutrasnjeg trenja koju karakteriSe otpor
protoka.
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Slika 7. Prikaz (a) laminarnog strujanja i (b) turbulentnog strujanja.
Jednosmerne strelice predstavljaju smer 1 relativnu brzinu fluida u
odredenom delu cevi. Dvosmerne vertikalne strelice predstavljaju
relativnu debljinu grani¢nog sloja na povrsini cevi. Molekularna difuzija
1 bakterijska pokretljivost su glavni faktori u odredivanju prenosa Cestica
iz vodene faze do supstrata. Pri turbulentnom protoku (b), Cestice
suspendovane u teCnosti se prenose prema zidu cevi, pre svega
dinami¢nim silama. Prisustvo i debljina biofilma su takode prikazani na
slici. (prilagodeno Brading et al. (1995b) i Costerton (2007)).

Turbulentno 1 laminarno strujanje takode se karakteriSe
postojanjem grani¢nog sloja uz povrSinu cevi. U slucaju laminarnog
strujanja ovaj sloj se moze prosiriti dublje u cev, dok u slucaju
turbulentnog strujanja grani¢ni sloj moze biti uporedno tanak. U
grani¢nom sloju preovladava laminarno strujanje u oba slucaja, ali pri
turbulentnom strujanju cesto moze biti prekinuto, a neposredno uz
povrsinu zapravo je brzina protoka vode gotovo jednaka nuli. U ovom
delu protoka bakterijska pokretljivost i difuzija su vazni faktori koji
odreduju da li ¢e bakterijska ¢elija do¢i u kontakt sa povrSinom (Brading
etal., 1995b).

Unutar grani¢nog sloja, brzina protoka se pokazala kao
nedovoljna za uklanjanje biofilma (Dreeszen, 2003). Podrucje izvan ovog
sloja odlikuje se visokim stepenom turbulentnog strujanja i ima uticaj na
pricvrséivanje ¢elija na povrsini (Donlan, 2002). Istrazivanja su pokazala
da povecanje brzine protoka vode dovodi do porasta broja bakterija u
biofilma. To se moze pripisati boljem masenom prenosu nutrijenata
znacajnih za rast pri ve¢im brzinama protoka vode (Lehtola et al., 2006).
Biofilmovi se oslanjaju na odbrambene mehanizme kako bi se odupreli
otkidanju pri veéim smicajnim naponima tecnosti. Pretpostavlja se da
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viskoelasti¢nost biofilma omogucuje odupiranje bakterija otkidanju, kao
Sto je to zabelezeno kod Staphylococcus aureus biofilma (Lehtola et al.,
2006).

Veli¢ina grani¢nog sloja zavisi od brzine strujanja vode. Pri
visokim brzinama, veli¢ina granicnog sloja se smanjuje, a celije su
izlozene visokom stepenu turbulencije (Donlan, 2002). Hidrodinamicki
uslovi mogu uticati na formiranje, strukturu, EPS proizvodnju i debljinu,
masu i metabolicku aktivnost biofilma (Stoodley et al., 2002, Liu i Tay,
2002, Simoes et al., 2003b).

Istrazivanja o hidrodinamici vodenih medija su pokazala da je
brzina protoka uz grani¢ni sloj supstrat-teCnost zanemarljiva. Ova zona
zanemarljivog protoka se naziva hidrodinamicki grani¢ni sloj (Kumar et
al., 2006). Njegova debljina zavisi od linearne brzine, §to je veca brzina,
tanji je grani¢ni sloji. Podrucje izvan grani¢nog sloja odlikuje se
znaCajnim meSanjem ili turbulencijom. Kod rezima protoka
okarakterisanim kao laminarno ili minimalno turbulentno,
hidrodinamicki grani¢ni sloj moze uticati na interakcije izmedu celija i
supstrata (Kumar et al., 2000).

Celije se ponasaju kao &estice u te¢nosti, a stepen naseljavanja i
pridruzivanja potopljenim povrSinama u velikoj meri ¢e zavisiti od
karakteristika brzine te¢nosti. Pri vrlo niskim linearnim brzinama, ¢elije
moraju preéi prilican hidrodinamicki grani¢ni sloj, a pricvrs¢ivanje za
povrsinu zavisi¢e od veli¢ine ¢elije 1 smrtnosti ¢elije (Donlan, 2002). Sve
dok se brzina poveéava, granicni sloj se smanjuje i Celije ¢e se
podvrgnuti sve vecim turbulencijama i meSanjem. Stoga, oCekuje se da
¢e vece linearne brzine dovesti do brZe saradnje sa povr§inom, barem dok
brzina ne postane dovoljno visoka da izvrSi znatne smicajne sile na
pri¢vr§éene celije, rezultiriju¢i odvajanje tih ¢elija (Donlan, 2002).

Kod biofilma u distributivhom sistemu vode za pice, vazno je
ista¢i da protok vode nije stalan, zbog postojanja prepreka, zavoja i
slepih delova sistema. Characklis (1990a) navodi da je mikrobni
transport “pod uticajem makroskopske geometrije eksperimentalnih
sistema”, pri ¢emu snaga fluida unutar raznih sredina je prili¢éno sloZena i
utiCe na brzinu transporta. Nastale mikro-sredine (npr. pukotine) takode
odreduje vrstu mikrobne aktivnosti u biofilmu.

2.3.2.6.1. Brzina protoka vode

Brzina protoka vode kroz cevovod je vazan faktor koji uti¢e na
mikrobiolosku kolonizaciju i moZe regulisati rast biofilma na vise nacina
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u distributivnim sistemima vode za pi¢e. Velika brzina protoka vode u
cevima moZe ogranicavati mikrobnu zaStitu i smanjivati akumulaciju
sedimenta, ¢ime se umanjuje zadrzavanje nutrijenata 1 zaStita od
izlozenosti dezinfektantima, ali s druge strane povecana brzina
omogucuje veci protok nutrijenata. Suprotno tome, podruc¢ja usporenog
protoka 1 lokacije slepog toka su statisticki u korelaciji sa pogorSanjem
kvaliteta vode zbog gubitka reziduala dezinfektanata (Rice et al., 1991),
Sto dovodi do povecanog broja bakterija u vodi iz slavine potrosaca
(Brazos et al., 1982; LeChevallier et al., 1987). Promene protoka vode
mogu dovesti do otkidanja biofilma i1 efekat ceki¢a moze odvojiti
izrastaje sa povrSine cevi. Vodeni ¢eki¢ (ili hidrauli¢ni udar) predstavlja
udar pod pritiskom 1ili talas koji nastaje kada je voda u pokretu prisiljena
na prekid ili promenu smera protoka odjednom (promena impulsa).
Vodeni ¢eki¢ se obi¢no javlja pri iznenadnom zatvaranju ventila na kraju
cevovoda, te se talas pod pritiskom prenosi u cevima. Opeim et al. (1988)
je utvrdio da se brojnost bakterija u eksperimentalnom sistemu cevi 10
puta povecava pri pokretanju i zaustavljanju toka vode (isprekidan
protok). Oslobadanje veceg broja bakterija zabelezeno je kada su cevi
bile izloZene fizickim i vibracionim silama.

Nedavni rezultati nemackih istrazivaca pokazali su da je
osetljivost biofilma, odnosno stepen oslobadanja bakterija u vodenu fazu,
zavisi od strukture (konstitucije) biofilma. Korth i Wricke (2004) nisu
uocili znacajne promene bakterioloskih parametara tokom tri nedelje
stagnacije vode u prethodno dobro proto¢nim uslovima u cevima, u
kojima se prema preduslovima ocekivao dobro razvijen biofilm. Dakle,
postojali su stabilni mikrobioloski uslovi u tim cevovodima. Suprotno
ovim rezultatima, uofen je znacajan ponovni rast u laboratorijskom
eksperimentu ponovnog rasta sa istom vodom u staklenim bocama.
Osnovna razlika izmedu stagnacije u cevovodu i eksperimenta ponovnog
rasta u boci je bio razvoj biofilma. Povecéano oslobadanje bakterija u
cevima sa dobro razvijenim biofilmom nije zabelezeno. Nasuprot tome,
tri reda veliCine ve¢i bakterijski ponovni rast je zabelezen u boci usled
rasta na povrsini (bez biofilma) i oslobadanja bakterija u vodu.

Isti efekat kao u laboratorijskom eksperimentu ponovnog rasta
zabeleZen je u eksperimentima stagnacije u sporo ili slabo proto¢nim
krajnjim delovima distributivne mreZze. Zbog niZze koncentracije
nutrijenata u ovim cevima, o¢ekivao se manji razvoj biofilma nego u
dobro proto¢nim cevima. Tokom 3 nedelje stagnacije vode, broj kolonija
u ovim cevima porastao je mnogo vise nego u dobro proto¢nim cevima.
Stoga se pretpostavlja da je takode u manje proto¢nim cevima sa manje
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(slabo) razvijenim biofilmom doslo do povecanog oslobadanja bakterija
u vodenu fazu tokom rasta na povrSinama. Efekat stabilizacije je uocen u
ovim cevima usled redovne promene koli¢ine vode.

Korth i Wricke (2004) su uocili smanjenje faktora rasta ukupnog
broja bakterija (DAPI) u skladu sa brojem eksperimenata stagnacije u
prethodno slabo proto¢nim cevima. Na osnovu toga zakljuceno je da je
povremena promena koli¢ine vode u prethodno slabo proto¢nim cevima
dovela do postepenog poboljSanja uslova biofilma zbog poboljSanog
snabdevanja nutrijentima, tako da su bakterije bile oslobodene u vodenu
fazu na maloj skali tokom rasta na povr§inama cevi.

Lehtola et al. (2006) je ustanovio da je povecanje brzine protoka
vode od 0,03-0,04 m/s na 0,19-0,28 m/s dovelo do povecanog rasta
biofilma merenog kao ukupna brojnost bakterija i brojnost heterotrofa,
neposredno povecavajuéi broj bakterija u vodenu fazu kao posledica
otkidanja od biofilma. Ova istrazivanja su izvrSena u laboratorijskim
uslovima sa 10 mm bakarnim i 12 mm polietilenskim cevima.

Uticaj razvoja biofilma na ponovni rast tokom stagnacije u
cevovodu nedavno moze biti potvrden eksperimentima stagnacije
sprovedenim u TZW (nem. Technologiezentrum Wasser) u Drezdenu
(Korth et al, 2007). Tokom 252 dana pri kontinualnim uslovima (0,1 m/s)
ukljucujuéi 6 prekida sa 6 dana stagnacije vode uoceno je smanjenje
ponovnog rasta sa povecanjem vremena. Nakon 182 dana kontinualnog
protoka, ponovni rast je bio manji od jednog reda veli¢ine tokom Sest
dana stagnacije. Medutim, ukupna brojnost bakterija i brojnost
heterotrofa u biofilmu, redom, dostigla su stacionarna stanja tokom prvih
70 dana, dok je brojnost heterotrofa u biofilmu pokazala veée variranje
tokom prvih 182 dana.

Ovi rezultati su u skladu sa holandskim 1 britanskim
istrazivanjima iz oblasti hidrodinamike u distributivnim sistemima vode
za pice. Vreeburg i Boxall (2007) su ustanovili da sedimenti imaju
tendenciju akumuliranja u podru¢jima sa niskim brzinama, kao S$to su
slepi delovi, cevi velikog pre¢nika/duzine i suvisne petlje. Takvi delovi
su Cesti kod vecina distributivnih mreza posSto su sistemi dizajnirani u
skladu sa zahtevima za borbu sa velikim pozarima koji su obi¢no daleko
veéi od potreba potrosaca, posebno kod ekstremno velikih i manjih
sistema. Isto misljenje o prevelikim distributivnim mrezama vode za pice
ima Okun (2006). Pristup se zasniva na temeljnim preispitivanjima o
zahtevima kod borbe protiv pozara. Filozofija novog dizajna ukazuje na
distributivnu mreZu, koja je racvasta sa cevima relativno malih pre¢nika.
Ovo dovodi do vece brzine u sistemu koja moze smanjiti problem pojave



Teorijski deo | 63

obojene vode (Sto je predlozeno od strane holandskih istrazivaca) i u
skladu sa ve¢ spomenutim istrazivanjima nemackih istrazivaca za
smanjenje oslobadanja bakterija u vodenu fazu iz biofilma.

Nova pravila dizajna Siroko se primenjuju u Holandiji, smanjujuci
prosec¢ni precnik cevi po duzini u novim mrezama. Pravila su prihvacena
ne samo na osnovu poboljSanog kvaliteta vode ve¢ i zbog toga Sto je
izgradnja nove mreZe u proseku 20% jeftinija od konvencionalne. USteda
se uglavnom postize smanjenjem duzine cevi jer petlje nisu zatvorene
visSe (Vreeburg i Boxall, 2007). Okun (2006) je predlozio raspodelu
mreze: jedna za pijacu vodu, a druga za odbranu od pozara. PoSto se
isporucena voda za gasenje pozara ne mora tretirati, moguce je smanjiti
koli¢inu vode koja bi trebala biti preciséena.

2.3.2.6.2. Smicajni napon

Koncept smicajnog napona je povezan sa prethodno opisanim
tipovima protoka vode, pri ¢emu laminarno strujanje izlaze biofilm
niskom smicajnom naponu i, obrnuto, turbulentni protok stvara uslove
visokog smicajnog napona. Ovo moze uticati na mnoge karakteristike
biofilma, kao Sto su debljina biofilma, gustina biofilma, diverzitet i
sastav zajednice (Rickard et al., 2004, Ramasamy i Zhang, 2005),
izazivajuci odvajanje putem otkidanja ili erozije koji mogu imati ozbiljne
implikacije u cevovodima bolnica, gde voda iz slavine moze naknadno
biti kontaminirana. Pojave velikih odvajanja €ini se da su posledica
naglih promena smicajnog napona, a moguce je da su posmatranja
Ciesielski et al. (1984) ilustracija ovog fenomena. Stoodley et al. (1999b)
je sproveo niz eksperimenata ispituju¢i uticaj fluktuacija smicajnog
napona na biofilm razvijen u cevima i predlozio je da je stepen odvajanja
usko povezan sa promenama frekvencije i veli¢ine smicanja, sa krajnjim
efektom u vidu mehanickog oSte¢enja i odvajanja. Peyton (1996) je
istrazivao uticaj smicajnog napona na debljine P. aeruginosa biofilma, i
ustanovio da smicajni napon nema znacajan uticaj na debljinu ili
volumetrijsku gustinu, dok su drugi istrazivaci pokazali da stalni visoki
smicajni napon dovodi do stvaranja biofilma vece gustine koji je bolje
opremljen kako bi izbegao procese odvajanja (Vieira et al., 1993, Liu i
Tay, 2001b; Stoodley et al., 2002).

Dokazano je da smanjenje brzine odvajanja uoceno pri poveéanju
smicajnog napona ima biolosku osnovu, pri ¢emu mikroorganizmi
biofilma prilagodavaju svoje metabolicke procese u skladu s tim (Liu i
Tay, 200la) u cilju snaznijeg pri¢vrs¢ivanja za povrsinu. Ovo
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posmatranje je podrzano od strane Melo i Vieira (1999), koji su pokazali
da se potros$nja supstrata smanjuje pri visokim smicajnim uslovima, dok
bakterije u biofilmu formiranim pri niZem smicajnom naponu sadrze
vecu koli¢inu aktivne biomase koncentrisanu u gornjem delu biofilma,
Sto ukazuje da je samo deo ¢elija u biofilmu manje gustine aktivan.

Beyenal i Lewandowski (2002) su pokazali da biofilm razvijen pri
niskim brzinama protoka (niski smicajni napon) ima malu gustinu i
veliku difuzivnost nutrijenta, ali se ne mogu odupreti visokom
smicajnom naponu, dok tanji, gus¢i biofilm razvijen pri veéim brzinama
protoka ima nizu efektivnu difuzivnost, §to na neki nacin podrzava
objasnjenje prethodno pomenute niske brzine potrosnje supstrata.

Kao $to je ve¢ spomenuto, Peyton (1996) nije uocio nikakav
uticaj smicajnog stresa. Ustanovljeno je da je brzina potrosnje supstrata
je daleko znacajnija u smislu odredivanja debljine, hrapavosti i gustine
biofilma jedne kulture (u ovom slucaju Pseudomonas aeruginosa).
Takode je istaknuto da su u slucaju biofilma mesovite kulture pod
jednakim uslovima te tri karakteristike vece zbog prostorno znacajne
varijacije (Peyton, 1996). U prethodnom istrazivanju Peyton i Characklis
(1993), ponovo koriste¢i monokulturu P. aeruginosa i posmatrajuci
odnos izmedu smicajnog napona i brzine potrosnje supstrata, zakljucili su
da je brzina odvajanja direktno zavisna od brzine rasta, te da faktori koji
ograni¢avaju brzinu rasta (u ovom slucaju, brzina potroS$nje supstrata)
uticu na brzinu odvajanja.

Pored toga, istrazivanja su pokazala da biofilm formiran pri
niskim smicajnim uslovima (uslovi laminarnog strujanja) karakteriSu
sferne mikrokolonije razdvojene kanalima vode (Stoodley et al., 2002).
Simoes et al. (2003b) na primer su odredili razlike izmedu tri soja P.
fluorescens biofilma koji su formirani pri turbulentnim i laminarnim
strujanjem. Svi biofilmovi razvijeni pri turbulentnim uslovima bili su
veée gustine 1 mase, 1 bili su viSe aktivni, stvarajuci slicne koli¢ine
proteina 1 Ccelije P. fluorescens sojeva su imale vece koliCine
ekstracelularnih polisaharida (Simoes et al., 2003b). Pokazano je da su
biofilmovi formirani pri veéim silama otkidanja proizveli viSe
vancelijskih polisaharida u cilju stabilizacije strukture biofilma i
savladavanja poprec¢nih sila (Ohashi i Harada, 1994, Chen et al., 1996).

2.3.2.6.3. Stagnacija vode

Poznato je da stagnacija, posebno u distalnim delovima velikih
distributivnih sistema, podrzava kolonizaciju Legionella (Wadowsky et
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al., 1982; Ciesielski et al., 1984) 1 drugih bakterija koje stvaraju biofilm
od klinickog znacaja, kao $to je Pseudomonas aeruginosa (Blanc et al.,
2004). Transport Cestica iz vodene faze do supstrata u ovom slucaju je
sedimentacija, Brown-ovo kretanje, ili pokretljivost (Characklis, 1990a).
Dokazano je da podrucja sa opstrukcijama, kao $to su slavine, slavine-
aeratori 1 tuSevi, predstavljaju skloniSta za bakterije odgovorne za
nosokomijalne infekcije (Bollin et al., 1985; Zacheus i Martikainen,
1994; Weber et al., 1999; Blanc et al., 2004).

Liu et al. (2006) je vrSio istrazivanja uticaja stagnacije,
laminarnog i turbulentnog protoka na brojnost Legionella pneumophila u
eksperimentalnom sistemu, delom i zato S$to uticaj stagnacije nije
prethodno bio dovoljno procenjen. Ovaj eksperimentalni sistem se
sastojao iz tri paralelne cevi sa razliCitim reZimom protoka tokom pet
nedelja, a inokulacija je vrSena koriS¢enjem zagadenih filtera dobijenih iz
lokalnih bolnica. Autori nisu mogli dokazati da uslovi stagnacije
podrzavaju rast Legionella pneumophila, sa visokim brojem heterotrofa
pri turbulentnom i laminarnom protoku, pri ¢emu je zabeleZena najvisa
brojnost pri turbulentnim uslovima. Dobijeni rezultati za stagnaciju
naizgled su kontradiktorni rezultatima ranijih istraZivanja koje navode da
stagnacija favorizuje replikaciju Legionella 1 stvaranje biofilma uopSteno
(Ciesielski et al., 1984, Harper, 1988; Whitehouse et al., 1991; Singh i
Coogan, 2005). Treba napomenuti da nije jasno da li je u tom periodu
izvrSena opSta analiza zajednice biofilma. U oligotrofnim sredinama sa
prosecnom temperaturom od 24°C, kao S§to je opisano u ovom
istrazivanju, sasvim je moguce da (a) Legionella gubi esencijalne
nutrijente (i druge zahteve za rast) usled konkurencije sa drugim
mikroorganizmima bolje adaptiranim u ve¢ opisanoj sredini, ili (b) deo
Legionella prezivljava unutar biofilma u vijabilnom ali ne-kultivabilnom
stanju (eng. viable but non-cultivable, VBNC). Kratka duZzina trajanja
istrazivanja takode moze biti relevantna.

Ciesielski et al. (1984) je pokazao da u bolnici kontaminacija
Legionella pneumophila je znatno smanjena odgovarajuéem smanjenju
perioda stagnacije vode. VrSeno je poredenje Cetiri rezervoara tople vode
u bolnici sa lokalnim komunalnim vodosnabdevanjem. Dva sistema su
bila on-line, nakon perioda stagnacije, i tako kontinuirano odrzavani
godinu dana. Zbog Cestih zahteva, ovi rezervoari su Cesto razredivani
hladnom vodom (na taj nacin odrZavajuéi temperaturu ispod optimalne
vrednosti za Legionella). Druga dva rezervoara su zadrzana off-line (npr.
stagnacija vode) pri srednjoj temperaturi od 29°C. Mese¢na brojnost
heterotrofa u uzorcima vode pokazala je oStar pad brojnosti Legionella u
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on-line u rezervoarima odmah nakon $to su povezani nazad u sistem, a
odgovaraju¢e ve¢ spomenute nosokomijalne infekcije su verovatno
posledica otkidanja biofilma nakon povecanja smicajnog napona, sile
usled trenja izmedu protoka i povrSine cevi (Liu et al., 2006).

Vazno je ista¢i da na formiranje biofilma ne utice samo jedan
faktor, ve¢ proces razvoja zavisi od kompleksnih interakcija svih faktora.
Ukoliko jedan faktor postane dominantan nad drugima, biofilm c¢e
reagovati na njega. Prema tome, neophodno je razumevanje interakcija
svakog faktora sa drugim u cilju efikasne kontrole formiranja biofilma u
distributivnom sistemu, a to obuhvata:

* ispitivanje biofilma,

* ispitivanje bioloSke stabilnosti vode za pice i

* ispitivanje bioloSke stabilnosti materijala u dodiru sa vodom
za pice.
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2.4. Ispitivanje biofilma u distributivnim sistemima
vode za pice

2.4.1. Uredaji za ispitivanje biofilma

Biofilmovi se stvaraju na mestima koja su teSko dostupna i
njihovo uzorkovanje podrazumeva naruSavanje funkcionalnosti Citavog
sistema. Proucavanje biofilmova direktno na mestima gde se oni stvaraju
povezano je sa brojnim tehni¢kim problemima. PoSto su mnogi od ovih
problema prakti¢no nereSivi razvijeni su brojni uredaji koji omogucuju
kultivaciju i pracenje rasta mikroorganizama u laboratorijskim uslovima.

Laboratorijska istrazivanja se sprovode u razli¢itim sistemima ili
biofilm-reaktorima, koji omogucavaju ili oponasaju in situ situacije sa
ponovljivim rezultatima i na taj nafin pruzaju vazne informacije o
ponasanju mikroorganizama u realnim sistemima. Biofilm-reaktori se
mogu podeliti u dve osnovne grupe: one koji se prvenstveno koriste za in
situ mikroskopska (posmatranja) istrazivanja odnosno protocne ¢elije i na
biofilm-reaktore koji imaju plocice za uzorkovanje (tzv. kupone ili test-
plocice) (Radnovic¢ i Agbaba, 2007).

2.4.1.1. Sistemi protocnih Celija

Proto¢ne ¢éelije omogucavaju strujanje hranljivog medijuma preko
povrsine za koju se mikroorganizmi pricvrSéuju, rastu stvarajuéi pri tom
biofilm (Stoodley i Warwood, 2003). Ovakavi sistemi se najcesce koriste
za proucavanje dinamike pri¢vr§¢ivanja pojedinacnih bakterijskih,
algalnih 1 ¢elija gljiva za razli¢ite povrSine. Brojanjem celija tokom
odredenog vremena, moze se izracunati povrSinska koncentracija (broj
¢elija po jedinici povrSine) i brzina akumulacije, a samim tim i proceniti
potencijal obrastanja povrSina razli¢itih materijala. Na ovaj nacin se
takode moZze proucavati uticaj okolne sredine ili specificnih genetskih
mutacija na zrele biofilmove, na odvajanje celija od biofilmova, na
prostornu i vremensku ekspresiju gena, raspored -ekstracelularnih
polisaharida i mehanicka svojstva biofilmova. Postoji viSe tipova
proto¢nih celija, ali ograni¢enja koja postoje zbog njihove zajednicke
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upotrebe sa komercijalnim mikroskopima su dovela do prili¢no
jednoli¢ne geometrije.

Pre nego Sto su proto¢ni sistemi poceli fabricki da se proizvode
mnogi istrazivaci su konstruisali svoje sopstvene. Posledica toga bila je
velika varijabilnost dobijenih rezultata. Protocne celije za proucavanje
biofilmova sada su komercijalno dostupne na americkom trZiStu
(BioSurface Technologies Corporation (BST) www.biofilms.biz/flow-
cells, Stovall Life Science Inc. www.slscience.com/flow-cell) Sto
omogucava vecu standardizaciju na ovom polju istrazivanja. Takode, u
Evropi su dostupne protoc¢ne ¢elije dizajnirane i proizvodene od strane
BioCentrum-DTU (Tehni¢ki Univerzitet u Danskoj, www.csm.bio.dtu.dk).
Na slici 8 prikazana je protoc¢na celija (A) i hvata¢ mehuri¢a vazduha (B)
(www.csm.bio.dtu.dk/Instrument%20Center/Resources/Biofilm%20Setup.as
px). Protocna celija (slika 8A) u vidu polikarbontne plocice sa kanalima
projektovana je na takav nacin da ¢e stati na sto¢i¢ mikroskopa. Proto¢na
¢elija je spojena na sistem protoka pomocu silikonskih cevc¢ica. Hvatac¢
mehuri¢a vazduha (slika 8B) je izraden iz jednog komada od
polikarbonata, kao i proto¢na ¢elija. Pomo¢u gumenih prstenova, 5 ml
Spricevi (Proizvod br. BS-05S Terumo ® medicin. corp.) su pricvrséeni
na svaku kolonu. Mehuri¢i su zarobljeni u Spricu na taj nacin
sprec¢avajuéi uznemiravanje razvoja biofilma.

B

Slika 8. Protocna celija (A) i hvatac mehurica vazduha (B)
(www.csm.bio.dtu.dk/Instrument%20Center/Resources/Biofilm%20Setup.

aspx)
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2.4.1.2. Laboratorijski biofilm-reaktori

Postoji  veliki broj reaktora sa test-ploicama razlicitih
konstrukcija, koji se uspe$no primenjuju u proucavanju adhezionih
procesa, stvaranja, rasta, kao i odvajanja biofilma. Najcesc¢e se koriste tri
tipa laboratorijskih biofilm-reaktora.

Prvi je cevasti reaktor, kod koga se plocice za uzorkovanje
(kuponi ili test-ploc¢ice) nalaze u nosacima koji se mogu odvrnuti sa zida
cevi (Robbins-ov protocni uredaj). Sastoji se iz cilindra koji ima
mogucénost da se direktno prikljuci na vodovodnu cev ili da se indirektno
poveze sa sistemom cevi. PovrSina skidaju¢eg metalnog navrtnja
(kupona) predstavlja integralni deo metalne povrSine dostupne za
kolonizaciju. Jedna od varijanti je modifikovani Robbins-ov uredaj
povezan sa hemostatom c¢ija je prednost mnogobrojnost povrSina za
uzorkovanje u cilju monitoringa formiranja i kontrole biofilma tokom
duzeg vremenskog perioda (Carter et al., 2000, Honraet i Nelis, 2006).
Druga varijanta je Pedersen-ov uredaj koji se sastoji od mikroskopskih
slajdova postavljenih u akrilni plasticni drza¢. OsmiSljen je u cilju
proucavanja mikrobnog biofilma u tekuéem sistemu sa posebnim
osvrtom na karakteristike protoka u elektrohemijskoj koncentracionoj
komori (Pedersen, 1982). Biofilm formiran na ovakav nacin se najvise
koristi za kvantifikaciju bakterija.

Drugi, prstenasti reaktori (takode poznat kao Rototorques) kod
kojih se u sredini cevi nalazi rotirajuci cilindar koji stvara protok, a
ploc¢ice za uzorkovanje se mogu lako skinuti sa nosaca koji mogu biti
pri¢vr§éeni za rotor ili spoljni, nepokretni zid reaktora. Ovi reaktori su
namenjeni za stvaranje velikih napona smicanja i Cesto se koriste za
industrijska istrazivanja i monitoring.

Tre¢i tip su komercijalno dostupni reaktori: disk-rotirajuéi reaktor
1 CDC (eng. Center for Desease Control) biofilm reaktor odnosno reaktor
sa konstantnom debljinom biofilma (BioSurface Technologies
Corporation (BST) www.biofilms.biz). Pored toga, razvijen je MBEC
biofilm test (bivsi Calgary biofilm-uredaj) u vidu visoko propusne
jednokratne ploce sa 96 «bunara» za rast biofilma i brzu procenu
osetljivosti 1 minimalne inhibitorne koncentracije biofilma u ispitivanju
dezinfekcionih sredstava i antibiotika.

Iako postoji veliki izbor biofilm-reaktora, svaki sa svojim
manama 1 prednostima, u ovom ispitivanju koriS¢en je rotirajuci
prstenasti reaktor kao najces¢e primenjivan i preporucen biofilm-reaktor
za ispitivanje 1 monitoring bioloske stabilnosti vode za pice.
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2.4.1.2.1. Rotirajuci prstenasti reaktori

Rotirajuéi prstenasti reaktor (eng. rotating annular reactor, RAR)
je sistem u kome je povrSina za rast biofilma izlozena hidrodinamickim
uslovima koji vladaju u vodovodnim cevima. Do sada su koriS¢eni u
akademskim 1 industrijskim istrazivanjima sa namerom da se proceni
biofauling (Camper et al., 1996, Rasmussen i Ostgaard, 2003, Garny, et
al., 2008), struktura biofilma (Lawrence et al. 2000, Chenier et al., 2006,
Manuel et al., 2007), metabolizam biofilma (Larsen i Harremoes, 1994),
efekat biocida (Buckingham-Meyer et al, 2007), degradacija
kontaminanata (Alleman et al., 1995), biokorozija (Rompre et al., 1997,
Jang et al., 2011) i da se proceni uticaj mera za kontrolu biofaulinga i
korozije koji se sprovode u sistemima za distribuciju vode (Gagnon i
Huck, 2001; Butterfield et al., 2002). Ovaj tip reaktora omogucava
formiranje biofilma na velikoj povrSini 1 ispitivanje uticaja razliitih
materijala na biofilm. Paralelnim eksperimentima sa rotirajuéim i
cevastim reaktorom dobijeni su reproducibilni rezultati koji su ukazali da
je prstenast rotirajuci reaktor bolji za ovaj tip eksperimenta, uzimajuci u
obzir da je mnogo jednostavniji za rukovanje. Posto je uzorkovanje lakSe
i jeftinije, on moze da posluzi kao model za jednostavne sisteme za
distribuciju vode (Stoodley i Warwood, 2003).

Osnova konstrukcije RAR je u postojanju unutra$njeg (bubanj) i
spoljasnjeg cilindra (Batté et al., 2003b,; Ndiongue et al., 2005; Gagnon
et al. 2005) (slika 9). Kroz reaktor je omogucen protok vode. Unutrasnji
cilindar se pomo¢u motora rotira u spoljasnjem cilindru imitiraju¢i tako
kretanje vode u distributivnoj mrezi. Razlikuju se modeli na kojima su
test-ploCice za uzorkovanje pri¢vrséene ili za unutrasnji ili za spoljasnji
cilindar (7sai, 2005; Rand et al., 2007).

RAR funkcioni$e na isti nacin kao i hemostat, takode poznat kao
kontinualni reaktor sa potpunim meSanjem (eng. Continuously Stirred
Tank Reactor, CSTR) i1 konstantnim snabdevanjem nutrijenata. U reaktor
se dovode nutrijenti Zeljenom brzinom razblaZzenja, a kulturelna te¢nost
odvodi putem prelivne cevi. Tecna faza koja se odvodi iz reaktora
(efluent) je prema tome reprezentativan Sto se ti¢e hemizma i
mikrobiologije za bilo koju tacku u reaktoru. Posto se brzina rotacije
moze nezavisno podesiti od brzine influenta, vreme zadrzavanja tecnosti
unutar reaktora je nezavisno od smicajnog napona na povrsini test-
plocica.
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unutrasnji motorizovan

rotirajucéi bubanj

test-plocica

Slika 9. Komercijalni RAR sa test-plocicama pricvrsc¢enim za
spoljasnji cilindar (Batté et al., 2003b)

Na americkom trzistu komercijalno su dostupna dva modela
RAR: laboratorijski model (Model 1320 LS) i laboratorijski model sa
omota¢em (Model 1320 LJ) (BioSurface Technologies Corporation
(BST); www.biofilms.biz/biofilm-reactors). Oba modela se sastoje od
stacionarnog spoljasnjeg 1 rotirajueg unutrasnjeg cilindra. Voda
cirkuliSe u prstenu koji se nalazi izmedu njih. Pomoc¢u motora koji
pokre¢e unutrasnji cilindar moze se menjati brzina njegove rotacije i
stvarati razli¢iti hidrodinamicki wuslovi proporcionalni protoku u
cevovodu (slika 10). PodeSena brzina reaktora odgovara brzini koja
obezbeduje odgovarajuce uslove trenja izmedu teCnosti i povrSine za
simulaciju sli¢nih uslova u ispitivanom sistemu.

voda za
razredenje
ventil za
vazduh

rastvor
nutrijenata

otovor za
uzimanje ventil za
plocica  ~—__ \"]Zdlll]‘(
zavrtanj (4) —|-_,
plocice za —‘
reaktor (20) R

sipka sa navojem (4) ——

unutrasnji cilindar

cevi za
mesanje (4)

Slika 10. Sematski prikaz osnovne grade BST RAR (BST, 2003)
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BST RAR laboratorijski model 1320 LS se sastoji od staklenog
spoljaSnjeg cilindra i unutra$njeg rotora sa drza¢ima sacinjenog od
polikarbonata (slika 11). Dvadeset test-plo¢ica za uzorkovanje se nalazi
smesSteno u nosa¢ima na unutraSnjem rotirajuéem cilindru. Test-ploCice
se uklanjaju tako Sto se unutrasnji cilindar zaustavi i pod sterilnim
uslovima uz pomo¢ kukica izvuku kroz otvor na vrhu reaktora. Test-
ploc€ice se prave od razli¢itih materijala, bilo metalnih ili plasti¢nih, kao 1
od najceS¢e proizvedenih materijala ukljuujuéi tu i liveno gvozde.
Osnovni materijal test-ploCice moze biti takode presvucen nekim slojem
(npr. epoksi ili betonski). Moguéa je potpuna sterilizacija RAR u
autoklavu na 121°C 30 min. BST RAR model 1320 LJ sa omotacem
omogucava cirkulaciju vode za hladenje ili zagrevanje kroz prstenasti
omotac oko spoljasnjeg cilindra reaktora. Na vrhu RAR nalazi se motor
sa promenljivom brzinom, koji pokre¢e unutrasnji cilindar. Kontrolom
rada ovog motora moze se podeSavati brzina rotacije unutraSnjeg cilindra
od 10 do 450 rpm, obezbedujuci protok u opsegu od manje od 0,15 m/s
za pre¢nik cevi 1,22 m pa sve do 1 m/s ili manje od 0,1 m/s za precnik
cevi 0,01 m do 0,9 m/s (Stoodley i Warwood, 2003). U skladu sa Hazen-
Williams-ovim koeficijentom (tzv. faktor trenja ili koeficijent hrapavosti)
za ispitivani materijal, odgovaraju¢im pre¢nikom cevi i brzinom protoka,
smicajni napon RAR odgovara smicajnom naponu u cevovodu koji se
ispituje.

Dno i poklopac RAR su izradeni od polikarbonata, dok su
spoljasnji cilindar i omota¢ za vodu stakleni. Ostale razli¢ite unutrasnje
komponente su proizvedene od 316 nerdajuceg celika, najlon/Kevlar
kompozita i najlona. Zapremina reaktora je jedan litar. Svaka od test-
plocica je dugacka oko 15 cm i Siroka oko 1,5 cm. Velika povrsina test-
plocice koja se moze lako uzorkovati i koja daje dosta materijala za
razliite vrste analiza su osnovne prednosti ovog tipa reaktora. Samo
jedan otvor za uzorkovanje minimizuje moguénost zagadenja sistema, pri
¢emu je vrlo lako postavljanje 1 uklanjanje test-ploc¢ica od mnogobrojnih
potencijalnih vrsta materijala.

Takode na evropskom trziStu se nalazi komercijalni RAR
proizvodaca Sinis (Detingen, Nemacka). Test-plo¢ice u ovom modelu
RAR su pri¢vriéene za unutrasnji zid spoljaS$njeg cilindra. Ovaj reaktor je
napravljen od polikarbonata sa stacionarnim spoljaSnjim cilindrom i
rotirajuim unutras$njim cilindrom (bubnjem). Za uzorkovanje biofilma
koristi se 12 polikarbonatnih test-plocica koje se stavljaju u slotove sa
unutrasnje strane spoljaSnjeg cilindra. Uklanjanje test-plo€ica se vrsi
preko otvora na gornjoj strani reaktora. Kretanje vode se postize
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rotiranjem bubnja, a horizontalno i vertikalno meSanje sa dna prema

povrsini postize se preko 4 vertikalne Suplje cevcice koje su pod uglom
ugradene u buban,.

Slika 11. BST RAR LS 1320 sklopljen bez i sa motorom (A) i unutrasnji
cilindar sa plocicama za uzorkovanje (B) (BST, 2003)

Lawrence et al. (2000) su projektovali i izradili u svojoj
laboratoriji RAR, ¢iji su rad i primenu u ispitivanju biofilma uporedili sa
prethodno nevedenim komercijalnim Sinis RAR. Nekomercijalni reaktor
slican je komercijalnom, s tom razlikom §to su test-ploCice pricvri¢ene
za spoljaSnji zid rotirajueg bubnja koji nema vertikalne cevcice za
horizontalno i vertikalno strujanje vode (voda se meSa u smeru od gore
prema dnu). Test-ploCice se izvlace preko otvora na gornjoj strani
reaktora (slika 12). \\

? u.: ulaz
—

test-plocica

izlaz

——
Slika 12. Nekomercijalni RAR sa test-plocicama pric¢vrséenim za
spoljasnji zid rotirajuceg bubnja (Lawrence et al., 2000)
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Lawrence et al. (2000) su u svojim istrazivanjima dokazali da
nema znacajne razlike izmedu biofilma formiranog u komercijalnom
RAR 1 u znatno jeftinijem nekomercijalnom ru¢no napravljenom
reaktoru. Sastav i debljina biofilma, biomasa i produkcija egzopolimera
su vrlo sli¢ni u biofilmovima kultivisanim u oba reaktora. Jedino je
primecena nesto veca algalna biomasa kod nekomercijalnog reaktora.

Pored primene RAR kao jednoprolaznog sistema, moguce su
alternativne konfiguracije sa spoljnom jedinicom za recirkulaciju, kao i
sa viSe reaktora paralelno postavljenih ili u seriji. Paralelna konfiguracija
viSe RAR moZe obezbediti viSe ponavljanja kod uporednog ispitivanja
razli¢itih tretmana, kombinovanja tretmana i mera kontrole ili procene
biofaulinga razli¢itih materijala. Serijska konfiguracija viSe RAR sluzi za
modeling odredenih sekvencionalnih delova distributivnog sistema.
Spoljna jedinica se koristi za povecavanje aeracije reaktora, ili
zagrevanje ili hladenje sadzaja reaktora cirkulacijom kroz spoljni izvor
za zagrevanje ili hladenje.

Uzorkovanje biofilma. Prema standarnom protokolu nakon
zaustavljanja centralnog cilindra test-plocice se pod aseptickim uslovima
vade iz reaktora i ispiraju sterilnim puferom c¢ime se uklanjaju
nepricvrséene Celije. Nakon cedenja u sterilnoj posudi dobija se plocica
sa pricvrs¢enim biofilmom koji se dalje moze analizirati.

Analiza biofilma. Analiza biofilma sa plocice se moze vrsiti u
odnosu na strukturu, debljinu biofilma, razudenost 1 prostornu
distribuciju biofilma. Takode se odredeni deo biofilma moZe sastrugati sa
povrsine 1 analizirati standardnim mikrobioloskim tehnikama ukljucujuci
odredivanje brojnosti Celija, sadrzaja proteina ili polisaharida i
diferencijacija  celija (tipovi 1 zastupljenost pojedinih  vrsta
mikroorganizama). Biofilm sa plo¢ica se moze direktno mikroskopirati
svetlosnom mikroskopijom ukoliko se radi o staklenim ili plo¢icama koje
su napravljene od providnog polikarbonata, dok se za zamucene
materijale koristi fluorescentna mikroskopija.

Brojnost ¢elija se odreduje struganjem i prenosom biofilma u
sterilan pufer uz pomoc¢ sterilne Spatule, teflonskog ili gumenog strugaca.
Sastrugane ¢elije se mogu brojati direktno u komorama za brojanje ili
odgajivackim metodama na odgovaraju¢im mikrobioloskim podlogama.
Dostupne su standardne metode za odredivanje brojnosti uklonjenih
¢elija iz biofilma (www.standardmethods.org: ASTM E2196 Standard
Test Method for Quantification of a Pseudomonas aeruginosa Biofilm
Grown with Shear and Continuous Flow Using a Rotating Disk Reactor).
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Pored brojnosti vijabilnih ¢elija porast biomase se moze pratiti i
gravimetrijski pracenjem suve biomase. PloCice za obrastanje se izmere
pre pocetka eksperimenta i nakon uzorkovanja i suSenja na 104°C 24h.

Proucavanje korozije koriS¢enog materijala moguce je pracenjem
gubitka tezine ispitivanog materijala od koga su napravljene plocice za
uzorkovanje u prstenastim reaktorima. Pre ubacivanja u nosa¢ na rotoru
reaktora plocice se izmere na preciznoj vagi. Nakon uzorkovanja i
uklanjanja svih korozionih produkata sa plocice vrsi se ponovno merenje
da bi se na osnovu razlike u masi odredio gubitak u funkciji vremena.

Sirenje koncepta biofilma, i znaéaja interakcija sa povr§inama, na
bakterije, arhee, protiste 1 gljive, sa prirodnog, medicinskog i
industrijskog aspekta se nalazi trenutno u eksponencijalnom periodu.
Prihvatanje ovog koncepta od strane razli¢itih ¢lanova mikrobioloske
istrazivacke zajednice dovelo je do istovremene potrebe za razvojem
alata 1 tehnika za proucavanje biofilmova na povrSinama koje
naseljavaju. Mnogi biofilmovi u vodenim sredinama se razvijaju pri
Sirokom opsegu protocnih uslova. Protocna sredina, kao $to je
optere¢enje nutrijentima, ima znacajan uticaj na strukturu, stabilnost i
dinamicko ponaSanje biofilma. Ovo nije iznenadujuca Cinjenica, posto
protok nije samo glavna determinanta mehanickih sila koje utiCu na
biofilm ve¢ razmene nutrijenata i metabolita. Kao posledica, ne postoji
univerzalni sistem ili reaktor za sve biofilmove i veliki broj je dizajniran,
svaki sa specificnom primenom u proucavanju biofilmova. Prednosti u
odnosu na potrebu za dizajniranjem specificnog laboratorijskog sistema
je zelja za standardizacijom metoda za razvoj i ispitivanje u cilju bolje
uporedivosti podataka dobijenih u razli¢itim laboratorijama. Ovo
narocito vazi za biofilmove €iji razvoj i struktura mogu biti vrlo osetljivi
na, ponekad vrlo suptilne, razlike eksperimentalnih sistema rasta.
Protocne ¢elije i RAR se sve uspesnije koriste za razvoj, posmatranje i
uzorkovanje biofilma u kontrolisanim proto¢nim sistemima. Njihova
uspeSna primena dovodi do uvodenja istrazivanja biofilma u oblast
mikrobiologije i omogucava standardizaciju tehnika za ispitivanje
biofilma.

2.4.2. Eksperimentalni sistemi za ispitivanje biofilma u vodi za pice

Pri transportu vode za pi¢e u distributivnim sistemima moze doc¢i
do promene kako njenog hemijskog, tako i mikrobioloskog kvaliteta.
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Izvor mikrobioloSkih odnosno higijenskih problema moze biti
kontaminacija od strane mikroorganizama iz spoljaSnosti (van sistema) ili
rast biomase unutar sistema. Autohtona biomasa unutar distributivnog
sistema se u velikoj meri razvija na povrSinama cevi u vidu biofilma.
lako retko patogeni, ovi mikroorganizmi mogu izazvati razliite
probleme, od korozije cevi do bolesti ljudske populacije. Razmera ovih
problema ostaje prakticno nepoznata, poSto je ucestalost monitoringa
vodosnabdevanja vrlo mala pri ¢emu primenjene mikrobioloske metode
nisu odgovarajuce za karakterizaciju autohtonih mikroorganizama. Cesto
se monitoring od malih do srednjih distributivnih sistema vode za pice
zasniva na svega nekoliko uzoraka godisnje.

2.4.2.1. Odredivanje mikrobnog rasta u vodi za picée

Prilikom karakterizacije rasta mikroorganizama u distributivhom
sistemu treba ista¢i da se voda za pice karakteriSe niskim sadrzajem
nutrijenata, odnosno oligotrofnim uslovima. Bakterije koje zive u
oligotrofnim sredinama predstavljaju spororastu¢e mikroorganizme sa
nizim stepenom rasta u odnosu na sredine bogate nutrijentima (eutrofne
sredine). Iz tog razloga rast biofilma u vodi za pice je veoma teSko
proceniti, jer je stepen bakterijske aktivnosti Cesto blizu ili ispod granice
detekcije standardnih mikrobioloSkih metoda.

Na mikro nivou, biofilm se stalno menja, tako da je mikrobni rast
potrebno povezati sa rastom biofilma na veéem nivou. U cilju
kvantifikacije brzine rasta biofilma u vodi za pi¢e moguce je pratiti
razliite parametre kao Sto su: brzina formiranja biofilma; ravnoteza
biomase u kvazi-stacionarnoj fazi; brzina odvajanja biomase u kvazi-
stacionarnoj fazi i ostali parametri (Boe-Hansen, 2001).

Kada se sterilne povrSine uvedu u protok vode za pice, bakterije
¢e zapoceti stvaranje biofilma, pri ¢emu se brojnost bakterija na
povrSinama povecava sve dok se ne dostigne konstantna vrednost.
Odredivanje brzine rasta biofilma ne omoguéava odvojeno praéenje
procesa kao Sto su pri¢vrséivanje, rast i raspadanje biofilma, posto oni
predstavljaju objedinjene akcije.

U stacionarnoj fazi, rast bakterija je uravnoteZzen odvajanjem
biofilma, hranjenjem protozoa i odumiranjem ¢elija. Stvarna stacionarna
faza moze biti postignuta samo u slucaju konstantnih spoljasnjih uslova,
Sto je u bioloSkim sistemima prakticno nemoguce. Unutar biofilma
prisutna je stalna selekcija, koja favorizuje nove organizme sa svakom
novom promenom uslova sredine. Stacionarni biofilm se zapravo nalazi u
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stanju dinamicke ravnoteze, odnosno u kvazi- ili pseudo-stacionarnoj
fazi.

U kvazi-stacionarnoj fazi ukupna bakterijska produkcija se stalno
prenosi u okolnu vodenu fazu. Merenjem oslobodenih suspendovanih
bakterija u funkciji vremena zadrzavanja (retencije), moze se izvrsiti
procena ukupne proizvodnje.

2.4.2.2. Funkcionalni zahtevi eksperimentalnih sistema

Efekte mikrobne aktivnosti u distributivnim mrezama tesko je
proucavati, poSto je pristup biofilmu uglavnom ograni¢en, pri ¢emu
ponavljanje eksperimenta prilikom zamene dela cevovoda nakon
uzorkovanja moze predstavljati nereSiv problem. Ova tehnicka
ogranicenja dovela su do razvoja velikog broja razliitih
eksperimentalnih sistema vode za pice, koji omogucavaju rutinski
monitoring biofilma kao 1 laboratorijsko proucavanje. U osnovi,
eksperimentalni sistem za proucavanje vode za pice treba da oponaSa
uslove u distributivnoj mrezi. Svi radni i parametri okoline koji uti¢u na
mikrobnu aktivnost treba da se nalaze pod kontrolom ili bar pod
monitoringom. Spisak vaznijih parametara je grubo sumiran u tabeli 5.

Tabela 5. Osnovni parametri koji uticu na aktivnost

mikroorganizama u distributivnim sistemima vode za pice
(Radnovié i Agbaba, 2007)

Radni parametri Faktori okoline

Predtretman Temperatura
Dezinfekciona sredstva ~ Sastav i koncentracija supstrata
Retenciono vreme Sastav biomase

Hidraulika Supstrat (neravnine, polarnost itd.)

U praksi, retko je izvodljiva kontrola, kao i monitoring, tako
Sirokog opsega parametara, pri ¢emu neke treba odrzavati konstantnim
tokom proucavanja i samim tim eliminisati. U cilju proucavanja faktora u
laboratorijskom sistemu, neophodno je uzeti u obzir veliki broj radnih
zahteva, koji ¢e u daljem tekstu biti razmatrani.

Uzimanje uzoraka vode i biofilma treba da bude jednostavno.
Sakupljanje plocica za uzorkovanje iz jasno definisanih podrucja je
obicno bolje od direktnog uzimanja uzoraka biofilma sa cevi
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(struganjem, otkidanjem ili slicnim procedurama), poSto sve
kvantitativne metode zahtevaju poznavanje veliCine uzorkovane
povrsine. Procedura uzorkovanja treba da je brza i sa minimalnim
uticajem na postojeéi sistem, npr. uzorkovanje ne bi trebalo da zahteva
uklanjanje vode iz sistema (razli¢iti uredaji za gajenje i uzorkovanje
biofilma kasnije su opisani). U najboljem slucaju, viSe uzoraka biofilma
razvijenih pri identi¢nim uslovima pruza moguénost dobijanja statisticki
korektnijih rezultata. Za mikroskopska proucavanja neophodna je ravna
povrsina, Sto ocigledno predstavlja Cest problem obzirom da su cevi
cilindri¢nog oblika. Spor rast takode moZe zahtevati ve¢i broj mesta
uzorkovanja biofilma tokom vremena kako bi se osigurao stalan izvor
uzoraka zrelog biofilma.

Eksperimentalni sistem treba da bude izraden od materijala i
elemenata koje obi¢no poseduju i stvarne distributivne mreze. Upotreba
zaptivaca, O-prstenova, teflon-traka i maziva za zatezanje sistema treba
da je minimalna, jer oslobadaju organska jedinjenja u vodu uticu¢i na
mikrobnu aktivnost. Plo¢ice za uzorkovanje treba da budu izradene od
istog materijala kao i njihova neposredna okolina u cilju spre¢avanja
galvanske korozije.

Temperaturu treba odrzavati konstantnom, poSto aktivnost
mikroorganizama zavisi u velikoj meri od nje. Za proucavanje
temperaturnih varijacija (npr. sezonskih promena) cesto je neophodna
kontrola temperature, koja obi¢no zahteva 1 instalaciju sistema za
hladenje.

Uslovi meSanja treba da su dobro poznati. Kontinualni proto¢ni
reaktor sa potpunim mesanjem (eng. continous flow stirred tank reactor,
CFSTR), je Cesto bolji od reaktora sa klipnim tokom (eng. plug flow
reactor, PFR), jer je biofilm u CFSTR ravnomerno izlozen istim
uslovima 1 nedostatak horizontalnog koncentracijskog gradijenta
redukuje potreban broj mesta uzorkovanja biofilma. Kombinacijom
nekoliko CFSTR u serijjama, jedan moze da simulira potiskujuce
proto¢ne uslove distributivne mreze gde koncentracija supstrata moze biti
redukovana u nizvodnom delu. Medutim, treba uociti da jednoprolazni
PFR ima vecu sli¢nost sa realnim distributivnim sistemima, mada moze
biti teza njegova eksperimentalna primena.

Potrebno je jasno definisati i kontrolisati hidrauli¢ne uslove. Ovi
uslovi u distributivnom sistemu su veoma promenljivi, pocevsi od
turbulentnog do laminarnog protocnog rezima. Eksperimentalna postavka
treba da ima sposobnost simulacije razli¢itih proto¢nih uslova. Upotreba
lukova, priklju¢aka, pumpi i ventila treba da je minimalna, jer mogu



Teorijski deo | 79

izazivati lokalne turbulencije. Ravne plo¢ice za uzorkovanje koje su
ubacene u cilindri¢ne cevi mogu takode dovesti do pojave turbulencije,
lokalno uti¢u¢i na razvoj biofilma. Turbulencija izazvana od strane
pumpi, ventila, prikljucaka itd. moze zahtevati uvodenje dodatnog dela
cevovoda u cilju stabilizacije protoka, naro€ito pri laminarnom
proto¢nom rezimu.

Kod proucavanja promena kvaliteta vode, vreme zadrzavanja i
brzina protoka/smicajni napon se kontroliSu nezavisno. Dugo vreme
zadrZzavanja je nekad potrebno za posmatranje znacajnih promena
kvaliteta vode. U slucaju jednoprolaznog PFR, brzina protoka i vreme
zadrZavanja su medusobno povezani, Sto znaci da ¢e porast vremena
zadrZavanja izazvati smanjenje brzine protoka. Ovaj problem se moze
prevazi¢i recirkulacijom vode kroz cev i stvaranjem uslova potpunog
mesanja.

Interakcija izmedu te¢nosti i vazduha treba da bude minimizirana,
uglavnom zbog toga $to izdvajanje CO, povecava pH vrednost, a aeracija
povecava koncentraciju kiseonika u vodi. Voda takode moze da sadrzi
isparljive komponente nastale tokom rada eksperimentalnog sistema, kao
Sto su CHs 1 H,S, koje predstavljaju potencijalni supstrat za
mikroorganizme.

Rad sistema treba da bude pouzdan. Stvaranje biofilma bakterija
u vodi za pice je uglavnom spor proces i sistem prema tome obi¢no
zahteva dug period rada pod kontrolisanim uslovima. Povezivanjem
eksperimentalnih sistema direktno sa javnom mrezom vode za pi¢e moze
u nekim slucajevima predstavljati prednost. Pritisak distributivnog
sistema moze se upotrebiti za sprecavanje spoljasnje kontaminacije
eksperimentalnog sistema usled curenja.

U sklopu eksperimentalne postavke potrebno je ugraditi opremu
za on-line monitoring razli¢itih parametara u cilju ispravnog rada
sistema. Kriticni parametri su brzina ulaznog protoka, brzina i
temperatura vode. Medutim, on-line monitoring ostalih parametara, kao
Sto su provodljivost, koncentracija kiseonika, mutnoca itd., takode je
koristan.

Dodatni supstrat ili dezinfekciona sredstva se mogu dodati ili
ukloniti razli¢itim predtretmanima. U nekim slu€ajevima, predtretman
(filteri sa aktivnim ugljem, bioloski filteri, reversna osmoza, jono-
izmenjivaci itd.) je potreban u skladu sa specificnim zahtevima kvaliteta
ulazne vode.

Dizajn i rad sistema treba da bude pogodan za matematicki
model. Kao pomo¢ u stvaranju modela, danas na trziStu postoji nekoliko
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programskih paketa za modeliranje i1 jednostavnih za koriS¢enje, kao §to
je npr. AQUASIM (Reichert, 1994).

2.4.2.3. Eksperimentalni sistemi
2.4.2.3.1. Uredaji za ispitivanje biofilma u vodi za pice

Radi jednostavnijeg uzorkovanja i1 postizanja veceg stepena
kontrole eksperimentalnih uslova, unoSenje test-plofica unutar
distributivnog sistema koriS¢eno je u nekoliko proucavanja. Metoda je
jednostavna: test-povr§ine se uvode u protok vode za pice i nakon
odredenog vremenskog perioda skupljaju. U vecini laboratorijskih
eksperimenata, uredaji za kultivaciju biofilma simuliraju odreden (mali)
deo distributivnog sistema. Ovi uredaji se mogu primenjivati kako na
terenu tako i u laboratoriji.

Verovatno, najpopularniji na¢in gajenja biofilma vode za pice je
pomocu ve¢ opisanog Robbins-ovog uredaja (McCoy et al., 1981) sa
nekoliko modifikacija (npr. Pedersen, 1982; Manz et al., 1993; Pereira
at al., 2002), gde se mikroskopska plocica ili slicna povrSina izlaze
stalnom protoku vode. Razvijeni biofilm je veoma pogodan za in situ
mikroskopska proucavanja. Robbins-ov uredaj je jeftin, jednostavne
primene i veoma pouzdan, iako hidrauli¢ni uslovi pri kojima se razvija
biofilm nisu jasno definisani i prakti¢no nekontrolisani. Ovaj uredaj nije
pogodan za proucavanja interakcije kvaliteta vode sa biofilmom, jer se
retenciono vreme nalazi u medusobnoj zavisnosti sa brzinom protoka
vode.

Jednostavan nacin gajenja  biofilma wu laboratoriji pri
kontrolisanim uslovima se postize upotrebom protocnih celija. Voda
protice izmedu pokretnih paralelnih plocica na kojima se biofilm razvija.
Promenom brzine protoka vode, hidrauli¢ni uslovi se mogu menjati. Ova
metoda je neodgovarajuca ako je potreban veliki broj replikata, jer moze
biti otezano dobijanje uzoraka pri istovetnim uslovima. Osnovna
prednost metode predstavlja mogucénost prouCavanja biofilma u
njegovom hidratisanom stanju, jer protocni uslovi mogu biti
uspostavljeni tokom nedestruktivnog direktnog mikroskopiranja.

Rotirajuci prstenasti reaktor (RAR) je razvijen u cilju postizanja
jasno definisanih hidraulicnih uslova na test-povrSinama. Pored veé
opisanih dva najée$¢a sistema su RotoTorque i Propella® reaktor.
RotoTorque se sastoji iz CSTR sa obrtnim bubnjem (slika 13A).
Promenom brzine rotacije, hidraulicni uslovi se mogu menjati u cilju
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simulacije specifi¢nih uslova protoka. Hidraulicno vreme zadrzavanja
sistema se kontroliSe ulaznim protokom u reaktor. Reaktori se potpuno
mesSaju i omogucavaju lako povrSinsko uzorkovanje. Pored toga,
jednostavnije je izvesti diskontinualni eksperiment pri stalnim
hidraulicnim uslovima u RAR. Medutim, sistem nije pogodan za
proucavanja promene kvaliteta vode, poSto su povrSine na vrhu i dnu
izlozene slabo definisanim hidraulicnim uslovima. Stvaranje biofilma na
ovim povrSinama pri hidrauliénim uslovima odvija se sa manjim
stepenom kontrole nego na test-povrSinama. Ipak, serije RotoTorque se
koriste u proucavanju promena kvaliteta vode usled pojave biofilma u
vodi za pice (Van der Wende et al., 1989).
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Slika 13. Razliciti uredaji za gajenje biofilma: (4) RotoTorque (Van der
Wende et al., 1989) (B) Propella® reaktor (Parent et al., 1996) (C)
Biofilm monitor (Van der Kooij et al., 1995)

Propella® prstenasti reaktor je razvijen od strane Parent et al.
(1996) (slika 13B). Sastoji se iz cevi od livenog gvozda sa unutra$njim
cilindrom. Brzina vode u reaktoru se kontroliSe pomocu propelera, koji
usmerava vodu kroz unutra$nji cilindar stvaraju¢i paralelni protok
izmedu cilindra i cevi. U principu, sistem poseduje iste prednosti i mane
kao konvencionalni RAR. Preporucuju se i druge varijante RAR,
ukljucujuéi jeftino reSenje dizajna autora Lawrence et al. (2000).

Savremeno ispitivanje biofilma u distributivnom sistemu zahteva
simulaciju protocnih uslova u uredajima za kultivaciju biofilma.
Generalno, RAR predstavljaju sisteme pogodne za razvoj biofilma pri
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skoro stabilnim uslovima - dobro meSanje vodene faze i konstantni
hidraulic¢ki uslovi (Characklis, 1990b; Lawrence et al, 2000). Primena
RAR omoguc¢ava formiranje biofilma na velikoj povrsini, pri ¢emu se
moze pratiti uticaj razlicitih faktora na mikrobni rast. Ovaj tip reaktora se
uspesno koristi za odredivanje potencijala bioloSkog ponovnog rasta ili
biostabilnosti vode za pi¢e i materijala u kontaktu sa vodom (Sharp et al.,
2001). Pored toga, Cesto se koriste za procenu akumulacije biofilma u
vodi za pice, zbog njihovog relativno lakog rukovanja i postizanja uslova
rasta za deo distributivnog sistema odredenog precnika cevi (Camper,
1996, Sharp et al., 2001). Primena RAR pruza moguénost kontrole
parametara kvaliteta vode, kao i uzorkovanja povrsine, $to nije izvodljivo
in situ (Chandy i Angles, 2001). RAR su sistemi koji, u velikoj meri,
reprodukuju uslove opazene u distributivnom sistemu vode za pice i
omogucuju podeSavanje radnih parametara sistema (Characklis, 1990b).

Biofilm monitor (slika 13C), razvijen od strane Van der Kooij et
al. (1995) omogucava uzimanje velikog broja uzoraka povrSine (40 po
uredaju). Mali cilindri su smeSteni unutar staklene kolone u protoku
vode. Unutrasnje i spoljasnje povrsine cilindra su u dodiru sa vodom.
Osnovni problem predstavlja heterogenost hidrauli¢nih uslova na
povrsini cilindra i kroz kolonu, izazivajuéi dodatne varijacije u
rezultatima. Medutim, sistem pruza veliki broj uzoraka povrsine, Sto
omogucava ponavljanje merenja u detaljnim istrazivanjima kinetike
stvaranja biofilma ili testovima sposobnosti razliCitih materijala da
podrze mikrobni rast.

Postoje 1 druge vrste reaktora bez recirkulacije vode ¢iji
hidraulicki uslovi odgovaraju potiskuju¢em protoku, kao Sto su one koje
koriste Boe-Hansen et al. (2002) i Lethola et al. (2004).

Takode, akumulacija 1 adhezija biofilma se ispituje pri
neproto¢nim uslovima u Sarznom batch reaktoru, $to znaci da mikrobna
suspenzija ostaje nepokretna i nema razmene masa tokom eksperimenta.

Cinjenicom primene razli¢itih reaktora sa razli¢itom geometrijom
i karakteristikama mogu se objasniti delimi¢no protivrecni rezultati
ispitivanja rasta, strukture i ponasanja biofilma, kada se uporeduju radovi
razlicitih istrazivackih grupa.

2.4.2.3.2. Modeli distributivnih sistema
Svrha modela distributivnih sistema (MDS) je simulacija uslova

velikih delova distributivnih mreza vode za pice. Model sistemi su
narocito korisni u odredivanju interakcije izmedu vodene faze i biofilma,
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posto je hidraulika i odnos povrsina-zapremina isti kao u mrezama vode
za pi¢e. MDS generalno pruzaju bolju sliku distributivnog sistema kao
celine u odnosu na odredene delove, koji su proucavani uz pomo¢
uredaja za gajenje.

Uzorkovanje povrSine bez ometanja tekuceg eksperimenta moze
biti otezano u MDS. Kao opste pravilo, ploice za uzorkovanje se
postavljaju uz unutra$nji zid cevi u cilju minimizacije lokalnih promena
protoka. Uredaji za uzorkovanje, koji omogucavaju uzorkovanje povrsSina
u sistemima pod pritiskom, predlozeni su od strane Bagh et al. (1999) i
Boe-Hansen et al. (2003). UopSteno, postoje dve vrste sistema:
jednoprotocni sistemi i recirkulacioni sistemi. Jednoproto¢ni sistem ima
najvecu slicnost od bilo kog eksperimentalnog sistema sa realnim
distributivnim sistemom usled potiskuju¢ih uslova protoka cevi. Osnovni
nedostatak jednoprotocnog sistema je taj Sto brzina vode odreduje
retenciono vreme. Prema tome, da bi se postigli realni uslovi, neophodne
su cevi velike duZzine. Najvec¢i konstruisan MDS dug je 1,3 km, $to
predstavlja jo§ uvek mali deo ukupne duZine malog distributivnog
sistema. Jednoproto¢ni sistem je pogodan za proucavanja koja se
fokusiraju iskljuivo na procesima na zidovima cevi ili promenama
kvaliteta vode. Kao takav, jednoproto¢ni sistem se primenjivao u
velikom broju istrazivanja (LeChevallier et al., 1990; McMath et al.,
1999).

Ocigledan nacin prevazilaZenja potrebe za velikom duzinom cevi
predstavlja ponovni prolaz vode, omogucavajué¢i nezavisnu kontrolu
brzine vode i retencionog vremena. Suprotno jednoproto¢nom sistemu,
horizontalni gradijenti koncentracije nutrijenata nisu prisutni u model
sistemu sa ponovnim prolazom vode. Stoga je biofilm izloZen istim
uslovima unutar petlje. Razli¢ita nutriciona stanja biofilma se mogu
proucavati istovremeno izradom nekoliko petlji u serijama.

Treba ista¢i da sistem sa ponovnim prolazom vode moze biti
neodgovaraju¢i za proucavanja degradacije, stvaranja nusproizvoda i
promene sastava supstrata usled idealno meSovitih uslova. MDS sa
ponovnim prolazom vode pogodan je za proucavanja promene kvaliteta
vode uzrokovane interakcijom izmedu zida cevi i vodene faze.

Razli¢ite vrste prouCavanja su izvrSene uz pomo¢ MDS,
ukljucujuéi koroziju izazvanu mikroorganizmima (LeChevallier et al.,
1990), prezivljavanje koliforma Parent et al. (1996), potrosnju hlora
(LeChevallier et al., 1990), efekti brzine protoka itd.
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2.4.2.4. Odabir eksperimentalnog sistema za ispitivanje biofilma u vodi
za pide

Jedna od glavnih prepreka za ispitivanje biofilma u distributivnim
sistemima vode za pi¢e je nedostatak odgovarajuc¢ih eksperimentalnih
sistema koji ispunjavanju oba uslova:

1. simuliranje uslova kao u realnom cevovodu i

2. omogucavanje istrazivanja delovanja abiotickih faktora u

kontrolisanim uslovima.
U idealnom slucaju, takvi sistemi treba da obezbede ponovljivost
uzorkovanja kako bi se omogudila strukturna (npr. mikroskopijom) i
kompozicionalna (npr. DNK fingerprint i/ili sekvencioniranje)
karakterizacija biofilma u prostoru i tokom vremena.

Prethodno predloZeni uredaji za ispitivanje biofilma u vodi za
pi¢e imaju razlicite karakteristike, koje su sumirane u tabeli II datoj u
prilogu. Nekoliko stacionarnih laboratorijskih biofilm reaktor sistema,
kao Sto su rotiraju¢i disk reaktor (Murga et al., 2001), CDC biofilm
reaktor (Goeres et al., 2005), biofilm prstenasti reaktor (Batté et al.,
2003b,c) 1 Propella ™ reaktor (Appenczeller et al., 2001), su koris¢eni za
razvoj 1 istrazivanje fizicko-hemijskih efekata na biofilm. Medutim, ovi
sistemi se ne mogu koristiti za in situ prouCavanje stvaranja biofilma
(Tabela II). Ostali sistemi, kao §to su Robbins-ov uredaj (Manz et al.,
1993), modifikovani Robbins-ov uredaj (Kharazmi et al., 1999), Prévost
test-plocica (Prévost et al., 1998), Bioprobe monitor (LeChevallier et al.,
1998), nosac kliznih test-plocCica za cevi (Chang et al., 2003) ili biofilm
uzorkivac (Juhna et al., 2007), su pogodniji za implementaciju direktno u
distributivne sisteme vode za pice ili eksperimentalne cevne sisteme
(Tabela II). Svi ti uredaji kriticki menjaju protok lokalno za tacke
uzorkovanja, S$to dovodi do nereprezentativnih uslova protoka u
grani¢nom sloju (npr. smicajni napon i turbulencije), kao i uticaja na
formiranje 1 odvajanje biofilma i razmenu nutrijenata u njemu. Medutim,
Pennine Water Group (PWQG) test-ploCice (Deines et al., 2010) se mogu
postaviti u okviru pilot-postrojenja za simulaciju full-scale distributivnog
sistema vode za pice, omogucujuéi istovremeno kvantitativnu i
kvalitativnu karakterizaciju in situ biofilma, bez ometanja uslova protoka
u grani¢nom sloju.

Svakako da odabir sistema zavisi od vrste proucavanja, posto
svaki od njih ima razli¢ite prednosti i nedostatke. Medutim, ako je
pravilno izraden, MDS omogucava blisku simulaciju uslova u
distributivnom sistemu i visoku fleksibilnost u kontrolisanju razli¢itih
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parametara, koji su pod uticajem mikrobne aktivnosti. Medutim,
kapitalni i radni troskovi petlji cevi su veliki, §to moze dovesti do odabira
jednostavnijeg i jeftinijeg sistema.

U cilju ispitivanja mikrobnog rasta u distributivnim sistemima
vode za pi¢e mogu se primenjivati razli¢iti pristupi. Svaki od njih ima
svoje prednosti 1 nedostatke, koje treba uzeti u obzir pri odabiru
odgovarajuceg pristupa na osnovu vrste proucavanja. Vecina istrazivanja
rasta biofilma u vodi za pice zasniva se na specijalnim eksperimentalnim
sistemima, posSto je "prirodni" biofilm u distributivnom sistemu teSko
uzorkovati i dobiti uzorke razvijene pod jasno definisanim uslovima. Pre
izrade eksperimentalnog sistema, treba uzeti u obzir veliki broj faktora.
Dosadasnja iskustva ukazuju na dve vrste eksperimentalnih sistema:
uredaje za gajenje biofilma i modele distributivnih sistema.

Dok uredaji za gajenje biofilma omogucavaju samo detaljna
istrazivanja, model distributivnih sistema pruza i moguénost prouc¢avanja
interakcije izmedu biofilma i vodene faze. Medutim, troSkovi modela
distributivnih sistema su znacajno veci.

2.4.3. Tehnike kvantifikacije biofilma

Voda za pi¢e u sebi sadrzi veoma raznovrsnu, ali nedovoljno
proucenu mikrobnu floru (Dogget, 2000). Medutim, razvoj
biomolekularnih metoda, kao i razli¢itih tehnika kvantifikacije, otvara
moguénost otkrivanja sloZenosti i dinamike ovih populacija (Martiny et
al., 2003; Schmeisser et al., 2003, Williams i Braun-Howland, 2003).

I pored razvoja mmnogih tehnika za mikrobiolosku procenu
biomase biofilma, jo§ uvek naj¢es¢u primenu ima metoda razmazivanja
za ukupan broj heterotrofa (eng. heterotrophic plate counts, HPC) -
procedura brojanja izraslih kolonija (eng. colony forming unit, CFU) na
R2A hranljivoj podlozi (Reasoner i Geldreich, 1985). HPC pokazuje
samo mali procenat brojnosti bakterija (dmann et al., 1995) i usled efekta
zdruzivanja ¢elija moze podceniti broj bakterija pri¢vrséenih u biofilmu
(Kalmbach et al, 1997). Pored toga, ¢elije mogu biti metabolicki
aktivne, ali da nisu sposobne za ¢elijsku deobu i formiranje kolonija na
podlozi. Takvo stanje Celija je poznato kao stanje zivih, ali ne-
kultivisuc¢ih ¢elija (Lleo et al., 1998) ili preciznije reCeno Ccelije u
aktivnom, ali nekultiviSu¢em stanju (Joux i Lebaron, 2000).
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Osim klasi¢cnih tehnika kvantifikacije koje se zasnivaju na
izolaciji 1 gajenju organizama na hranljivim podlogama, takode se koriste
druge metode za procenu brojnosti bakterija u biofilmu. Epifluorescentno
direktno brojanje predstavlja jednu od znacajnih tehnika za odredivanje
brojnosti bakterija u prirodnim vodama, kao i u biofilmu (Clark i
Sivaganesan, 1999, USEPA, 2006). Ranija istrazivanja vrSena su sa
akridin-oranzom (3,6-bis (dimetilamino) akridium-hlorid) (Kogure et al.,
1979), ali ova fluorescentna boja zamenjena je sa DAPI (4,6-diamidino-
2-fenilindol) (Coleman et al., 1981; Yu i McFeters, 1994) koja poseduje
stabilniju fluorescenciju (Saby et al., 1997, Momba et al., 2000). Smatra
se da je DAPI visokospecifi¢an za genetski materijal bakterija, pa se zato
koristi za odredivanje ukupnog broja (ukljucujuéi nevijabilne i vijabilne,
ali nekultiviSuc¢e) bakterije u vodi. Primena fluorohromne boje sa
epifluorescentnom mikroskopijom za enumeraciju ili determinaciju
vijabilnosti ili aktivnosti bakterija u biofilmu je takode opisano u velikom
broju istrazivanja (Newby, 1991, Rodriguez et al., 1992; Honraet i Nelis,
2006, Petrovi¢ et al., 2007). Jedan od nedostataka direktne mikroskopske
tehnike je manjak osetljivosti. Za pouzdanu detekciju neophodno je
najmanje 10° organizama po ml (Momba et al., 2000). Drugi faktor je da
se tip(ovi) bakterija vezani za kontaminaciju ne mogu lako odrediti
mikroskopiranjem. Kako bi se prevazi$ao ovaj problem moze se koristiti
fluorescentna in situ hibridizacija (eng. fluorescent in situ hybridisation,
FISH). Ova tehnika obuhvata primenu florescentno-oznacenih proba za
odredivanje specificnih mikroorganizama unutar biofilma (Manz et al.,
1993).

Fizioloske boje zajedno sa bojama za ukupan broj ¢elija takode se
Cesto koriste za odredivanje aktivnog dela populacije. McFeters et al.
(1995) ustanovili su da CTC (5-cijano-2,3-ditolil tetrazolium-hlorid) i
rodamin 123 (Rh 123) predstavljaju efikasne pokazatelje za metabolicki
aktivne Celije u biofilmu, mada su drugi istrazivaci ukazali na nedostatak
osetljivosti CTC u hlorisanom biofilmu (Morin i Camper, 1997).
Primena LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular
Probe, Oregon, USA) (Boulos et al, 1999) pruza informacije o
fizioloskom stanju i potencijalnoj vijabilnosti bakterijskih ¢elija.

Konfokalna mikroskopija se Siroko koristi za posmatranje
planktonskih bakterija, odstranjenog biofilma i nedirnutog biofilma
(Petrovi¢ et al., 2007; Garny, et al, 2008). Ova tehnika ima svoje
prednosti u odnosu na epifluorescentnu mikroskopiju iako ima takode
ogranicenu ekscitaciju na specificnim talasnim duZinama, npr. Kr-Ar-
laser vr$i pobudivanje na 488, 568 i 647 nm (Cortizo i de Mele, 2003).
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Konfokalna mikroskopija povezana je sa kompjuterskom vizuelizacijom,
pri cemu se slike sa razli¢itih talasnih duzina mogu sastaviti i poboljsati.
Pored toga, objekti se mogu opticki razdeliti u z-ravan, §to znaci da se
objekti sa odredenom debljinom (kao biofilm), koji se ne mogu
celokupno dovesti u fokus epifluorescencijom, mogu prikazati nakon
rekonstrukcije pojedinac¢nih delova konfokalnih slika.

Sve pomenute tehnike kvantifikacije biofilma daju malo
informacija o produktivnosti i biomasi biofilma. Pored toga, generalno
bakterije predstavljaju manje od 5% od ukupne zapremine biofilma, pri
¢emu ostatak ¢ine EPS, ukljuCujuéi i polisaharide, proteine, lipide i
nukleinske kiseline (Costerton, 1994). Sadrzaj polisaharida se odreduje
kolorimetrijskom fenol-sumpornom metodom (Dubois et al., 1956), koja
je pokazala da obuhvata i1 bakterijske i1 vancelijske polisaharide,
ukljucujuéi i one u EPS (Underwood et al, 1995). Kvantifikacija
ukupnih proteina obi¢no se izvodi pomoc¢u metoda Lowry (Lowry et al.,
1951) 1 Bradford (Bradford, 1976). Pored ovih biohemijskih metoda,
porast biomase se moze pratiti 1 gravimetrijskim metodama za
odredivanje suve biomase (Horn i Hempel, 1997).

2.4.3.1. Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Opticka mikroskopija je jedna od metoda ispitivanja
makroskopskih detalja prostorne strukture materijala. Sa druge strane,
koriS¢enje talasnih osobina elektrona u elektronskom mikroskopu
omogucuje nam istrazivanje finih detalja strukture i do nekoliko
meduatomskih rastojanja (0,1 nm).

Elektronski mikroskop je tip mikroskopa koji koristi interakciju
elektrona sa materijom za stvaranje slike ispitivanog objekta. Ima daleko
vecée uvecanje i mo¢ razlaganja od normalnog optickog mikroskopa, i do
dva miliona puta, Sto omoguéava uocavanje manjih objekata i detalja.
Postoji viSe vrsta elektronskih mikroskopa: transmisioni (TEM),
refleksioni (REM), skenirajué¢i elektronski mikroskop (SEM) i
skenirajuéi tunel mikroskop (STM).

Pretrazujuci ili skenirajuci elektronski mikroskop koristi se za
izuzetno precizno odredivanje povrSinske i prostorne strukture materijala
(Mentus i Mioc, 1992, Milosavljevi¢, 1994).

Pri interakciji upadnih elektrona sa atomima ispitivanog
materijala dolazi do njihovog rasejanja ili do jonizacije atoma uzorka.
Produkt jonizacije su sekundarni elektroni, koji su uvek praceni
karakteristiénim X-zracima koji nastaju u rekombinacionim procesima u
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samom atomu. Energija sekundarnih elektrona je mala, reda veli¢ine 50
eV, Sto ograniava njihovo detektovanje samo sa dubine do 10 nm
(JEOL, 2000). Broj sekundarnih elektrona zavisi od ugla izmedu
upadnog snopa i povrSine uzorka, tako da njihovim detektovanjem
dobijamo informaciju o obliku povrsine uzorka.

Rasejani elektroni imaju veéu energiju, §to nam omogucéava
dobijanje informacija sa dubine od 300 nm. Na osnovu cinjenice da
atomi razli¢itth hemijskih elemenata razli¢ito rasejavaju elektrone
dobijamo kontrastnu sliku na kojoj su dobro raspoznatljivi segmenti
sacinjeni od razli¢itih atoma. Mapiranjem detektovanog signala dobijamo
podatke o geometrijskom sastavu uzorka, kao na primer o rasporedu
kristalita u polikristalu.

Detekcijom karakteristi¢nih X-zraka koji mogu da se emituju i sa
dubine do 1000 nm dobijamo podatke o kvantitativnom sastavu uzorka.

Elektronski mikroskopi su zahtevni u pogledu tehnicke podrske
jer zahtevaju ekstremno stabilan napon i struju, ultra-vakuumski sistem
(uzorci moraju biti u vakuumu kako molekuli koji se nalaze u vazduhu ne
bi ometali elektronski snop) i stalno hladenje detektorskog sistema
vodom. Zbog velike osetljivosti na vibracije 1 spoljna magnetna polja
moraju se drzati u posebnim prostorijama.

SEM-om se obi¢no snimaju provodni materijali dok je za
neprovodne materijale potrebna posebna priprema. Uobicajena tehnika
pripreme neprovodnih materijala je nanoSenje nanometarskog sloja
provodnog materijala kao Sto su zlato i srebro na uzorak, ili njihovim
rasprskivanjem po uzorku. Ova druga metoda moze da oSteti osetljivije
uzorke, pa se u zavisnosti od samog uzorka koriste razli€iti nacini
pripreme.

Dobijanje slike pomocu SEM. SEM eliminiSe problem rezanja
preparata (pravljenje ultratankih preseka) i omoguéava dobijanje izrazito
trodimenzionalne slike preparata. Ovaj mikroskop moze razdvojiti
objekte-tacke na udaljenosti i ispod 0,9 nm, a povecanje mu je u
granicama od 10 pa do preko 1.000.000 puta (Petrovic et al., 2007). Ovaj
mikroskop se koristi za istrazivanje povrSina bilo zivih, bilo nezivih
materijala. Kod SEM-a "elektronski top" proizvodi posebno fokusiran
snop elektrona (primarni elektronski snop) koji prolazi kroz slozeni
sistem elektromagnetnih sociva i direktno udara po povrSini preparata.
Snop elektrona ekstremno finog preseka i ogromne gustine (elektroni po
jedinici povrSine) biva skretan Scann generatorom po uzorku u formi
pretrazivanja-skeniranja (sa levo na desno, pa po novom redu u
alikvotima srazmernim uvecanju). Uvecanja se kod ovog tipa
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mikroskopa postizu smanjenjem putanje pretrazivanja, odnosno
veli¢inom pretrage pokrivene povrsine.

Sekundarna emisija elektrona proizvedena sudarom primarnog
snopa sa atomima na povrsini uzorka, kao odgovor i za svaku tacku,
sakuplja se u detektoru sekundarnih elektrona i pojacava, pa kona¢no
slaganjem svetlih i tamnih tacaka na ekranu formira prepoznatljivu sliku.
Za formiranje slike kao posledice odgovora na bombardovanje primarnog
snopa elektrona, zasluzan je reljef zahvaljuju¢i fenomenu da povrSine
upravne na ugao primarnog snopa emituju manje sekundarnih elektrona
nego nagnute ili vizuelno predstavljeno: kugla ¢e posmatrana pod
skeniraju¢im mikroskopom biti najtamnija u centru, a svetlija prema
obodu. Slika je sintetisana i zasnovana na interpretaciji sekundarne
emisije elektrona, a koja je posledica odgovora reljefa na bombardovanje
primarnim snopom.

2.4.4. On-line monitoring tehnike

Jedan od najvecih problema kada je distributivna mreza u pitanju
je njena velika povrSina koju je bas kao i sam kvalitet vode teSko pratiti u
celosti 1 u svim tackama. Takode, uzorkovanje biofilma je mnogo
komplikovanije nego uzorkovanje vode, pri ¢emu se uzorci vode ne
mogu koristiti u cilju indikacije tacaka u samom distributivnom sistemu
koje nisu obuhvacene razvijenim biofilmom (Flemming, 2006).

Integrisana anti-fauling strategija zahteva sagledavanje faktora
uticaja na formiranje biofilma, definisanje mera koje je potrebno
preduzeti u cilju sprecavanja pojave nezeljenih uticaja biofilma i tehnika
njegovog pracenja. Na slici 14 prikazani su elementi predloZene
integrisane anti-fauling strategije (Flemming, 2002).

Do sada je razvijen odreden broj tehnika primenjivih u cilju
monitoringa biofilma, od kojih su u cilju sprovodenja kvalitativnog
monitoringa biofilma najSiru primenu nasle nedestruktivne in situ tehnike
(Robertson et al, 2003). Sve on-line tehnike koje se koriste u
monitoringu biofilma bazirane su na odredenoj wvrsti signala
prouzrokovanog postoje¢im biofilmom koji se ispituje. Najcesce, ovi
signali ¢ine neku vrstu transfera energije, kao Sto je zracenje (ukljucujuci
i svetlost), zvucne talase, elektrino polje, elektricnu struju ili prenos
toplote.
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Slika 14. Elementi integrisane anti-fauling strategije (Flemming, 2002)

Iako se pojedini signali aktivno emituju ukoliko je biofilm
prisutan (bioluminiscencija), vecina signala predstavlja pasivan odziv na
signale koji su generisani opremom za monitoring (Janknecht i Melo,
2004). U aktuelnom procesu monitoringa biofilma dati ulazni signali se
prenose na ispitivanu povrSinu promenjenu biofilmom (ukoliko je
prisutan) i njenu okolinu, detektuju odredenim senzorima i obraduju na
manje ili viSe sofisticiran nacin. Modifikacijom signala, biofilm ostavlja
karakteristicne tragove. Karakteristicni signali koji mogu biti
modifikovani podrazumevaju:

* intenzitet svetlosti (diferencijalna mutnoca),

* intenzitet zvuka (UF-DR, eng. Ultrasonic Frequency-Domain

Reflectometry),

* boja/talasne duzine (bioluminiscencija, fluorimetrija,
spektroskopija),

* mehanicke rezonantne frekvencije (QCM, eng. Quartz Crystal
Microbalance),

* clektri¢na kapacitivnost (dielektri¢ni senzor),

* clektri¢na provodljivost (elektrohemijske elektrode),

* oznake prelamanja svetlosti (SPR, eng. Surface Plasmon
Resonance),

* trenje (pad pritiska),
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* termicki otpor (koeficijent prenosa toplote) i
* opticki ulazni signali koji se modifikuju u zvucéne izlazne
signale (fotoakusti¢na spektroskopija).

Svakako, prvi korak u izboru najpogodnije metode on-line
monitoringa biofilma podrazumeva definisanje Zeljenog limita detekcije i
karakteristika ili parametara od interesa.

U tabeli 6 dat je pregled karakteristika i polje primene pojedinih
metoda koje se koriste u monitoringu biofilma (Janknecht i Melo, 2004).

Tabela 6. Pregled pojedinih tehnika koje se koriste u monitoringu

biofilma
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Diferencijalna 0,1 mm X x)
mutnoca
Prenos toplote - X
Pad pritiska - X
Produkti metabolizma - X X X
Bioluminescencija - X X
Fluorimetrija - X X
Spektroskopija 0,05 mm X
Nuklearna magnetna - X X
rezonanca
Fotoakusti¢na ~10 m rezolucija X X
spektroskopija
Elektrohemijske - X X
tehnike

Ukoliko je u osnovi ispitivanje poremecaja protoka ili prenosa
toplote, zaCepljenje instalacije biofilmom, koriS¢enje pogodnih cevcica
ili malih modela izmenjivaca toplote smatra se pogodnim u smislu
direktnog dobijanja neophodne informacije (prenos toplote, pad pritiska)
(Janknecht i Melo, 2004). 1zborno, prisustvo i debljina taloga ukljucujuci
biofilm moze se pratiti opticCkim metodama (diferencijalna mutnoca i
opticki uredaji), QCM metodom.

Tehnika zasnovana na prenosu toplote je preporucljiva za
monitoring biofaulinga u izmenjivacima toplote (rashladni sistemi u
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industriji, kondenzatori energetskih postrojenja). Osnovni limiti ove
tehnike: hidrodinamicki model ne predstavlja uvek aktuelno stanje u
cevima ili kanalima izmenjivaca toplote; ograni¢ena osetljivost u
detekciji inicijalnog pricvrs¢ivanja mikroorganizama; preciznost tehnike
je limitirana ¢injenicom da podrucje €iste povrSine i povrsine biofilma
nije isto u smislu hrapavosti i heterogenosti mikrobioloskog sloja.
Vezivanje sloja biofilma za zid glatkih cevi direktno prouzrokuje
dva efekta na protok te¢nosti: 1) povecanje hrapavosti povrsine koja je u
kontaktu sa tecnosc¢u; 2) redukovanje poprecnog preseka date povrsine.
Efekti se detektuju merenjem pada pritiska te¢nosti kroz cev. Prva
kolonija mikroorganizama koja se veZze za povrSinu prouzrokuje
povecanje faktora trenja i upravo iz tog razloga povrSina postaje
"hrapavija". Povecanje pada pritiska povezuje se 1 sa redukovanjem
poprec¢nog preseka kanala, oscilacijama biofilma (mikrobioloski sloj
apsorbuje energiju iz fluida), prisustvom filamenata izmedu biofilma i
teCnosti. Merenje pada pritiska se kao jednostavna i ekonomi¢na metoda
najcesce koristi u industriji u cilju pracenja faulinga izmenjivaca toplote.
Monitoring pomo¢u QCM tehnike Siroko se primenjuje za
karakterisanje interakcija molekula na povrSini, i to kako za male, tako 1
za vec¢e molekule, kao Sto su proteini ili polimeri. Ova tehnika je tek u
skorije vreme pocela da se primenjuje u istrazivanju biofilma. QCM
tehnika predstavlja elektromehani¢ki metod uz pomo¢ kojeg se mogu
pratiti promene u masi, viskozitetu i elasti¢nosti. Zasniva se na primeni
piezoelektricnih kvarcnih kristala (SiO;) koji su smesSteni izmedu dve
elektrode. Jedna elektroda je u kontaktu sa uzorkom i deluje kao
"osetljiva" povrSina na kojoj se prate interakcije. Druga elektroda se
nalazi u kontaktu sa vazduhom. Interakcije koje se prate mogu varirati u
jacini od medumolekulskih interakcija do kovalentne veze, a odigravaju
se u monosloju atoma ili malih molekula (manji od nanometra) pa sve do
debljih (mikrometarskih) slojeva polimernih molekula. Od kada je
razvijena 1990-ih (Rodahl, 1995; Hook, 1997) ova tehnika se primenjuje
u mnogo razli¢itih oblasti istrazivanja. Istrazivanje adsorpcije proteina
(Hook et al., 1998) jedna je od prvih oblasti koje su bile ispitivane, nakon
Cega su sledila ispitivanja antigen-antitelo reakcija, formiranja lipidnih
slojeva (Keller i Kasemo, 1998), strukturnih promena u proteinima (Fant
et al., 2000), ispitivanja polimera koja su obuhvatala UV razgradnju,
ukrStanja 1 migracija (Dahlgvist i Bjoorn, 1999), pojavu bakterija (Otto et
al., 1999), stvaranje biofilma (Green, 2001), kao i ¢elijskih procesa, kao
Sto su deoba (Fredriksson et al., 1998) i egzocitoza (Cans et al., 2001).
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Pod uslovom da su od znacaja odredene metabolicke aktivnosti,
odredivanja metaboli¢kih produkata mogu biti direktna ili indirektna
(bioluminiscencija, fluorimetrija, spektroskopija).

Medu signalima zracenja koji se koriste za detekciju biofilma,
signali bioluminescencije su jedini koji se spontano generiSu od strane
biomase bez zahteva za spoljaSnjim izvorom energije. Ove signale
saCinjava svetlost koja se aktivno emituje od strane odredenih
organizama kao posledica njihove metaboli¢ke aktivnosti i koja je
zavisna od brojnih faktora u okruZenju. Iz tog razloga se smatra da je
kvantitativno odredivanje biomase bioluminescencijom jedino moguce
pod favorizujué¢im uslovima. Pored toga, ova metoda je ograni¢ena na
relativno mali broj organizama koji prirodno emituju svetlost ili koji
mogu biti "geneticki manipulisani” u tu svrhu.

U monitoringu biofilma se medu ostalim poznatim metodama
koriste fluorimetrija i spektroskopija. Fluorimetrija, detekcija svetlosti
koje emituju molekuli, ciljna je za razlicite biomolekule. Pojedini autori
(Nivens et al., 1995; Wolf et al., 2002) ukazali su na znacaj uticaja
razli¢itih faktora (meSanje fluida, koncentracija kiseonika, temperatura,
pH) na fluorimetrijska merenja. Iz tog razloga, ova tehnika je Cesto
limitirana na laboratorijsku upotrebu sa jasno definisanim uslovima u
toku sprovodenja analize. Kada je u pitanju monitoring biofilma
koris¢éenjem metode spektroskopije, najceS¢e primenjivana oblast
talasnih duzina je infracrvena oblast. Tinham i Bott (2003) su ukazali na
korisnost primene jednostavne infracrvene spektroskopije sa samo
jednom talasnom duzinom. Prema ovim autorima, metoda je primenjiva
za pracenje sloja biofilma >0,05 mm, pri ¢emu rezultati koji se odnose
samo na eksperiment sa ¢istom kulturom Pseudomonas fluorescens, ne
iskljuuju moguénost primene ove metode u kontroli biofilma u
industriji.

Ustanovljeno je nekoliko nac¢ina dobijanja elektri¢nog signala koji
predstavljaju indikaciju prisustva mikroorganizama. Vecéina od tih
metoda se sastoji od povezivanja dve ili vise elektroda u kontaktu sa
tecnom fazom i detektovanju promena u njihovom ponasSanju (npr.
elektricni potencijal). Primena elektroda je najvaznija u monitoringu
korozije prouzrokovane biofilmom. Biokorozija je najées¢e povezana sa
elektrohemijskim efektima prouzrokovanim metabolickom aktivnoséu
biofilma. Tehnikama iz ove grupe se moze pod definisanim uslovima
dobiti indikacija mikrobioloske aktivnosti i ustanoviti prisustvo biomase,
ali bez moguénosti direktnih i kvanitativnih merenja. U drugu grupu

tehnika ubrajaju se selektivne mikroelektrode ¢iji je precnik vrha u
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mikrometarskoj skali $to ih ¢ini upotrebljivim za karakterizaciju
hemijskih uslova biofilma (pH, koncentracija kiseonika, sulfidi, nitrati,
amonijak).

Istovremeno  odredivanje fizicke strukture 1 hemijskih
karakteristika omoguceno je primenom nuklearne magnetne rezonance i
fotoakusti¢ne spektroskopije.

Fotoakusti¢na spektroskopija je interesantan pristup monitoringu
biofilma. Nova tehnika omogucéava in-sifu monitoring rasta, odvajanja i
debljine biofilma. Mehanizam odvajanja biofilma moze biti razjaSnjen
merenjima na razli¢itim dubinama. Fotoakusti¢na spektroskopija je
zasnovana na apsorpciji elektromagnetnog zraCenja unutar uzorka, pri
¢emu se apsorbovana energija konvertuje u toplotu. Zbog termalne
ekspanzije medijuma, generiSe se talas pritiska koji moze biti detektovan
mikrofonima ili piezoelektriénim transducirima (Rosencwaig, 1980).
Fotoakusti¢nom spektroskopijom ispituju se uticaji razli€itih fizickih i
hemijskih faktora, kao Sto su uslovi protoka ili pH.
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2.5. Ispitivanje bioloSke stabilnosti vode za pice

Biostabilnost se definiSe kao nesposobnost vode ili materijala u
kontaktu sa vodom u podrzavanju mikrobnog rasta u odsustvu
dezinfektanta (van der Kooij, 2000). Ograniceno dejstvo dezinfektanata
na biofilm istiCe prisustvo nutrijenata kao glavnog faktora ponovnog
rasta u distributivnom sistemu. Ispitivanje prisustva nutrijenata u vodi
doprinosi odredivanju njenog kvaliteta na slavini potroSaca u odnosu na
ponovni rast organizama. PoSto je poznato da biorazgradljiva organska
materija stimuliSe bakterijski rast u distributivnom sistemu, odredene
frakcije prirodne organske materije predstavljaju pogodne parametre za
monitoring potencijala ponovnog rasta u ispitivanom distributivnom
sistemu.

Prirodna organska materija (eng. natural organic matter, NOM) je
ubikvitarna u globalnim akvati¢nim sistemima, gde predstavlja najveci
izvor organskog ugljenika koji je zasluzan za bakterijsku produkciju.
Velika varijabilnost i sloZenost karakteristika organske materije imaju
znacajnu ulogu u njenom ponasanju u prirodnim vodenim sredinama, kao
i u razli¢itim tehnoloskim procesima obrade i distribucije otpadnih i
Cistih voda. Stoga, u poslednje vreme posebna paznja se posvecuje
karakterizaciji prirodne organske materije.

NOM se moze podeliti u dve frakcije: refraktornu i
biodegradabilnu (USEPA, 2007). Prvu frakciju €ini organska materija
koja ne moze biti iskoriS¢ena od strane heterotrofa, tzv. refraktorna ili
nebiodegradabilna organska materija, dok je druga frakcija organske
materije ona koja moze biti izvor hrane heterotrofima, tzv.
biodegradabilna organska materija (BOM). Degradacija BOM od strane
heterotrofnih bakterija predstavlja jedan od glavnih procesa kontrole
sadrzaja kiseonika u vodi, na taj nacin odreduju¢i kvalitet i biolosku
stabilnost vode (Volk et al., 1997, van der Kooij, 2000). Bakterije koriste
BOM delom za energetske potrebe (disimilacija), a delom za sintezu
novog Celijskog materijala (asimilacija). Dostupnost BOM za
heterotrofne bakterije najceSce zavisi od njenog biohemijskog sastava i
veli¢ine molekula, koncentracije neorganskih nutrijenata i ostalih faktora
sredine (npr. temperatura, pH).
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Najces¢e u akvaticnim ekosistemima organska materija ima
autohtono poreklo, odnosno nastaje u procesima razlaganja i izluzivanja
organskog materijala biljaka, Zivotinja i mikroorganizama. Medutim, u
sluc¢aju recnih sistema koji proti¢u kroz urbana podrucja otpadna voda
moze biti osnovni izvor organske materije (alohtoni izvor). Pri proceni
uticaja otpadnih voda na akvaticni ekosistem, neophodna je
karakterizacija organske materije nastale ispuStanjem otpadnih voda,
naro¢ito odredivanje biodegradabilne frakcije rastvorene organske
materije. Iskori§¢avanje biodegradabilne frakcije organske materije moze
dovesti do pojave nezeljenog rasta bakterija kako u prirodnim sistemima,
tako 1 u sistemima razlicitih tehnoloskih procesa (npr. tretman vode za
pi¢e, tretman otpadnih voda, distributivni sistemi vode za pice,
kanalizacioni sistemi).

2.5.1. Karakterizacija prirodne organske materije u vodi

Osnovne komponente NOM su primarno ugljenik, kiseonik, azot,
vodonik 1 sumpor, svi zajedno povezani u Sirok opseg slozenih
konfiguracija. Najcesce se sadrzaj NOM izrazava u jedinicama ugljenika,
posto ugljenik ¢ini dominantnu frakciju organske materije.

Organski ugljenik u okviru NOM moze biti Cesticni (eng.
particulate organic carbon, POC) ili pak rastvoreni organski ugljenik
(eng. dissolved organic carbon, DOC). POC se definiSe kao frakcija
organske materije koja se zadrzava na 0,45 um membrani (APHA et al.,
1998).

Obi¢no se organski ugljenik koristi kao surogat za ukupnu
koli¢inu NOM, narocito u sluc¢aju vode za pice. Sadrzaj ugljenika se
najcesce procenjuje na osnovu ukupnog organskog ugljenika (eng. total
organic carbon, TOC) ili DOC. Ve¢ina metoda za odredivanje DOC u
vodi zasniva se na visoko temperaturnoj katalitickoj oksidaciji,
ultravioletnoj/persulfatnoj oksidaciji ili nekim od kombinacija ovih
procesa.

TOC 1 DOC vrednosti u sirovim vodama znacajno variraju
zavisno od izvora. Ove vrednosti se krecu ispod 2 mg/l za vecinu
podzemnih voda. DOC u povrSinskim vodama Siroko varira, 1-20 mg/l,
pri ¢emu planinski potoci (1-3 mg/l) imaju manju vrednost od reka (2-10
mg/l), a vlazna podrucja 1 mnogo vise (10-60 mg/l) (Page i Dillon,
2007).

Na slici 15 prikazana je zavisnost izmedu razli¢itih metoda za
odredivanje DOC. Potrebno je ista¢i da metoda za odredivanje hemijske
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potroS$nje kiseonika (eng. chemical oxygen demand, COD) ukljucuje i
druge oksidovane oblike kao §to su joni hlora i kao takva obuhvata veci
spektar u odnosu na celokupan izvor organskog ugljenika. Prikazana
zavisnost COD>DOC>BOD ukazuje na BOD (eng. biological oxygen
demand) kao meru najmanjeg udela organske materije.

lzvor organskog ugljenika

BOD DOC CcoD

Slika 15. Pregled kvantifikacije rastvorene organske materije

Metode za karakterizaciju NOM mogu se podeliti na specifi¢ne i
opste. U vecini slucajeva, specificne tehnike se zasnivaju na odredivanju
hemijskih osobina jedinjenja, dok opsti pristup ukljucuje tehnike
frakcionisanja (npr. metoda adsorpcije na polimernim XAD smolama) ili
indirektna odredivanja na osnovu spektralnih ili fizickih karakteristika
NOM (npr. UV apsorbancija, fluorescentna spektroskopija, potencijal
stvaranja dezinfekcionih sporednih proizvoda). OpStim metodama
odreduju se opste grupe NOM koje mogu sadrzati razliite specifi¢ne
komponente. Specificne metode se koriste za karakterizaciju odredenih
jedinjenja NOM koje imaju slicne hemijske karakteristike (npr. amino
kiseline, ugljeni hidrati). Takode treba ista¢i unapredene tehnike za
karakterizaciju NOM, kao sto su Py-GC-MS (eng. pyrolysis-gas
chromatography-mass spectrometry), NMR (eng. nuclear magnetic
resonance), HPLC (eng. high pressure liquid chromatography) i dr., koje
pruzaju informacije o NOM na molekularnom nivou.
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2.5.1.1. Karakterizacija biodegradabilne organske materije (BOM) u
vodi

Veliki broj metoda je razvijen u cilju odredivanja biodegradabilne
frakcije organske materije u vodenim sredinama. U mnogim prirodnim
vodama, BOM se uglavnom sastoji od vise molekulskih vrsta, kao $to su
huminske supstance (huminske i fulvinske kiseline), ugljeni hidrati,
proteini, karboksilne kiseline i amino kiseline. Medutim, jo§ uvek najveci
deo njih nije identifikovan. Stoga jednostavna hemijska analiza nije
pogodna za njihovo odredivanje ili procenu njihove biodostupnosti. Mera
BOM je biodegradabilni rastvoreni organski ugljenik (BDOC, eng.
biodegradable dissolved organic carbon), pri ¢emu postoji 1 znacajna
subkategorija BDOC - usvojivi organski ugljenik (AOC, eng. assimilable
organic carbon), odnosno najlakse dostupna frakcija BDOC. BDOC
sadrzi jedinjenja vece molekulske mase, predstavljajuéi sadrzaj
rastvorenog organskog ugljenika (DOC, eng. dissolved organic carbon)
koji moze biti asimilovan i/ili mineralizovan od strane heterotrofnih
bakterija, 1 ukljucuje sporo ili brzo razgradiva jedinjenja (10-30%
ukupnog organskog ugljenika). AOC najces¢e Cine jedinjenja male
molekulske mase, kao Sto su acetat, karboksilne kiseline 1 amino kiseline,
koja se lako usvajaju od strane bakterija i predstavljaju mali udeo (0,1-
9,0%) ukupnog organskog ugljenika (van der Kooij, 2000). Kvalitativna
povezanost izmedu DOC, BDOC, NBDOC (eng. non-biodegradable
dissolved organic carbon) i AOC sumirana je na slici 16. U prilogu (Slika
I) dat je Sematski prikaz razlicitih frakcija organskog ugljenika u vodi po
Degremont-u (2007).

Ne postoji odgovarajuéa metoda za kvantifikaciju celokupne
BOM prisutne u uzorku, kao ni jasno uoCavanje razlike izmedu
izmerenih frakcija ukupnog sadrzaja NOM. Takode, nedovoljno je
poznat relativni znacaj bioloSki najnestabilnijih BOM konstituenata kao
Sto su ugljeni hidrati i amino kiseline i onih koji se odnose na refraktornu
BOM kao sto su biomakromolekuli. Kao $to je ve¢ navedeno, same
hemijske metode nisu adekvatne u proceni sadrzaja BOM, jer hemijski
diverzitet ukljuCuje veliki broj potencijalnih degradabilnih jedinjenja.
Dakle, metode koje se primenjuju za odredivanje biodegradabilne
frakcije organske materije se fokusiraju na rast bakterija, ili pak prate
aktivnost mikroba na osnovu hemijskih promena u ispitivanoj vodi (Page
i Dillon, 2007).
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Slika 16. Hipoteticka podela rastvorenog organskog ugljenika na osnovu
biodegradabilnosti, gde je DOC rastvoreni organski ugljenik, BDOC
biodegradabilni rastvoreni organski ugljenik, NBDOC
nebiodegradabilni rastvoreni organski ugljenik i AOC usvojivi organski
ugljenik (Langlais et al., 1991)

2.5.1.1.1. Metode zasnovane na bakterijskom rastu

Prilikom transporta organskih molekula kroz celijski zid,
bakterija razgraduje ili oksiduje neka jedinjenja uz oslobadanje hemijske
energije (katabolizam) i ugraduje druga jedinjenja putem biosintetskih
reakcija u biomasu i nove celije (anabolizam) (slika 17). Kao rezultat
biodegradacionih procesa, DOC tj. apsorbovani organski ugljenik je
transformisan u CO, ili organske supstance. Neke od ovih supstanci su
lako razgradive organske supstance, kao $to je usvojivi organski ugljenik
(AOC), 1 usvajaju se od strane bakterija, dok ostale nisu biorazgradive ili
predstavljaju tzv. rastvorive mikrobne proizvode (Uhl, 2006).

Bioloska ispitivanja zasnovana na bakterijskom rastu fokusirana
su na frakciju BOM koja je inkorporirana u biomasi i ucestvuje u
stvaranju novih celija, dok se frakcija koja se koristi za respiraciju
(¢elijsko disanje) uzima u obzir pri proceni opsega rasta. Ove BOM
metode se mogu podeliti na dve glavne kategorije: (1) metode sa
kulturama poznatih bakterija (AOC) 1 (2) metode sa kulturama
autohtonih bakterijskih zajednica (kvantifikacija rasta na osnovu
mutnoée - potencijal ponovnog rasta, BRP (eng. bacterial regrowth
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potential) test; ATP (adenozintrifosfat) bioluminiscencije; 1 ukupnog
fluksa bakterijskog mortaliteta).
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Slika 17. Bakterijska transformacija DOC u procesu biodegradacije
organskog supstrata

AOC metoda, koja je prvobitno razvijena od strane van der
Kooij et al. (1982a), se zasnivala na metaboliCkom diverzitetu tri
bakterijske kulture (Pseudomonas fluorescens P17, Spirillum sp. NOX i
Flavobacterium sp. S12) i njihovoj sposobnosti degradacije veoma
Sirokog spektra organskog supstrata najcesc¢e prisutnog u ¢istim vodama.
Sve tri kulture mogu da koriste nitrate i amonijak kao izvor azota. Sto se
ti¢e drugih supstanci, Pseudomonas fluorescens P17 moze da iskoristi
karboksilne 1 amino kiseline, alkohole i ugljene hidrate za svoj rast. Rast
Spirillum sp. NOX je pored karboksilnih kiselina podrzan od strane npr.
oksalata, formijata i drugih supstanci (van der Kooij i Hijnen, 1984) koje
obi¢no nastaju kao nusprodukti ozonizacije vode, a koje P. fluorescens
P17 ne koristi u svom metabolizmu. Pri primeni koagulanata ili ispuna
filtera na bazi skroba u okviru tretmana Cistih voda, preporucuje se treca
kultura Flavobacterium sp. S12 za AOC metodu (van der Kooij i Hijnen,
1985).

Pretpostavka na kojoj se zasniva AOC bioesej je da posmatrani
organizmi predstavljaju fiziolosku sposobnost mikroflore ispitivanog
sistema. U nekim vodama neorganski nutrijenti reguliSu bakterijski rast.
Stoga, kako bi ugljenik bio jedini ograniavaju¢i nutrijent u uzorak
ispitivane vode se dodaje dovoljna koli¢ina neorganskih nutrijenata.
Miettinen et al. (1999) razlikuje AOC sadrzaj dobijen metodom sa
dodatkom soli (AOCpotential) od standardne AOC vrednosti
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(AOCnative). Visoka koncentracija metala (narocito aluminijuma i
bakra) je toksicna za P. fluorescens, S$to ¢ini ovu proceduru
neodgovarajuéom za vode koje sadrze ove metale.

Originalna AOC metoda je prikazana na slici 18. AOC metoda sa
primenom Pseudomonas fluorescens P17 1 Spirillum NOX ukljucuje rast
do maksimalne brojnosti inokuluma u kulturi pasterizovane ispitivane
vode. Uzorak se obi¢no uzima u duplikatu u sterilnim, borsilikatnim
erlenmajerima bez ugljenika, koji su prethodno oprani hromsumpornom
kiselinom ili osuSeni na 500°C. Nakon pasterizacije (60°C, 30 min), kada
se inaktivira nativna mikroflora, i temperiranja na sobnoj temperaturi
uzorci se inokuliSu sa Pseudomonas fluorescens P17 i Spirillum sp. NOX
tako da je pocetna koncentracija u uzorcima oko 500 CFU/ml (obi¢no se
Flavobacterium sp. S12 koristi samo ako o¢ekujemo prisustvo skroba ili
maltoznih jedinjenja). Uzorci se inkubiraju na 15°C, pri ¢emu se
svakodnevno prati proliferacija inokulisanih vrsta zasejavanjem serija
razblazenja (agar siromasSan nutrijentima, metod razmazivanja) radi
karakterizacije krive rasta populacije i maksimalnog broja razvijenih
¢elija. Maksimalna brojnost bakterija obi¢no se postize nakon 4-8 dana
inkubacije. Pored indirektne metode odredivanja broja kolonija
heterotrofa, kao §to je ve¢ pomenuto biomasa se moze meriti i na osnovu
sadrzaja intracelularnog ATP, porasta mutnoce i mortaliteta celija.

Da bi se brojnost test-organizama mogla konvertovati u sadrzaj
AOC, neophodno je prvo izvrsiti kalibraciju pra¢enjem rasta bakterija u
zavisnosti od standardnih koncentracija organskih jedinjenja (npr. acetat
ili oksalat) (Page i Dillon, 2007). Na ovaj nacin se dobijaju faktori
prinosa rasta P. fluorescens P17 na acetat-C i Spirillum NOX na oksalat-
C kao standarda. Broj organizama u stacionarnoj fazi se smatra
maksimalnim brojem bakterija koji mozZe biti podrzan od strane
nutrijenata u uzorku, pri ¢emu se prinos na acetat-C ili oksalat-C smatra
jednakim prinosu na prirodno usvojivom organskom ugljeniku.

PosSto su test-organizmi sposobni da se razvijaju pri niskom
sadrzaju organskog supstrata, AOC metoda je vrlo osetljiva na sadrzaj
organskog ugljenika. Teorijski koncentracija od 1 pg C/1 se moze
odrediti AOC testom, medutim u praksi granica detekcije iznosi blizu 10
ug C/1 (APHA et al., 1998).

Postoje razli¢ite modifikacije originalne AOC metode, pri cemu
se mogu dobiti razli¢iti rezultati. Prema tome, potrebno je obratiti paznju
na izabranu varijantu metode, narocito pri poredenju rezultata sa drugim
autorima. Ove modifikacije su sumirane u tabeli 7.
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Tabela 7. Modifikacije originalne AOC metode

PoboljSanje

Modifikacija

Referenca

Originalna metoda

Povecanje brzine

Smanjenje potencijala
kontaminacije

Povecanje osetljivosti

Povecanje
biostabilnosti

Standardizovana AOC metoda
zasnovana na postupnoj
inokulaciji sa Pseudomonas
Sfluorescens P17 1 Spirillum NOX

Inkorporacija 4 kulture u
inokulum

Primena brzorastuc¢e kulture
Acinetobacter kao inokuluma

Simultana inokulacija sa
Pseudomonas fluorescens P17 i
Spirillum NOX

Povecanje gustine inokulacije

Povecanje temperature inkubacije

ATP bioesej organizama

Brza mikroskopska tehnika

Brza tehnika zasnovana na
protoc¢noj citometriji

Primena grupe vijala od 40 ml
umesto 1 1 boce

Primena prirodnih mikrobnih
zajednica kao inokuluma

Zagrevanje uzoraka na 72°C, a
zatim hladenje na ledu umesto
pasterizacije

Primena membrana za
sterilizaciju vode umesto
pasterizacije

van der Kooij et al.
(1982a); APHA et al.
(1998)

Kemmy et al. (1989)

Kang et al. (1997)

van der Kooij (1990)

Frias et al. (1994)

LeChevallier et al.
(1993)

LeChevallier et al.
(1993)

Bradford et al. (1994)

Hammes i Egli (2005)

Kaplan et al. (1993)

Hammes i Egli (2005)

Escobar i Randall
(2000)

Yoro et al. (1999)

Odredene prednosti AOC metode su osetljivost, preciznost i
standardizovanost na osnovu test-organizama. Nedostaci metode
ukljucuju njenu osetljivost na koncentracije organskog ugljenika,
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odgovor u jedinicama supstrata C ekvivalenta i potrebno vreme za
izvodenje testa.

2.5.1.1.2. Metode zasnovane na odredivanju promene sadrzaja
rastvorenog organskog ugljenika

Sva bioloska ispitivanja koja se odnose na odredivanje DOC se
zajedno smatraju BDOC metodama. Obrnuto od AOC metode, BDOC
metoda se zasniva na odredivanju sadrzaja organskog ugljenika koji
moze biti redukovan iz vode. Prema tome, ne prati se koli¢ina biomase
koja se formira tokom testa, ve¢ smanjenje sadrzaja DOC (Servais et al.,
1989; Kaplan i Newbold, 1995). Princip BDOC metode je da se sterilan
uzorak vode, ¢ija je organska materija predmet ispitivanja, inokuliSe sa
autohtonom mikroflorom i da se prati redukcija sadrzaja DOC kao
posledica bakterijske oksidacije ugljenika.

Nove tehnike omogucavaju granice detekcije nize od 10 pg/l
(APHA et al., 1998), ali posto se BDOC racuna kao razlika dve DOC
analize granica detekcije za BDOC je bliza 20 pg/l. Oc¢igledna prednost
primene direktnog odredivanja DOC je ta da su vrednosti u jedinicama
ugljenika, pri ¢emu se dobija i informacija o udelu DOC koji nije
biodegradabilan (NBDOC).

Bioloska ispitivanja zasnovana na odredivanju promene sadrzaja
rastvorenog organskog ugljenika obuhvataju BDOC diskontinualnu
metodu sa suspendovanim kulturama, BDOC diskontinualnu metodu sa
imobilisanim kulturama i BDOC kontinualnu metodu sa primenom
bioreaktora.

Prema proceduri originalne BDOC metode razvijene od strane
Servais et al. (1987, 1989) uzorak se prvo steriliSe filtracijom (0,2 pm
Nuclepore membranski filter ili celulozno nitratni Sartorius filter), a
zatim reinokuliSe sa delom uzorka koji je prethodno filtriran (2 pm
Nuclepore membranski filter) u cilju uklanjanja krupnijih cestica i
protozoa (slika 19). U sluc¢aju ozonirane ili hlorisane vode, dodaje se
natrijum-tiosulfat za neutralizaciju oksidanasa pre same inokulacije
uzorka. Inkubacija na 20 + 0,5°C u mraku traje vise od 30 dana, pri cemu
se potrosnja ugljenika obicno prati merenjem DOC sadrzaja. BDOC
vrednost se racuna kao razlika izmedu pocetnog sadrzaja i krajnje
minimalne DOC vrednosti (DOC se moze povecati nakon odredenog
vremena kao rezultat bakterijske lize).
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Za uzorke vode iz distributivnog sistema ili tretmana, treba koristiti
filtriranu sirovu vodu kao inokulum sa dovoljnim brojem bakterija.
Utvrdeno je da poreklo inokuluma nema efekte na odredivanje BDOC.

Takode je i BDOC metoda pretrpela razli¢ite modifikacije (tabela
8). Primena sesilne (pri¢vrSéene) umesto suspendovane mikroflore je
uvedena od strane Joret i Levi (1986), koji su razvili BDOC test sa
bakterijskim inokulumom pri¢vrs¢enim za pesak. U drugoj modifikaciji
BDOC testa prema Lucena et al. (1990) uzorak cirkuliSe kroz kolonu sa
bakterijama pric¢vrS¢enim za staklene kuglice. Pored peska i stakla, nosa¢
inokuluma za odredivanje BDOC moze biti i antracit. Prethodno
pomenute metode su diskontinualne i zahtevaju vreme od nekoliko dana
ili nedelja. Koncept bioreaktora sa kontinualnim protokom je dalje
razvijan od strane Kaplan i Newbold (1995) 1 Volk et al. (1997), pri cemu
se voda direktno uzeta sa mesta uzorkovanja ili iz rezervoara kontinualno
propusta kroz kolone sa inokulisanim inertnim medijumom. Nakon
nekoliko sati, BDOC vrednost se dobija iz razlike DOC sadrzaja pre i
posle prolaska vode kroz kolonu, ¢ime je dugotrajna inkubacija uspesno
redukovana.

2.5.1.1.3. Poredenje metoda za odredivanje BOM

Trenutno ne postoji odredena metoda za odredivanje BOM koja
se moze koristiti kao standard za sve druge metode, pri ¢emu se one
razlikuju po njihovim granicama detekcije 1 primenjivosti. U tabeli 9 date
su dostupne metode koje se koriste za karakterizaciji BOM. Potrebno je
ista¢i da nisu sve metode u opstoj upotrebi. Neke metode, kao Sto su
AOC 1 BDOC, su standardizovane (APHA et al., 1998).

Pokusaji za identifikacijom celokupne BOM su veoma slozeni, §to
potvrduje Cinjenica da biodegradacija zavisi od enzimatske aktivnosti
bakterija kao i od karaktera prirodne organske materije. Neke metode kao
Sto je AOC su razvijene tako da ukazuju na, ali ne i da identifikuju
celokupnu BOM, pa su procene BOM primenom AOC metode nize od
onih koji su dobijene BDOC metodom (Kaplan i Newbold, 1995).
Drugim rec¢ima, BDOC metoda omogucava bolju kvantifikaciju BOM,
jer obuhvata i mineralizovan (do CO;) 1 asimilovan (u biomasu) ugljenik.
Neki autori su zakljucili da su AOC i BDOC metode komplementarne i
preporucuju primenu obe ove metode (Charnock i Kjonno, 2000,
Escobar i Randall, 2000).
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Slika 18. Procedura za odredivanje AOC. (1)

Uzorkovanje u  sterilne  erlenmajere, (2)

pasterizacija, (3) inokulacija i inkubacija, (4)

uzorkovanje i odredivanje brojnosti bakterijske

kulture i (5) izracunavanje Np;; i Nyoyx na osnovu
krive rasta (van der Kooij et al., 1982a)
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UZORAK

.

DOC ANALIZA

Slika 19. Procedura za odredivanje
BDOC. (1) Uzorkovanje, (2) sterilna
filtracija, (3) filtracija u cilju uklanjanja
krupnijih  Cestica i  protozoa  (4)
inokulacija (5)-(8) uzorkovanje i DOC
analiza (Servais et al., 1987, 1989)
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Tabela 8. Modifikacije originalne BDOC metode

PoboljSanje Modifikacija Referenca

Originalna metoda Standardizovana BDOC Servais et al. (1987);
metoda zasnovana na APHA et al. (1998)
odredivanju DOC

Povecanje opsega
merenja

Povecanje brzine

Smanjenje potencijala
kontaminacije

Primena pri¢vr§¢enih
bakterija

Povecanje perioda inkubacije

Primena pri¢vr§¢enih
bakterija

Primena recirkuliraju¢eg
diskontinualnog reaktora

Primena bioreaktora sa

Joret i Levi (1986); Park et
al. (2004)

McDowell et al. (2006)

Trulleyova i Rulik (2004);
Park et al. (2004)

Gimbel i Maelzer (1987),;
Lucena et al. (1990)

klipnim protokom

Prethodno filtriranje

ispitivane vode

Kaplan i Newbold (1995);
Volk et al. (1997)

Kaplan et al. (1994)

Tabela 9. Dostupne metode za karakterizaciju BOM

Metoda Analiti¢ki princip Komentar
AOC Rast mikrobne kulture Moguce poredenje stabilnosti
tretiranih voda
Ograni¢eno mikrobnom
aktivnoscéu dve kulture
BDOC Uklanjanje DOC u Mera uklanjanja DOC od strane
specificnim autohtone mikrobne populacije
bioreaktorima
Specifi¢no za lokalitet i metodu
TOC Nekoliko standardnih Nema razlike izmedu
metoda biodegradabilnog i
(npr. IR detekcija) nebiodegradabilnog organskog
ugljenika
Komponente BOM:
Aldehidi Gasna hromatografija Moguca kvantifikacija BOM na
molarnom nivou
Aminokiseline Visokopritisna te¢na Ograniceno za specificne BOM
hromatografija komponente
Karboksilne Jonska hromatografija

kiseline
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U poredenju sa metodom za odredivanje biohemijske potrosnje
kiseonika (BOD), BDOC procedura je relativno nova, ali u osnovi
prili¢no sli¢na. Obe metode se zasnivaju na primeni meSovitih kultura za
inokulaciju uzoraka, pri ¢emu je jedina klju¢na razlika da se umesto
rastvorenog kiseonika u BDOC proceduri prati vrednost DOC pre i posle
inkubacije. BDOC je ta¢nija, preciznija i osetljivija metoda od BOD
metode. Njena granica detekcije, koeficijent varijacije i tacnost iznose
0,15 mg/l, 4-9% i 94-101%, dok za BOD te vrednosti su 2,0 mg/l, 17-
40%, 85-115% (APHA et al. 1998). Zbog ograni¢ene osetljivosti, BOD
procedura nije primenjiva za vode niskog organskog sadrzaja kao $to su
voda za pi¢e i nezagadene prirodne vode. BDOC metoda ima Sirok
opseg primene od pijaée vode pa do otpadnih voda.

Korelacije izmedu metoda razli¢itog tipa (npr. AOC i BDOC) su
varijabilne - dobre u nekim slucajevima i loSe u drugim (Page i Dillon,
2007). Konstatacija da su AOC procene BOM niZe u odnosu na BDOC je
univerzalna. Ovo se moze objasniti razlikom u metabolickoj sposobnosti
bakterija. AOC je zasnovan na metabolickoj sposobnosti dva soja
bakterija, dok BDOC na metabolickoj aktivnosti nepoznatih, ali
mesovitih zajednica bakterija (viSe vrsta). Pored toga, bakterije za BDOC
test Cesto se izoluju iz ispitivane vode, gde su se ve¢ odredeni procesi
metabolizma odigrali. Poredenja izmedu AOC i BDOC metode nisu
nuzno verodostojna, jer je neophodno odredivanje koeficijenta prinosa za
AOC test-organizme §to varira zavisno od karaktera ispitivane BOM.

S druge strane, postoje dobre korelacije izmedu metoda istog tipa
(npr. dva nacina odredivanja BDOC) (Page i Dillon, 2007). Medutim,
procene sadrzaja BOM zasnovane na metodama sa suspendovanim
bakterijama su manje u odnosu na primenu pri¢vr§éenih zajednica
(biofilm), Sto do danas nije potpuno razjaSnjeno, ali moze nastati kao
posledica razli¢itog diverziteta metabolickih procesa kod mikrobnih
zajednica ili brojnosti bakterija.

Kao $to je ve¢ istaknuto, sesilne vrste poseduju znacajno
drugacije enzime od planktonskih vrsta. Biofilm predstavlja matriks
saCinjen od celularnog i ekstracelularnog materijala; ekstracelularan
materijal je u najve¢oj meri proizveden od strane bakterija u biofilmu, ali
mnogi od ovih procesa kruZenja ugljenika unutar biofilma nisu potpuno
poznati. Dovoljno je re¢i da ima mnogo razloga zaSto suspendovane
bakterije daju drugaciji rezultat od pri¢vrs¢enih vrsta. Obe tehnike koriste
autohtonu mikrofloru; medutim, vrste sakupljene jednim uzorkovanjem
se mogu u velikoj meri razlikovati od onih koje su se razvile u
kontinualnom proto¢nom bioreaktoru. Ovo se odnosi ne samo na pocetne
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sojeve bakterija koje naseljavaju medijum, ve¢ 1 na sezonski promenljive
populacije unutar mikrobne zajednice koje imaju potencijal da kolonizuju
bioreaktor. Pored toga prisustvo medijuma za pri¢vrS¢ene bakterije
obezbeduje veliki broj niSa za kolonizaciju vrsta. U prilogu_(tabela II1)
dat je pregled pomenutih metoda za odredivanje BOM.

Sve ove metode imaju svoje prednosti i ograni¢enja, pri ¢emu
treba napomenuti sledece:

* Vecina testova je diskontinualna i izvode se pri laboratorijski
kontrolisanim uslovima, a krajnji rezultat predstavlja informacija
o potencijalu rasta mikroorganizama u vodi;

* Na potencijal rasta mikroorganizama u tretiranoj vodi takode
moze uticati prisustvo neorganskih jedinjenja (npr. amonijak i
sulfidi) i metana, koji nisu obuhva¢eni AOC i BDOC metodom.

2.5.2. Odredivanje biodegradabilne frakcije organske materije u
cilju procene bioloske stabilnosti vode za piée

Ponovni rast mikroorganizama u distributivnim sistemima vode
za pice predstavlja posledicu upotrebe biodegradabilne materije, koja
moze biti prisutna u tretiranoj vodi ili moZe poticati od materijala u
dodiru sa vodom za pi¢e (van der Kooij, 2000). Kljucni procesi
ponovnog rasta su: stvaranje biofilma, odvajanje (mikro)organizama od
zidova cevi 1 akumulacija sedimenta, respektivno. Prisustvo
biodegradabilnih jedinjenja se smatra glavnim faktorom koji uti¢e na ove
procese ponovnog rasta, ali takode uslovi sredine (temperatura,
hidraulicni ~ uslovi) 1 fizicko-hemijski  procesi  (adsorpcija,
oksidacija/redukcija, sedimentacija) imaju znac¢ajan uticaj. Razumevanje
procesa mikrobnog rasta u distributivnim sistemima je otezano iz vise
razloga. Ovo ukljucuje: (i), raznovrsnost suspendovanih i pri¢vrséenih
mikroorganizama; (ii), nedefinisana jedinjenja kao izvori energije u
nepoznatim koncentracijama; (iii), efekti razli¢itih materijala u dodiru sa
vodom; (iv), hidraulicna slozenost distributivhog sistema; (Vv),
nepristupac¢nost mesta za uzorkovanje. Karakteristike preovladujuc¢ih kao
1 "problemati¢nih" organizama su nedovoljno poznate za predvidanje
njihovog ponaSanja (rast, opstanak) u opisanoj sredini. Primeri
"problemati¢nih" organizama ukljucuju rast Legionella spp. u toplim
vodovodnim sistemima i1 razmnoZzavanje koliforma u distributivnim
sistemima. Efekti samo nekoliko faktora (uglavnom temperature vode i
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dezinfektanata) su proucavani za ove organizme. Za odredene bakterije,
npr. Pseudomonas spp., Sprillum sp., Flavobacterium spp., Aeromonas
spp. 1 takode koliforme, postoje neke informacije o njihovoj sposobnosti
razmnozavanja pri niskom sadrzaju supstrata (van der Kooij et al,
1982b; van der Kooij i Hijnen, 1984, 1985). Medutim, kinetika potrosnje
supstrata 1 uslovi koji podrzavaju rast ili opstanak mikroorganizama
ostaju nepotpuno razjasnjeni za vecinu bakterija prisutnih u
distributivnim sistemima. Na osnovu Cinjenice da sadrzaj BOM
predstavlja glavni ograni¢avajuci faktor ponovnog rasta, razvijene BOM
metode koriste se za procenu potencijala rasta bakterija u vodi tzv.
biostabilnosti.

Biostabilnost se definiSe kao nesposobnost vode ili materijala u
kontaktu sa vodom u podrzavanju mikrobnog rasta u odsustvu
dezinfektanta (van der Kooij, 2000). Odrzavanje dezinfekcionog
reziduala moze uticati na ukus 1 miris i/ili dovesti do stvaranja
dezinfekcionih nusproizvoda sa toksicnim karakteristikama. S druge
strane, postizanje bioloske stabilnosti, Sto podrazumeva uklanjanje BOM,
postavlja visoke zahteve za tretman vode i kvalitet materijala u
distributivnom sistemu koji je u kontaktu sa tretiranom vodom,
respektivno. Metode 1 kriterijumi za definisanje bioloSke stabilnosti su
neophodne pri konstrukciji 1 optimizaciji tretmana vode, kao i
distributivnog sistema. Pored toga, osnovno razumevanje procesa
ponovnog rasta je potrebno za razvoj i interpretaciju testova procene
karakteristika vode i materijala u dodiru sa vodom koji podrzavaju rast.
Potreba za sakupljanjem podataka o efektima mera tokom tretmana i
distribucije je rezultirala razvojem i primenom velikog broja metoda za
odredivanje BOM u cilju procene potencijala rasta mikroorganizama u
vodi za pi¢e. U manjoj meri, takode su dostupne metode za odredivanje
biostabilnosti materijala u kontaktu sa vodom.

2.5.2.1. Efekat BOM na bioloSku stabilnost vode za pice

Kao $to je ve¢ istaknuto, organski ugljenik je neophodan za rast
heterotrofnih bakterija u mnogo veé¢im koli¢inama u odnosu na ostale
nutrijente  (C:N:P=100:10:1), te kao takav predstavlja glavni
ograniavaju¢i nutrijent (USEPA, 2007). 1z tog razloga, veéi broj
istrazivanja bioloske stabilnosti tretirane pijace vode fokusira se na
organski ugljenik.

Neke sredine, kao Sto su povrSinske vode i vode tretirane
nanofiltracijom, definiSu se kao oligotrofne (< 0,5 mg DOC/11 < 0,2 mg
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BDOC/I). Medutim, c¢ak 1 u sredinama siromaSnim organskim
materijama, transport vode distributivnim sistemom podrzava
razmnoZzavanje mikroorganizama (Devender, 1995; Sibille et al., 1997).
Populacija mikroorganizama moze biti prilagodena oligotrofnim
uslovima vode za pi¢e (< 2 mg organske materije /1 vode za pice, u veéini
slucajeva), pri ¢emu je poznato da je ove mikrobne zajednice tesko
iskoreniti. Cak i pri vrlo niskom sadrzaju organske materije (< 0,2 mg
BOM/I vode za pice), biomasa je neznatno redukovana (Sibille et al.,
1997; Batté et al, 2003a). U bioloski nestabilnom distributivnom
sistemu, biomasa u vodi i ona koja se razvija na povrsini cevi predstavlja
sam pocetak slozenog lanca ishrane, koji obuhvata slobodnozivece
protozoe i ostale organizme.

Dakle, relativno niska koncentracija BOM je dovoljna za razvoj
velikog broja bakterija. Prema tome kada uzmemo u obzir bakterijski
prinos (deo potroSene BOM za stvaranje biomase) od 30%, potrosnja 0,1
mg C/1 omogucava sintezu 0,03 mg C/1 bakterijske biomase, odnosno 10’
bakterija/l (USEPA, 2007).

U distributivnim sistemima vode za pice, gde je od velikog
znacaja bioloska stabilnost vode, moguce je ustanoviti zavisnost izmedu
sadrzaja organske materije i bakterijske biomase. Mathieu et al. (1992)
su uoc€ili log linearnu zavisnost izmedu brojnosti pri¢vrSéenih ili
suspendovanih bakterija i sadrzaja DOC. U cilju ispitivanja efekata
BDOC na bakterijsku dinamiku rasta, Servais et al. (1992; 1993; 1995)
su analizirali rad nekoliko full-scale distributivnih sistema. Rezultati
pokrivaju Sirok opseg situacija u odnosu na BDOC vode nakon tretmana
(0,1-0,7 mg C/1). Srednja brojnost pricvrS¢enih bakterija u ispitivanim
distributivnim sistemima varira od 0,3-2,6 x 10’ éelija/cm”. Kada bi se
ove vrednosti posmatrale u odnosu na BDOC u tretiranoj vodi, dobija se
korelacija koja ukazuje da sadrzaj BDOC koji ulazi u distributivni sistem
predstavlja glavni faktor u kontroli bakterijske biomase koja naseljava
unutras$nju povrsinu cevovoda. U istim distributivnim sistemima uocena
je korelacija izmedu brojnosti pri¢vrS¢enih i suspendovanih bakterija.
Ova zavisnost se moze objasniti ¢injenicom da u podruc¢jima bez hlora,
bakterije u suspenziji primarno dospevaju otkidanjem pri¢vrséenih
bakterija.

Ovi rezultati su u skladu sa podacima dobijenim u istraZivanju
Volk i LeChevallier (1999) na prstenastim reaktorima, koji su bili
instalirani u okviru dva sistema za vodosnabdevanje. U oba slucaja,
reaktori su prvo bili ispunjeni tretiranom vodom. Kada je brojnost
bakterija dostigla plato, biofiltracija je instalirana pre drugog reaktora,
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redukujuéi ulaz nutrijenata u njega (za oko 50% u odnosu na AOC i
BDOC za oba tretmana). Ovo istrazivanje pokazuje da gustina biofilma
zavisi od sadrzaja biodegradabilne materije koja ulazi u sistem. Nakon 6
meseci, gustina biofilma se smanjila za 0,5 do 1,0 log jedinica.
Ustanovljeno je da period od nekoliko meseci primene biofiltracije je
potreban pre posmatranja samog efekta na bakterijski kvalitet (izrazeno
kao ukupan broj bakterija) u sistemu.

2.5.2.2. Kriterijumi za definisanje bioloSke stabilnosti vode za pice

Nekoliko pokusaja je izvrSeno u definisanju kriti¢nih vrednosti za
sadrzaj BOM pri kojima se voda za pi¢e moze smatrati bioloski
stabilnom. Ove grani¢ne vrednosti se pozivaju na razli¢itu metodologiju
za odredivanje sadrzaja BOM (AOC i BDOC) i na razli¢ite kriterijume
za odredivanje bioloske stabilnosti. U tabeli 10 predstavljene su vrednosti
za AOC 1 BDOC, kao kriti¢nih parametara za biolosku stabilnost vode za
pice.

AOC se smatra merom bioloske stabilnosti vode u smislu
hetrotrofnog rasta, dok je kolicnik AOC/BDOC pokazatelj relativne
biostabilnosti biodegradabilnih organskih jedinjenja prisutnih u vodi (van
der Kooij, 2000).

Pri proceni i poredenju ove dve metode, vazno je definisati svrhu
zbog koje se vrSi merenje. Ako se ispituje bakterijski ponovni rast,
parametar koji je potreban za analizu je bakterijska biomasa.
Odgovaraju¢a metoda za sadrzaj organske materije pri ovakvom rastu je
AOC. S druge strane, ako je predmet istrazivanja redukcija potrebe za
hlorom ili potencijal stvaranja dezinfekcionih nusproizvoda putem
bioloskih procesa, onda je najpogodniji parametar DOC koji u slucaju
bioloSki posredovane potrebe za hlorom u najvecoj meri odgovara
BDOC. Medutim, BDOC takode ukazuje na biolosku stabilnost vode
(Servais et al., 1989), iako na osnovu literaturnog pregleda ova zavisnost
nije toliko dosledna kao kada je u pitanju AOC (van der Kooij, 2000).

U tabeli 10 date su kriticne vrednosti sadrzaja BOM za biolosku
stabilnost vode preporucene od razli¢itih autora. Van der Kooij (1990)
preporucio je AOC sadrzaj <10 pg/l kako bi se odrzala stabilnost u vidu
broja kolonija heterotrofnih bakterija. Preporucene vrednosti od strane
LeChevallier et al. (1991, 1996) 1 Volk i LeChevallier (2000) su
definisane kao AOC sadrzaj koji ne sme da se premasi kako bi se
sprecilo prisustvo koliforma u distributivnim sistemima. Sli¢no tome,
Volk et al. (1994) su odredili BDOC sadrzaj od 0,15 mg C/1 kao
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preporucenu vrednost u slucaju kada je sprecavanje rasta koliforma
primaran cilj.

Preporucena vrednost BDOC definisana od strane Servais et al.
(1995) zasnivala se na odnosu izmedu potrosnje BDOC u sistemu i
sadrzaja BDOC nakon tretmana. Ova zavisnost ukazuje da je potros$nja
BDOC proporcionalna sadrzaju BDOC koji ulazi u sistem, pri ¢emu
postoji preporucena vrednost ispod koje viSe ne postoji potrosnja BDOC
u sistemu. Ovo ukazuje da kada ulazni sadrzaj BDOC tretirane vode je
ispod ove grani¢ne vrednosti, bakterijska aktivnost je ogranicena u toj
meri da se viSe ne moze odrediti potroSnjom BDOC. Ova grani¢na
vrednost prema tome se moze smatrati maksimalnom dozvoljenom
vrednoS¢u za bioloski stabilnu vodu. Sli¢ne rezultate su dobili Volk et al.
(1994), Niquette et al. (2001) 1 Laurent et al. (1999) pri ispitivanju
drugih distributivnih sistema (tabela 10). U ispitivanju stvaranja naslaga
u rezervoarima za vodu za pice, Olsthoorn (1982) je predlozio kriterijum
za biolosku stabilnost vode za pi¢e od <10 pg/l. Ova grani¢na vrednost
verovatno zavisi od drugih karakteristika vode kao §to su ukupne
suspendovane materije i karakteristika akvifera kao $to je sposobnost
prenosa.

Kao $to je ve¢ pomenuto, ove grani¢ne vrednosti koriste razlicite
metode odredivanja BOM i razli¢ite kriterijume za odredivanje bioloske
stabilnosti. Uprkos tome, samo mali deo odstupanja postoji izmedu njih
ukazujuéi na to da iako BOM predstavlja samo jedan od faktora koji
uticu na biolosku stabilnost, on je jedan od najznacajnijih.

U cilju procene biostabilnosti vode za pice, stvaranje biofilma u
distributivnim sistemima moze biti simulirano sa razli¢itim tehnikama i
uredajima pri uslovima koji omogucavaju kvantitativno odredivanje
parametara biofilma, npr. Robinsov proto¢ni uredaj, prstenasti reaktori i
drugi komercijalno dostupni reaktori.

Kombinacija BOM metoda, koji odreduju (efekte) sadrzaj brzo i
sporije biodostupnih jedinjenja, kao i hemijske analize (npr. amonijak i
metan), mogu biti potrebne za procenu biostabilnosti tretirane vode. Na
primer, u Holandiji procena biostabilnosti vode za pic¢e se sprovodi
pomocu AOC testa i pratenjem brzine stvaranja biofima pomocu
biofilm-monitora, tzv. BFR test (eng. biofilm formation rate). Procena
bioloske stabilnosti tretirane vode moze takode zahtevati i druge
parametre, npr. sadrzaj biomase u vodi koja ulazi u distributivni sistem.
Takode je neophodna procena biostabilnosti materijala u dodiru sa
vodom, §to podrazmeva primenu testova sposobnosti razli¢itih materijala
da podrze rast mikroorganizama u vodi - BGP (eng. biofilm growth
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potential) testovi. U prilogu (tabela IV) dat je pregled osnovnih
karakteristika razli¢itih metoda koje se primenjuju u odredivanju
parametara za procenu biostabilnosti vode prema nacionalnim
standardima u pojedinim zemljama Evropske unije, kao i USA.

Tabela 10. Kriticne vrednosti sadrzaja BOM za biolosku stabilnost vode
(Prevost et al., 2005; Page i Dillon, 2007)

Ispitivani parametar LUt Metoda Referenca
P P vrednost odredivanja
Odsustvo rasta LeChevallier et al.
koliforma <0.05mg 1 AOC (1991)
Volk i
<0,15 mg C/1 BDOCsand LeChevallier
(2000)
Odsustvo rasta van der Kooij
heterotrofnih bakterija 01 me &/l AOC (1990)
Odsustvo rasta LeChevallier et al.
Escherichia coli <0,1 mg /1 AOC (1996)
Odsustvorasta Vibrio ;o5 o AOC Vital et al. (2007)
cholerae
Odsustvo porasta <0,15 mg C/1
BDOC 12 20°C BDOCsand Volk et al. (1994)
<0,30 mg C/1
na 15°C BDOCsand Volk et al. (1994)
Servais et al.
<0,15 mg C/1 BDOCsusp (1995)
Niquette et al.
<0,25 mg C/1 BDOCsusp (2001)
Modeling Laurent et al.
<
SO.I5mg G tup/BDOCsusp  (1999)
Olsthoorn (1982);
Odsustvo porasta <0,0l mgC/l AOC Hijnen i van der

otpornosti

Kooij (1992)

Napomena: BDOCsand - BDOC metoda sa pri¢vrS¢éenom biomasom; BDOCsusp - BDOC metoda sa

suspendovanom biomasom
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U poslednjih 20 godina razvile su se razli¢ite metode za
odredivanje BOM u vodi. Prvobitno, primena ovih metoda je bila
ograni¢ena na Ciste vode. Parametri BDOC i AOC se uglavnom koriste
kao pokazatelji kvaliteta i biostabilnosti sirove i tretirane vode, kao i
efikasnosti rada bioloski aktivnog uglja (ozon/granulovani aktivni ugalj)
u tretmanu cistih voda. S druge strane, pri proceni uticaja otpadnih voda
na akvati¢ni ekosistem, neophodna je karakterizacija organske materije
nastale njihovim ispustanjem, pri ¢emu se preporucuje parametar kao $to
je BDOC pre nego BOD (eng. biological oxygen demand) i COD (eng.
chemical oxygen demand). Stoga, u skorije vreme, primena
modifikovanih BDOC i AOC metoda se uspesno prosirila i na oblast
otpadnih voda. Takode, moguce je koristiti metode za odredivanje
BDOC u predvidanju brzine biotransformacije kontaminanata poreklom
iz otpadnih voda, kao $to su steroidni hormoni, lekovi i proizvodi licne
higijene, u povrsinskim vodama.

Kriterijumi 1 metode za definisanje bioloske stabilnosti vode za
pice su neophodni pri konstrukeiji i optimizaciji tretmana vode, kao 1 pri
odrzavanju kvaliteta tretirane vode u distributivnim sistemima.
Najzastupljenije metode za procenu biostabilnosti vode za pi¢e u
distributivnim sistemima su odredivanje AOC i BDOC parametara.
Medutim, ovi parametri pruzaju razli¢ite informacije o prirodi promene
potencijalne biostabilnosti tretirane vode, te se odabiru metoda mora
pazljivo pristupiti. AOC u najveéoj meri direktno ukazuje na potencijal
ponovnog rasta mikroorganizama, dok BDOC daje informacije o
rastvorenom ugljeniku dostupnom za stvaranje AOC u distributivnim
sistemima. S obzirom da odredivanje AOC i BDOC obezbeduje
komplementarne informacije, preporucuje se primena obe ove metode u
ispitivanju bioloske stabilnosti vode za pic¢e u distributivnim sistemima.
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2.6. Ispitivanje bioloSke stabilnosti materijala u
dodiru sa vodom za pice

Nakon odgovarajuéeg tretmana, voda za pice ispunjava zahtevane
standarde kvaliteta. Medutim, tretirana voda moZe naknadno promeniti
svoj kvalitet prilikom transporta kroz distributivni sistem do potrosaca.
Ponovni rast mikroorganizama i stvaranje biofilma mogu dovesti do
razli¢itih problema u distributivnim sistemima, pre svega pogorsanja
mikrobioloskog kvaliteta pijae vode. Kao $to je ve¢ napomenuto,
biostabilnost se definiSe kao nesposobnost vode ili materijala u kontaktu
sa vodom u podrzavanju mikrobnog rasta u odsustvu dezinfektanta (van
der Kooij, 2000). Odrzavanje dezinfekcionog reziduala moze uticati na
ukus 1 miris i/ili dovesti do stvaranja dezinfekcionih nusproizvoda sa
toksicnim karakteristikama. S druge strane, postizanje bioloske
stabilnosti, $to podrazumeva uklanjanje biodegradabilne organske
materije, postavlja visoke zahteve za tretman vode i kvalitet materijala u
distributivnom sistemu koji je u kontaktu sa tretiranom vodom, redom.

Biostabilnost distributivnog sistema je odredena kvalitetom vode
nakon tretmana, ulaskom bakterija i mikrobnim rastom u cevima.
Materijali cevi su u intenzivnom i stalnom kontaktu sa vodom i stoga
imaju znaCajan uticaj na njen kvalitet. Postoje¢a evropska legislativa
zaheva da materijal cevi ne sme oslobadati Stetne supstance u vodenu
fazu, niti podrzavati znacajan suspendovani i/ili imobilisani mikrobni
rast. Same metode za procenu biostabilnosti vode ne pruzaju potpunu
informaciju o bioloskoj (ne)stabilnosti distributivnog  sistema,
iskljucujuéi efekte materijala, korozivnih procesa i stvaranja sedimenata.
Prema tome, metode za procenu materijala sa aspekta biostabilnosti su
takode neophodne.

U nekim evropskim zemljama primenjuju se metode za
ispitivanje materijala, korozivnih procesa i stvaranja sedimenata radi
procene biostabilnosti vode u cevima. Trenutno, u cilju standardizacije
prihvatljivih granica interakcije izmedu vode i1 materijala vrSi se
harmonizacija ovih metoda za proizvode u kontaktu sa vodom u okviru
razvoja Evropske Seme prihvatljivosti (eng. European Acceptance
Scheme, EAS).
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2.6.1. Evropska Sema prihvatljivosti (EAS)

Evropska komisija je 1999. godine oformila Regulatornu grupu
za konstrukcije u kontaktu sa vodom za piée (eng. Regulators Group for
Construction Products in Contact with Drinking Water, RG-CPDW).
Nadleznost RG-CPDW obuhvata testiranje, odobravanje i sertifikovanje
materijala koji se koriste u sistemima za snabdevanje vodom za pice.
Trenutno je na snazi druga verzija Evropske Seme prihvatljivosti (EAS)
koja je 2005. godine podrzana od strane Evropske komisije. Evropski
savez nacionalnih udruzenja vodosnabdevaca i servisa za otpadne vode
(eng. European federation of national associations of drinking water
suppliers and waste water services, EUREAU) ukazuje na znacaj liste
materijala koji se mogu koristiti u sistemima za snabdevanje vodom za
pi¢e bez negativnih efekata. U okviru revizije Direktive EU o vodi za
pice (98/83/EC) razmotreno je usvajanje EAS odnosno dizajniranje
okvira za prihvatanje materijala koji su u kontaktu sa vodom za pice.
Ekspertna grupa koja se bavi pitanjima EAS za svrhu revizije je
oformljena 2006. godine.

U okviru Evropske unije prikladnost materijala u kontaktu sa
vodom za pice je uredena prema nacionalnim standardima u pojedinim
zemljama. Evropski odbor za standardizaciju (eng. The European
Committee for Standardisation, CEN) radi na postepenom razvoju
uskladenih standarda koji ¢e postepeno zameniti ove nacionalne
standarde. Na kraju, ove uskladene norme ¢e predstavljati osnovu za
EAS. Jedna odredena grupa - CEN/TC 164 je zaduZena za razvoj
standarda posebno za sisteme vodosnabdevanja, a njena radna grupa 3
(WG3) razvija odgovaraju¢e metode za procenu efekata materijala u
kontaktu sa vodom za pice. Trenutno je aktivno Sest ad-hoc grupa (AHG)
u radnoj grupi 3, a to su: AHGI-Organolepti¢ka procena, AHG2-
Migracija iz nemetalnih i ne-cementnih materijala, AHG3-PoboljSanje
mikrobnog rasta, AHG5-Metalni materijali, AHG6-Cementni proizvodi i
AHG7-Bezopasne organske supstance iz materijala. Ove ad-hoc grupe su
u razli¢itim fazama dovrSenosti u odnosu na razvoj standardnih metoda i
primenu odgovarajuéeg kriterijuma za ispitivanje performansi materijala.

Jedna od prednosti uspostavljanja EAS u cilju standardizacije
prihvatljivih granica interakcija izmedu vode 1 materijala je da
prihvatanje novog proizvoda u jednoj zemlji vazi za celu EU/EEA
(Evropski ekonomski prostor, European Economic Area - EEA).
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Realizacija standarda je prvobitno planirana za 2010. godinu, ali je kao
Sto je ocekivano odlozena.

2.6.2. Metode za procenu biostabilnosti materijala u kontaktu sa
vodom za pice

U distribuciji 1 tretmanu vode za pi¢e nije dozvoljena primena
materijala koji oslobadaju supstance sa negativnim efektom na kvalitet
vode (CRECEP et al., 2000). U cilju procene promena kvaliteta vode u
dodiru sa metalnim materijalima razvijen je britanski standard BS 7766,
kao i nemacki standard DIN 50931. Metalni materijali koji se koriste u
evropskim cevovodima su bakar, legure bakra, nerdajuéi Ccelik,
galvanizovani celik, olovo i kombinacije tih materijala (CRECEP et al.,
2000). Kao $to je ve¢ napomenuto, Evropska komisija je oformila radnu
grupu  (CEN/TC164/WG3) ¢iji  je trenutno zadatak razvoj
harmonizovanih evropskih standardnih metoda i testova za ispitivanje
efekata metalnih materijala na kvalitet vode.

Za isporuku vode do potrosaca koriste se i ne-metalni materijali,
kao $to su PVC (eng. polyvinyl chloride) 1 MDPE (eng. medium-density
polyethylene) (De Rosa i McBride, 1994). Pored organoleptickih
promena, faktori koji uti€u na odabir odgovaraju¢eg materijala za
vodosnabdevanje su: jednostavnost rukovanja, mehanicka Cvrstoca,
mesto curenja, otpornost na koroziju i troskovi. Prednosti i mane
razli¢itth materijala sumirali su De Rosa i McBride (1994). BS7874
Rubber Biodeterioration Testing (biv§i BS2494) je standardni test za
pogodnost primene ne-metalnih, elastomernih materijala u distributivnim
sistemima, osim direktnog uticaja na kvalitet vode. Kao S§to je veé
napomenuto, regulatorna grupa za konstrukcije u kontaktu sa vodom za
pice (RG-CPDW) trenutno razvija regulatorne zahteve za ne-metalne
proizvode u dodiru sa vodom za pice za predlozenu Evropsku Semu
prihvatljivosti (EAS). U tabeli 11 date su metode za direktnu procenu
karakteristika materijala koje podrzavaju rast mikroorganizama u vodi za
pice.

Po britanskoj standardnoj metodi BS6920, potro$nja rastvorenog
kiseonika se meri u prisustvu ispitivanog materijala u periodu od 7,5
nedelja u diskontinualnom sistemu. Tipicne MDOD vrednosti se krecu u
opsegu od 0,5 mg/l (slepa proba sa staklom) do 8 mg/l za parafin vosak.
Materijali sa MDOD vrednostima ve¢im od 2,3 mg/l se smatraju
neprikladnim za cevovode.
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Tabela 11. Metode za procenu biostabilnosti materijala u kontaktu sa
vodom za pice

Kriterijum
Metoda Zemlja Ispitivani Period Sistem blosta!).llnostl
parametar materijala
Referenca
MDOD . . . . <2,3 mg/l
BS6920:200  velika  Rastvoreni 75~ Diskontinual -5, oo
Britanija kiseonik nedelja ni
0 1979
SP Zapremina 26 <0,1 m1/800 cm®
DVGW Nemacka Bt 0 L Protogni Schoenen i
W270:1990 ¢ edey Schoeler, 1983
2
BPP/BF Holandija/  Sadrzaj 16 Diskontinual <15pg ATP/,C.“?
-/ONORM B Austrii ATP del; . Van der Kooij i
5018:2002 ustra fededa Veenendal, 1993, 2001

MDOD (eng. Mean Dissolved Oxygen Difference) srednja razlika rastvorenog kiseonika; SP (eng. Slime
Production) produkcija filma; BPP (eng. Biomass Production Potential) potencijal produkcije biomase; BF
(eng. Biomass Formation) stvaranje biomase; ATP (eng. adenosinetriphosphate) adenozintrifosfat

U nemackom W270 test odreduje se zapremina proizvedenog
filma po jedinici povrSine nakon 26 nedelja u protonom sistemu.
Nerdajuéi &elik obi¢no postize vrednosti manje od 0,1 ml/800 cm?, dok
pPVC (plasticized PVC) vise od 15 ml/800 cm”. Cevovodni materijali sa
SP vrednostima veéim od 0,1 ml/800 cm’® ne prolaze test. BPP test
obuhvata odredivanje sadrzaja ATP u suspendovanoj i imobilisanoj
biomasi u diskontinualnom sistemu tokom 16 nedelja. Rezultati se
izrazavaju kao koli¢ina aktivne biomase po jedinici povrSine ispitivanog
materijala (pg ATP/cm?®). Ustanovljeno je da staklo ima najveéu
biostabilnost (<15 pg ATP/cm?®), zatim uPVC (unplasticized PVC) i
PTFE (polytetrafluoroethylene) (<100 pg ATP/cm?) i PE (oko 1000 pg
ATP/cm®), dok su najmanje biostabilni materijali GRP (glass fibre
reinforced polyester) (oko 5000 pg ATP/cm?) i pPVC (oko 20000 pg
ATP/cm?).

Pored pomenutih metoda koje se odnose na procenu
karakteristika cevovodnog materijala u laboratorijskim kontrolisanim
uslovima, vazno je ispitati i njihovu biostabilnost pri realnim uslovima.
Pazljiv odabir materijala zasnovan na pouzdanim testovima i definisanim
kriterijumima biostabilnosti distributivnog sistema obezbeduje isporuku
bezbedne vode do potrosaca.
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2.7. Uticaj biofilma na zdravlje ljudi

Prisustvo biomase wu distributivnom sistemu 1 njeno
razmnoZzavanje dovodi do najmanje dva komplementarna problema.
Prvo, mreza je kontinualno inokulisana nepoznatim mikroorganizmima,
od kojih su neki i saprofiti ili potencijalni patogeni. U nekim
slucajevima, uslovi u distributivnom sistemu mogu da podrzavaju
prezivljavanje i rast ovih mikroorganizama. Drugo, neki mikroorganizmi
prisutni u distributivnom sistemu, koji se pre svega razmnozavaju unutar
biofima, predstavljaju  potencijalnu  opasnost za  potroSace.
Epidemioloskim ispitivanjima, uoceno je povecanje ucestalosti
gastroenteri¢nih simptoma (USEPA, 2002a), pri ¢emu veéina ovih
podataka nije dobijena preko klasi¢nih medicinskih ispitivanja, ve¢ samo
specificnim proucavanjima izloZenih populacija.

Izostanak mikroorganizama u distributivnom sistemu vode za
pi¢e uocen je kod vrsta koje nisu adaptirane na oligotrofne uslove
sredine, na primer one vrste koje nemaju sposobnost rasta u biofilmu
(Cryptosporidium, Giardia, virusi, itd.), dok kratkotrajne kontaminacije
(od nekoliko dana ili meseci) su moguce kod nekih mikroorganizama,
kao S§to su Pseudomonas, Helicobacter, Campylobacter 1 neke
koliformne vrste (Fass et al., 1996; Park et al., 2001). Konacno, najveci
problem predstavlja ona nezeljena mikroflora koja nastanjuje biofilm.
Ovi mikroorganizmi (Mycobacterium spp., Legionella, itd.) mogu se
adaptirati 1 opstati u biofilmu, koji pruza mozai¢nu elektrohemijsku i
nutritivnu mikrosredinu, moguénost za kooperativne strategije i zastitu
od dezinfekcionih sredstava. Na primer, Flavobacterium oslobada cistein
koji je pogodan za razvoj Legionella (Wadowsky i Yee, 1983). Znacajno
je da mikrokolonije (oko 50 c¢elija) mogu sadrzati nekoliko razli¢itih
vrsta bakterija (Manz et al., 1993). Cinjenica da postoje mikroorganizmi
u distributivnim sistemima ukazuje da se i pored procesa uklanjanja
patogenih bakterija ne dobija potpuno sterilna voda. Stetni organizmi
(potencijalni patogeni) mogu da prezive tretman vode i prouzrokuju
razli¢ita oboljenja kod individua sa oslabljenim imunitetom ili da naruSe
imuni sistem zdrave humane populacije.

Karakteristike mikroflore sirove vode uti¢u na mikrobni sastav
pijace vode. Ove karakteristike se odnose na Ccetiri opSte grupe
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mikroorganizama: bakterije, virusi, protozoe i gljive (USEPA, 1992b).
Biofilm predstavlja glavno mesto interakcija izmedu bakterija i ostalih
organizama. Veliki broj razli€itih vrsta heterotrofnih bakterija je izolovan
iz biofilma u hlorisanoj i nedezinfikovanoj vodi u distributivnim
sistemima (Carter et al, 2000). Prisustvo E. coli, Pseudomonas,
Aeromonas, Artrobacter, Caulobacter, Klebsiella, Bacillus, Enterobacter,
Citrobacter, Acinetobacter, Prosthescomicrobium, Alcaligenes, Serratior i
Actinolegionella je zabelezeno od strane mnogih autora (Berry, et al.,
2006, Juhna et al, 2007). lako nijedan pojedinatan medijum,
temperatura ili odabrano vreme inkubacije nece osigurati detekciju svih
organizama prisutnih u vodi, pojedini ¢lanovi bakterijske populacije
mogu biti precizno odredeni i njihov broj moze se povezati sa stepenom
efikasnosti tretmana vode i pogorSanjem kvaliteta vode u distributivnom
sistemu. Prema Boe-Hansen et al. (2002) bakterije poreklom iz sirove
vode 1ili njihove ¢elije naslednice (bakterije ponovnog rasta) koje su
prisutne u biofilmu mnogo viSe doprinose planktonskoj populaciji
distributivne vode nego bakterije nastale naknadnim rastom.

lako detekcija koliformnih bakterija predstavlja primaran
problem, paznju treba posvetiti takode kontrolisanju opste bakterijske
populacije, jer mnoge heterotrofne bakterije izolovane iz distributivnog
sistema predstavljaju sekundarne oportunistiocke patogene kod ljudi.
Uoceno je pri¢vrs¢ivanje patogenih bakterija, kao §to su Pseudomonas,
Mycobacter,  Klebsiella, = Aeromonas, Legionella  spp., Yersinia
enterocolitica, Salmonella typhimurium 1 enterotoksigena FE. coli, za
povrsinu u distributivnim sistemima (Wadowsky i Yee, 1983; Meckes,
2001; Murga et al., 2001). Kasnije je zabelezen opstanak Campylobacter
spp., Helicobacter pylori i Cryptosporidium parvum u biofilmu (Ashbolt,
2004, Berry et al., 2006; USEPA, 2006). Nisu samo bakterijske ¢elije i
ciste protozoa detektovane u distributivnim sistemima u vodenoj fazi i
biofilmu, ve¢ i kvasci, gljive i alge (dinsworth, 2004). lako vecéina ovih
organizama nije patogena, ipak potencijalno patogene bakterije (npr.
Legionella), fekalne bakterije (koliformi, E. coli) 1 patogene ciste
protozoa (Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum) mogu naci
pogodne wuslove za mnjihovu proliferaciju u distributivnoj mrezi
(Assavasilavasukul et al., 2008; Murphy et al., 2008).

Rizik po zdravlje ljudi u odnosu na patogene mikroorganizme
obuhvata od viralnih i bakterijskih gastroenteroloSkih oboljenja do
infekcija, kao Sto su hepatitis A (zutica) 1 giardiasis (lamblijaza)
(USEPA, 2002a; Egorov et al., 2004, Craun et al., 2006).
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2.8. Kontrola biofilma u distributivnim sistemima
vode za pice

Voda pri ulasku u distributivni sistem mora biti mikrobioloski
bezbedna i bioloski stabilna. Neophodno je definisati sigurnosne mere za
post-tretmansku kontaminaciju tokom dopremanja vode do domacinstava
kako bi se sprecilo naruSavanje kvaliteta vode 1 ponovni rast
mikroorganizama nakon tretmana. Prisustvo organske materije i drugih
nutrijenata u vodi ¢ini osnovu za ishranu bakterija koje naseljavaju
unutrasnjost cevovoda i stvaraju biofilm. Biofilm u distributivhom
sistemu predstavlja skloniSte mikroorganizmima, pruzaju¢i uslove za
njihovo razmnozavanje 1 opstanak vrsta sa moguéim negativnim
zdravstvenim efektom na potrosace. U cilju spre¢avanja razvoja biofilma,
sa izvesnim teSko¢ama vr$i se balansiranje izmedu mana i prednosti
razli¢itih procesa pre€iS¢avanja vode za pi¢e. U nekim slucajevima,
reSavanje jednog problema izaziva pojavu drugog.Pored toga, usled
prisustva velikog broja faktora, teSko je predvideti kvalitet vode na
slavini potrosaca.

Razumevanje procesa mikrobnog rasta u distributivnim sistemima
je otezano iz vise razloga, a to su:

* raznovrsnost suspendovanih i imobilisanih

mikroorganizama,

* nedefinisana jedinjenja kao izvori energije u nepoznatim
koncentracijama,

» efekti razli¢itih materijala u dodiru sa vodom,

* hidrauli¢na slozenost distributivnog sistema 1

* nepristupacnost mesta za uzorkovanje.

2.8.1. Koncept viSestruke barijere za kontrolu biofilma

Kako bi se sprecilo pogorSanje kvaliteta vode koje dovodi do
odstupanja od propisa kvaliteta, nezadovoljstva potrosaca, bolesti ili
inzenjerskih problema, kontrola (ograni¢avanje) mikrobioloske aktivnosti
u distributivnim sistemima je neophodna. Biostabilnost distributivnog
sistema u velikoj meri zavisi od raspolozivih energetskih izvora. Ponovni
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rast mikroorganizama u distributivnim sistemima vode za pice
predstavlja posledicu upotrebe biodegradabilne materije, koja moze biti
prisutna u tretiranoj vodi ili moze poticati od materijala u dodiru sa
vodom za pice (van der Kooij, 2000). Pored toga, akumulirani sedimenti
podrzavaju mikrobni rast. Prema van der Kooij pristupi za regulaciju
(ogranicavanje) mikrobne aktivnosti se odnose na:
* distribuciju bioloski stabilne vode za pie u sistemu sa ne-
reaktivnim, bioloski stabilnim materijalom;
* odrzavanje dezinfekcionog reziduala u celom distributivnom
sistemu;
e distribuciju tretirane vode sa niskim dezinfekcionim rezidualom i
relativno visokim stepenom bioloske stabilnosti i
* optimizaciju distributivnog sistema kako bi se sprecila stagnacija
1 akumulacija sedimenta.

Biostabilnost  distributivnog  sistema moZze se  posti¢i
odgovaraju¢im preventivnim i korektivnim aktivnostima. Pri definisanju
odgovarajuc¢ih mera nadzora i kritickih kontrolnih ta¢aka neophodno je
uzeti u obzir lokalne uslove, kao Sto su sastav vode, veliCina
distributivnog sistema i temperatura vode.PoboljSani dizajn sistema za
odrzavanje kvaliteta vode tokom distribucije ima za cilj smanjenje
vremena zadrZavanja i stagnacije 1 koriS¢enje ne-korozivnih materijala.
Kondicioniranje vode za ograni¢enje korozije moze biti efikasno u
prevenciji ponovnog rasta. Korektivne mere kao Sto su ciScenje
ispiranjem imaju samo ogranicen efekat, jer su ove tehnike teSko
primenjive u cevovodima (LeChevallier, 1990).

Posto je mikrobna aktivnost u distributivnom sistemu pod
uticajem mnogih faktora, biostabilnost sistema moZe se posti¢i samo
kombinacijom mera - viSestruka barijera. Holisticki pristup uklanjanju ili
sprecavanju uslova koji podrzavaju ponovni rast treba da pokriva sve
aspekte isporuke bezbedne vode do potrosaca.

Medu razli¢itim barijerama u tretmanu vode za pice, izmedu
korisnika i hidriénih oboljenja dezinfekcija zauzima klju¢no mesto u
sprecavanju infekcija nastalih u vodi. Dezinfekcija vode za pice se moze
smatrati kao pojedinacna najznacajnija mera javnog zdravlja ovog veka.
UniStavanje patogena u vodi za pi¢e znacajno je smanjilo pojavu
hidri¢nih oboljenja u mnogim razvijenim zemljama (USEPA, 1992b).
Krajnji korak dezinfekcije u tretmanu vode za pi¢e ima za cilj uklanjanje
bakterija ili drugih mikroorganizama koji su opstali i nakon procesa
precis¢avanja vode. Najcesce se primenjuju oksidativni dezinfektanti,



Teorijski deo | 123

kao sto su hlor, hloramini, vodonik-peroksid ili ozon (Batté et al., 2003a;
de Carvalho, 2007).

Povecana svest o znac¢aju hidri¢nih oboljenja dovela je do razvoja
novih i poboljSanih strategija u cilju redukcije rizika po zdravlje ljudi od
strane mikroba u vodi za pi¢e. Kako bi se obezbedila bezbedna pijaca
voda i sprecila epidemija, tretman vode treba da se zasniva na konceptu
viSestruke barijere (Payment et al., 1994, Batté et al., 2003a). Ovo
ukljucuje zastitu kvaliteta povrSinske i podzemne vode na samom izvoru,
viSestruke tehnologije precis¢avanja vode (ukljucujué¢i koagulaciju,
flokulaciju, sedimentaciju, filtraciju i dezinfekciju), kao i upravljanje
distributivnim sistemom. Takode je neophodna kontrola faktora koji
doprinose razvoju biofilma. Potrebno je koristiti materijale za izgradnju
cevovoda koji ne podrzavaju pricvrséivanje bakterija, kao i kontrolisati
sadrzaj AOC (Volk i LeChevallier, 1999, Escobar et al., 2001; Williams i
Pirbazari, 2007).

Povecanjem ili modifikacijom primene trenutnih konvencionalnih
tehnika, narocito dezinfekcije, moguce je smanjiti rizik po zdravlje ljudi.
Kao §to je ve¢ pomenuto, odrzavanje reziduala hlora ne moze potpuno
spreciti pojavu bakterija u vodi za pice (Berry, et al., 2006). Bakterijski
opstanak nakon hlorisanja uocen je Cak u prisustvu pretpostavljene
odgovarajuce rezidualne koncentracije hlora (Momba i Binda, 2002).
Istrazivanja su pokazala da manje reaktivni, a perzistentniji
monohloramini odrzavaju duzi dezinfekcioni rezidual duz distributivnog
sistema 1 mogu prodirati efikasnije unutar biofilma, omogucavajuéi bolju
kontrolu razvoja biofilma u odnosu na slobodan hlor (LeChevallier,
2003; USEPA, 2007). Momba i Binda (2002)su uocili da odrzavanje
dezinfekcionog reziduala u pijaoj vodi ne osigurava sprecavanje
adhezije bakterija na plo¢icama od nerdajuceg celika, cementa i stakla.
Cak i u prisustvu zna¢ajne koncentracije reziduala od 12,5 do 19,0 mg/I
vodonik-peroksida, 0,8 do 1 mg/l monohloramina i 0,2 do 0,5 mg/l
slobodnog hlora, bakterije su detektovane na test-plo¢icama. U odsustvu
reziduala dezinfektanta, zabelezen je veliki porast brojnosti
mikroorganizama u biofilmu, dok je malo povecanje uoceno u prisustvu
dezinfekcionog rezidula. Sli¢no prethodno pomenutim istrazivanjima,
monohloramin i vodonik-peroksid su se pokazali efikasnijim u kontroli
rasta biofilma u laboratorijskim uslovima.



Teorijski deo | 124
2.8.1.1. Balansiranje izmedu efikasnosti tretmana

Kod javnih preduzeca za isporuku pijace vode javlja se
zabrinutost oko stvaranja dezinfekcionih sporednih proizvoda (npr.
trihalometani sa potencijalnim karcinogenim i teratogenim dejstvom), a
samim tim i zadatak za pronalazenje ravnoteze izmedu potrebe za
hlorisanjem vode i minimiziranja stvaranja njenih $tetnih produkata.

Kao alternativa, ozon kao mo¢no dezinfekciono i oksidaciono
sredstvo, se koristi u nekim tretmanima vode za pice. Uprkos njegovim
efikasnim dezinfekcionim karakteristikama, ozon moze da konvertuje
velike organske molekule u vodi u male molekule (npr. povecavajuci
sadrzaj AOC ili BDOC), koji su zauzvrat dostupniji za bakterijsku
upotrebu i stimulaciju ponovnog rasta bakterija u distributivnom sistemu
(Escobar et al., 2001). Takode, metode konvencionalnog tretmana vode
ukljucujuéi primarno hlorisanje i UV zracenje mogu imati sli¢ne efekte.
Kako bi se smanjio ovaj efekat, ¢esto se preporucuje uvodenje bioloske
filtracije za redukciju inicijalnog sadrzaja AOC i BDOC 1/ili dodatne
dezinfekcije za spre¢avanje ponovnog rasta u distributivnom sistemu.

Ipak, odrzavanje dezinfekcionog reziduala u distributivhom
sistemu ima ogranicen uc¢inak (Batté et al., 2003a). Kontaminacije veceg
stepena (npr. kanalizaciona kontaminacija na unakrsnim vezama) se ne
mogu otkloniti dezinfekcionim rezidualom. Postoji zabrinutost da
primena dezinfekcionog reziduala moze maskirati zdravstveni rizik
eliminisanjem indikatorskih organizama (npr. koliformih bakterija), ali
ne uticu¢i na patogene ili razvijen biofilm.

Zbog nezeljenih pojava kao $to su stvaranje dezinfekcionih
nusproizvoda 1 lazne slike bezbedne vode, evropski javni servisi za
vodosnabdevanje stanovniStva se odlu¢uju za ukidanje primene
dezinfekcionih reziduala i fokusiraju na odrzavanje bioloske stabilnosti
vode za pi¢e (npr. pracenje sadrzaja AOC 1 BDOC u cilju kontrole
bakterijskog rasta).

2.8.1.2. TeSkoce pri osiguravanju kvaliteta vode u distributivnom
sistemu

U distributivnom sistemu, promene pritiska vode nisu retke i ¢ine
sistem osetljivim na ulazak kontaminirane vode iz spoljasnjosti. Narocito
su rizicne male pukotine na cevima, koje se nalaze u blizini kanalizacije.

Uopsteno, uslovi koji podrzavaju rast bakterija u distributivnom
sistemu su slozeni. Takode su specificni u odnosu na vodozahvate i
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parametre kvaliteta vode. Kolonizacija bakterija u formi biofilma odvija
se brzo u cevima distributivnog sistema, pri ¢emu rast zavisi od sadrzaja
AOC 1 BDOC 1 post-tretmanske kontaminacije samog cevovoda. Usled
prisustva velikog broja faktora, teSko je predvideti kvalitet vode na
slavini potrosaca. Postoje viSestruki izvori kontaminacije nakon izlaska
vode za pice sa postrojenja za njenu preradu i samo nekoliko opcija za
zaStitu pri distribuciji.

Razvoj biofilma u distributivnim sistemima zavisi od mnogih
parametara koji mogu biti specificni za dati sistem. Najznacajniji sa
aspekta kontrole biofilma su vrsta i koncentracija dezinfekcionih
sredstava, organski sadrzaj vode, vrsta materijala cevi i primena
kontrolnih mera za koroziju. Potrebno je ista¢i da je svaki sistem
jedinstven, pri ¢emu strategija kontrole biofilma koja je uspesna za jedan
sistem ne mora obavezno biti i odgovarajuca za neki drugi sistem.

2.8.2. Kontrolna strategija biofilma u distributivnim sistemima vode
za pice

Monitoring 1 kontrola biofilma u distributivnim sistemima
zahteva razumevanje mnogih aspekata snabdevanja i distribucije vode,
kao 1 informacije o hemijiskom i mikrobioloskom kvalitetu vode. Razvoj
bakterija je otkriven u mnogim vodovodinim sistemima, ali uslovi koji
podsticu razvoj biofilma nisu u potpunosti opisani. Naoruzani znanjem o
uslovima koji omoguéavaju mikroorganizmima da prodru u distributivni
sistem 1 faktorima koji podsticu njihov rast, vodovodni sistemi mogu da
sacine sveobuhvatnu kontrolnu strategiju kako bi utvrdili problemati¢na
mesta pre nego §to dode do ozbiljnih problema. Ova strategija obuhvata
pracenje ne samo lako dostupnih, nego i perifernih delova distributivnog
sistema. Kontinualni monitoring obezbeduje bazu podataka na osnovu
koje se otkrivaju promene u sastavu bakterija i odreduju izvori zagadenja
bez obzira da li se radi o biofilmovima, unakrsnom ukrstanju cevovoda
ili prekidu procesa precis¢avanja.

Plan kontrole biofilma nije samo plan korigovanja, ve¢ i program
zaStite. Sistemi koji odrzavaju adekvatan nivo tretmana vode, redovno
ispiraju cevi 1 pravilno odrzavaju sistem bioloski su stabilniji sa manjim
rizikom da se pojavi problem biofilma. Na slici 20 sumirani su koraci
koji se preduzimaju pri otkrivanju povecane brojnost koliforma.



l Otkrivanje pojave veée brojnosti koliforma

.

[

Revizija rada

—

|

Teorijski deo | 126

| Provera odrzavanja sistema
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dezinfektanta da bi primena provera slepih
sepostiglo 5 mg/ hemikalija ventilacije: delova/oblasti
slobodnog hlora za kontrolu filtriranje sa slabim
korozije po potrebi protokom

Slika 20. Faze kontrole razvoja biofilma (USEPA, 1992b)

Na kraju, ako se utvrdi potencijalni zdravstveni rizik, sistem treba
da preduzme brzu akciju za reSavanje problema i zaStiti zdravlje
potroSaca. Objavljivanjem preciznih informacija u vezi sa problemom i
njegovim stanjem obezbeduje se da potrosaci razumeju problem i
njegove implikacije bez previse uzbunjivanja.

PoSto je teSko odrzavati distributivni sistem sterilnim i spreciti
razvoj biofilma, potrebno je minimizirati ovu kompleksnu bioloSku
pojavu. Dakle, neophodno je razumeti, kontrolisati i Ziveti sa

biofilmom.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Ispitivanje bioloSke stabilnosti vode za pice vrSeno je sa dva
komplementarna aspekta. Prvo su ispitivane moguénosti odredivanja
biodegradabilne frakcije organske materije (BDOC i AOC parametara) u
podzemnoj vodi sa teritorije srednjeg Banata radi pracenja
mikrobioloskih procesa u vodi za pic¢e. Zatim, pored BDOC i AOC
metode, tokom istrazivanja posebna paznja je posvecena reaktorima za
ispitivanje  biofilma pri kontrolisanim laboratorijskim uslovima.
Primenom rotirajuc¢ih prstenastih reaktora (eng. rotating annular reactor,
RAR) za simulaciju uslova ditributivnog sistema ispitivani su uticaji
odabranih faktora na ponasanje biofilmova u podzemnoj vodi sa teritorije
srednjeg Banata, vodi za pie grada Novog Sada i sintetickoj smesi
organskih i neorganskih nutrijenata.

3.1. Cilj istrazivanja

Ciljevi istrazivanja su:

(1) da se razviju metode za odredivanje biodegradabilne frakcije
organske materije radi pracenja mikrobioloskih procesa u distributivnom
sistemu;

(2) da se ispitaju faktori koji uti¢u na suspendovani i pricvrséeni
mikrobni rast u simuliranom distributivnom sistemu primenom
rotirajucih prstenastih reaktora kako bi se procenila biostabilnost vode za
pice.

Glavni cilj je bio ispitati moguénost primene metoda za
odredivanje biodegradabilne frakcije organske materije 1 rotiraju¢ih
prstenastih reaktora u ispitivanju bioloske stabilnosti vode za pice.
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Na osnovu svega prethodno napomenutog plan istraZivanja je
tekao u dva pravca:

(1) Razvoj metode zasnovane na bakterijskom rastu (metoda za
odredivanje AOC) Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC 49642) i
Spirillum sp. NOX (ATCC 49643) i metode zasnovane na promeni
sadrzaja rastvorenog organskog ugljenika (metode za odredivanje
BDOC) uz koriS¢enje nativne populacije bakterija imobilisane na
odabranom supstratu;

(2) Ispitivanje uticaja odabranih faktora na biostabilnost vode za
pi¢e pri simuliranim uslovima distributivnog sistema primenom
rotiraju¢ih prstenastih reaktora. Pracen je uticaj nutrijenata (organska i
neorganska materija) nastalih tokom razli¢itih procesa pripreme vode za
pi¢e na kvalitet vodene faze i biofilm na test-ploCicama reaktora.
Promenom brzine protoka i rotacije nosaca test-plo€ica posmatrani su
razli¢iti uslovi hidrodinamike i njihov uticaj na biostabilnost. Takode,
pracen je uticaj razliCitog materijala na suspendovani i pricvrséeni rast
mikroorganizama u kontrolisanim laboratorijskim uslovima.

3.2. Materijali

Za izvodenje BDOC testa koriS¢ena je nativna populacija bakterija
pri¢vrSéena za pesak i antracit, a za AOC test suspendovane standardne
kulture Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC 49642) i Spirillum sp.
NOX (ATCC 49643). Podzemna voda sa teritorije srednjeg Banata
koriS¢ena je za optimizaciju BDOC i AOC metode i ispitivanja uticaja
procesa preciS¢avanja vode za pice na biostabilnost primenom RAR sa
polikarbonatnim test-plo¢icama. Ispitivana podzemna voda (iz dva
vodonosna sloja, sa dubine od 40 do 80 m i 100 do 150 m), koja se
koristi za vodosnabdevanje grada Zrenjanina, potice iz arteSke izdani
formirane u plioceno-pleistocenim sedimentima 1 pripada natrijum-
hidrokarbonatnom tipu (Milosavljevi¢ et al., 1997; Niki¢ i Vidovic,
2007).

U okviru ispitivanja uticaja hidrodinamike na biostabilnost vode za
pice, kao 1 pracenja sekundarne kolonizacije odvojenih ¢elija biofilmova,
ulazna voda RAR je bila sintetiCka smeSa organskih i neorganskih
nutrijenat. Komponente biodostupne smesSe koje su sluzile kao
biodegradabilni supstrat za rast biofilma obuhvatale su: etilalkohol (0,41
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mg/l C,H¢O), propionaldehid (0,33 mg/l C;HsO), parahidroksibenzoeva
kiselina (0,33 mg/l C7H¢Os3), natrijum-benzoat (0,34 mg/l C;HsNaO,) i
natrijum-acetat (0,68 mg/l C,H3;NaO,) (Camper, 1995). Kako bi se
osigurao ugljenik-ograni¢avajuci sistem, ulazna voda RAR je takode
sadrzala azot (NaNOs3) i fosfor (K;HPO4 1 KH,POy4), (C:N:P=100:20:5)
(LeChevallier et al., 1990).

Kako bi se izvrSila procena karakteristika vode i materijala u
dodiru sa vodom koji podrzavaju rast mikroorganizama, RAR sa test-
plo¢icama od dominantnih materijala za cevi u domacinstvima (nerdajuci
celik (eng. stainless steel, SS), polivinilhlorid (eng. polyvinyl chloride,
PVC) 1 polietilen (eng. polyethylene, PE)) snabdevani su vodom iz
distributivnog sistema grada Novog Sada, dobijena tretmanom podzemne
vode.

Uzorkovana je ulazna voda, izlazna voda i test-plocice reaktora.

Sve koris¢ene hemikalije u toku eksperimenata su bile pro analisy.

3.3. Metode

3.3.1. Odredivanje sadrZzaja biodegradabilnog rastvorenog
organskog ugljenika (BDOC)

Procedura za odredivanje sadrzaja BDOC zasnivala se na primeni
imobilisanih bakterija (Joret i Levi, 1986, Joret et al., 1991). Prema ovoj
BDOC metodi, postavljane su dve inkubacione posude za svaki uzorak,
kao 1 dve kontrole: uzorak 1 i uzorak 2 (duplikati sa 300 ml uzorka),
kontrola aktivnosti (300 ml 2 mg/l rastvora natrijum-acetata) i kontrola
inhibicije (300 ml uzorka sa 3 ml 200 mg/1 rastvora natrijum-acetata). Na
slici 21 prikazana je postavka BDOC testa, kao 1 u prilogu (slika II).
Svaka inkubaciona posuda sadrzala je bioloski aktivni nosa¢ (100+10 g),
koji je prethodno ispran destilovanom vodom bez organskog ugljenika.
Pesak i antracit su kori$éeni kao test-nosaci sa prethodno imobilisanom
mikroflorom.

Nakon filtracije kroz 0,45 pm celulozno nitratnih filtera, meren je
sadrzaj DOC uzoraka vode i kontrolnih rastvora svakog dana tokom
njihove inkubacije, primenom TOC analizatora (liqui TOC I, Elementar,
Germany, Granica detekcije 0,2 mg/l, Standardna devijacija 5%).
Inkubacija na sobnoj temperaturi (22-25°C) u aerobnim uslovima trajala
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je sve dok nije zabeleZena minimalna DOC vrednost. Sadrzaj BDOC se
racunao iz razlike izmedu pocetnog DOC (prosecna DOC vrednost
uzorka i DOC uzorka nakon kontakta sa nosacem) i minimalnog DOC
nakon inkubacije. Preostala DOC vrednost nakon biodegradacije je
definisana kao nebiodegradabilni (refraktorni) rastvoren organski
ugljenik (NBDOC).

Procedura se smatrala validnom samo ako je BDOC kontrole
aktivnosti (sa 2 mg/l rastvora natrijum-acetata) iznosio 2+0,4 mg C/I.
Granica detekcije metode iznosi 0,15 mg/l (Najm et al., 2000; Escobar i
Randall, 2001b).

Akvarijumska pumpa

Porozni ¢ep
Sterilna
pipeta \ \ /

Ispiralice

---'.\

300 ml uzorka vode/kontrole u erlenmajeru od 500 ml

100 g nosaca biofilma

Slika 21. Postavka BDOC testa

3.3.2. Odredivanje sadrzaja usvojivog organskog ugljenika (AOC)

Sadrzaj AOC je odreden brzom metodom autora LeChevallier et
al. (1993), osim §to se odredivanje brojnosti bakterija zasnivalo na
odgajivackoj metodi pre nego na merenju ATP fluorescencije, §to je u
skladu sa standardnim metodama (APHA, 1995) # 9217 i metodom
autora van der Kooij (1982).

Brza AOC metoda prema LeChevallier et al. (1993) se zasniva na
odredivanju sadrzaja ATP u uzorku u cilju kvantifikacije rasta cistih
kultura Pseudomonas fluorescence P17 1 Spirillum sp. NOX. Primenom
automatske ATP-analize potrebno vreme analize se znacajno skracuje
(analiza traje nekoliko minuta umesto dana), dok poveéana temperatura



Eksperimentalni deo | 131

inkubacije ubrzava postizanje stacionarne faze razvoja bakterija.
Medutim, ATP-analiza zahteva posebnu opremu (najces¢e luminometar),
kao 1 uvodenje dodatnog faktora za konverziju ATP u koncentracije
¢elija Pseudomonas fluorescence P17 1 Spirillum sp. NOX. Stoga, za
odredivanje sadrzaja AOC u eksperimentima koriS¢ena je odgajivacka
metoda za kvantifikaciju rasta bakterija u ispitivanoj vodi.

AOC u uzorcima vode je odreden na osnovu rasta Pseudomonas
fluorescens P17, koji koristi amino kiseline, karboksilne kiseline,
hidrokarboksilne kiseline i ugljene hidrate, pri ¢emu ne metabolizira
oksalnu kiselinu kao jednu od naj¢es¢ih proizvoda nakon ozonizacije.
Prema tome, Spirillum NOX, ¢iji se rast primarno zashiva na
karboksilnoj kiselini (Stanfield i Jago, 1987) i moze koristiti oksalate u
svom metabolizmu, je ukljuc¢en u proceduru odredivanja AOC. Uzorci su
pasterizovani, inokulisani sa 10*cfu/ml svakog test-organizma i
inkubirani na 25°C, 3-5 dana.

Kontrola kvaliteta AOC metode primenom kontrole slepe probe,
100 pg/l standarda natrijum-acetata i duplikata uzorka je bila uspesSna.
Standardni rastvor 100 pg/l natrijum-acetata inokulisan sa P17 pokazao
je AOC od 96,50 + 10,00 pg acetat-C/l, dok je AOCyox iznosio 85,10 +
22,83 pg/l kao acetat-C. Eksperimentalne vrednosti prinosa standarda
acetata za P17 (4,06 = 0,1 x 10° CFU/ug acetat-C) i NOX (8,96 + 1,45 x
10° CFU/ug acetat-C) su bile u skladu sa literaturnim vrednostima datim
u standardnim metodama (4,1 x 10°i 1,2 x 10’ CFU/ug acetat-C za P17 i
NOX, redom). Literaturne vrednosti prinosa su koriS¢ene za
izratunavanje AOC kako bi rezultati bili u skladu sa standardnim
metodama (APHA, 1995). Procena efekta tiosulfata (za neutralizaciju
reziduala hlora) nije izvrSena, jer je ustanovljeno da ne uti¢e na sadrzaj
AOC (Kaplan i Bott, 1989) i obuhvac¢eno standardnom metodom.

Sadrzaj AOC predstavlja zbir AOC odredenog na osnovu rasta
obe bakterijske kulture (ukupan AOC = AOCp;7 + AOCnox), poSto ova
dva organizma nemaju Sirok opseg jedinjenja koji svaki moze da koristi u
svom metabolizmu (LeChevallier et al., 1993). Miettinen et al. (1999)
razlikuju AOC vrednosti dobijene sa dodatkom neorganskih nutrijenata
(AOCpotential) 1 standardne AOC vrednosti (AOChaiive). Ove kategorije su
usvojene u ovom istrazivanju. Granica detekcije metode iznosi 5-10 pg/l
AOC (APHA, 1995). Radi jednostavnosti sve AOC vrednosti izraZzene su
kao pg C/1 uzimajuci u obzir da su vrednosti acetat-ugljenik ekvivalenti.
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3.3.3. Odredivanje brojnosti heterotrofa

Odredivanje broja heterotrofa se zasnivalo na metodi
razmazivanja na R2A agaru (Reasoner i Geldreich, 1985), pri ¢emu je
inkubacija vrSena na 25°C u periodu od 10 dana kako bi se postigao
potpun rast kolonija u oligotrofnim uzorcima (Maki et al., 1986, APHA
etal., 1989).

3.3.4. Odredivanje odnosa brojnosti planktonskih i ukupnih
bakterija u sistemu voda-biofilm

Za odredivanje prisustva bakterija u biofilmu u odnosu na njihovo
prisustvo u vodenoj fazi sistema voda-biofilm koriS¢ena je jednacina
definisana od strane autora Srinivasan et al. (2008):

V& puik

gde je V zapremina sistema (reaktora) (ml), Xpux brojnost bakterija u
vodi (CFU/ml), Xy, brojnost bakterija u biofilmu (CFU/cm?) i A je
povrina dostupna za razvoj biofilma (cm?).

Ovaj odnos predstavlja udeo bakterija slobodnih u vodi u odnosu
na ukupnu brojnost bakterija (u vodenoj fazi i biofilmu), ¢ije vrednosti
mogu biti u opsegu 0-1. Odnos 1 teorijski pokazuje da su sve bakterije
slobodne u vodenoj fazi, a 0 da su pricvrs¢ene u biofilmu. Vrednosti
izmedu 0 1 1 predstavljaju procenat bakterija u vodi. Neophodno je
napomenuti da brojnost bakterija u ovom istrazivanju dobijena HPC
(eng. heterotrophic plate count) testom, a HPC test odreduje podskup
populacije zivih heterotrofnih bakterija prisutan u vodi.

3.3.5. Odredivanje debljine i gustine biofilma

Odredivanje prosecne debljine biofilma je vrSeno po metodi
autora Horn i Hempel (1997). 1zraCunavanje prosecne debljine biofilma
(L) se zasnivalo na izmerenoj masi vlaznog biofilma i na pretpostavci da
gustina vlaznog biofilma (py) iznosi 1 g/em’. U skorijim istraZivanjima
ova gravimetrijska metoda je poredena sa CSLM (eng. confocal laser
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scanning microscopy) podacima, pri ¢emu je uoCeno da obe metode
pruzaju uporedive rezultate (Staudt et al., 2004).

Debljina biofilma (Lf) je racunata kao:

Mwy

F

T pwA Q)
gde je mwwm masa vlazne plocice i A povrSine supstrata.

Srednja gustina biofilma (pr) je odredena merenjem test-plocica
pre i posle susenja na 105 °C (suSenje polikarbonatnih test-plocice je
vrseno na 60°C), pri ¢emu je izracunavanje vrseno po sledecoj jednacini
(Horn et al., 2003):

Mpa

= Myn/ Pw 3)

gde je mpy masa suvog biofilma, a mwy masa vlaznog biofilma.

3.3.6. Skenirajuca elektronska mikroskopska (SEM) karakterizacija
biofilma

Pre SEM posmatranja, suspenzije odvojenog biofilma su
postepeno dehidrirane na filter-hartiji sukcesivnim potapanjem u vodene
rastvore etanola rastu¢ih koncentracija do 100% (15 min svaki u 10, 25,
40, 50, 70, 80, 90 1 100% v/v), a zatim suSene u eksikatoru tokom 3 dana
(Campanac et al., 2002). Test-plocice nisu fiksirane jer procedura
fiksacije ukljucuje koriS¢enje hemikalija koje imaju tendenciju da
reaguju sa nekim od komponenti bioloskog matriksa, kao Sto su pokazali
Azeredo et al. (1999), menjajuéi realnu strukturu biofilma. OsuSeni
uzorci su pripremljeni za SEM analizu naparavanjem zlatom (debljina:
15,0 nm, gustina 19,32 g/cm3), pomoc¢u BAL-TEC, SCD 005 SPUTTER
COATER - Vakuumski uredaj za pripremu uzoraka spaterovanjem
zlatom 1ili klasi¢nim naparavanjem ugljenikom. Za SEM karakterizaciju
uzoraka koriS¢en je skening elektronski mikroskop marke JEOL JSM
6460 LV sa EDS uredajem Oxford, Japan, Tokio (digitalizovani uredaj,
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rezolucije 3-4 nanometra, uvecanja u rasponu 8 - 300.000 x i
moguénoscéu rada u niskom vakuumu do environment nivoa, SEI, BEI
topo, compo, shadow).

3.3.7. Rotirajudi prstenasti reaktori (RAR)

Rotiraju¢i prstenasti reaktori (eng. rotating annular reactors,
RAR) su koris¢eni za simulaciju uslova u distributivnom sistemu vode za
pi¢e. Svaki RAR se sastojao iz stacionarnog spoljasnjeg i rotirajuceg
unutrasnjeg cilindra sa 12 prenosivih test-plocica (slika 22, prilog - slika
IIT). Kontrolisanom brzinom rotacije postignuto je meSanje i odredeni
hidraulicki uslovi. Osnovne karakteristike RAR, kao §to su potpuno
meSanje vodene faze, turbulentni/laminarni protok 1 stalna polja
smicanja, su omogucile ispitivanja u definisanim hidrodinamickim
sistemima.

Hidraulicko vreme zadrzavanje vode u reaktorima od 2h je
kontrolisano zapreminskom brzinom protoka ulazne vode. Reaktori su
imali radnu zapreminu od 1,5 | i posebne otvore za uzorkovanje ulazne i
izlazne vode 11 test-plocica sa biofilmom.

Reaktori su radili na sobnoj temperaturi (20-25°C) sve dok nije
postignuto pseudo-stacionarno stanje biofilma (relativno stalan broj
heterotrofnih bakterija u biofilmu) i ravnotezni uslovi rasta (bez uticaja
promene broja suspendovanih bakterija na brojnost u biofilmu) (Camper,
1996).

Test-ploc€ice su se izvlacile preko otvora na gornjoj strani reaktora
i bile su izradene od razli¢itih materijala zavisno od cilja eksperimenta
(polikarbonat-PC, nerdaju¢i celik-SS, polivinil hlorid-PVC i polietilen-
PE). U prilogu (slika V) prikazane su razli¢ite test-ploCice kori§¢ene u
ispitivanjima. Reaktor je bio izraden od prohroma (nerdajuceg celika),
osim spoljasnjeg staklenog cilindra. Dimenzije RAR date su u tabeli 12.

Polikarbonatne test-plocice su koriS¢ene kao medijum za rast
biofilma kako bi se eliminisao dodatni uticaj materijala reaktora na rast
mikroorganizama. Primenom polikarbonatnog materijala dobile su se
informacije o potencijalu rasta same vode, pri ¢emu se iskljucio uticaj
korozije i njenih produkata.

Osnovni eksperimentalni set je ukljucivao jos i elektromotor (12
V) sa kontrolom brzine okretanja unutrasnjeg cilindra reaktora, rezervoar
za vodu i creva za dovod 1 odvod vode. Brzina unutrasnjeg cilindra se
podesavala promenom napona pomocu ispravljaca struje, koji se
saopStavao motoru sa jednosmernom strujom.
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Motor

12 test-plocica na unutrasnjem

rotiraju¢em cilindru \

Ulaz

Otvor za uzorkovanje
test-ploCica

Slika 22. Sema RAR
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Tabela 12. Fizicke karakteristike RAR

Dimenzije reaktora

Prec¢nik unutrasnjeg cilindra 80 mm
Precnik spoljasnjeg cilindra 120 mm
Sirina prstenaste Supljine (rastojanje izmedu unutrasnjeg i

S Iy 20 mm
spoljasnjeg cilindra)
Visina unutra$njeg cilindra 120 mm
Visina vode u reaktoru 150 mm
Radna zapremina 1500 ml
Povrsina jedne test-plocice 3312 mm’
PovrSina unutra$njeg cilindra koja je u vodi 40 192 mm’
Povrsina spoljasnjeg cilindra koja je u vodi 79 128 mm®
Obim unutras$njeg cilindra 251 mm

Sve transparentne izloZzene povrSine (spoljasnji cilindar,
rezervoari 1 creva za povezivanje) su bile pokrivene kako bi se
minimizirao potencijal fototrofnog rasta u eksperimentalnom sistemu
(prilog slika IV).

Uzorci biofilma iz reaktora dobijeni su struganjem sadrzaja sa
test-ploCica pri asepti€nim uslovima i prenosom tog sadrZaja u epruvete
sa 10 ml sterilnim fosfatnim puferom (PBS: 8,7 g/l NaCl, 0.4 g/l
KH,POs4, 1,23 g/l K;HPO,). Test-ploCice su nekoliko puta isprane sa
PBS, nakon cega je izvrSena homogenizacija uzoraka u ultrazvu¢nom
kupatilu 5 min. Suspenzije su analizirane na isti nacin kao i uzorci vode.
Brojnost bakterija (CFU/cm?) je odredena kao ukupan broj éelija po
jedinici povrsine test-plogice (33,12 cm?).

Pored temperature i pH vrednosti vode u reaktorima, u toku
eksperimenta je praden sadrzaj rastvorenog organskog ugljenika
(dissolved organic carbon, DOC). Sadrzaj DOC je odreden primenom
TOC analizatora (liqui TOC II, Elementar, Germany, granica detekcije
0,2 mg/l, standardna devijacija 5%), u skladu sa standardnom metodom
5310B (APHA et al., 1989). Mutnoc¢a i pH su mereni pomoc¢u prenosnih
instrumenata (WTW InoLab pH i Hanna HI 93703).

3.3.7.1. Definisanje hidrodinamickih parametara u RAR

RAR omogucuju kontrolu brzine fluida i vremena zadrzavanja
nezavisno. Na taj nacin RAR efikasno pruza moguénost stvaranja
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biofilma i njegovo proucavanje pri razli¢itim protocima (brzina rotacije
bubnja) i duzinama cevi (vreme zadrzavanja).

Medutim, odredivanje uslova smicanja/trenja ako su
inkorporirane test-plocice, na povrSini unutrasnjeg bubnja ili spoljasnjeg
cilindra, je otezano. Ne zato Sto se Reynolds-ov ili Taylor-ov broj ne
moze izraCunati, ve¢ prisutnost test-plo¢ica dovodi do slozenije
hidrodinamike - umesto glatke povrSine unutrasnji bubanj ili spoljasnji
cilindar (zavisno gde se nalaze test-plo¢ice) poprimaju oblik sa onoliko
broja strana koliko ima test-plo€ica u reaktoru npr. 20 test-plocica ce
proizvesti 20-jednostranu povrSinu unutrasnjeg bubnja ili spoljaSnjeg
cilindra.

U istrazivanjima najcesce se zanemaruje hrapavost povrsine usled
introdukovanih test-plo€ica i1 povrSina sa test-ploicama se smatra
glatkom. Ovaj pristup je verovatno dao konzervativne mere turbulencije
u sistemu. Pored toga, mnoga istrazivanja su ukazala na varijacije razvoja
biofilma duz test-ploCica (Gjaltema et al., 1994; Gjaltema i Griebe,
1995, Lawrence et al., 2000; Chandy i Angles, 2004; Garny et al., 2008).
Iako RAR obezbeduju vrlo dobro mesanje, postoji tendencija veceg rasta
u blizini mesta gde fluid (a time i1 nutrijenti) ulazi u sistem. Ovo samo
utice na rezultate u slucaju direktnog posmatranja razvoja biofilma. Ovaj
problem se prevazilazi ako se koriste destruktivne tehnike i prebrojavanje
organizama sa jedne cele test-plocice, ali svakako treba imati na umu
nehomogenu prostornu distribuciju biofilma.

RAR, generalno poznati kao prstenasti (ili Roto Torque
reaktori, su ustvari modifikovani Couette-ovi reaktori (Characklis,
1990b). U ovim reaktorima proizvodi se prstenasti protok izmedu dva
koaksijalna cilindra, stacionarnog spolja$njeg i rotiraju¢eg unutrasnjeg
cilindra. S obzirom da se RAR mogu smatrati reaktorima sa
kontinualnim protokom i meSanjem (eng. continuous flow stirred tank
reactor), unutar reaktora obezbedeno je potpuno mesanje i homogena
vertikalna raspodela vodene faze (Storey i Ashbolt, 2002). RAR se
karakteriSe protokom nutrijenata kroz reaktor pri odabranoj i stalnoj
brzini (Characklis i Marshall, 1990).

Za odredivanje karaktera kretanja fluida (laminarno ili
turbulentno) u RAR primenjen je Reynolds-ov kriterijum (Munson et
al., 2002, tabela 13), pri ¢emu je usvojeno da vodena faza poseduje
karakteristike vode pri temperaturi od 20°C (dinamicka viskoznost, u =
0,001005 kg m™ s™'; gustina, p = 998,23 kg m™). Reynolds-ov broj (Re)
za unutras$nju povrSinu plocica u RAR je racunat na osnovu jednacine (4)

TM)
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za fluide u sluCaju dva koncentri¢na cilindra gde se unutrasnji rotira
(Characklis et al., 1990):

_Qa Ro®p
T e0u 4)
gde je Q brzina rotacije unutrasnjeg cilindra (rpm) i o odnos precnika

spoljasnjeg cilidra (Ro) i precnika unutrasnjeg cilidra (Ri).

Tabela 13. Reynolds-ov kriterijum za odredivanje karaktera kretanja
fluida u RAR (Munson et al., 2002)

Hidrauli¢ni uslovi Reynolds-ov kriterijum
laminarni Re <2000
laminarni/ turbulentni 2000 < Re <4000
turbulentni Re > 4000

Takode je odreden otpor proticanja tj. smicajni napon na
zidovima RAR, odnosno test-plo¢icama. Za hidraulicki glatke cevi
postoji niz empirijskih formula za odredivanje koeficijenta otpora usled
trenja (f). U ovom slucaju koriS¢ene su sledece jednacine:

.. . 0.0751 .
* Blazijusova formula za turbulentni protok f = R:O =) 1

* Hagen-Poazejeva jednacina za laminarni protok f = 2(6).
Smicajni napon na zidovima RAR (1, Pa) je racunat po sledecoj
jednacini:

t=fp=

(7

pri éemu se brzina protoka vode (v,m s™) dobija na osnovu jednadine:
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IzraCunavanje vrednosti hidrodinamickih parametara za RAR u
eksperimentima dato je u prilogu.

Tokom ispitivanja, rad RAR je odrzavan na fiksnoj brzini rotacije
Sto je rezultiralo odredenom izraCunatom smicajnom naponu na
spoljaSnjem zidu. lako je Taylor-ov broj prikladniji za opis strujanja
fluida u RAR, Camper (1996) je pokazao da smicajni napon 0,25 N/m’
priblizno odgovara protoku fluida od 0,30 m/s u glatkoj cevi pre¢nika
100 mm. Protok vode od 0,30 m/s u cevima pre¢nika 100 mm pri 20°C
ima Reynolds-ov broj od oko 30.000 (Gagnon i Huck, 1997). Stoga, za
definisanje hidrodinamickih uslova u eksperimentima koriS¢en je
Reynolds-ov kriterijum. Pored toga, laminarni i prelazni uslovi su
posmatrani kao laminarni rezim (Re<4000), jer je razlika u smicajnim
naponima u odnosu na turbulentni rezim bila dovoljno velika da izazove
vidljive razlike u razvoju biofilma.

Hidrauli¢ko vreme zadrZavanja (eng. hydraulic retention time,
HRT) je bilo pod kontrolom zapreminskog protoka ulazne vode RAR.
Ukupna radna zapremina u kruznom prostoru izmedu dva cilindra je bila
1500 ml. Svakom RAR je bila postavljena brzina rotacije koja stvara isti
smicajni napon na spoljasnji zid cilindra RAR kao onaj koji je prisutan
na spoljasnjem zidu u distributivnim sistemima. HRT u RAR (2,0 h) je
ustanovljena na osnovu odnosa povrsSine i zapremine u RAR 1 cevi, kao
Sto je opisano od strane Gagnon i Huck (2001). Povr$ina je vazan faktor
za reaktore koji se koriste za proucavanje biofilma. PoSto je odnos
povrsine 1 zapremine RAR ve¢i nego kod cevi (osim prec¢nika < 1,6 cm),
2 h HRT u RAR odgovara duzem HRT u realnom distributivnom sistemu
(Gagnon i Huck, 1997).

3.3.8. Kontrola kvaliteta

Kako bi se obezbedila ponovljivost i tacnost rezultata preduzete su
slede¢e mere:

* pranje staklenog posuda u cilju uklanjanja svih P 1 C reziduala pre
koriséenja, ukljucujuéi potapanje u 2% HCI u trajanju od 2h,
ispiranje ¢esmenskom, pa dejonizovanom vodom i na kraju
tretiranje na 550°C, 6h;

e autoklaviranje (121°C, 20 min) posuda za mikrobioloske analize,
kao 1 svih rastvora;
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* pre pocetka svakog eksperimenta, reaktori su ociS¢eni i sterilisani
pri standardnim uslovima (dezinfekcija 1,2% natrijum-
hipohloritom, 1h);

Kako bi se obezbedila ta¢nost analiza:

* primenjena je kontrola aktivnosti, inhibicije i duplikata uzorka za
odredivanje BDOC;

* primenjena je kontrola slepe probe, standarda natrijum-acetata i
duplikata uzorka za odredivanje AOC;

* uzorci za odredivanje DOC su uzimani iz svakog reaktora u dva
ponavljanja, pri ¢emu je svaki uzorak u tri ponavljanja analiziran;
srednje vrednosti 1 njihove standardne devijacije su odredene na
osnovu srednjih vrednosti oba duplikata sa po tri vrednosti
merenja za svaki uzorak;

* odredivanje brojnosti bakterija u uzorcima je vrSeno u tri
ponavljanja, ukljucujuéi odgovarajuce kontrole 1 verifikacije.

3.3.9. Eksperimentalni sistemi za ispitivanja uticaja razlicitih faktora
na biostabilnost

Ispitivanje uticaja odabranih faktora na biostabilnost vode za pice
pri simuliranim uslovima ditributivnog sistema vrSeno je primenom
rotiraju¢ih prstenastih reaktora. Pracen je uticaj nutrijenata (organska i
neorganska materija) tokom razli¢itih procesa pripreme vode za pice,
hidrodinamike (stagnacija, laminarni 1 turbulentni protok vode) i
materijala (nerdajudi Celik (eng. stainless steel, SS), polivinil hlorid (eng.
polyvinyl chloride, PVC) i polietilen (eng. polyethylene, PE)) na kvalitet
vodene faze i biofilm na test-plo¢icama reaktora.

U tekstu koji sledi dat je pregled uslova koris¢enih
eksperimentalnih sistema.

3.3.9.1. Eksperimentalni sistemi za ispitivanje uticaja procesa
preciséavanja vode za pice

U cilju ispitivanja uticaja procesa preciS¢avanja vode za pi¢e na
biostabilnost RAR su snabdevani razli¢ito tretiranom vodom iz pilot-
postrojenja za preciS¢avanje podzemne vode. Ulazna sirova voda sa
teritorije srednjeg Banata je imala visok sadrzaj prirodne organske
materije (9,27+0,92 mgDOC/1). Na slici 23 su prikazane lokacije RAR sa
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polikarbonatnim plo¢icama u okviru ispitivanog pilot-postrojenja za
precis€avanje vode za pice. Rezervoari ulazne vode sistema (20 min
HRT tokom rada pilot postrojenja) su imali znacajnu ulogu za
kontinulano snabdevanje RAR vodom prilikom prekida struje ili drugih
zastoja u radu sistema. Brzina rotora iznosila je 70 rpm, $to simulira
hidrauli¢ni stres koji odgovara brzini 0,1 m/s. Hidraulicko vreme
zadrZavanja (2h) je bilo odredeno brzinom protoka vode od 18 l/dan
tokom 16 dana rada reaktora.

Ispitivani pilot-sistem (kapacitet: 2 m’/h) se sastojao iz
oksidacionog predtretmana, koagulacije/talozenja, pesak/antracit-
filtracije (SF), ozonizacije i GAC adsorpcije (slika 23) (Dalmacija et al.,
2009). Radni uslovi i specifikacije svakog procesa pilot-postrojenja su
date u tabeli 14.

0;
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Slika 23. Sema procesa tretmana i lokacije RAR u okviru pilot-sistema

Postojala su dva razlicita predtretmana: tehnoloska linija A — ozonizacija
(3.0¢g 03/m3); 1 tehnoloska linija B - H,0,/03 (3,3 g 0y/m’; H,0, : 03 =
1:1). Nomenklatura i radni uslovi tretmana koji su praceni tokom rada
svakog RAR tokom dve tehnoloske linije razli¢itih oksidacionih procesa
(A 1 B) su prikazani u tabeli 14. RAR su snabdevani vodom sa cetiri
tacke tehnoloskih linija: sirova voda (RW); nakon pre-oksidacionog
procesa (O3 tehnoloska linija A 1 H,O,/O; tehnoloska linija B); nakon
koagulacije/flokulacije/taloZzenja/pesak-antracit filtracije (SF) 1 nakon
ozonizacije i GAC filtracije (GAC).
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Tabela 14. Nomenklatura i radni uslovi procesa tretmana za svaki RAR

Proces tretmana

RAR  zasvaku Radni uslovi
ispitivanu vodu
1 Sirova voda
2A Ozonizacija 3,0 g Os/m’. Visina kolone: 5 m. ID kolone: 11 cm.
Oksidacija sa H,Oy/ 3,3 g 03/m’; H,0, : O5 = 1:1. Visina kolone: 5 m. ID
2B
05 kolone: 11 cm.
. Bopac” 30 g Al/m’ + 30 FeCl; g/m’. Kapacitet:
3A/3B  Koagulacija 0,045 m’. CT: 2 min
3 o 3
Flokulacija Mag'naﬂochT_26 0,2 g/m - KapaCI'tet. 0,045 m".
Brzina mesanja: 20 rpm/min, 12 min.
Recirkulacija ili Sadrzaj &vrste materije: 1,37 g/l. Kapacitet: 0,018 m’.
flokulacija mulja Brzina recirkulacije: 0,06 m’/h.
Talozenje Kapacitet: 0,6 m®. CT: 100 min.
Filtracija pesak/antracit. Brzina filtracije: 5,0-6,0 m*/m” h.
. 13¢g O3/m’. Visina kolone: 5 m. CT: 9,4 min. ID
Ozonizacija kolone: 225 mm
4A/4B ' :

GAC filtracija

Norit Raw 0,8 Supra GAC. Visina: 2,19 m. EBCT: 16
min. ID kolone: 270 mm.

ID — unutra$nji precnik (eng. internal diameter); CT — vreme kontakta (eng. contact
time); EBCT — (eng. empty-bed contact time)

3.3.9.2. Eksperimentalni sistemi za ispitivanje uticaja hidrodinamike

U ovom ispitivanju koriS¢eni su RAR za procenu uticaja porasta
perioda stagnacije (6, 12, 24, 48h) na suspendovane bakterije i biofilm
razvijen pri razli¢itom protoku vode za pi¢e iz slavine. Biofilm se
razvijao na povrsini polikarbonatnih test-plocica reaktora pri laminarnom
(Re~4000) 1 turbulentnom (Re~11000) hidrodinamickom rezimu.
Hidraulicko vreme zadrzavanja (2h) je bilo odredeno brzinom protoka
vode od 18 I/dan tokom 16 dana rada reaktora.

Voda za vodosnabdevanje grada Novog Sada, dobijena
tretmanom podzemne vode, koriS¢ena je za inokulaciju RAR i kao
osnovna ulazna voda. U prvom reaktoru je vrSena primarna kolonizacija
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test-plocica inokulacijom sa nedezinfikovanom vodom za piée, kako bi
se izbegla nedoslednost usled slozenih odnosa biofilma i dezinfektanata.

Rezervoari ulazne vode sistema (20h HRT za dehlorisanje) su
imali znacajnu ulogu za snabdevanje RAR sa dehlorisanom vodom.
Osnovna ulazna voda je imala nizak sadrzaj prirodne organske materije
(DOC = 1,27 £ 0,92 mg/l) i nizak rezidualni sadrzaj hlora (< 0,2 mg/l).
Brojnost heterotrofa u osnovnoj ulaznoj vodi nije prelazila 4 x 10°
CFU/ml.

U cilju pracenja sekundarne kolonizacije odvojenih Ccelija
biofilmova nakon postizanja pseudo-stacionarnog stanja, drugi reaktor je
povezan za prvi. Kako bi se iskljucio uticaj transporta novih bakterija iz
primarnog influenta do povrSine test-plo¢ica drugog reaktora koristila se
sinteticka sterilna smesSa biodostupne organske materije (250 pgC/l) i
makro-nutrijenata (C:N:P =100:20:5). Priprema 1 autoklaviranje (121°C,
20 min) osnovnog rastvora ugljenika (1000 pugC/l) je vrSena jednom
nedeljno.

Komponente biodostupne smeSe koje su sluzile kao
biodegradabilni supstrat za rast biofilma obuhvatale su: etilalkohol (0,41
mg/l C;H¢O), propionaldehid (0,33 mg/l C;HsO), parahidroksibenzoeva
kiselina (0,33 mg/l C7H¢Os3), natrijum-benzoat (0,34 mg/l C;HsNaO,) i
natrijum-acetat (0,68 mg/l C;H3NaO,) (Camper, 1995). Svako jedinjenje
je dodato biodostupnoj smesi u ekvimolarnoj koncentraciji na osnovu
potrosnje kiseonika.

Kako bi se osigurao ugljenik-ograni¢avajuci sistem, ulazna voda
RAR je takode sadrzala azot (NaNQOs) i fosfor (K,HPO4 i KH,PO4) sa
C:N:P molarnim odnosom od 100:20:5 (LeChevallier et al., 1990).
Ulazna smeSa ostala je stalna tokom eksperimenata sekundarne
kolonizacije RAR.

3.3.9.3. Eksperimentalni sistemi za ispitivanje uticaja materijala

U ovom ispitivanju koris¢eni su RAR sa test-plo¢icama od
materijala koji se dominantno koriste za cevi u domacinstvima: SS, PVC
i PE.

Reaktori su radili pri sliénim hidraulickim uslovima kao i cevi u
domacinstvu. Brzina rotacije unutras$njeg cilindra od 50 rpm je simulirala
smicajni napon od 0,25 N/m?, koji je odgovarao protoku od oko 0,3 m/s u
glatkoj cevi pre¢nika 100 mm, Sto je sli€no smicajnim uslovima drugih
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poluindustrijskih 1 laboratorijskih ispitivanja distributivnog sistema vode
za pi¢e (Camper et al., 1996). Hidraulicko vreme zadrzavanja (2h) je bilo
odredeno brzinom protoka vode od 18 1/dan tokom 16 dana rada reaktora.

Kao i1 kod prethodnog ispitivanja, ulazna voda za RAR je bila
voda za pi¢e iz vodovodnog sistema Novog Sada, dobijena tretmanom
podzemne vode.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. BDOC test za procenu biostabilnosti vode za pice

4.1.1. Optimizacija trajanja BDOC testa

U tabeli 15 dati su rezultati BDOC testa u periodu inkubacije od
12 dana. Rezultati prikazuju proces biodegradacije DOC u uzorku vode
(eng. sample flask 1, SF1), kontroli uzorka (eng. sample flask 2, SF2),
kontroli aktivnosti (eng. activation control flask, ACF) i inhibicije sa
bioloski aktivnim peskom (eng. inhibition control flask, ICF), kao i
njihove BDOC vrednosti (BDOC1, BDOC2, BDOCacf i BDOCicf).
Generalno na osnovu DOC vrednosti, uo¢en je ocekivan silazni tok
vrednosti DOC koji potvrduje biodegradacioni proces u BDOC testu. To
ukazuje da mikroorganizmi pri¢vrSéeni za pesak koriste DOC prisutan u
vodenoj fazi kao izvor ugljenika pretvaraju¢i ga u biomasu ili ugljen-
dioksid.

U tabeli 15 moze se uociti razlika izmedu DOC vrednosti pre
(dan 0) i nakon (dan 1) dodatka nosaca imobilisane mikroflore kod svih
inkubacionih smesSa, §to ukazuje na ispuStanje DOC ili bakterija sa
nosaca koje se u ovom testu moze samo minimizirati ispiranjem nosaca.
Ako posmatramo uzorak, DOC vrednost pre dodatka bioloskog peska
iznosila je 9,88 mgC/l, a na pocetku BDOC testa 10,61 mgC/l.
Neophodno je uzeti u obzir obe vrednosti pri izraCunavanju BDOC
vrednosti. Prema tome, pocetna vrednost DOC za uzorak iznosila je
10,25 mgC/1. Ovo vazi za sve inkubacione smese.

Tokom prva 4 dana BDOC testa uoceno je smanjenje sadrzaja
DOC u svim inkubacionim posudama sa uzorcima i kontrolama. U
uzorku DOC vrednost se smanjila sa 10,61 mgC/I na 8,78 mgC/l, dok u
kontroli uzorka sa 10,57 mgC/1 na 8,89 mgC/I. U periodu od 4. dana do
7. dana, izmeren je povecan sadrzaj DOC, kao rezultat bakterijske lize ili
desorpcije DOC, §to ukazuje na zavrSetak procesa biodegradacije DOC
samog uzorka. Nakon 7. dana sistem postaje nestabilan sa razliCitim
DOC varijacijama u uzorcima i kontrolama, $to je zabelezeno sve do 12.
dana. U skladu stim, BDOC vrednosti na osnovu prose¢nih pocetnih i
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maksimalnih DOC vrednosti 4. dana su iznosile 1,47 mgC/I za uzorak i
1,29 mgC/1 za kontrolu uzorka da bi njihova vrednost do 7 dana opadala,
a kasnije usled nestabilnosti testa varirala. Na slici 24 prikazane su
BDOC vrednosti tokom 12 dana inkubacije uzorka sa peskom.

Tabela 15. DOC i BDOC vrednosti (mgC/l) tokom BDOC testa sa
peskom i inkubacijom od 12 dana

Dan
SF1
SF2
ACF
ICF
BDOC1
BDOC2
BDOCsf
BDOCacf
BDOCicf
BDOCicf
Kontrola

0|98 | 979 | 342 | 10,75 | - - - - . -
1 | 1061 | 10,57 | 3,73 | 11,73 | - - - - . i
31896 | 933 | 1,96 | 9,05 | 129 | 0,85 | 1,07 | 1,62 | 2,19 | 2,68
4 | 878 | 880 | 1,90 | 856 | 1,47 | 1,29 | 1,38 | 1,68 | 2,68 | 3,05
5| 888 | 914 | 2,10 | 855 | 137 | 1,04 | 120 | 1,48 | 2,69 | 2,68
6

7

921 | 942 | 248 | 943 | 1,04 | 0,76 | 090 | 1,10 | 1,81 | 1,99
9,46 | 9,50 | 2,00 | 9,80 | 0,73 | 0,59 | 0,66 | 1,67 | 1,40 | 232
10| 89 | 7,01 | 1,95 | 7,76 | 123 | 298 | 2,00 | 1,72 | 344 | 3,82
11] 743 | 833 | 1,70 | 889 | 2,76 | 1,76 | 2,26 | 197 | 231 | 422

12| 88 | 934 | 1,98 | 950 | 1,35 | 0,75 | 1,05 | 1,69 | 1,70 | 2,73

Napomena: SF1 (eng. sample flask 1) - uzorak vode, SF2 (eng. sample flask 2) - kontrola uzorka, ACF (eng.
activation control flask) - kontrola aktivnosti; ICF (eng. inhibition control flask,) — kontrola inhibicije sa
bioloski aktivnim peskom; BDOC1 — BDOC uzorka vode; BDOC2 — BDOC kontrole uzorka; BDOCsf —
BDOC uzorka (srednja vrednost BDOC1 i BDOC2); BDOCacf — BDOC kontrole aktivnosti; BDOCicf —
BDOC kontrole inhibicije sa bioloski aktivnim peskom; BDOCicf Kontrola = BDOCsf + BDOCacf + 20%
mg C/l;

Kontrola aktivnosti BDOC testa tokom skoro svih 12 dana
potvrdila je odgovarajucu aktivnost biofilm-nosaca, jer se BDOCacf
kretala u opsegu od 1,48-1,97 mgC/l. Izuzetak je 6. dan kada se
pretpostavlja da je doSlo do kontaminacije uzoraka pri DOC analizi. To
potvrduju i BDOCicf vrednosti za kontrolu inhibicije, koje su zadovoljile
zahteve BDOC testa do 6. dana.
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Slika 24. BDOC vrednosti (mgC/l) za uzorak vode SF'1 i kontrolu
uzorka SF2 tokom BDOC testa sa peskom i inkubacijom od 12 dana

Na osnovu dobijenih podataka, vrednost BDOC za uzorak vode
iznosi 1,38 mgC/L.

Sam proces biodegradacije tokom BDOC testa trajao je 4 dana, te
se preporucuje za ovakav tip uzoraka pracenje DOC sadrzaja u periodu
od 3-5 dana, $to je u skladu sa preporu¢enom metodom autora LePuil
(2004).

4.1.2. Ispitivanje efikasnosti primene peska i antracita u BDOC testu

U tabeli 16 dati su rezultati BDOC testa u optimizovanom
periodu od 5 dana. Rezultati prikazuju proces biodegradacije DOC tokom
inkubacije uzorka vode, kontrole uzorka, kontrole aktivnosti i inhibicije
sa bioloski aktivnim peskom i antracitom.

U tabeli 16 moze se uociti manja DOC vrednost pre (dan 0) u
odnosu na vrednost nakon (dan 1) dodatka nosaca imobilisane
mikroflore, Sto ukazuje na ispustanje DOC ili bakterija sa nosaca koje se
u ovom testu moze samo minimizirati ispiranjem. Kao S$to je veé
napomenuto, treba uzeti u obzir obe vrednosti pri izra¢unavanju BDOC
vrednosti za sve inkubacione smesSe. Prema tome, pocetna vrednost DOC
za uzorak u testu sa peskom iznosila je 10,21 mgC/l, a u testu sa
antracitom 10,04 mgC/1.

U uzorku sa peskom, uocen je pad sadrzaja DOC u prva 4 dana sa
10,37 mgC/1 na 8,99 mgC/1 za ispitivanu vodu (SF1) tj. sa 10,70 mgC/1
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na 9,10 mgC/l za kontrolu uzorka (SF2). Nakon 4. dana, izmeren je
povecan sadrzaj DOC, kao rezultat bakterijske lize, Sto ukazuje na
zavrSetak procesa biodegradacije DOC samog uzorka.

Na slici 25 prikazane su BDOC vrednosti tokom 5 dana
inkubacije uzorka sa peskom. U skladu sa promenama DOC vrednosti,
BDOC vrednost se povecéala sa 0,26 mgC/I na 1,22 mgC/1 za uzorak vode
(SF1) i sa 0,39 mgC/l na 1,33 mgC/1 za kontrolu uzorka (SF2). Nakon 4.
dana, ove vrednosti su se smanjile, dok su BDOC vrednosti za kontrolu
inhibicije i kontrolu aktivnosti ulaze u prihvatljiv opseg za validnost
analize.

Tabela 16. DOC vrednosti (mg C/l) tokom BDOC testa sa peskom

i antracitom i inkubacijom od 5 dana

BDOC test sa BDOC test sa
peskom antracitom
g
=)
— o v o
o = o =
7 7 7 7
0 10,05 10,15 9,49 8,97
1 10,37 10,70 10,59 10,21
2 9,95 10,04 9,39 9,50
3 9,41 9,72 10,15 10,18
4 8,99 9,10 10,61 11,39
5 10,20 10,16 13,18 11,99

U uzorku sa antracitom, zabeleZeno je smanjenje sadrzaja DOC
samo 2. dana u uzorku i kontroli uzorka: sa 10,59 mgC/1 na 9,39 mgC/1 i
sa 10,21 mgC/l na 9,50 mgC/l, redom (Tabela 16). Medutim, od prvog
dana BDOC testa zabelezene su BDOC vrednosti za kontrolu inhibicije i
kontrolu aktivnosti koje se ne smatraju prihvatljivim za validnost BDOC
testa, $to je verovatno posledica naknadne desorpcije DOC sa antracita
tokom inkubacije. Na osnovu dobijenih negativnih BDOC vrednosti,
sistem sa antracitom se moZe smatrati nestabilnim, §to je zabelezeno sve
do 5. dana (Slika 26).
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Slika 25. Promena DOC vrednosti (mg C/l) za uzorak vode SF1 i
kontrolu uzorka SF?2 tokom BDOC testa sa peskom
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Slika 26. Promena DOC vrednosti (mg C/l) za uzorak vode SF1 i
kontrolu uzorka SF2 tokom BDOC testa sa antracitom

Primenom peska za inokulaciju uzorka, vrednost BDOC za vodu
iznosi 1,27 mgC/l, dok BDOC vrednost nije dobijena primenom
antracita.
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Rezultati ukazuju na to da je BDOC test sa inokulacijom peska
stabilniji u odnosu na BDOC test u kojem se inokuliSe antracit. Pored
toga, razlog za odabir peska je taj Sto su rezultati BDOC testa sa peskom
uporedivi sa drugim istrazivanjima, ali ne i testovi sa antracitom. S toga,
odluceno je da se za odredivanje BDOC u sirovoj i tretiranoj vodi koristi
bioloski aktivan pesak i1 poveca inkubacioni period u odnosu na
ocekivani tok degradacije organske materije.

Rezultati u ovom ispitivanju ukazuju na to da je BDOC test sa
inokulacijom peska stabilniji u odnosu na BDOC test u kojem se
inokuliSe antracit, a preporuka za pracenje sadrzaja rastvorenog
organskog ugljenika je period od 3-5 dana.

4.2. AOC test za procenu biostabilnosti vode za pice

Na slici 27 prikazana je kriva rasta za odredivanje AOC u u
tretiranoj podzemnoj vodi sa teritorije srednjeg Banata. Procena sadrzaja
AOC se zasnivala na odredivanju rasta dve standardne ciste kulture u
uzorku pasterizovane vode: Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC
49642), koji koristi Sirok opseg nisko molekularnih jedinjenja pri vrlo
niskim koncentracijama (van der Kooij et al., 1982) i Sprillum sp. NOX
(ATCC 49643), koji koristi samo karboksilne kiseline (van der Kooij i
Hijnen, 1984). Kontrola kvaliteta AOC metode primenom kontrole slepe
probe, 100 ng/l standarda natrijum-acetata i duplikata uzorka je bila
uspesna. Standardni rastvor 100 pg/l natrijum-acetata inokulisan sa P17
pokazao je AOC od 96,50 = 10,00 pg acetat-C/1, dok je AOCyox iznosio
85,10 £ 22,83 pug/l kao acetat-C. Eksperimentalne vrednosti prinosa
standarda acetata za P17 (4,06 + 0,1 x 10° CFU/ug acetat-C) i NOX (8,96
+ 1,45 x 10° CFU/ug acetat-C) su bile u skladu sa literaturnim
vrednostima datim u standardnim metodama (4,1 x 10°i 1,2 x 10’
CFU/ug acetat-C za P17 i NOX, redom). Literaturne vrednosti prinosa su
koriS¢ene za izracunavanje AOC kako bi rezultati bili u skladu sa
standardnim metodama (APHA, 1995). Procena efekta tiosulfata (za
neutralizaciju reziduala hlora) nije izvrSena, jer je ustanovljeno da ne
utiCe na sadrzaj AOC (Kaplan i Bott, 1989). Ovaj efekat je obuhvacen
standardnom metodom.
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Slika 27. Kriva rasta za odredivanje AOC u tretiranoj podzemnoj vodi sa
teritorije srednjeg Banata (broj kolonija je podeljen sa faktorom prinosa
rasta P. fluorescens P17 i Spirillum NOX za acetat-C)

Sadrzaj AOC predstavlja zbir AOC odredenog na osnovu rasta
obe bakterijske kulture (ukupan AOC = AOCp;7 + AOCnox), poSto ova
dva organizma nemaju Sirok opseg jedinjenja koji svaki pojedinacno
moze da koristi u svom metabolizmu (LeChevallier et al., 1993). Tokom
inkubacije 14 dana na 25°C zabeleZen je slican trend rasta kod oba soja
(slika 27). P17 kolonije su se pojavile prve na R2A podlozi sa difuzno
zutom pigmentacijom i pre¢nikom 3-4 mm. NOX kolonije su se uocavale
u vidu malih belih tacaka, prec¢nika 1-2 mm. Na slici 28 date su
fotografije kolonija P. fluorescens P17 i Spirillum NOX na R2A podlozi.

Od pocetka AOC testa broj kolonija i P17 i NOX je rastao da bi
5. dana dostigao maksimalnu vrednost od 12 ug acetat-C 1 20 ug acetat-
C, redom (slika 27). Prema tome, AOC vrednost u tretiranoj podzemnoj
vodi sa teritorije srednjeg Banata iznosi 32 ug acetat-C. Nakon 5. dana
nestabilna vrednost AOC kod oba soja ukazuje na potpuno iskoriséenje
organske materije, a zatim porast AOC vrednosti 14. dana kona¢no i
potvrduje degradaciju bakterijskih kultura u uzorku. Tokom svih 14 dana
AOC iskoris¢en od strane NOX je imao veéu vrednost u odnosu na P17,
Sto je u skladu sa literaturom (van der Kooij, 2003).
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Slika 28. Kolonije P. fluorescens P17 (a,b) i Spirillum NOX (c,d)
na R2A4 podlozi

AOC koncentracije u tretiranoj vodi u Holandiji obi¢no su ispod
10 ugC/1, ali vrednosti do oko 60 ugC/l su zabelezene kod tretmana
povrsinskih voda sa ozonizacijom (van der Kooij et al., 1989; van der
Kooij, 1992, 2003). U svim tipovima tretirane vode, frakcija dostupna
soju NOX je imala ve¢i udeo AOC sadrzaja, Sto pokazuje da su
karboksilne kiseline dominantan supstrat za rast. Manja brojnost P17 u
uzorku ukazuje na manji doprinos alkohola, hidrokarboksilnih kiselina i
ugljenih hidrata ukupnom sadrzaju AOC. AOC iskori$¢en od strane soja
P17 je bio manji od 1 ugC/1 kod veéine tipova precisS¢ene vode (van der
Kooij, 2003). Primenom ove metode, odreden je efekat tretmana i
distribucije vode za pice (van der Kooij, 1984, 1987, 1992). AOC metoda
se koristi u drugim zemljama, obi¢no nakon njene modifikacije (Kaplan
et al., 1993; LeChevallier et al., 1993b,; Miettinen et al., 1999). U ovom
slucaju, modifikacija je obuhvatala dodatak neorganskih nutrijenata kako
bi se osiguralo da samo sadrzaj AOC ograni¢ava mikrobni rast (Miettinen
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et al., 1999). U tabeli 17. date su AOC vrednosti za precis¢enu vodu u
SAD i Finskoj u opsegu od oko 20 do vise od 400 ugC/1, sa srednjim
vrednostima od oko 100 ugC/1 (Kaplan et al., 1994, Miettinen et al.,
1999; Volk i LeChevallier 2000). Ove vrednosti su mnogo vece od onih
zabelezenih u Holandiji.

Tabela 17. DOC, BDOC i AOC vrednosti u tretiranoj vodi zabelezene u

nekoliko istraZivanja (srednje vrednosti date su u zagradama)

Zemlja Sistem OIS L1bI0XE AOC Referenca
! (mgC/l) | (mgC/l) | (ugC)!
.. 0,3-8,6 2 1,1-57 Van der Kooij,
Holandija 20 (3.3) ND 8,1) 1992
0,01-
UsA 79 05‘333 0,97 1(81'135)2 Kaplan et al., 1994
’ (0,24)
. 0,6-5,0 45-315 | Miettinen et al.,
Finska 24 .7 ND (130) 1099
0,6-4,5 0,03- 14-491 Volk i LeChevallier
USA 31(95)° T 1,03 .
(2,0) (0.32) (94) 2000
1 acetat-ugljenik ekvivalenti/l
2 ND — nije odredeno (eng. not determined)
3 Broj postrojenja kod kojih je praten AOC, u zagradama

Rezultati u ovom ispitivanju ukazuju na stabilnost AOC test sa
inokulacijom peska Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC 49642) i
Sprillum sp. NOX (ATCC 49643), pri ¢emu je preporuka za pracenje
sadrzaja AOC period od 3-5 dana. AOC iskoriS¢en od strane NOX je
imao vecéu vrednost u odnosu na P17, §to pokazuje da su karboksilne
kiseline dominantan supstrat za rast. Vrednost BDOC je iznosila 1,27
mgC/l, dok je AOC vrednost u tretiranoj podzemnoj vodi sa teritorije
srednjeg Banata iznosila 32 ug acetat-C/l. Vecée vrednosti BDOC
potvrduju prisustvo jedinjenja vece molekulske mase u ovoj frakciji u
odnosu na AOC frakciju.

Kriterijumi 1 metode za definisanje bioloske stabilnosti su
neophodni pri konstrukciji 1 optimizaciji tretmana vode, kao i pri
odrzavanju kvaliteta tretirane vode u distributivnim sistemima.
Najzastupljenija metoda za procenu biostabilnosti vode za pi¢e u
distributivnim sistemima je odredivanje BDOC i AOC parametara.
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Medutim, BDOC i AOC se moze odrediti primenom razlicitih testova i
modifikacija zavisno od cilja ispitivanja i vrste uzorka.

S toga, neophodno je pazljivo odabrati i optimizovati odredivanje
BDOC i AOC u cilju odgovarajuceg pristupa ispitivanju biostabilnosti
vode za pice.

ov 7

4.3. Ispitivanje uticaja procesa preciS¢avanja vode za pice

U tabeli 18 prikazani su rezultati analiza biodegradabilnosti
organskog ugljenika i biomase, koji se odnose na srednje vrednosti
dobijene iz uzoraka ulazne i izlazne vode 1 biofilma svakog RAR.
Srednje vrednosti krajnjih 5 pojedinac¢nih uzoraka u pseudo-stacionarnoj
fazi iz svakog reaktora su koriS¢ene za komparativnu analizu razliitih
procesa tretmana.

Tabela 18. Rezultati analiza biodegradabilnosti organskog ugljenika i
biomase RAR metodom

Indikatori biodegradabilnosti Indikatori biomase
biofilm
RAR | pOCin | ADOC | AOCin | AAOC | BDOC | AHPCx | pp 0
mgh) | mg) | gy | @gy | mgy [ 4V g6
(CFU/cm?)
1 9,17 0,45 182 65 1,20 8,20 9,40
Tehnoloska linija A
2A 9,90 0,54 180 60 1,45 18,00 13,30
3A 5,56 0,24 82 33 1,06 522 4,03
4A 431 0,12 69 59 1,02 51,90 3,10
Tehnoloska linija B
2B 8,35 0,33 150 52 0,92 12,20 6,90
3B 3,92 0,18 82 16 0,85 321 2,51
4B 2,58 0,10 32 31 0,82 33,00 1,10

Simboli: 1-sirova voda; 2A i 2B-voda nakon pre-oksidacione faze (O3 za A i H202/03 za B); 3A i 3B-voda
nakon koagulacije/flokulacije/talozenja/pesak-antracit filtracije; 4A i 4B-voda nakon GAC filtracije; RAR-
eng. rotating annular reactor; DOC- eng. dissolved organic carbon; AOC- eng. assimilable organic carbon;
BDOC- eng. biodegradable dissolved organic carbon; HPC- eng. heterotrophic plate count; in - ulazna voda;
A - apsolutna vrednost razlike izmedu ulazne i izlazne vode.

4.3.1. Bakterijski rast u vodi

Indikatori bakterijskog rasta praceni RAR metodom su obuhvatali
HPC na test-plo¢icama (CFU/cm?) i razliku HPC u izlaznoj i ulaznoj
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vodi (AHPC = HPC,,; - HPC;, CFU/ml). Kao $to se moze uociti u tabeli
18, sve vode podrzale su rast biofilma pri idealnim uslovima koji su
ostvareni u sistemu. Najveca koli¢ina biofilma je razvijena u RAR 2A sa
ozoniranom vodom (13,30 CFU/cm2), Sto potvrduje poznate efekte
ozonizacije na biodegradabilnost i ponovni rast (Huck, 1990). Tokom
tretmana zabeleZeno je variranje razvoja biofilma, pri ¢emu je najmanji
stepen rasta biofilma uocen u RAR 4B sa vodom nakon GAC filtera
(1,10 CFU/cm2), ukazujuéi i na variranje biostabilnosti vode. Kod svih
reaktora uocena je veca brojnost heterotrofa u izlaznoj vodi u odnosu na
ulaznu vodu, S§to potvrduje proces kolonizacije organizama i rasta
biofilma.

4.3.2. Biodegradabilnost organskog ugljenika u vodi

U tabeli 18. dati su rezultati uklanjanja AOC (AAOC) i DOC
(ADOC) za svaki reaktor. Na slici 29 prikazane su vrednosti sadrzaja
AOC, BDOC i1 DOC u ulaznoj vodi, kao 1 ADOC za svaki RAR u cilju
poredenja vrste i1 koli¢ine biodegradabilne organske materije prisutne u
ispitivanoj vodi. Na slici 30 moze se uociti da su indikatori
biodegradabilnosti najveéi za sirovu vodu (RAR 1) i nakon oksidacionih
faza tretmana (RAR 2A i 2B). Nakon ozonizacije (2A) uocen je porast
BDOC sa 1,20 mg/l na 1,45 mg/l, dok se AOC sadrzaj nije znacajno
promenio (182 pg/l AOC sirove vode, 180 pg/l AOC ozonirane vode).
Ipak, na osnovu najvece vrednosti za iskoris¢eni DOC unutar biofilm-
reaktora, gde ADOC iznosi 540 ng/l za RAR 2A, moze se zakljuciti da
ozonizacija poboljSava biodegradabilnost organske materije u sirovoj
vodi (4,9% za sirovu vodu i1 5,4% za ozoniranu vodu). Posmatrajuci
redukciju AOCin za RAR 3A/B i 4A/B u odnosu na AOCin za sirovu
vodu, svi filtracioni procesi su doprineli redukciji biodegradabilnosti
organskog ugljenika (55% u 3A, 55% u 3B, 62% u 4A i 82% u 4B).
Medutim, redukcija BDOC se kre¢e u opsegu od 12-32%. Veci stepen
redukcije AOC u odnosu na BDOC moze se objasniti kvalitativnom
prirodom BOM u sirovoj i tretiranoj vodi, kao i afinitetom bakterija da
biodostupnu frakciju organske materije vec¢e molekulske mase (BDOC)
koristi tek nakon potro$nje monomera manje molekulske mase (AOC).
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Slika 29. Sadrzaj AOC, BDOC i DOC i ADOC za svaki RAR
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Slika 30. Procenat DOC u ulaznoj vodi meren kao AOC
(%AO0Cin/DOCin), procenat uklonjenog AOC i DOC unutar reaktora i
procenat iskoris¢enog DOC meren kao AOC (440C/ADOC)

Kao §to je ve¢ pokazano u drugim istrazivanjima (Huck, 1990;
Sharp et al, 2001), AOC i BDOC vrednosti mogu varirati tokom
tretmana i ne postoji uvek korelacija izmedu ovih parametara i DOC
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vrednosti. U ovom ispitivanju, AOC i DOC indikatori biodegradabilnosti
su ocekivano opisali efekte razlicitih procesa tretmana na kvalitet vode.
Dakle, izmereni sadrzaj DOC, BDOC 1 AOC kao indikatori
biodegradabilnosti dali su nepotpunu sliku biostabilnosti ispitivane vode.
Zavisno od tretmana, standardni parametri biodegradabilnosti (DOC,
BDOC i AOC) mogu dati kontradiktorne rezultate.

Na slici 30 prikazani su procenti DOC i AOC u ulaznoj vodi
(%DOC 1 %A0C) koji su iskoris¢eni unutar RAR. Takode je prikazan
udeo DOC merena kao AOC (%AOCin/DOCin) i udeo DOC
iskori§¢enog unutar RAR u obliku AOC (AAOC/ADOC). Ove vrednosti
ukazuju na tip i koli¢inu organske materije koja je prisutna u vodi nakon
procesa tretmana i dostupna za koriS¢enje unutar biofilm-reaktora. U
odnosu na sirovu vodu (36%A0C i 14%AA0OC/ADOC), oksidacioni
procesi nisu doveli do veceg stepena bioloSkog iskoriS¢enja organske
materije unutar reaktora 2A (33%AO0C i1 11%AAOC/ADOC) i1 2B
(35%A0C 1 16%AAO0C/ADOC). Redukcija frakcije AOC/DOC je
nastala kao rezultat filtracionih procesa, ukazujuéi na poznati znacaj
biofiltracije za redukciju AOC frakcije organske materije (Hu et al.,
1999). Moze se zakljuciti da biofiltracioni procesi uklanjaju najlakSe
biodegradabilnu organsku materiju u vodi, prepustajuci koris¢enje sporije
biodegradabilne frakcije organske materije biofilm-reaktorima. Prema
tome, znacajna frakcija AOC i DOC koja ostane nakon tretmana u vodi
je jos uvek dostupna za ponovni rast mikroorganizama.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
kombinacijom metoda zasnovanih na odredivanju potencijala rasta
biofilma 1 standardnih metoda za odredivanje razli¢itih frakcija
organskog ugljenika mogu se porediti procesi tretmana i proceniti
efikasnost razli¢itih radnih parametara. Rezultati ovog istraZivanja su
ukazali na porast biostabilnosti tokom tretmana vode za pice, ali ne i na
izostanak potencijala rasta biofilma. Ovaj potencijal jeste potisnut tj. pod
kontrolom, ali moguca je njegova realizacija tokom distribucije vode.

Najveéa koli¢ina biofilma je razvijena u RAR sa ozoniranom
vodom (13,30 CFU/cm?), §to potvrduje poznate efekte ozonizacije na
biodegradabilnost 1 ponovni rast (Huck, 1990). Tokom tretmana
zabeleZeno je variranje razvoja biofilma, pri ¢emu je najmanji stepen
rasta biofilma uocen u RAR sa vodom nakon GAC filtracije (1,10
CFU/cm?). Na osnovu najveée vrednosti za iskoriséeni DOC unutar
biofilm-reaktora, ADOC 540 ng/l, moze se zakljuciti da ozonizacija
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poboljsava biodegradabilnost organske materije u sirovoj vodi (4,9% za
sirovu vodu 1 5,4% za ozoniranu vodu). Redukcija sadrzaja AOC (55-
82%) nastala kao rezultat filtracionih procesa ukazuje na poznati znacaj
biofiltracije za redukciju AOC frakcije organske materije (Hu et al.,
1999).

Dobijeni rezultati su pokazali da indikatori biodegradabilnosti
daju nepotpunu sliku biostabilnosti ispitivane vode. Zavisno od tretmana,
standardni parametri biodegradabilnosti (DOC, BDOC i AOC) mogu dati
kontradiktorne rezultate. Medutim, kombinacijom metoda zasnovanih na
odredivanju potencijala rasta biofilma i standardnih metoda za
odredivanje razli¢itih frakcija organskog ugljenika mogu se porediti
procesi tretmana i proceniti efikasnost razli¢itth radnih parametara.
Rezultati ovog istrazivanja su ukazali na porast biostabilnosti tokom
tretmana vode za pice, ali ne i na izostanak potencijala rasta biofilma.
Ovaj potencijal jeste potisnut tj. pod kontrolom, ali moguca je njegova
realizacija tokom distribucije vode.

Rezultati isticu potrebu za primenom RAR u odgovarajucoj
karakterizaciji potencijala stvaranja biofilma u vodi za pife tokom
tretmana 1 distribucije, kako bi se obezbedila bezbedna voda za pice,
zaStitilo zdravlje potroSaca i minimizirali problemi ponovnog rasta u
distributivnom sistemu.

4.4. Ispitivanje uticaja hidrodinamike
4.1.1. Stvaranje biofilma pri laminarnom i turbulentnom protoku

Na slici 31 prikazani su rezultati ispitivanja stvaranja biofilma na
test-plo¢icama pri laminarnom i turbulentnom protoku. Dobijeni rezultati
pokazuju sli¢an trend porasta brojnosti bakterija u biofilmu tokom
mikrobne kolonizacije test-plo¢ica pri laminarnom i turbulentnom
protoku (slika 31). Medutim, zabelezena je veca brojnost imobilisanih
bakterija pri turbulentnim uslovima za isti period rasta. Nakon 13 dana
dostignuto je pseudo-stacionarno stanje u RAR, kada su promene
sadrzaja DOC ili HPC postale relativno konstantne.
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Slika 32. Uticaj perioda stagnacije na suspendovane bakterije i biofilm

razvijenim pri laminarnim i turbulentnim uslovima (SB/UB: odnos

suspendovanih i ukupnih bakterija)

4.4.2. Uticaj porasta perioda stagnacije vode na mikrobni rast

Na slici 32 prikazani su rezultati ispitivanja uticaja perioda

stagnacije na suspendovane bakterije i biofilm razvijenim pri laminarnim
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i turbulentnim uslovima. Kod oba sistema voda-biofilm razvijenim pri
laminarnim 1 turbulentnim uslovima, odnos suspendovanih i ukupnih
bakterija se povecavao sa porastom perioda stagnacije vode (slika 32).
Ovi rezultati ukazuju na porast udela kultivabilnih bakterija u vodenoj
fazi sa porastom retencionog vremena. U slucaju biofilma nastalim pri
laminarnom protoku, nakon 6h stagnacije vode 56% bakterija je bilo
prisutno u vodenoj fazi u odnosu na ukupan broj bakterija u sistemu
voda-biofilm. Nakon 12h i 24h uocen je slican stepen porasta
suspendovanog rasta, 69% 1 68% redom. Posle 48h stagnacije, u sistemu
voda-biofilm zabelezena je dominacija od 89% u korist suspendovanih
bakterija. Trend porasta brojnosti bakterija u vodenoj fazi u odnosu na
biofilm nastalim pri turbulentnom protoku je bio sa 40% na 78%
suspendovanih bakterija, a kod biofilma nastalim pri laminarnom protoku
sa 56% na 89% slobodnih bakterija.

Tokom ove dominacije suspendovanog rasta u sistemu voda-
biofilm pri neproto¢nim uslovima, ponasanje biofilmova razvijenih pri
proto¢nim (laminarnim i turbulentnim) uslovima je bilo razli¢ito. Uocen
je manji udeo bakterija prisutnih u vodenoj fazi kod biofilma nastalim pri
turbulentnom protoku u odnosu na vece oslobadanje ¢elija iz biofilma
nastalim pri laminarnim uslovima, nakon 48h 78% 1 89% suspendovanih
bakterija redom. Ovi rezultati se mogu objasniti Cinjenicom da su
biofilmovi razvijeni pri turbulentnom protoku snazniji, stabilniji i jace
pri¢vr§éeni nego pri laminarnom protoku (Purevdorj et al., 2002; Simoes
et al, 2003). Pored toga uoCena je veca respiratorna aktivnost kod
biofilma pri turbulentnom protoku (Pereira et al., 2002). Pri laminarnom
protoku, fluktuacije aktivnosti biofilma su bile izraZenije u odnosu na
turbulentne uslove, usled moguceg otkidanja biofilma. Ova pojava se ne
odnosi na biofilm razvijen pri turbulentnom protoku, zbog bolje
definisanog  zaStitnog egzopolimernog matriksa. Biofilm  pri
turbulentnom protoku se karakteriSe izraZzenijim egzopolimernim
matriksom u odnosu na biofilm u laminarnim uslovima u cilju zaStite
bakterija od spoljasnjih nepovoljnih uslova, npr. hidrodinamickih
stresova.

Takode, Manuel et al. (2010) su uocili manji udeo slobodnih
heterotrofnih bakterija prisutnih u vodenoj fazi kod biofilma nastalog pri
turbulentnom protoku u odnosu na vece oslobadanje ¢elija iz biofilma
nastalim pri laminarnim uslovima. Tokom ovog ispitivanja ponasanje
biofilmova razvijenih pri proto¢nim laminarnim i turbulentnim uslovima
je bilo razli¢ito. Na osnovu prisustva veceg broja otkinutih celija u
vodenoj fazi pri laminarnim uslovima, dokazano je da suspendovani rast
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u sistemu voda-biofilm moze dominirati u delovima distributivnog
sistema sa periodima stagnacije.

Dobijeni rezultati su pokazali uspeSnu primenu rotirajuceg
prstenastog reaktora u simulaciji mikrobnog rasta u cevima pri
kontrolisanim laboratorijskim uslovima i znac¢aj istovremenog ispitivanja
imobilisanog i suspendovanog rasta u definisanom hidrodinamickom
sistemu. Pored toga, ovo ispitivanje je pokazalo da suspendovani rast u
sistemu voda-biofilm moZe dominirati u delovima distributivnog sistema
sa periodima stagnacije. Prema tome, neophodno je definisati
hidrodinamic¢ke uslove razli¢itih delova cevovoda u cilju kontrole
suspendovanog i imobilisanog rasta, obezbedujuc¢i na taj nacin bezbednu
vodu za piée do potrosaca.

4.4.3. Sekundarna kolonizacija odvojenih celija biofilmova

4.4.3.1. Bakterijski rast u RAR

U tabeli 19 prikazani su rezultati analiza bakterijskog rasta, koji
se odnose na srednje vrednosti dobijene iz uzoraka ulazne i izlazne vode i
biofilma nakon 16 dana perioda rada svakog RAR. Indikatori
bakterijskog rasta praceni u RAR su obuhvatali HPC na test-plo¢icama
(CFU/em?) i razliku HPC u izlaznoj i ulaznoj vodi (AHPC = HPCout -
HPCin CFU/ml). Kao $to se moze uociti u tabeli 19, sve vode podrzale
su rast biofilma pri idealnim uslovima koji su ostvareni u RAR,
ukazujué¢i da je nizak sadzaj iskoriS¢enog supstrata u vodi (DOC
koncentracije) bio dovoljan za mikrobni rast u sistemu. Nakon 16 dana
primarne i sekundarne kolonizacije veca koli¢ina biofilma je razvijena u
RAR sa turbulentnim uslovima (24 x 10* CFU/cm?” i 25 x 10* CFU/cm?)
u odnosu na RAR sa laminarnim uslovima (1,10 x 10* CFU/em?i 2,7 x
10* CFU/cm?). Kod reaktora uo¢ena je vecéa brojnost heterotrofa u
izlaznoj vodi u odnosu na ulaznu vodu (pozitivne vrednosti AHPC), Sto
potvrduje proces kolonizacije organizama i rasta biofilma.

4.4.3.2. Rast biofilma i potencijal sekundarne kolonizacije odvojenih
Celija

U ovom istrazivanju uoceno je da se biofilm moze razviti za 24 h
iz manje od 4 x 10° CFU/ml planktonskih ¢elija u vodi i pri DOC
sadrzaju manjem od 3,0 mg/l. Bakterije su naselile slobodne povrSine
vrlo brzo: nakon 1 dana primarne kolonizacije zabelezeno je 10 + 2
CFU/cm® test-plogice pri laminarnom protoku, a pri turbulentnim
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uslovima 16 + 1 CFU/cm” test-plo¢ice. Razliciti hidrodinamicki uslovi u
RAR nisu sprecili naseljavanje novih povrSina i formiranje biofilma.
Pri¢vrS¢ivanje mikroorganizama se odvijalo pri niskom i visokom
smicajnom naponu u sistemu, ukazuju¢i na nezeljan efekat stvaranja
biofilma i pri laminarnom i pri turbulentnom protoku. Primarni biofilm je
predstavljao stalni rezervoar ¢elija koje su kontinuirano kolonizovale
nove povrSine. Moze se pretpostaviti da bakterija u biofilmu sa
siromasnim uslovima rasta trazi bolje uslove. Ovo je potvrdeno uocenim
ve¢im brojem heterotrofa na sekundarnim test-plo¢icama u poredenju sa
primarnim test-plo¢icama tokom skoro svih 16 dana rada reaktora.

Tabela 19. Srednje vrednosti indikatora bakterijskog rasta nakon 16

dana rada RAR
Primarna kolonizacija Sekundarna kolonizacija

AHPC x 10° b‘“‘i“;‘oﬁipc AHPC x 10° b“’ﬁl';‘oflpc X

(CFUmL) | cpyjemy | (CFUML) (CFU/em?)
RAR sa
laminarnim 32 1.10 38 2.7
uslovima
RAR sa
turbulentnim 10 24 3 25
uslovima

Veéi sadrzaj biofilma na test-plo¢icama tokom sekundarne
kolonizacije u odnosu na sadrZaj biofilma na primarnim test-plo¢icama
takode moze biti objasnjen u smislu razvoja genetskih varijanti u
primarnom biofilmu sa poboljSanim moguénostima stvaranja biofilma
(Florjanic i Kristl, 2011). Ove genetske varijante se razlikuju u nekoliko
karakteristika, kao S$to su pri¢vrS¢ivanje, pokretljivost i stvaranje
biofilma, koje odreduju potencijal povrSinske kolonizacije celija iz
biofilma. Prema tome, biofilm mogu formirati odvojene celije koje se
razlikuju od primarnog biofilma, jer mogu imati poboljSanu sposobnost
adaptacije u uslovima mikro-okoline 1 formiranja biofilma (Stewart i
Franklin, 2008).

Na slici 33 i 34 prikazan je rast biofilmova usled primarne i
sekundarne kolonizacije na test-ploicama pri laminarnim (33) i
turbulentnim uslovima (34). Pri laminarnim uslovima za isti period uoc¢en
je slican trend porasta brojnosti bakterija u biofilmu tokom primarne i
sekundarne kolonizacije test-plocica. Uoceno je da bakterije naseljavaju
slobodne povrsine vrlo brzo. Medutim, kolonizacija nove povrsine od
strane odvojenih ¢Celija iz primarnog biofilma ne pokazuje znaajno
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Sto je verovatno posledica povecane sposobnosti odvojenih celija za

odstupanje od primarne kolonizacije, osim u prva dva dana eksperimenta
razvoj biofilma (Slika 33).
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Na slici 34 uocava se vrlo intenzivno naseljavanje slobodne
povrsine test-plocica pri turbulentnim uslovima. Brojnost bakterija u
biofilmu razvijenom na sekundarnim test-plo¢icama nakon 24 h iznosila
je 32000 + 1200 CFU/cm® u odnosu na 16 + 1 CFU/cm® primarne test-
plocice. Brojnost bakterija u biofilmu za isti period rasta je u pocetku
viSa pri sekundarnoj kolonizaciji na test-ploficama, a nakon 13 dana
zabeleZzen je plato i primarnog i sekundarnog rasta. Veca brojnost
bakterija biofilma pri sekundarnoj kolonizaciji u odnosu na primarno
razvijen biofilm moZe se objasniti pove¢anom sposobnos¢u odvojenih
¢elija za razvoj biofilma (Florjani¢ i Kristl, 2011). Na pocetku
sekundarne kolonizacije, pri¢vr§¢ivanje celija na novim, slobodnim
povr§inama u velikoj meri prevazilazi po€etnu primarnu kolonizaciju, a
vremenom tezi istom stepenu naseljenosti povrSine s obzirom da je
razmnoZzavanje c¢elija u sliénim mikrookolinama sli¢no (Florjanic i
Kristl, 2011).

Poznato je da biofilmovi razvijeni pri turbulentnom protoku su
snazniji, stabilniji i jaCe pri¢vrS¢eni nego pri laminarnom protoku
(Purevdorj et al., 2002; Simoes et al, 2003). Pored toga Manuel et al.
(2010) su uocili manji udeo slobodnih heterotrofnih bakterija prisutnih u
vodenoj fazi kod biofilma nastalog pri turbulentnom protoku u odnosu na
vece oslobadanje Celija iz biofilma nastalim pri laminarnim uslovima.
Tokom ovog ispitivanja ponasanje biofilmova razvijenih pri protocnim
laminarnim i turbulentnim uslovima je bilo razli¢ito. Na osnovu prisustva
veceg broja otkinutih ¢elija u vodenoj fazi pri laminarnim uslovima,
mogla se ocekivati njihova intenzivnija sekundarna kolonizacija.
Medutim, ovo ispitivanje je pokazalo da potencijal kolonizacije novih
povrsina odvojenim celijama primarnog biofilma, koji je formiran pri
turbulentnim uslovima, je izrazeniji nego pri laminarnim uslovima.

Rezultati se mogu objasniti ve¢om respiratornom aktivnoséu kod
biofilma pri turbulentnom protoku (Pereira et al. 2002). Pri laminarnom
protoku, fluktuacije aktivnosti biofilma su bile izraZenije u odnosu na
turbulentne uslove, usled moguceg otkidanja biofilma. Ova pojava se ne
odnosi na biofilm razvijen pri turbulentnom protoku, zbog bolje
definisanog  zaStitnog egzopolimernog matriksa. Biofilm  pri
turbulentnom protoku se karakteriSe izraZzenijim egzopolimernim
matriksom u odnosu na biofilm u laminarnim uslovima u cilju zastite
bakterija od spoljasnjih nepovoljnih uslova, npr. hidrodinamickih
stresova (Characklis i Marshall, 1990).
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U ovom istrazivanju uoceno je da se biofilm moze razviti za
kratak period u vodi sa malim brojem planktonskih ¢elija i pri niskom
sadrzaju prirodne organske materije. Primarni biofilm predstavljao je
stalni rezervoar ¢elija koje su sposobne da zauzmu nove povrsine vrlo
brzo pri razliitim hidrodinami¢kim uslovima. Medutim, potencijal
kolonizacije novih povrSina odvojenim ¢elijama primarnog biofilma, koji
je formiran pri turbulentnim uslovima, je bio izrazeniji nego pri
laminarnim uslovima.

Ovo ispitivanje pokazuje da su hidrodinamicki uslovi i sadrzaj
planktonskih bakterija u vodi pri kojima se razvija primarni biofilm
kljuéni faktori za sekundarnu kolonizaciju odvojenih ¢elija biofilma.
Rezultati dobijeni primenom RAR kao model biofilma ukazuju na njegov
znacaj u ispitivanju potencijala ponovnog naseljavanja povrsina otkinutih
delova 1/ili pojedinac¢nih Ccelija biofilma za uspostavljanje efikasne
kontrole mikrobnih problema u distributivnim sitemima vode za pice

4.5. Ispitivanje uticaja materijala

Na slici 35 prikazane su vrednosti temperature, pH i DOC u
vodenoj fazi tokom rada reaktora. Smanjenje temperature, pH i
koncentracije DOC nije uticalo na smanjenje brojnosti bakterija u RAR.
U ovom istrazivanju, temperatura je bila ve¢inu vremena iznad 20°C, §to
je u sistemima za distribuciju vode za pie povezano sa povecanjem
brojnosti bakterija (Reasoner et al., 1989; LeChevallier et al., 1991,
1996). Pored toga, stvaranje biofilma zahteva temperaturu iznad 5°C
(Lund i Ormerod, 1995).

4.5.1. Oslobadanje organskog ugljenika iz PVC i PE u vodenu fazu
tokom rada reaktora

Oslobadanje DOC od PVC i PE test-plocica nije bilo uoceno.
Koncentracija DOC u sterilnoj destilovanoj vodi sa ili bez ovih plasti¢nih
materijala je bila jednaka (1,8 + 0,5 mg/l). Srednja koncentracija DOC u
ulaznoj vodi je iznosila 1,27 mg/l u opsegu 0,35 do 2,19 mg/l (Slika 34).
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Slika 35. Temperatura, pH i DOC u vodenoj fazi tokom rada reaktora
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4.5.2. Mikrobni rast u vodenoj fazi

Brojnost heterotrofa u vodenoj fazi (CFU/ml) tokom perioda rada
reaktora prikazana je na slici 36. Tokom 16 dana rada reaktora
suspendovani rast je varirao od 5,6 x 10° do 1,6 x 10° CFU/ml (3,7-5,0
log CFU/ml). Prvih 6 dana rada reaktora SS, PVC i PE test-plo¢icama
omoguéio je maksimalni suspendovani rast od 3,1 x 10* CFU/ml, 11 x
10* CFU/ml i 7,9 x 10* CFU/ml, redom. Suspendovani rast u RAR sa
plasticnim materijalima je pokazao slican trend, dok je u sistemu sa SS
test-ploCicama uocCena manja brojnost heterotrofa u vodenoj fazi,
narocCito nakon 6. dana. Kod sva tri sistema, do 16. dana rada reaktora
suspendovani rast je varirao u opsegu 4,0-5,0 log CFU/ml.

—=— SS
—e—PV(Q
5.0 ——PE

4.8

4.6

4.4

42

log CFU/ml

4.0

3.8

36 T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16
Vreme (dani)

Slika 36. Suspendovani rast u SS, PVC i PE RAR sistemu

4.5.3. Mikrobni rast na test-plo¢icama

Na slici 37 prikazani su rezultati stvaranja biofilma na razli¢itim
materijalima test-plo¢ica u RAR. Najveci broj heterotrofa imao je biofilm
razvijen na plasticnim test-ploCicama, dok je nerdaju¢i €elik u manjoj
meri podrzao pricvr§éivanje Celija i rast biofilma. Dobijeni rezultati
pokazali su uticaj materijala cevi na gustinu biofilma tokom inicijalne
faze rasta u odnosu na zreo biofilm i njegovo pseudo-stacionarno stanje.
Kolonizacija plasticnih i SS povrSina je bila vrlo brza. Znacajna
akumulacija biofilma uocena je ve¢ nakon 2. dana. Maksimalan broj
heterotrofa na PVC test-plogicama je postignut u toku 6 dana, 1,2 x 10
CFU/cm’. Brojnost heterotrofa u biofilmu na PVC povrsini je varirala od
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3,0-3,9 log CFU/cm®. Proces akumulacije biofilma na PVC i PE
povrSinama je bilo skoro sli¢an, pri cemu do 16. dana imobilisani rast u
PE sistemu je varirao od 3,3-3,9 log CFU/cm?, odnosno 1,9-7,8 x 10°
CFU/cm’.
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Slika 37. Imobilisani rast na test-plocicama od SS, PVC i PE u RAR
sistemu

U PVC i PE RAR sistemu maksimalan broj heterotrofa, 1,2 x 10*
i 7,8 x 10° CFU/cm? je postignut 6. dana, dok je nakon 9 dana
maksimalna brojnost heterotrofa (3,8 x 10° CFU/cm®) zabelezena u
biofilmu razvijenom na SS povrSinama. Imobilisani rast na SS test-
plo¢icama je varirao od 2,7-3,6 log CFU/cm”.

U sva tri sistema, kolonizacija povrSina se brzo odvijala, pri cemu
nije uocena znacajna razlika u stvaranju biofilma na ispitivanim
materijalima. UopSteno, brojnost heterotrofa je varirala tokom vremena i
u vodenoj i u imobilisanoj fazi.

Stvaranje biofilma je zabelezeno kao vrlo brz proces. Bakterijska
brojnost na povrSinama je pratila bakterijsku brojnost u vodenoj fazi svih
reaktora. Jedan od razloga za promene brojnosti bakterija na povr§inama
moze biti heterogenost biofilma (Norton et al., 2004). Biofilm je safinjen
od nekoliko grupa mikroorganizama sa razli¢itim nutritivnim potrebama,
kao 1 prisutnost grupa mikroorganizama sa razli¢itim fizioloskim
karakteristikama moze varirati u biofilmu tokom vremena (van der Kooij
etal., 1995; Lutterbach i de Franca, 1996, Percival et al., 1998).

Na slici 38 prikazana je debljina biofilma, a na slici 39 gustina
biofilma na test-ploCicama od SS, PVC i PE u RAR sistemu. Proces
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stvaranja biofilma na SS, PVC i PE povrSinama je bio vrlo slican, $to su
potvrdile dobijene vrednosti debljine i gustine biofilma. Ve¢ nakon prvog
dana rada reaktora uocena je znacajna debljina biofilma na SS, PVC i PE
test-plo¢icama, 20 pum, 30 pm, 25 um, redom. Maksimalna debljina
biofilma na SS, PVC i PE test-plo¢icama, 69 pm, 79 um, 50 pm, redom,
je postignuta 15., 14., 16. dana, redom. Medutim, maksimalna gustina
biofilma na SS, PVC i PE test-plocicama, 3,6 kg/m3, 3,9 kg/m3, 5,5
kg/m’, redom, je postignuta 9., 6., 7. dana, redom (slika 39).
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Slika 38. Debljina biofilma na test-plocicama od SS, PVC i PE u RAR
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Slika 39. Gustina biofilma na test-plocicama od SS, PVC i PE u RAR
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Dakle, iako je zabelezena najmanja debljina biofilma na PE test-
plogicama, njegova gustina u opsegu 4,0-5,5 kg/m” je bila veéa u odnosu
na SS 1 PVC test-ploc¢ice. SS i PVC materijal je podrzao sli¢nu gustinu
biofilma u opsegu 2,7-3,6 kg/m3 12,8-3,9 kg/m3 , redom.

U ovom ispitivanju, nije bilo jasne razlike u akumulaciji biofilma
na razli¢itim materijalima. Medutim, gustina biofilma na PE je bila veca
u odnosu na SS i1 PVC test-ploCice. Za razliku od ovog ispitivanja,
Rogers et al. (1994) su uocili veéi broj bakterija na PE nego na PVC
povr§inama. Ovi plasti¢ni materijali su podrzali imobilisani rast u vecoj
meri u odnosu na nerdajuci ¢elik. U tom istrazivanju, primena PVC i PE
povecavala je koncentraciju ukupnog organskog ugljenika u vodi.
Medutim, ovo ispitivanje je bilo bez dodatnog oslobodenja nutrijenata od
strane koriS¢enih materijala. Rezultati podrzavaju stanoviSte da
karakteristike povrSine materijala imaju veliki znaCaj za stvaranje
biofilma, jer nije uo¢eno poboljSanje rasta biofilma usled oslobadanja
organskih supstanci iz plasti¢nih test-plocica. Doprinos supstanci iz
plasticnih materijala za rast biofilma potrebno je ispitati u medijumu sa
vrlo niskom koncentracijom organske materije.

4.5.4. Uticaj biofilma na mikrobioloski kvalitet vode

Rezultati u tabeli 20 pokazuju da biofilm formiran na ispitivanim
materijalima moze pogorSati mikrobioloski kvalitet vode. Uocena je
mikrobioloska kontaminacija vode i njena zavisnost od bakterijske
gustine biofilma u sva tri RAR sistema.

Tabela 20. Mikrobioloska kontaminacija vodene faze u RAR sa razlicitim
materijalima test-plocica naseljenim biofilmom

Starost HPCin HPCout
biofilma N £ AN x 10°, | N+ AN x 10°, CFU/ml
dani CFU/ml

SS PVC PE
6 3,6+ 0,4 31412 10+ 1,0 72412
10 2,6+£0,3 15+0,9 79 +0,9 15+1,0
16 3,8+0,2 10+ 0,6 79+ 0,6 63+1,2

Simboli: HPC - eng. heterotrophic plate count, brojnost hetrotrofa; in - ulazna voda;
out- izlazna voda; N £ AN - srednja vrednost + standardna devijacija; CFU — eng.
colony forming units, jedinice formiranih kolonija; SS - eng. stainless steel, nerdajuci
celik; PVC - eng. polyvinyl chloride, polivinil hlorid; PE - eng. polyethylene, polietilen.
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Proces stvaranja biofilma na SS, PVC i PE povrSinama je bio vrlo
sli¢an. Samo debljina biofilma je bila nesto ve¢a na PE nego na PVC i1 SS
test-plo¢icama. Materijal cevi imao je uticaj na rast biofilma, narocito za
vreme pocetne faze procesa. Biofilmovi formirani na razli¢itim
materijalima u RAR su uticali na mikrobioloski kvalitet vode, zavisno od
njihove bakterijske gustine.

U cilju osiguravanja kvaliteta vode sa mikrobioloskog aspekta
neophodno je obratiti posebnu paznju na odabir odgovarajucih materijala
u cevovodu. Stoga, neophodan je sistematski pristup zasnovan na
pouzdanim testovima 1 definisanim kriterijjumima, specificnim za
ispitivani distributivni sistem vode za pice.

4.6. Rezultati SEM analize biofilma

U cilju potvrde stvaranja biofilma na test-plo¢icama koris¢en je
skenirajuéi elektronski mikroskop (SEM) Jeol JISM-6460LV sa INCA X
sight programom. SEM analiza potvrdila je prisustvo biofilma na test-
plo¢icama u eksperimentima.

Snimci dobijeni elektronskim mikroskopom, prikazani na slikama
od 40 do 44, potvrdili su biofilm strukturu ispitivanih uzoraka. Linijski
skeniraju¢i energetski disperzan spektar (EDS) dobijen detekcijom
karakteristiénih X-zraka na slici 40 pokazuje kvantitativni sastav dela
uzorka. Uocen je najveci sadrzaj gvozda, nakon ocekivanog prisustva
ugljenika i kiseonika.

Slike od 40 do 44 prikazuju SEM snimke nekoliko polja
posmatranih povrSina prekrivenih biofilmom. I pored potencijalne
promene morfologije biofilma usled procesa dehidratacije, SEM rezultati
su pruzili dobre komparativne podatke koji pokazuju jasnu sliku o
strukturi/morfologiji ~ biofilma  razvijenog  pri  kontrolisanim
laboratorijskim uslovima.

Na SEM snimcima 40, 41, 42 1 43 suspenzije biofilma sa test-
plo€ica uocene su spiralne stabljiCaste karakteristike bakterija roda
Gallionella, kao i neuvijene filamentozne strukture koje mogu biti
neupletene stabljike Gallionella ili mogu biti formirane od strane drugih
organizama pored roda Gallionella. Filamentozne strukture formiraju
isprepletenu mrezu $to moze doprineti efektu biofaulinga hvatajuci debris
i druge bakterije u biofilm. Stabljicaste 1 filamentozne mikrobne
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zajednice mogu imati znacajan uticaj na povecanje povrsine za nukleuse
Fe (III)- taloga.

Na slici 44 uocavaju su upletene stabljicaste bakterije Gallionella
sa zalepljenim sfernim depozitima gvozda. Gvozde u formi Fe*" moze da
sluzi kao energetski izvor za bakterije kao Sto su Crenothrix, Leptothrix i
Gallionella. Ove gvozde-oksidujuée bakterije su cesto prisutne u
aerobnim sredinama kao $to su bunari, postrojenja za pripremu vode za
pi¢e 1 distributivni vodovodni sistemi, gde koncentracija rastvorenog
gvozda prelazi koncentraciju od 0,1 mg/l. Pored stabljiastih bakterija
uocena je povrsSina koja ima izgled tankih niti rastegljivih supstanci koje
pokrivaju “rupe” neokupirane od strane bakterija. Rastegljive niti se
sastoje od organskog matriksa, verovatno EPS, koji je “ukrasen” sa
vancelijskim agregatima gvozde-hidroksida (slike 44), §to su potvrdili
rezultati elementarne analize dobijeni na osnovu EDS spektra (slika 40).

Slojevi gvozde-oksidujucih bakterija pokazuju znacajan stepen
unutrasnje organizacije na mikroskopskom nivou. Mrezna struktura od
upletenih Gallionella stabljiCastih bakterija 1 neidentifikovanih niti
odrzana je na okupu zahvaljujuéi matriksu (slike 42). Uocen matriks je
bogat ugljenikom i gvozde-hidroksidom, verovatno EPS, §to je i potvrdio
dobijeni EDS spektar (slika 40). EDS spektar prikupljen iz centra
prikazanog elektron-mikrografa sa elementarnom analizom ukazao je na
dominantan sadrzaj gvozda, ugljenika i kiseonika u ovom delu "mreze".
Takode su detektovane manje koli¢ine silicijuma, bakra i cinka. Mangan,
iako prisutan u merljivim koli¢inama u vodi RAR, nije zabeleZzen u
uzorku biofilma, ukazujuéi na nemoguénost Gallionella da koristi ovaj
element kao elektron donor.

Stoga, posmatrana mreza se sastoji od okvira u kome je kruta,
biomineralizovana komponenta Gallionella verovatno dominantan noseci
elemenat sa brojnim Supljim prostorima koje su ispunjene vodom. Ove
Supljine odgovaraju kanalima izmedu bakterijskih ¢elija, kojima putuju
nutrijenti i/ili bakterije i odvode se toksi¢ni metabolicki produkti unutar
biofilma (slika 43). EPS matriks koji drzi strukturne elemente zajedno
takode spreCava, ili RAR znacajno ograniava, razmenu vode izmedu
pregrada. Iako proizvodnja EPS zahteva dodatnu energiju i nutrijente,
uocenom strategijom izgradnje mreze mikroorganizmi Stede resurse dok i
dalje je u porastu ova struktura koja podrzava rast populacije.

EPS, svojstvena biofilmu, uoc¢ena je samo kod pojedinih uzoraka,
Sto moze biti posledica pripreme preparata. U pripremi preparata za
skening elektronsku mikroskopiju koriste se rastvaraci (alkohol, aceton,
ksilen) za postepenu dehidrataciju, zato $to voda nije kompatibilna sa
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vakumom koji se koristi za elektronski snop. Dehidratacija dovodi do
znaajne deformacije matriksa biofilma koji iz jedne visoko hidrirane
strukture, prelazi u Zelatinoznu formu koja obavija bakterijske ¢elije i od
njih se pruza u obliku niti (fibrila) (Donlan i Costerton, 2002). 1 pored
navedenog ogranicenja, odlicna svojstva rezolucije elektronske
mikroskopije ¢ini ovu tehniku 