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1. UvOD

Bioloski proces proc¢is¢avanja otpadnih vodabaziran na aktivnom mulju temelji se na
prirodnoj sposobnosti mikrobnih zajednica da razgraduju organsko i anorgansko oneciScéenje
(Foissner, 2016). Aktivni mulj je umjetni ekosustav, koji se razlikuje od prirodnog vodenog
ekosustava po visokim vrijednostima ulaznog organskog oneciS¢enja, ubrzanom procesu
razgradnje, kratkom vremenu zadrzavanja te dominaciji heterotrofnih organizama. Ovajsustav
moze se promatrati i kao kontinuirana kultura (Leal i sur., 2013). Dominantni organizmi u
aktivnom mulju su bakterije, i u brojnosti i u biomasi (Madoni, 2011) te ¢ine oko 90 % ukupne
mase aktivnog mulja (Pike, 1975). Bakterije imaju veliku vaznost u uklanjanju organskih i
anorganskih tvari iz otpadne vode. Zbog svojstava aktivnog mulja, medu eukariotima su jedino
protozoa (prazivotinje) i neki sitni beskraljeZnjaci, sa zivotnim ciklusom kra¢im od vremena
retencije mulja, sposobni prezivjetiibiti kompetitivniu ovom umjetnom ekosustavu (Antonietti
i sur., 1981). Protozoa su uobicajena biota aktivnog mulja u postrojenjima za obradu otpadnih
voda (Foissner, 2016), a kako se dio vrsta hrani bakterijama, odrzavajunjihove populacije u
ravnotezi i osiguravaju re-mineralizaciju hranjivih soli. Svojte protozoa koje se hrane
skupljaju¢ihranu filtriranjem iz struje vode dodatno aeriraju imijesaju ¢estice mulja i uklanjaju
suspendirane Cestice. PraZivotinje predstavljaju tako drugu najvazniju skupinu u ovom
umjetnom ekosustavu (Pauli i sur., 2001). Karakteristike flokule mulja i prisutnost odredenih

vrsta mikroorganizama je dobar pokazatelj rada postrojenja za proci§¢avanje otpadnih voda.

Brojni bioloski indeksi su razvijeni za procjenu onecis¢enja vodenih ekosustava. U
Europi se za slatkovodne ekosustave koristi prosireni bioticki indeks (engl. extended biotic
indeks, EBI) (Woodiwiss, 1980) koji je baziran na makrobeskraljeznjacima. Ova metoda se
oslanja na promjenu sastava zajednica kako raste oneciS¢enje te na smanjenje broja
taksonomskih grupa s porastom oneciS¢enja. Saprobni indeks (indeks saprobnosti) (Sladecek,
1973) uz razne modifikacije ostaje takoder jedan od standardno koristenih indeksa. Uz
navedene indekse, u procjeni ekoloSkog stanja voda u zemljama Europske Unije koriste se
razli¢ite metrike razvijene za pojedine bioloske elemente kakvoce (makrobeskraljesnjake,
fitobentos, makrofita i ribe) prema Okvirnoj direktivi o vodama (engl. Water framework

directive).



prisutnost toksi¢nih tvari ili nedostatak kisika. Neke grupe protozoa, posebno trepetljikasi,
mogu se brzo adaptirati na prevladavajuce uvjete u aktivnom mulju. Dominacija pojedinih
skupina ukazuje na organsko opterecenje i, s njim povezanu, koncentraciju kisika (Drzewicki i
Kulikowska, 2011). Korelacija izmedu sastava protozoa i u¢inkovitosti pro¢is¢avanja otpadnih
voda (Junkins i sur., 1983; Madoni, 201 1) ¢ini protozoa vrijednim indikatorima u sustavima za
proc¢is¢avanje otpadnih voda. Nekoliko indeksa je razvijeno zahvaljujuéi bioindikatorskim
svojstvima prazivotinja (Foissner, 2016), kao$to je bioticki indeks aktivnogmulja (engl. Sludge
Biotic Index, SBI), kojeg je predlozio Madoni (1994). Ovaj indeks se bazira na klju¢nim
grupama protozoa, s naglaskom na trepetljikaSe i kombinira sastav, raznolikost i brojnost
mikrofaune. SBlomogucavaodredivanje bioloske kvalitete mulja, koja se izrazavanumerickim
vrijednostima (od 0 do 10), te je u korelaciji s ekoloskim uvjetima na uredaju za proc¢is¢avanje
otpadnih voda. Bioticki indeks aktivnog mulja se pokazao brzim, pouzdanim i objektivnim
indikatorom za razli¢ite sustave pro¢i§¢avanja otpadnih voda s aktivnim muljem, ukljucujuéi

industrijske otpadne vode (Arévaloisur., 2009; Leal i sur., 2013; Pedrazzani i sur., 2016).

Medutim, bioti¢ki indeks aktivnog mulja je takoder kritiziran zbog manjka osjetljivosti,
jer, primjerice, ponekad ukazuje na prvu klasu mulja, unatoc¢ losijoj kvaliteti otpadnih voda
(Drzewicki i Kulikowska, 2011). Drzewicki i sur. (2017b) su tako pokazali da stati¢ko
magnetsko polje, kada se koristi u tretmanu otpadnih voda, ima razli¢it u¢inak na SBI klju¢ne
grupe, a koje nisu u korelaciji s ucinkovitosti proc¢is¢avanja. Ove spoznaje ukazuju na
ograni¢enu uporabljivost biotickog indeksa mulja u nekonvencionalnom tretmanu otpadnih
voda, $to je takoder dokazano u istrazivanju mikrofaune u aerobnim reaktorima zrnatog mulja
(Drzewicki i sur., 2017a). Autori su pratili u¢inkovitost proc¢i§¢avanja i mikrofaunu tijekom
obrade procjednih voda bogatih dusikom. Mikrofauna je imala malu raznolikost, a neke svojte
poput Vorticella infusionum pokazale su gotovo suprotna svojstvabioindikacije u usporedbi s

konvencionalnim aktivnim muljem.

Zajednicko procis¢avanje komunalnih i industrijskih otpadnih voda moze imati Stetan
utjecaj na protozoaisitne beskraljeznjake. Pokazalo se da odredeni toksi¢ni spojevi, koji mogu
biti prisutni u industrijskim otpadnim vodama, ograni¢avaju primjenljivost biotickog indeksa
mulja u procjeni kvalitete aktivnog mulja (Papadimitriou i sur., 2007). Takoder, iznenadna
vr$na opterec¢enja organsketvarimogu destabilizirati mikrofaunu i tako utjecati na u¢inko vitost
u prociscavanju (Drzewicki i Kulikowska, 2011). Mikrofauna male raznolikosti, posebno na

relativno visokim temperaturama, onemogucila je upotrebu SBI za procjenu ucinkovitosti
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procis¢avanja otpadnih voda iz proizvodnje celuloze i papira u UNOX sustavu (Bernati sur.,
2017).

Testovi akutne toksi¢nosti oneciS¢ivaca na trepetljikasima pokazali su da su ovi
organizmi korisni bioindikatori za evaluaciju toksi¢nosti voda s prisutnim razlicitim
koncentracijama metala (Madoni, 2011). Jedan od ekotoksikoloSkih testova je i1 pracenje
stabilnosti lizosomske membrane. Okolisni stresori kao i1 toksi¢ne kemikalije uzrokuju
promjene na membranilizosoma, kao idegradaciju stani¢nih komponenti, a rezultiraju mnogim
degradacijskim procesima, kao i smrcu stanica. Ti procesi su vrlo sli¢ni kod svih eukariotskih
organizama od kvasaca do covjeka (Klionsky 1 Emr, 2000; Cuervo, 2004). Odgovori
lizosomskog sustava mogu biti prognosticki biomarkeri budu¢i da oste¢enja lizosoma prethode
oStecenjima stanica i tkiva. Lizosomska oStecenja se koriste kao rani indikatori izloZenosti
onecis¢ivacima (Moore, 2002). Neki trepetljikasi su se takoder pokazali kao dobri indikatori
izlozenosti ksenobioticima, upravo pomocu testova stabilnosti lizosoma (Trielli 1 sur., 2007).
Prednost praZivotinja u testovima toksi¢nosti je njihova osjetljivost, budué¢i da kao
jednostani¢niorganizmibrzo reagiraju na promjene u okolisu. BioloSko procis¢avanje otpadnih
voda bazirano na aktivnom mulju je uglavnom dizajnirano da odrzavaveliku gusto¢uiaktivnost
onih mikroorganizama koji u€estvuju u razli¢itim procesima procis¢avanja. Uporaba protozoa
kao bioindikatorau ovom sustavuje stoga logi¢na, a velika brojnost osigurava lagano dobivanje

reprezentativnog uzorka.

Liste vrsta protozoa pronadenih u aktivnom mulju, s vise od 200 identificiranih vrsta,
objavilisu brojni autori (Agersborg i Hatfield, 1929; Barker, 1943; Curds i Cockburn, 1970a).
Potpunu listu objavio je Curds (1975). Navodi 228 vrsta protozoa, a najvise vrsta pripada

skupini Ciliophora (trepetljikasi), oko 160 vrsta.

Ciliophora €esto u aktivnom mulju imaju najve¢u brojnost medu eukariotima. Odredene
vrste su prisutne u velikom broju i karakteristiCne, primjerice: Vorticella convallara,
Operculariamicrodiscum i Carchesium polypidnum. Istrazivanje o strukturi zajednicaprotozoa
(Mistri 1 sur., 1994) pokazuje varijaciju gusto¢e pojedinih trepetljikasa. Trepetljikasi u
aktivnom mulju se vecinom hrane disperziranim populacijama bakterija. Bakterivomi
trepetljikasi se mogu podijeliti u grupe s obzirom na nacin Zivota: slobodno plivajuce, puzajuce
1 sesilne oblike, koji se ¢vrsto drze za flokulu mulja. Od puzajucih oblika, veliku gusto¢u imaju
predstavnici podrazreda Hypotricha npr. Aspidisca cicada, a medu pri¢vr§éenim oblicima, kao

Sto je navedeno, dominiraju predstavnici podrazredaPeritricha. Slobodno plivajuditrepetljikasi



kao $to su Cyclidiumglaucoma i Colpidium colpoda su dominantnikad je organsko oneci$éenje
vece, dok su okuceni i pri¢vrséeni trepetljikasi kao Epistylis plicatilis i Zoothamnium proceris

dominantni u kasnijim zavrsnim fazama kad je BPKs nizak (Madoni, 2011).

U postrojenju s aktivnim muljem koje dobro funkcionira, unutar skupine protozoa
dominantni su rodovi: Vorticella, Carchesium, Zoothamnium, Euplotes i Aspidisca.
Komparativno istrazivanje trepetljikasa u zajednici protozoa u postrojenjima sa aktivnim
muljem (Martin-Cereceda i sur., 1996) pokazuje vezu najc¢es¢ih vrsta s operativnim

parametrima postrojenja, sugerirajudi indikatorske vrste.

U ovom istraZivanju analizirani su aktivni mulj i otpadna voda s Uredaja za biolosko
prociséavanje otpadnih voda u Virovitici. Na uredaju se zajednicki proc¢is¢avaju komunalne
vode gradaiotpadne vode Tvornice Secera Viro. To je dvostupanjskianaerobno-aerobni proces.
Otpadne vode Secerane, koje su puno veceg organskog opterec¢enja od komunalne otpadne
vode, najprije prolaze anaerobnu fazu (anaerobni fermentor), a zatim se mijeSaju s gradskom
otpadnom vodom u aeracijskim bazenima, gdje se zavr$ava razgradnja organske tvari pomocu
mikroorganizama aktivnog mulja. Nakon aeracijskih bazena otpadnavoda odlazi u sekundame
taloznice u kojima se taloZi mulj, a proc¢iS¢ena otpadna voda (efluent) se prelijeva u recipijent
kanal Mante¢, pa Zupanijski kanal i dalje u rijeku Dravu. Jedan dio aktivnog mulja (povrami
mulj) se vrac¢aiz sekundarnihtaloZnica u bioaeracijske bazene, a visSak mulja se odlaze u lagune

otpadnih vodasecerane.

Tijekom ovog istrazivanja pracen je Sastav zajednica protozoa i mikro-metazoau
aktivnom mulju u korelaciji s u¢inkom procis¢avanja. Po prvi put se na nekom uredaju u
Hrvatskoj raCunao i bioti¢ki indeks aktivnog mulja, koji se racuna na osnovu sastava kljucnih
funkcionalnih skupina trepetljikasa. Dobiveni rezultati SBl-a korelirali su se s analitickim
indeksima aktivnog mulja te fizikalno-kemijskim pokazateljima ulazne i izlazne vode.
Paralelno se provelo laboratorijsko istrazivanje u kojem je testirana mogucénost uporabe

trepetljikasa aktivnog mulja u testovima stabilnosti lizosoma.



1.1. Cilj i hipoteze istrazivanja

Struktura vrsta prazivotinja u aktivnom mulju je indikator u¢inkovitosti postrojenja za
procis¢avanje. Bioti¢ki indeks aktivnog mulja (SBI) razvijen je 90-ih godina proslog stoljeca
(Madoni, 1994) te je sintetizirao indikatorska svojstva klju¢nih svojti protozoa. SBI se koristi
u postrojenjima za prociS¢avanje te je njegova vrijednost kao brzog, pouzdanog i objektivnog
indikatora potvrdena (npr. Arévalo i sur. 2009). U Hrvatskoj se rutinski provodi analiza
prisustva/odsustva prazivotinja, ali se ne koristi bioti¢cki indeks mulja (SBI) (osobna

komunikacija).
Ciljevi ovograda su:

1. utvrditi sastav zajednica protozoa u razli¢itim ekoloSkim uvjetima na uredaju za

prociS¢avanje otpadnih voda,

2. izraCunati bioti¢ki indeks mulja i usporediti ga s analitickim i mikrobioloskim parametrima

na uredaju,

3. utvrditi utjece li mijeSanje industrijske otpadne vode s komunalnom otpadnom vodom na

funkcionalne skupine praZivotinja aktivnog mulja,

4. lizosomskim biomarkerima provjeriti prisustvo toksi¢nih supstanci tj. uzro¢nika okolisnog

stresa,
5. utvrditi potencijal dominantnih svojti aktivnog mulja kao indikatora,

6. utvrditi koji je optimalni sastav zajednice protozoa za najbolji u¢inak proc¢isc¢avanja.

Na osnovu predloZenih ciljeva istrazivanja postavljene su radne hipoteze:
a) u zajednicama prazivotinja dominiraju trepetljikasi, a udio pojedinih funkcionalnih skupina
ukazuje na stanje aktivnog mulja,

b)biotickiindeks aktivnogmulja je objektivan i primjenjiv pokazateljrada uredaja te je njegova

vrijednost znacajno korelirana s analitiCckim pokazateljima uc¢inkovitosti proc¢is¢avanja,



c) promjena ulaznog optere¢enja i rezima rada uredaja utjeCe na funkcionalne skupine

prazivotinja aktivnog mulja,
d) lizosomski biomarkeri dokazuju prisustvo/odsustvo okoli$nih stresora,

e) dominantne svojte aktivnog mulja mogu se koristiti kao zasebni indikatori pojedinih uvijeta

na uredaju za proc¢iS¢avanje otpadnih voda.

Znacaj ovogistrazivanja su nove spoznaje o dinamici i indikatorskoj vrijednosti svoijti
prazivotinja aktivnog mulja povezano sa kakvocom ulazne 1 izlazne vode i ucinkovitosti

procesa obrade.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Sastav otpadnih vodai izvori oneciS¢enja

Onecis¢enje vodaposljedicaje tehnoloskograzvojaiporasta broja stanovnisStva, a preko
hranidbenih lanaca utjece 1 na ljude i opcenito, narusava vodene ekosustave. Ispustanjem
otpadnih vodaibacanjem otpadau vodu, ljudisu prepustali pro¢is§¢avanje prirodnim procesima,
prije svega mikroorganizmima razlagac¢ima. Koli¢ina komunalnih i industrijskih voda sve vise

raste, a time 1 oneciS¢enje voda.

Onecis¢enja voda su razlicita, a svako ima drugaciji utjecaj na okolis i ljude:

- organske tvari i hranjive soli (spojevi dusika i fosfora); uzrok uju pojacan rast primamih
proizvodacaitroSe kisik iz vode,

- mineralne soli (kloridi, sulfati) i metali; mogu biti otrovni za ziva bi¢a u vodi, npr. ribe,
Skoljkase, a preko kojih ulaze u hranidbene lance,

- organska (mikro) zagadivala, otrovni spojevi koji su Stetni za organizme u vodi; utjeu
na razmnozavanje i remete strukturu zajednice u vodenom ekosustavu,

- mikroorganizmi koji dospijevaju iz otpada (komunalnog); Cesto su patogeni
mikroorganizmi uzro¢nici bolesti i vodenih i kopnenih organizama,

- radioaktivne tvari; prolaskom kroz hranidbene lance koncentriraju se u pojedinim
tkivima i organima; potencijalno uzrokuju karcinome i genotoksicni su,

- suspendirane Cestice u vodi; mogu smanjiti prodiranje sunceve svjetlostiu vodu, a na
taj nacCin remete rast primarnih proizvodaca,

- fizikalno-kemijske promjene, npr. toplinsko onecis¢enje (ispustanje vode visokih

temperatura), promjene kiselosti ili boje vode (Petrovi¢ i sur., 2013).

Do pocetka 1990-tih godina najve¢u pozornost zbogonecis¢enja vodaimala su organska
zagadivala i teSki metali koji su iz razli¢itih industrijskih postrojenja dospijevali u vodotoke
(kemijska, prehrambena, tekstilna, industrija papira). Danas je zbog primjene odgovarajucih

mjera i uklanjanja izvora oneciS¢enja, smanjeno ispustanje organskih zagadivala.



2.1.1. Nova zagadivala

Pojavila su se i nova zagadivala ¢ije ispustanje u okoli§ joS nije dovoljno zakonski
regulirano. Naziv ,,nova zagadivala‘“ ne znac¢i nove spojeve ili produkte njihove razgradnje,
nego su to zagadivala koja nisu ukljucena u redoviti nadzor. U nova zgadivala se svrstavaju

slijedece skupine spojeva:

- toksini cijanobakterija,

- bromirani spojevi (usporivaci gorenja),

- nuzproizvodi dezinfekcije,

- aditivi gorivu,

- hormoniiendokrini modulatori,

- organometalni spojevi,

- organofosfatni spojevi (usporivaci gorenja) i omeksivaci (plastifikatori),
- perfluorirani spojevi,

- farmaceutici i sredstva za osobnu higijenu,

- polarni pesticidi i njhovi produkti razgradnje ili transformacije,
- nanomaterijali (ili nanocestice),

- siloksani,

- povrsinski aktivne tvari i njihovi metaboliti.

Za vec¢inu navedenih novih zagadivala jo§ nema procjene opasnosti za zdravlje ljudi i
drugih organizama jernema dovoljno ekotoksikoloskih podataka (Petrovi¢ isur.,2013). Vecina
danasnjih analitickih metoda usmjerena je na odredivanje izvornih spojeva, a rijetko njihovih

metabolita i transformacijskih produkata.

2.1.2. Sastav komunalnih otpadnih voda i industrijskih otpadnih voda tvornica Secera

Mikrobiolo8ki sastav komunalnih otpadnih voda karaketiriziraju bakterije probavnog
trakta kraljeznjaka, medu kojima su mnoge patogene bakterije. Od ljudskih patogena (kad je
podrijetlo voda iz domacdinstava) naj¢esce su prisutne Salmonella typhi, Salmonella paratyphi,
Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, Campilobacter spp., Leptospira spp. i Vibrio

cholerae. Od bakterija dolaze jo§ rodovi Micrococcus, Cytophaga, Pseudomonas, Aeromonas



i drugi. Medu prazivotinjama u komunalnoj otpadnoj vodi ¢este su vrste Entamoeba histolytica
I Giardia intestinalis. Dolaze i virusi: adenovirusi, enterovirusi, hepatitis virus i reovirusi (Pejic,

2014).

Mikrobioloski sastav otpadnih voda Secerane je slican komunalnim otpadnim vodama.
Podrijetlo bakterija u otpadnim vodama Secerane je iz vode za pranje i plavljenje repe i/ili iz
zemlje. Mogu dospjeti ¢ak i u proces prerade, ali ne predstavljaju problem u procesu.
Dezinfekcijska sredstva koja se koriste u proizvodnji Secera kao i visoka temperatura i pH
vrijednost vode onemoguéavaju razmnozavanja bakterija. Od bakterija najve¢u brojnost
pokazuje ukupan broj bakterija, a prisutne su i koliformne bakterije, enterokoki, Escherichia

coli, sulfit-reducirajuce bakterije, Pseudomonas aeruginosa kao i kvasci (Kepec, 2016).

2.2. Aktivni mulj

Aktivni mulj se sastoji od zivih mikroorganizma (bakterije, gljivice, protozoa, sitni
beskraljeznjaci) i organske tvari. Otpadna voda i aktivni mulj se aeriraju da bi se pospjesila

razgradnja organske tvari.

Osnovni mehanizam djelovanja aktivnog mulja, koji ima sli¢nost s prirodnim vodenim

ekosustavima je:

Bakterije(enzimi)

Organska tvar + 0 , CO, + H,0 + energija

Organsko onecis¢enje uklanja se pomocu mikroorganizama pri odgovarajué¢im
procesnim ¢imbenicima, zatim slijedi sedimentacija— odvajanje mulja od obradene otpadne
vode iuklanjanje viska mulja iz sustava. Organsku tvar mikroorganizmi uparabljuju kao izvor
hrane za rast i razmnozavanje odnosno produkciju mikroorganizama. Pri tom nastaje CO,, plin
koji odlazi u atmosferu, voda, koja ulazi u sastav finalnog efluenta i energija koju
mikroorganizmi koriste za odrzavanje svojih zivotnih funkcija, a dio energije se gubiiu obliku

topline.

Otpadna voda bogata organskom tvari mijeSa se s mikroorganizmima u prisutnosti
otopljenog kisika dovoljno vremena da omoguéi mikroorganizmima da razgrade prisutnu

organsku tvar. Princip rada je da jedan tip mikroorganizama probavlja (ili hrani se) s jednom
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vrstom organske tvari, a ostali mikroorganizmi probavljaju njihove nusprodukte i druge
organske spojeve. Mikroorganizmi asimiliraju organske spojeve i ujedno trose otopljeni kisik
iz otpadne vode. Upravo zbog velike potrosnje kisika, aktivni mulj se aerira, da se izbjegne
anoksija. Nadalje, osim §to mikroorganizmi apsorbiraju organske spojeve, proizvode i
nusproizvode tj. odredene produkte razgradnje. Drugi mikroorganizmi ¢esto koriste te
nusprodukte kao izvor hrane. Ovaj akumulativni biodegradacijski proces traje sve dok se
kompleksni organski spojevi potpuno razgrade i budu asimilirani od populacije
mikroorganizama (Junkins i sur., 1983). Vrijednost pH u bioeracijskim bazenim se treba

odrzavati izmedu 6,5 do 8,5. U tom intervalu aktivnost mikroorganizama je najbolja (Junkins i
sur., 1983).

Aktivni mulj se formira u bioaeracijskim bazenima, a nekad produzeno i u sekundamim
taloznicama. Dio mulja (povratnimulj) se vra¢a u bioaeracijskebazene, a preostali dio aktivnog

mulja se uklanja kao viSak mulja.

Izgled flokule mulja (Slika 1) i prisutnost odredenih vrsta mikroorganizama koriste se
kao pokazatelji rada postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda. Opcenito, male do srednje
flokule mulja koje nisurasprSene ukazuju na aktivni mulj sa dobrom aktivno$¢u. U flokuli tzv.
zdravog aktivnog mulja treba biti prisutan relativno velik broj vrsta protozoa. Prisutnost sitnih
bicasa i nitastih bakterija u flokuli ukazuju na mladu flokulu i nedostatak kisika. Male flokule,
s neravnim rubovima i uz prisustvo velikog broja kolnjaka ukazuju na stari mulj (Junkins i sur.,
1983).
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Slika 1. Mikroskopski izgled flokulaaktivnog mulja; A. flokule aktivnhog mulja svojstva dobre
talozivosti (dovoljna aeracija, dobro formirana flokula mulja); B. flokule mulja lose talozivosti
(nedovoljna aeracija, nema formiranja pravilne flokule, prisutne nitaste forme i kolnjaci)
(vlastita fotografija).

2.2.1. Sastav aktivnog mulja

U aktivnom mulju bioloSke komponente ¢ine razlagaci: bakterije i gljivice, koji koriste
organske tvari iz otpadne vode, i potrosaci: heterotrofni bicasi, trepetljikasi, amebe 1 sitni
beskraljeznjaci, koji se hrane dispergiranim bakterijama. Trepetljikasi su cCesto glavni

bakteriovori u aktivnom mulju, dok su kolnjaci predatori raznih prazivotinja.

U bioaeracijskim bazenima prisutni su razni rodovi bakterija koje koriste razli¢ite
sastojke kao izvore ugljika (energije): Escherichia, Enterobacter, Pseudomonas,
Flavobacterium, Zooglea, Nocardia, Micrococcus, Mycobacterium, Corynebacterium i
Sphaerotilus. Bakterije u aktivnom mulju ¢ine oko 90 % ukupne biomase aktivnog mulja. U

konvencionalnom aktivnom mulju, suspendirana tvar sadrzi oko 10°jedinki/mL (Pike, 1975).
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Formiranje aktivnog mulja (Junkinsisur., 1983) zbiva se kroz procese:

1. prijenos mase - prolaz otopljenih organskih tvari kroz staniénu membranu
mikroorganizama gdje se razgraduju,

2. konverzija (pretvorba) - razgradnja organske tvari pomocu enzima mikroorganizama,
razmnoZzavanje mikroorganizamai oksidacijski procesi,

3. flokulacija - formiranje flokula mulja.

Sva tri koraka zbivaju se istovremeno u bioaeracijskim bazenima, a donekle i u

sekundarnim taloZznicama (Junkins i sur., 1983).

2.2.1.1. Protozoa

Protozoa (prazivotinje, fagotrofni protisti) su jednostani¢ni eukariotski organizmi Koji
pripadaju carstvu Protista (Habdija i sur., 2011). Noviji sustavi klasifikacije eukariota (Adl i
sur., 2005) ukinuli su podjele na carstva te prazivotinje spadaju u vise klastera, odnosno nisu
monofiletskog porijekla. Prazivotinje mogu biti jednojezgrene i mnogojezgrene, veliine od 2
um do nekoliko centimetara, s mnostvom organela i skeletnih struktura. Budu¢i da svaka
stanica funkcionira kao potpuni organizam, ima strukturne specijalizacije za sve Zivotne
funkcije: kretanje, uzimanje hrane, razmnozavanje i reagiranje na podrazaje. Svi protozoa su
pokretni ili imaju pokretne stadije. Mnoge praZivotinje se pokrecu 1 hrane pomocu biceva i
trepetljika, a neki se kre¢u ameboidno pomocu pseudopodija ili ,,Jaznih nozica*, dok se neki
kre¢u puzanjem. Primaju i reagiraju na podrazaje prije svega preko stani¢ne membrane. Samo
neke prazivotinje imaju posebne organele za primanje podraZzaja npr. fotoreceptore. Protok
kalcijevih iona je najvjerojatnije kontrolirajuci faktor kretanja, a vezan je s promjenama
potencijala stani¢ne membrane (Habdija i sur., 2011). U homogenim uvjetima okolisa, bez
stimulansa, pokretljivost protozoa je nasumic¢na. Digestija ili probava hrane zapocinje kad se
hranidbeni mjehuri¢ odvoji od citostoma i spoji s kiselim vezikulama i lizosomima te stvori

probavni mjehuri¢ (Slika 2).
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Slika 2. Intracelularna probava u trepetljikasa (preuzeto iz: Habdija i sur., 2011).

Protozoa igraju vaznu ulogu u procesima prociS¢avanja otpadnih voda baziranih na
aktivnom mulju. Zajedno s bakterijama reduciraju organsko i anorgansko onecis¢enje otpadnih
voda te u¢inkovitost bioloskih sustava procis¢avanja otpadnih voda baziranih na aktivhom
mulju ovisi 0 sastavu protozoa tj. o prisutnim vrstama u zajednici. Biolosko procis¢avanje
otpadnih vodabazirano na aktivnom mulju je uglavnom dizajnirano da odrzava veliku gustocu
i aktivnost onih mikroorganizama koji ucestvuju u razli¢itim procesima procisc¢avanja.
Prazivotinje prisutne u aktivnom mulju uglavnom su bakteriovori, a istraZivanja su pokazala da
mogu odrzavati bakterijske populacije u ravnotezi (Warren i sur., 2010). Zbog svoje vazne
uloge, prazivotinje su vazna komponenta aktivnog mulja te se smatraju drugom po vaznosti
skupinom uovom sustavu (Pauliisur.,2001). Opc¢enito se smatra da je primarna uloga protozoa
u procis¢avanju otpadnih voda bistrenje efluenta, do kojeg dolazi hranjenjem suspendiranim
bakterijama (Curds, 1992). Prehranom nad suspendiranim bakterijama, inducira se brzi rast
populacija filamentoznih i bakterija koje oblikuju flokule, $to direktno utjece na aktivni mulj
(Warren i sur., 2010).

Od svih protozoa, trepetljikasi su najbrojnijiu svim tipovima aerobnih bioloskih sustava
proc¢is¢avanja. Prisutnost i odgovarajuca brojnost protozoa ukazuje na dobro izbalansiran
proces. Mikroskopska analiza aktivnog mulja je vazna u vodenju procesa bioloSkog
procis¢avanja jer ukazuje na probleme u procesu puno ranije nego ih se moze detektirati putem
ostalih analiza. U dana$nje vrijeme protozoa se koriste kao bioindikatori promjena u

postrojenjima sa aktivnim muljem (Al-Shahwani i Horan 1991; Esteban i sur. 1991).
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Iako postoje brojni klju¢evi za identifikaciju protozoa (npr. Foissner i Berger, 1996;
Foissnerisur., 1991, 1992, 1994, 1995; Serrano i sur., 2008) ona ostaje i dalje problem, pa se
predlaze veca uporaba molekularnih metoda (Foissner, 2016). Prisutne indikatorske vrste u
aktivnom mulju ukazuju na efikasnost rada uredaja. Primjerice, indikatorske vrste Aspidisca
cicada, Chilodonellauncinata, Coleps hirtus, Zoothamnium procerius, Vorticella convallaria
u zajednici s oku¢enim amebama rodova Arcella i Euglypha ukazuju na dobar aktivan mulj,
dobro vodenje uredaja i efluent sa znacajnom redukcijom organske tvari (Foissner, 2016).
Sastav zajednica protozoa uglavnom ovisi o sastavu otpadnih voda, a broj vrsta se smanjuje s

pogorsanjem uvjeta na uredaju za prociséavanje.

Trepetljikasi

Trepetljikasi (Ciliophora) ili cilijati su velika skupina prazivotinja, s preko 8000
opisanih vrsta rasprostranjenih u slatkim vodama, u moru i u tankom sloju vode u tlu, ali i
unutar drugih organizama. Svi trepetljikasi su heterotrofni. NajviSe ih je slobodnoplivaju¢ih, a
manje sesilnih i zadruznih. Veli¢ina im varira od 10 um do 4,5 mm. Slobodnoplivajuc¢i
trepetljikasi su pokretni(trepetljike) inajbrze su prazivotinje, a postizu brzinuod 0,4 do 2 mmys.
Slobodno zivuéi trepetljikasi mogu biti detrivori, bakteriovori, herbivori ili pre datori. Predatori
se hrane drugim prazivotinjama, ukljucujuci i trepetljikase, a i sitnim zivotinjama kao
kolnjacima. Mnogi sitni trepetljikasi se kre¢u u potrazi za hranom (bakterijama, dijatomeama 1
dr.), dok drugi, veéi, hranu skupljaju filtrirajui je iz struje vode koju stvaraju oralnom
aparaturom. Preoralna trepetljikavost filtratorskih vrsta mnogo je sloZzenija od trepetljikavosti

vrsta koje direktno hvataju plijen.

Osobitost trepetljikasa je jezgreni dimorfizam tj. imaju jedan ili vise mikronuklesa i
jedan ili vise makronukleusa. Mikronukleusi su diploidni, sitni (promjera od 2 do 5 pum), a
odgovorni su za geneticku rekombinaciju. Makronukleusi su poliploidni, ve¢i, a mogu biti 1
fragmentirani. U njimase odvijasintezaRNA i odgovornisu zanormalan stani¢ni metabolizam
(Habdija i sur., 2011).

Trepetljikasi su dominantna grupa protozoa u aktivnom mulju (Martin-Cereceda i sur.,
1996) te poboljsavaju kvalitetu efluenta. U njihovom nedostatku efluent ima vece vrijednosti
BPKS5 i ve¢u mutnocu zbog prisutnih dispergiranih bakterija (Curds 1992) (Slika 3). Zbog

mogucénosti razvoja masovnih populacija 1 efikasnog filtracijskog aparata, peritrihni
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trepetljikasiimaju vaznu ulogu u bioloSkomprocis¢avanju otpadnih voda (Habdijaisur.,2011).

lako je pronadeno oko 230 vrsta protozoa u razli¢itim aerobnim bioloSkim sustavima, samo

neke suucestale (CurdsiCockburn, 1970a; Madoni i Ghetti, 1981), a to vrijedii za trepetljikase.

Trepetljikasi u bioloskim sustavima za prociS¢avanje otpadnih voda se hrane uglavnom

bakterijama i mogu se podijeliti u tri skupne prema nacinu pokretanja: slobodnoplivajudi,

puzajudi i pri¢vrséeni trepetljikasi koji se ¢vrsto drze za flokulu mulja (Tablica 1). Dok su

slobodnoplivajuce i pri€vrséene vrste u kompeticiji za hranu tj. dispergirane bakterije u tekucoj

fazi, puzajuce vrste se hrane Cesticamana flokulama mulja.

Tablica 1. Trepetljikasi karakteristicni za aktivni mulj prema nacinu Zivota i ishrani (preuzeto i
prilagodano iz Madoni, 1994).

Bakteriovorni

Karnivorni slobodno-plivajuéi puzajuci pri¢vrséeni
Holotrichia Colpoda sp. Aspidisca cicada Carchesium sp.
Acineriaincurvata | Colpidium colpoda | Aspidisca lynceus Epstylis spp.
Amphileptus sp. Colpidium campylim | Chilodonella Opercularia
uncinata coarctata
Coleps hirtus™ Cinetchilum Euplotes affinis Opercularia
margaritaceum microdiscus

Litonotus spp. Cyclidium glaucoma | Euplotes moebiusi Opercularia minima

Spathidium spp. Dexiotricha sp. Euplotes patella Stentor spp.

Suctoria Glaucoma scitillans | Stylonychia spp. Vaginicola
crystallina

Acineta spp. Loxocephalus sp. Trithigmostoma Vorticella

cucullulus convallaria

Metacineta sp. Paramecium spp. Trochilia minuta Vorticella

microstoma

Podophrya spp. Pseudocohnilembus
pussilus
Tokophrya spp. Sathrophilus sp.

Spirostomum teres

Vorticella octava

Zoothamnium spp.
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Nastavak Tablice 1.

Bakteriovorni

Karnivorni slobodno-plivajuéi puzajuéi pri¢vrséeni

Tetrahymena

pyroformis complex

Uronema nigricans

Acineria uncinata'
Drepanomonas revoluta’

Trachelophyllum pusillum!'

*Omnivori; 'Ove vrste su slobodno-plivaju¢eg nacina zivota, ali njihovaishranaje vezana za
flokule.

Trepetljikasi su prisutni u procesu prociS¢avanja otpadnih voda s velikim brojem vrsta i
brojnoséu, a uglavnom dosezu gustocu od oko 107 jedinki/L u aeracijskim bazenima (Madoni i
sur. 1993; Pauli i sur. 2001).

Slika 3. Fotografije laboratorijskih uzoraka efluenta s prisutnim trepetljikaSima (+) i bez
trepetljikasa (-) (preuzeto iz: Curds, 1992).

Odnosi kompeticije i predacije medu trepetljikaSima osciliraju dok se ne postigne
dinamicka stabilnost, koja ovisi o nacinu vodenja procesa proci§¢avanja i zadanim ciljevima za
optimalnu ucinkovitost (Madoni, 1986). Struktura i karakteristike mikrofaune su vazni
indikatori u¢inkovitosti sustava proci§¢avanja (Madoni, 1994; Arévalo i sur., 2009; Martin-
Cerecedaisur., 1996).
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Ucinkovito postrojenje s aktivnim muljem treba imati slijedece karakteristike:

- veliku brojnost mikrofaune (>106 jedinki/L),

- mikrofaunu sastavljenu od puzajucih i pri¢vrséenih trepetljikasa, a gotovo bez bicasa,

- vrste trepetljikaSa trebaju biti raznolike i niti jedna ne smije dominirati broj¢ano nad

drugom s faktorom veé¢imod 10.

Ako to nije slucaj, nalaz nekih klju¢nih grupa protozoa (Tablica 2) ukazuje na neko

specifi¢no problemati¢no stanje na postrojenju (Madoni, 1994).

Tablica 2. Klju¢ne skupine mikrofaune koje ukazuju na u€inkovitost i potencijalne probleme
na uredajima za proc¢i§¢avanje otpadnih voda (preuzeto i prilagodeno iz Madoni, 1986).

Dominantna skupina Ucinkovitost Moguéi uzrok
prociséavanja
Sitni bicasi slaba slaba  aeracija mulja; veliko
organsko  opterecenje;  prisutne
fermentirajuce tvari
Sitni plivajudi bicasi . prekratko vrijeme retencije mulja,
osrednja . Lo
mulj siromasan kisikom
Veéi plivajuéi trepetljikasi | osrednja veliko organsko opterecenje; mulj
siromasan kisikom
Puzajudéi trepetljikasi dobra
Pri¢vrsceni i dobra
puzajudi trepetljikasi
Pri¢vrséeni trepetljikasi | u opadanju prolazan fenomen (diskontinuirano
opterecenje, ,,nezreli* mulj)
Sitne gole amebe slaba vrlo visoko organsko opterecenje;
prisutni tesko razgradivi spojevi
OKkucéeni dobra

Kljuéne grupe trepetljikasa

Trepetljikasi imaju dobru korelaciju s fizikalno-kemijskim parametrima otpadne vode

nakon obrade i operativnim parametrimauredaja. U prociS¢avanju s aktivnim muljem, najvecu

abundanciju pokazuje klju¢na grupa: pric¢vrséeni trepetljikasi (Martin-Cereceda i sur., 1996;

Madoni, 2011).
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Madoni (1994) je proveo opsezno istrazivanje o uzajamnoj vezi razli¢itih grupa
mikrofaune, koje su kombinacija taksonomskih skupina, Zivotnih oblika trepetljikasa i nacina
ishrane, i glavnih uvjeta na postrojenju za proci§¢avanje otpadnih voda. Analizirano je 44
postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda na bazi aktivnog mulja, a pra¢ena je korelacija
izmedu 9 razli¢itih grupa mikrofaunei Sest fizikalno-kemijskih parametara na postrojenjima.
Tako se doslo do ,,pozitivnih* i ,,negativnih® klju¢nih grupa. Pozitivne grupe su puzajudi i
pricvriceni trepetljikasi 1 okucéeni. Negativne grupe su sitni bicasi, slobodno plivajuéi

bakteriovorni trepetljikasi i peritrihni trepetljikasi Vorticella microstoma i Opercularia spp.

Zajednice protozoa u aktivnom mulju su izu¢avali mnogi znanstvenici (Madoni, 1994;
Martin-Cereceda i sur., 1996; Arévalo i sur., 2009; Madoni, 2011). Foissner (2016) kompilira
dostupne literaturne podatke te daje tablicu vrsta i u odnosu na u¢inkovitost pro¢is¢avanja

(dobra, srednja i slaba ucinkovitost pro¢is¢avanja).

Mnoga istrazivanja su pokazala da je broj prisutnih vrsta trepetljikasa na uredaju za
pro¢i§¢avanje otpadnih voda koji dobro funkcionira oko 108 jedinki/L. Kad taj broj padne ispod
104 jedinki/L, to indicira nedovoljno proc¢is¢avanje (Drakides, 1980). U takvim sluc¢ajevima
dolazi do proliferacije dispergiranih bakterija i povecanja mutno ¢e efluenta, a posljedi¢no tome
idopovecanja BPKs. Suprotno, povecanbroj trepetljikasa(>107 jedinki/L) gotovo uvijek znaci

dobru purifikaciju i optimalne uvjete u procesu (Madoni, 1994).

Mikrofauna dobro funkcioniraju¢eg sustava je raznolika, sastoji se od razlicitih grupa
organizama, a svaka pojedinacna grupa od vise razli¢itih vrsta. Nijedna grupa ili vrsta nisu
brojcano dominantne. Mikrofauna kod koje dominira jedna grupa ili vrsta je pokazatelj
trofickog disbalansa zbog limitiraju¢ih ¢imbenika koji onemoguéavaju razvoj ostalih vrsta, a
favoriziraju rast onih vrsta koje su tolerantne na te ¢cimbenike. Naj¢eS¢i limitirajuci uvjeti su
npr. prisutne Sok doze toksi¢nih supstanci, zatim premalo ili preveliko organsko opterecenje,

snaznija ekstrakcija mulja i manjak kisika.

Do sli¢nih rezultata su doSli 1 drugi autori izu€avajuéi protozoa aktivnog mulja (De
Marco i sur., 1991). Autori su klasificirali mikrofaunu u tri klase prema abundanciji (<10*
jedinki/L, od 104 do10°% jedinki/L;i >106jedinki/L), i prema u¢inkovitosti rada uredaja za
prociSéavanje okarakterizirali ih kao indikatore neucinkovitog, slabo uc¢inkovitogi uredaja
dobre ucinkovitosti. Dokazali su da su uklanjanje organskih tvari, kao i koncentracija metala,

znacajno razli¢itinarazli¢itim uredajima sukladno zastupljenosti triju klasa protozoa. Pokazalo
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se da se brojnost i raznolikost zajednica trepetljikasa mijenja ovisno o kvaliteti ulaznog

opterec¢enja, kaoio uvjetima rada samog postrojenja (Esteban i sur., 1991).

Pri¢vrséeni trepetljikaSi

U aktivnom mulju postrojenja s dobrom ucinkovito§¢u procis¢avanja dominaniraju
upravo pri¢vrsc¢eni trepetljikasi kao $to su rodovi Vorticella, Carchesium, Zoothamnium i
Epistylis (Madoni, 2011). Pojedine vrste koreliraju sa specifi¢cnim parametrima procesa
proc¢is¢avanja (Martin-Cereceda i sur., 1996). Primjerice, vrsta V. striata je karakteristi¢na za
slabiju kvalitetu efluenta, Aspidisca cicada za stabilne uvjete na postrojenju i dobar aktivni

mulj, a vrsta Litonotus lamella za slabo talozenje mulja.

Pricvrsceni trepetljikasi su ko-dominantni s puzajuéim trepetljikasima u aktivnom
mulju. Izrazito povecan broj pri¢vriéenih trepetljikasa tj. >80 % mikrofaune aktivnog mulja
dovodi do smanjenja uéinkovitosti proc¢is¢avanja (Madoni, 1994). Najcesc¢e se to dogada u
slucaju gubitka aktivnog mulja ili diskontinuiranog pritjecanja organskog optere¢eanja s
influentom. Prema Curds 1 Cockburn (1970b), pricvrs¢ceni trepetljikasi mogu podnositi Siroki
raspon organskog opterecenja. Takoder je ustanovljeno da je omjer brojnosti puzajucih i
pricvrséenih trepetljikasa u uskoj vezi sa u¢inkovitoséu procisc¢avanja (Bedognii sur., 1991).

Kad je vrijednost omjera>0,5 postize se bolja kvaliteta finalnog efluenta.

Neke pri¢vrséene svojte trepetljikasa kao $to su Vorticella microstoma i Opercularia
spp. mogu opstati i preZivjeti u vrlo nepovoljnim uvjetimau aktivnom mulju (npr., nedostatak
kisika, prisutnost toksi¢nih tvari). Ako su prisutne s velikom brojnoS$¢u, mogu se smatrati
klju¢nim grupama (Madoni, 1994). Neke svojte roda Opercularia karakteristi¢ne su za stabilne
uvjete u aktivnom mulju. Primjerice Pauli i sur. (2001) navode da O. coarctatai V. convallaria

dominiraju u stabilnoj fazi u postrojenjimas aktivnim muljem.

Opercularia spp.

U aktivnom mulju se obi¢no nalaze Opercualaria coarctata, O. microdiscus, i O.

minima. Najces¢e dolaze u malom broju, a dobri su indikatori, jer njihov broj znacajno raste
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kad je mulj lose kvalitete (Esteban i sur., 1991). Curds i Cockburn (1970b) su ustanovili da
Opercularia spp. dolaze u ve¢em broju kad je visok BPK 5 finalnog efluenta. Vrste ovog roda
mogu podnositi stresne uvjete okoliSa bolje od drugih protozoa. Neki autori su ustanovili da se
Opercularia javlja u ve¢em broju u industrijskim otpadnim vodama koje sadrze toksi¢ne tvari
(Antonietti i sur., 1982; Cardinaletti i Zitelli, 1991). U industrijskim otpadnim vodama koje
sadrze soli metala, O. coarctata moze biti jedina komponenta mikrofaune. O. microdiscus
podnosi manjak kisika i esto se detektira u taloznicama s niskim omjerom povrata mulja. Ove
dvije vrste su povezane s visokim vrijednostima BPKsi amonijakalnog N u finalnom efluentu
(Poole, 1984; Madoni i sur., 1993). Operculariaspp. ¢esto dolaze zajedno s vrstom Vorticella
microstoma (Madoni, 1994).

Vorticella microstoma

Ova vrsta trepetljikasa je najeSce prisutna za vrijeme prve faze kolonizacije flokula
mulja, ali obi¢no bude zamijenjena drugim vrstama (npr. V. convallaria) koje postaju
dominantne dok traju stabilni uvjeti. Ove dvije vrste imaju razliitu toleranciju na manjak
kisika pa V. microstoma ukazuje namanjak otopljenog kisika u aeracijskim bazenima (Madoni
i Antonietti, 1984; Madoni, 1994). Dominacija ove vrste ukazuje na slabu ucinkovitost

procis¢avanja.

Puzajuéi trepetljikaSi

Puzajuéi trepetljikasi su nac¢inom zivota vezani uz flokulu mulja i pomocu svojih
struktura (ciri ili zasebne trepetljike) kre¢u se po flokuli. Na primjer, vrsta Aspidisca cicada je
tipi¢na za stabilnu fazu aktivnogmuljaivrlo ¢esto dolazizajedno s pri¢vr§¢enim trepetljikaSem
Vorticella convallaria (Martin-Cerecedai sur., 1996). Obje vrste pokazuje veliku toleranciju
na bakar (Nicolau i sur., 2005). Malo veéi puzajuti trepetljikas, Euplotes aediculatus, hrani se
bakterijama i predator je drugih manjih prazivotinja. Dobar je indikator za vode onecis¢ene
niklom (Madoni i Romeo, 2006). Vrsta istog roda E. patella je indikator niskog organskog
onecis¢enja (Madoni, 1994).
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Puzajuci trepetljikasi pokazuju smanjenje brojnosti s povecanjem opterecenja (Curds i
Cockburn, 1970b). Pricvrsceni i puzajuéi trepetljikasi ¢esto su ko-dominantni u mikrofauni
aktivnog mulja. Zbograzli¢itih nacina ishrane nisu medusobno u kompeticiji, ali ipak se omjer

medu ove dvije grupe mijenja ovisno o opterecenju mulja (Madoni, 1994).

Slobodno plivajudi trepetljikasi

Plivajuce bakteriovorne vrste trepetljikaSa su brojnije u ranoj fazirada uredaja kad se
tek formiraju flokule mulja pa su stoga sesilni ili pri¢vrsc¢eni trepetljikasi odsutniili imaju nisku
brojnost. Slobodno plivaju¢e vrste ubrzo budu zamijenjene s populacijom pri¢vrSéenih

trepetljikasa u kompeticiji za dispergirane bakterije (Madoni, 1994).

Sitni slobodno plivajuéi trepetljikasi kao $to su Colpidium, Cyclidium, Tetrahymena i
Uronema ponekad su dominantni u mikrofauni mulja. To se deSava u situaciji kad je mulj
nedovoljno zreo ili kad se radi o visokom organskom opterec¢enju i nedostatku kisika. Ove
bakteriovorne svojte postaju dominantne u kompeticiji kod visoke koncentracije dispergiranih
bakterija, a i bolje prezivljavaju od ostalih kada su prisutne toksi¢ne tvari u influentu, kao i
manjak kisika. Curds i Cockburn (1970b) su ustanovili da su slobodno plivaju¢i oblici

dominantni kod visokih organskih opterecenja.

Ostale klju¢ne grupe

Okuéeni

Okuceni su prisutni u aktivnom mulju s tri naj¢esca roda: Arcella, Difflugia i Euglypha.
Ovi protozoa koloniziraju mulj kada je nisko organsko oneci$¢enje i uobicajeno dolaze u
aeracijskim bazenima gdje se provodi uklanjanje dusika (Poole, 1984). Okuceni su prisutni u
vecoj brojnosti u mulju malog organskog optere¢enja, duZzeg vremena retencije i s ve¢om
koncentracijom otopljenog kisika u aeracijskim bazenima, §to onemogucava kompletnu

nitrifikaciju (Madoni i sur., 1993). U ovakvim uvjetima kvalitet efluenta je odlican i postize se
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velikaucinkovitosturedaja za proc¢is¢avanje. Prilikom identifikacije oku¢ena, trebavoditiraua
da se u obzir uzimaju samo zive jedinke (Arreguiisur., 2012), buduci da su njihove kucice vrlo

otporne te se mogu dugo odrzati u sustavu i nakon smrti organizma.

Bicasi

Sitni bi¢asi su brojni u aktivnom mulju i dosezu gusto¢u 107-108 jedinki/L
(Madoni,1994). Veci bicasi kao Peranema se rijetko nalaze u aktivnom mulju s veéim

brojnostima, a ulaze u skupinu karnivora (Warren i sur., 2010).

Sitni heterotrofni bicasi kao $to su Bodo, Polytoma i Tetramitus, takoder su
karakteristiéni za pocetnu fazu rada postrojenja kada se formiraju flokule. Hrane se
dispergiranim bakterijama i s vremenom budu zamijenjeni bakteriovornim trepetljikasima.
Veliki porast ovih protozoau zrelom aktivnom mulju je povezan sa slabim u¢inkom bioloskog
procis¢avanja zbog vise razloga: slabo aeriran mulj, veliko organsko optere¢enje ili prisutne
fermentirajuce tvari (Madoni, 1986, 1994). Bicasi su jedini prisutni protozoa u mulju sa
snaznim organskim optere¢enjem (Curds i Cockburn, 1970b). U postrojenju koje radi s
uobi¢ajenim optere¢enjem dolazisveganekoliko jedinkibi¢asa (<10 jedinkiu Fuchs-Rosenthal
komorici). S pogorSanjem stanja na postrojenju, njihov broj se povecava i ukazuje na

pogorsanje ucinkovitosti proc¢is¢avanja (Madoni, 1994).

2.2.2. Bioti¢ki indeks aktivnog mulja

Bioticki indeks aktivnog mulja razvio je Madoni (1994) upravo na osnovu navedenih
klju¢nih skupina prazivotinja. SBI omogucava procjenu bioloske kvalitete aktivnog mulja 1
objedinjuje prisutne svojte protozoa i njihovu abundanciju s njihovim indikatorskim

svojstvima. Indeks je teoretski primjenljiv za sve tipove proci§€avanja s aktivnim muljem.

Na osnovi mikroskopske analize odreduju se dominantne klju¢ne grupe kao i brojnost
pojedinih svojti. Bioticki indeks mulja ovisi o bogatstvu vrsta (koje se mijenjaju sa

optere¢enjem mulja) i gusto¢i mikrofaune (koja opada sa smanjenjem optere¢enja mulja).
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Bioticki indeks aktivnog mulja izrazava se kao broj¢ana vrijednost od 0 do 10. Dobivene
vrijednosti biotickog indeksa aktivnog mulja se grupiraju u 4 klase, koje pokazuju biolosku
kvalitetu aktivnog mulja, a u korelaciji su s fizikalno-kemijskim parametrima na uredaju te

indiciraju u¢inkovitost proc¢is¢avanja otpadnih voda.

Uporabljivost SBI indeksa potvrdena je nizom istrazivanja (Arévalo i sur. 2009;
Madoni, 1996; Papadimitriou i sur., 2007).

Prednost ove metode je relativno lagano uzorkovanje 1 niski troSkovi analize te
jednoznacna brojc¢ana vrijednost, koja operaterima moze pomoc¢iu dnevnom vodenju uredaja
za prociS¢avanje otpadnih voda. Nedostaci ukljucuju nespecificnost metode, odnosno niske
vrijednosti mogu biti uzrokovane s vise razli¢itih ¢imbenika. Takoder, za odredivanje ovog
indeksa potrebno je poznavanje prazivotinja, odnosno stru¢njak koji moze determinirati

karakteristi¢ne svojte aktivnog mulja.

2.3. Utjecaj toksi¢nih tvari na aktivni mulj

Znacajan je i utjecaj toksic¢nih tvari na mikrofaunu aktivnog mulja. Op¢enito, prisustvo
toksi¢nih tvari u otpadnoj vodi rezultira osiromaSenjem aktivnog mulja tj. smanjenim brojem
vrsta protozoa (Papadimitriou i sur., 2007). Dodavanjem toksi¢nih spojeva u influent (ulaznu
otpadnu vodu) izu¢avao se uéinak na zajednicu protozoa. Svojte kao §to su Podophrya sp. i
Tokophrya sp. su pokazale uc¢inkovitost u uklanjanju fenola i mogu se smatrati indikato rskim
vrstama u¢inkovitog uklanjanja fenola. Svojte Chilodonella sp. i Colpidium sp. su se pokazale

uspjesne u uklanjanju cijanida iz otpadne vode (Papadimitriou i sur., 2007).

Toksi¢ne tvari dospijevaju u otpadne vode uglavnom iz industrije i znac¢ajno smanjuju
ucinkovitost proc¢is¢avanja. Teski metali su toksi¢ni za ve¢inu mikroorganizama prisutnih u
sustavima bioloSkog procis¢avanja otpadnih voda (Barth i sur., 1965). Provedena su i
istrazivanje ucinka izloZzenosti bakru zajednica protozoa u aktivnom mulju (Nicolau i sur.,
2005). Niske koncentracije nisu imale u¢inak na puzajuce vrste Acineria uncinata i Aspidisca

cicada koje su pokazale znacajnu toleranciju, kao i sesilna svojta Opercularia sp.

Lizosomski biomarkeri su korisni za utvrdivanje ekotoksikoloskih u¢inaka. Lizosomi

su sposobni akumulirati $iroki spektar zagadivala. Lizosomski biomarkeri se stoga koriste za

23



utvrdivanje odgovora na okolisni stres (Kohler i sur. 1992). Okolisni stresori kao 1 toksic¢ne
kemikalije uzrokuju promjene na membrani lizosoma, kao i degradaciju stani¢nih komponenti
u lizosomima (Cuervo, 2004). U eukariotskim stanicama prva linija obrane od oksidativhog
oStecenja su ksenobioticki transporteri, biotransformacijski enzimi i antioksidativni zastitini
enzimi kao §to su superoksid dizmutaza i katalaza (Livingstone, 2001). Druga linija obrane je
uklanjanje oste¢enih proteinaioSte¢enih organela, a ¢ak i dijelova jezgre i DNA (Bergamini i
sur., 2003; Cuervo, 2004). Degradacija stani¢nih komponenti kroz autofagiju moze posluziti i
kao tre¢a linija obrane, amoze zavrsiti kao programirana smrt stanice (Lockshini Zakeri, 2004).

Odgovorilizosomskogsustavamogu biti prognosti¢ki biomarkeri buducida oste¢enja lizosoma

prethode oSte¢enjima stanicai tkiva.
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3. MATERIJALI | METODE

Ovo istrazivanje je provedeno na Zoologijskom zavodu BioloSkog odsjeka Prirodoslovno
matematiCkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te u komunalnom poduzecéu Virkom u

Laboratoriju za analizu vode u Virovitici.

Analize su ukljucivale i fizikalno-kemijske i mikrobioloske analize otpadne vode i
aktivnog mulja sa uredaja za proc¢iS¢avanje otpadnih vodau Virovitici (Kepec, 1997): influent
— prije prociS¢avanja, efluent — nakon proc¢iS¢avanja i aktivni mulj iz povrata u bioaeracijske

bazene.

Istrazivanje je ukljucivalo i odredivanje biotickog indeksa aktivnog mulja, kao i
primjenu istog kao indikatora efikasnosti proc¢iS¢avanja za vrijeme razli¢itih opterecenja
uredaja: samo komunalne vode (K) i zajednicko procis¢avanje industrijske otpadne vode iz

Tvornice Secera Viro i komunalne otpadne vode grada Virovitice (K+I).

Istrazivanje je trajalo nekoliko mjeseci tijekom 2016.12017. godine. Uzorci su uzimani
u dvarezimaradauredaja: kada se preraduje samo komunalna otpadnavodaikada se preraduju
zajedno i komunalna i industrijska otpadna voda za vrijeme prerade Se€erne repe 1 sirovog

Secera 1z SecCerne trske.

3.1. Uredaj za bioloSko procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici

Uredaj za bioloSko procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici je uredaj na kojem se
proc¢iscavaju i otpadne vode grada i otpadne vode Tvornice Secera Viro, a baziran je na
aktivnom mulju (Kepec, 1997). U zajednickom proc¢is¢avanju komunalnih i otpadnih voda
Tvornice Secera Viro dolazi do uzajamnog nadopunjavanja tj. ove razli¢ite otpadne vode su
kompatibilne. Komunalne vode imaju snaznu hidrauliku i donator su svjezeg ,,cjepiva® tj.
mikroorganizama aktivnog mulja i razrjeduju otpadne vode Secerane koje su puno veceg

organskog opterecenja.
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Slika 4. Blok shema Uredaja za procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici (izgradeni i
projektirani dijelovi) Izgradeno: 1: Talozne lagune za karbonatni mulj, 2: Talozne lagune za
zemljani mulj, 3: Kompenzacijska laguna, 4: Rezervna laguna, 5: Crpiliste tehn oloske otpadne
vode TS, 6: Izmjenjivac topline, 7: Anaerobni fermentor, 8: Otplinja¢, 9: Lamelni separator,
10: CrpiliSte anaerobnogmulja, 11: Bioaeracijskibazen, 12: Sekundarnataloznica, 13: Crpiliste
aerobnog mulja, 14: Plinosprem, 15: Baklja za spaljivanje bio-plina, 16: Crpiliste komunalne
otpadne vode, 17: Automatska fina reSetka, 18: Aerirani pjeskolov-mastolov, 19: Mjerni zlijeb;
Nije izgradeno: 20: Primarni zgusc¢iva¢ mulja, 21: Izmjenjivac topline, 22: Digestor za
anaerobnu razgradnju mulja, 23: Sekundarni zgus¢iva¢ mulja, 24: Strojna dehidracija mulja,
25: Plinosprem, 26: Baklja za spaljivanje bio-plina (preuzeto iz: Kepec, 2016).

Sustav proc¢iS¢avanja je sekundarnog tipa pomocu mehanickih 1 bioloskih metoda
proc¢is¢avanja komunalne i industrijske otpadne vode (Slika 4). Radi se o dvostupanjskom
aerobno-anaerobnom postupku. Otpadne vode tvornice Secera su daleko veceg organskog

optere¢enja od komunalnih otpadnihvoda, stoga se najprije vr$ianaerobnarazgradnjaotpadnih
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vodatvornice Se¢erauanaerobnom tankupritemperaturiod oko 37 °Ciuz djelovanje bakterija.
Tu se vrsi razgradnja 80 — 90 % organske tvari uz pomo¢ anaerobnih bakterija (mjesovite
mikrobne zajednice) koje vrSe razgradnju hidrolizom, kiselinskom i metanskom fermentacijom.
U hidrolizi sudjeluju bakterije: Clostridium sp., Proteus vulgaris, Micrococcus sp. i
Bacterioides sp. Kiselinsku fermentaciju provodebakterije: Lactobacilus sp., Pseudomanas sp.,
Bacillus sp. i Micrococcus. Metansku fermentaciju provode bakterije: Methanotrix sp.,
Methanosarcina i Methanobacterium sp. (Glancer-Soljan i sur., 2005). Kao konagan produkt

anaerobne razgradnje nastaje bioplin.
Sastav bioplina je:

- CHy (metan) =70 %

- CO; (ugljik (1V) oksid) =25 %

- vodenapara =4-5%

- sumporovodik u tragovima

Proizvodna linija iskoriStavanja bioplina nije izvedena, pa bioplin izgara na vrhu

anaerobnog tanka (baklja koja gori dok je kampanja tj. prerada SeCerne repe). Anaerobna
razgradnja u anaerobnom tanku se odvija samo za vrijeme kampanje prerade Secerne repe, jer
se koristi otpadna toplina iz procesa proizvodnje $ecera za zagrijavanje vode u anaerobnom

tanku.

Preostale nerazgradene spojeve, uglavnom organske kiseline nastavljaju razgradnju u
bioaeracijskim bazenima zajedno s komunalnim vodama iz grada. Gradske vode, koje su
manjeg organskog opterecenja, dolaze direktno nakon primarnog (mehanickog) ¢is¢enja:
reSetka, pjeskolov, aerobni mastolov, u bioaeracijske bazene gdje se provodi aerobna
razgradnja. Aerobnu razgradnju provode mikroorganizmi aktivnog mulja koji se sastoji od
mikrobnih zajednica (bakterije, gljivice, protozoa) koje razgraduju organsko i anorgansko
oneciS¢enje uz prisustvo kisika. Dakle, u bioaeracijskim bazenima daljnju razgradnju provode

mikroorganizmi aktivnog mulja, od kojih su najbrojnije aerobne bakterije.

Nakon bioaeracijskihbazena, otpadnavoda odlaziu sekundarnetaloZznice gdje se odvija
taloZzenje mulja i prelijevanje procis¢ene otpadne vode u recipijent. Visak aktivnog mulja se
uklanja (odlaze se u lagune otpadnih voda Secéerane), a dio se vraca u bioaeracijske bazene
(povrat mulja) i tako se stalno odrzava zastupljenost vrsta, kao i brojnost mikroorganizama, a

osobito protozoa koji su vazni za ucinkovitost proc¢i§¢avanja otpadnih voda. Konacna
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prociS¢ena otpadna voda ili efluent nakon prelijevanja iz sekundarnih taloZznica ulijeva se u

recipijent kanal Mante¢, a zatim u Zupanijski kanal i kona&no u rijeku Dravu.

Uredaj je projektiran za 41 000 ES (1 ES=60 g BPKs/dan), a aglomeracija koja pripada
uredaju broji oko 21 000 stanovnika. Na uredaju za biolosko proc¢is¢avanje otpadnih voda u
Virovitici godi$nje se pro&isti 1 900 000 m3 otpadnih voda grada i 250 000 m3 otpadnih voda
Tvornice Secera Viro. Tijekom godina je broj gospodarskih subjekata smanjen pa Opcabolnica
Virovitica najvise doprinosi hidrauliCkom i organskom optereéenju sustava za prociscavanje.
Od ostalih subjekata kojiispustaju otpadne vode tu spadajuR.S. Metali —pogon Rapid, Hrvatski
duhani, TVIN, Vitrex, Silosi 1 Virkom koji ispusta otpadne vode od pranja pjesScanih filtera. Na
uredaj dolazii30-50 % drugih voda: procijednih i oborinskih (Kepec, 2016).

3.2. Uzorkovanje

Uzorci otpadne vode prije prociS¢avanja (influent) i nakon prociséavanja (efluent), kao
i uzorci aktivnog mulja, uzimani su u sterilne staklene boce i polipropilenske boce, a analize su

se radile unutar 3 sata nakon uzorkovanja.

Uzorci su bili:

- otpadnavoda (influent) ili ulazna otpadna voda koja dolazi na uredaj za proc¢isc¢avanie.
U razli¢itim rezimima rada uredaja ulazna otpadna voda je bila samo komunalna ili
gradska otpadnavoda, ilizajednickiinfluentkomunalne i otpadne vode TvorniceSecera
Viro za vrijeme kampanje prerade Secera, bilo iz Se¢erne repe ili Se¢erne trske,

- otpadna voda (efluent) ili izlazna voda koja odlazi s uredaja nakon postupka
proc¢i§éavanja u kanal Mante¢, zatim Zupanijski kanal i konaéno se ulijeva u rijeku
Dravu,

- aktivni mulj iz bioaeracijskih bazena (iz tzv. povrata mulja u aeracijske bazene, jer se

viSak mulja uklanja, a dio se vraca u bazene).

Uzorci su analizirani tijekom viSemjesecnog razdoblja u 2016. i 2017. godini s
dinamikom uzorkovanja jednom mjese¢no. Uz standardno pracenje vizualnih indikatora
aktivnogmulja (boja, miris, pjenjenje, rast algi, prisustvo mjehurica), pratili su se 1 analiticki
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indikatori u otpadnim vodama i u aktivnom mulju (otopljeni kisik, BPK s, KPK, 30-minutni test
taloZzenja, suspendirane tvari, pH, ulja i masti, temperatura, nutrijenti, protok, vrijeme
zadrzavanja mulja), kao i broj mikroorganizama u aktivnom mulju: aerobni mezofili,
enterokoki, koliformi, Escherichia coli, kvasci, sulfit-reducirajuce bakterije i Pseudomonas
aeruginosa. Koristile su se standardne fizikalno-kemijske i mikrobioloske metode opisane u
nastavku. Dana 24.3.2017. mjerenja ulazne vode grada (influenta) nisu izvrSena zbog zastoja

u radu crpki otpadnih voda grada.

Mikroskopsko pretrazivanje aktivnog mulja za odredivanje biotickog indeksa aktivnog
mulja (SBI), kao 1 odredivanje broja hetrotrofnih nanoflagelata se provodilo unutar 3 sata od

uzorkovanja.

3.2.1. Otpadna voda (influent i efluent)

Uzorci otpadne vode su uzimani prije proc¢is¢avanja (influent) i poslije proc¢is¢avanja

(efluent) s Uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Uzorkovanje je provedeno tijekom 2016. 1 2017. godine u razli¢itim rezimima rada
uredaja tj. kada se prociS¢ava samo gradska otpadna voda te u vrijeme kampanje prerade
Secerne repe isirovogsecera iz trske kada se zajedno procis¢avajuotpadne vode grada i otpadne
vode Tvornice Secera Viro. Zajednicko procis¢avanje komunalnih i otpadnih voda Secerane se
odvijalo tijekom jeseni 2016. i 2017. godine (rujan, listopad i studeni i tijekom ljeta 2017.
godine (lipanj). Tijekom jeseni2016. godine se u Tvornici$ecera Viro preradivala SeCernarepa,
a tijekom ljeta 2017. godine se preradivao sirovi trS¢ani Secer za dobivanje bijelog konzumnog

Secera.

Uzorci su uzimani u sterilne boce i ¢uvani na 4°C do analize koja se radila 1 sat poslije

uzorkovanja.
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3.2.2. Aktivni mulj

Uzorci aktivnog mulja su uzimani iz povrata mulja u bioaeracijske bazene u
polikarbonatne boce od 1 000 mL. Mikroskopska analiza radila se u vremenskom razdoblju od

oko 3 sata nakon uzorkovanja

3.3. Fizikalno-kemijske analize

Analiza fizikalnih parametara se vrSila neposredno nakon uzimanja uzoraka otpadne
vode: ulaz komunalne vode na uredaj (influent-grad), ulaz otpadne vode Secerane (influent-

Secerana) i zajednicki izlaz nakon prociS¢avanja (efluent).

Fizikalno-kemijske analize otpadnih voda provedenesu premametodama i pravilnicima
koje su uskladene sa Zakonom o vodama u Republici Hrvatskoj (NN 91/08), s Drzavnim
planom za zastitu voda (NN 8/99) i s Pravilnikom o grani¢nim vrijednostima emisije otpadnih

tvari (NN 80/13, NN 43/14, NN 27/15, NN 3/16).

Fizikalno-kemijske analize su ukljucivale mjerenje temperature i otopljenog kisika
multiparametarskim mjerac¢em (HQ40d, Hach Lange) ulazne otpadne vode (influent) i izlazne
otpadne vode (efluent). Vrijednost pH istih uzoraka je mjerena pH metrom (MettlerToledo).
Elektrovodljivost je mjerena konduktometrom (MC226k, MettlerToledo), koji je umjeren

puferskom otopinomod 1413 uS/cm.

Uzorciotpadnih voda (influentiefluent) su uzimaniu staklene boceod 100 mLi¢uvane

na4° C do analiza. Analize su izvrSene isti dan kada su 1 uzeti uzorci.

Suspendirana tvar je odredivana gravimetrijski. Uzorak od 100 mL se filtrirao preko
filter papirapromjera47 mm, veli¢ine pora 1,1 pm (Glass-Microfibre disc, Watman 11, Sigma-
Aldrich, SAD) membranskom filtracijom s vakuum pumpom (MZ 2, Wacuubrand, Njemacka)
kroz filter papir prethodnosusenna 105 °C za vrijeme od 2 sata do konstantne tezine u suSioniku
(UNE 400, Memmert, Njemacka). Nakon susenjaihladenjau eksikatoru, filter papir je izvagan
(Ohaus Discovery, Svicarska). Umnozak razlike teZine i razrjedenja daje vrijednost

suspendirane tvari u mg/L.
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Ukupni dusik je odredivan kivetnim testom (Hach Lange LCK 238). Ukupni fosfor
odreden je kivetnim testom Hach Lange LCK 348 i LCK 349. Odredivanje ukupnog dusika i
fosforaprovedeno je zagrijavanjemna 100 °C (Hach DRB 200). Dusik i fosfor su analizirani u
filtriranim uzorcima, da se izbjegnu prisutni N i P u stanicama mikroorganizama, §to bi

ukazivalo na ve¢u koncentraciju nego $to je zapravo raspolozivo ili dostupno za bakterije.

Kemijska potrosnja kisika KPK odredivana je spektrofotometrijski uz koriStenje
K>Cr,07 kao oksidansa spektrofotometrom (UV/VIS Hach DR 5000). Hg,SO, se dodaje za
uklanjanje klorida, a za digestiju se dodaje 3 mL otopine koja se dobije mijeSanjem otopine
K,Cr,0- i otopine Ag,S0, u 98 %-tnoj H,SO,. Digestija je provedena na 148 °C za vrijeme
0od 2 hu termoreaktoru (TR 300, Merck, Njemacka). KPK je o¢itana spektrofotometrijski (Hach
DR 5000, Njemacka) s bazdarnim pravcem postavljenim u deset koncentracijskih vrijednosti

(0 do 1000 mgO,/L na 620 nm). Za pripremu standardne otopine KPK koristen je Cg HsKO,.

Biokemijska potrosnja kisika za vrijeme od 5 dana (BPKs) odredivana na razrijedenim
uzorcima. Razrjedenje je raCunatona osnoviizmjerene vrijednosti za kemijsku potroSnju kisika
(KPK). Zatim su se uzorci razrijedili s aeriranom otopinom za razrjedenje (demineralizirana
vodaukoju je dodana fosfatna puferotopina). Biokemijska potrosnjakisika BPK 5 je dobivena
iz razlike u vrijednostima otopljenog kisika prvogipetog dana, a uzimaju¢i u obzir razrjedenje

uzorka.

3.4. Mikrobioloske analize

MikrobioloSke analize su se radile prema slijede¢im normama i pravilnicima: broj
bakterija (HRN EN ISO 6222:2000), kvasci (HR EN 1SO 7954: 2000), enterokoki (HRN EN
ISO 7899-2:2000), koliformne bakterije i Escherichia coli (HRN EN ISO 9308-1:2000/Corr.
1:2008), Pseudomonas (HRN EN ISO 16266:2008) i sulfit-reduciraju¢e bakterije (HRN EN
ISO 26461-2:2008).

Za odredivanje ukupnog broja bakterija u otpadnim vodama koristen je Tryptic Glucose

Yeast agar (Biolife, Italija). Bakterije su inkubirane na 37 °C (Memmert, tip BE 400i INB

500, Njemacka) ina 22 °C (Memmert, tip IPP 400). Razvijene bakterijske kolonije koje su se

inkubirale na 37 °C brojane su nakon 48 sati, a bakterije koje su inkubirane na 22 °C nakon 72
sata.
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Kvasci i plijesni dokazivani su brojanjem kolonija na Sabouraud Dextrose Agar s
dodatkom kloramfenikola (Biolife). Uzorci su inkubirani na 20 °C kroz 72 sata.

Enterokoki su odredivani metodom membranske filtracije pomocu selektivne
mikrobioloske podloge Slanetz Bartley Agar (Biolife) koji sadrzi 2,3,5-trifeniltetrazolium
klorid (TTC). Inkubacijaje izvrsenana 37 °Ckroz 48 sati. Za potvrdivanje enterokoka koristene
su podloge Esculin Iron Agar (Biolife), Triple Sugar Iron Agar i katalaza test. Broj koliformnih
bakterija odredivan je metodom membranske filtracije s mikrobioloSkom podlogom m-Les
Endo Agar (Biolife). Inkubacija je provedena na 37 °C kroz 24 sata, a za potvrdne testove
koristeni su Triple Sugar Iron Agar (Biolife), Mac Conkey Broth Purple (Biolife) i Bactident
Oxydase trakice (Merck).

Sulfit-reducirajuce klostridije odredivane su pomoc¢u SPS Agara (Liofilchem, Italija).
Fekalni koliformi i E. coli odredivani su membranskom filtracijom na selektivnoj
mikrobioloskoj podlozi m-Faecal coliform agar (Biolife). Inkubacija je izvrSena na 44 °C kroz
24 sata, a za potvrdne testove koristeni su Triple Sugar Iron Agar USP (Biolife), Mac Conkey
Broth Purple Brothu (Biolife), Simmons Citrate Agar (Biolife), Bacitident Oxidase trakice
(Merck), DEV Tryptophan Broth (Merck), Kovacev reagens (Biolife) i bojenje po Gramu.

Za utvrdivanje Pseudomonas aeruginosa koristena je metoda membranske filtracije i
mikrobioloska podloga Pseudomonas Selective Agar (Biolife), inkubacija je izvrSenana 37 °C
kroz 24 sata, a za potvrdivanje je koristen Tryple Sugar Iron Agar, oksidaza i katalaza test, DEV
Tryptophan Broth u kojem se utvrdivao nastanak piocijanina dodatkom kloroforma, te Simmons

Citrate Agar.

Nacjepljivanje se provodilo s razli¢itima razrjedenjima uzoraka prema ocekivanim
vrijednostima, a izracun broja bakterija se dobivao umnoskom kolonija na hranjivoj podlozi i

razrjedenja.

3.5. Biotickiindeks aktivnog mulja

Bioticki indeks aktivnog mulja se odredivao na osnovu mikroskopske analize aktivnog
mulja (Madoni, 1994) Analizom kvalitativnog i kvantitativnog sastava klju¢nih svojti
trepetljikasa te prisutnosti/odsutnosti heterotrofnih nano-flagelata dolazi se do numericke

vrijednosti (od 0 do 10) i svrstava aktivni mulj u jednu od Cetiri klase.
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Bioticki indeks aktivnog mulja izraCunavao se pomocu ,,dvosmjerne* tablice (Tablica
3). Kljuéne grupe slijede jedna ispod druge te prema dolje indiciraju lo$iju biolosku kvalitetu
mulja. U kolonama su Cetiri raspona ukupnog broja taksonomske jedinice mikrofaune. Za
odredivanje biotickog indeksa mulja vazno je selektirati horizontalni red koji korespondira sa
dominantnom grupom na nizoj poziciji, uzimajuéi u obzir i gusto¢u (manje ili vise od 108
jedinki/L). Okomiti red je odreden s ukupnim brojem taksonomskih jedinica, kao i gusto¢om

bicasa.

Za analizu se uzimalo poduzorke od 25 ul aktivnog mulja i pregledavalo se na
svjetlosnom mikroskopu (Opton Axiowert) s povecanjem 100x, odnosno 250x 1400x prilikom
determinacije i s pokrovnim stakalcem od 18 x 18 mm. Ako je neka vrsta bila prisutna kao
kolonija brojale su se sve jedinke. Uzete su minimalno 2 replike uzorka aktivnog mulja. Uz
identifikaciju svojti, provedeno je i brojenje te je izraCunata abundancija (jed/mL). Za brojenje

sitnih bi¢asa koristena je Fuchs-Rosenhal-ova komorica.

Nakon brojenja i identifikacije vrsta protozoa, pomocu ,,dvosmjerne* tablice (Tablica
3) ocitavaju se dominantne klju¢ne grupe -vodoravni polozaj i ukupna brojnost — okomiti red.
Kad se okomitii vodoravnired ,,krizaju“, na osnovu ocitanja iz tablice, izracuna se bioti¢ki

indeks aktivnog mulja.

Tablica 3. ,,Dvosmjerna“ tablica za odredivanje biotickog indeksa aktivnog mulja na bazi
klju¢nih grupa, gustoce 1 broja taksonomskih jedinica mikrofaune (Madoni, 1994).

Dominanta grupa i gustoca
mikrofaune koja definia | Ukupan broj taksonomskih jedinica mikrofaune aktivhog mulja i broj
vodoravni red ulaska u | sitnih bicaga (F)izbrojen duz dijagonale Fuchs-Rosenthalove komirice
tablicu
Dominantna Gustoca >10 8-10 5-7 <5
grupa jed./L | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100
Puzaju¢itsesini | o 10° 10 8 9 7 8 6 7 5
trepetljikasi /ili |_
okuéeni * <106 9 7 8 6 7 5 6 4
Sesilni >10° | 9 7 8 6 7 5 6 4
(pri¢vrséeni)
trepetljika§i > 80 <108 8 6 7 5 6 4 5 3
% *
Operculariaspp. | >10° 7 5 6 4 5 3 4 2
<10° 6 4 5 3 4 2 3 1
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Nastavak Tablice 3.

Dominanta grupa i gustoca
mikrofaune koja definia | Ukupan broj taksonomskih jedinica mikrofaune aktivhog mulja i broj
vodoravni red ulaska u | sitnih bi€aga (F)izbrojen duz dijagonale Fuchs-Rosenthalove komirice
tablicu

Dominantna Gustoca >10 8-10 5-7 <5

grupa jed./L | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100 | F<10 | 10<F<100

Vorticella >10° 6 4 5 3 4 2 3 1
microstoma <10° 5 3 4 2 3 1 2 0
Slobodnoplivajuéi | > 10° 5 3 4 2 3 1 2 0
bakteriovorni g
trepetljika§i <10 4 2 3 1 2 0 1 0
Sitni  plivajuéi | >10° 4 3 2 1
bicasi(> 100)**

* Opercularia spp. i Vorticella microstoma nisu brojne
** duz dijagonale Fuchs-Rosenhal-ove komorice

Kada su vodoravni i okomiti red identificirani, bioticki indeks aktivnog mulja se moze

odrediti na osnovu njihovogkrizanja. Tako ,,dvosmjerna‘“ tablica omogucéava da se broj¢ano

iskaze bioloSka kvalitetamuljaod 0 do 10 na osnovu dva indikatora: razli¢ite o sjetljivosti grupa

mikrofaune na uvjete okoliSa i uc¢inaka tih uvjeta na abundanciju i raznolikost zajednice

protozoa. Vrijednosti bioti¢kog indeksa mulja se grupiraju u Cetiri klase (Tablica 4).

Tablica 4. Konverzija biotickog indeksa mulja u ¢etiri klase za ocjenu kvalitete aktivnog mulja

(Madoni, 1994).

Vrijednost
biotickog Klasa Procjena
indeksa mulja
Vrlo dobro koloniziranistabilan mulj, odli¢ne bioloSke aktivnosti;
8-10 | dobra ucinkvitost procis¢avanja
6-7 [ Dobro koloniziranistabilan mulj, bioloska aktivnostu opadanju;
dobro procis¢avanje
45 m Nedovoljnobiolosko prociséavanje u aeracijskom bazenu; osrednji
ucinciprociséavanja
0-3 v Slabo biolosko pro¢i§¢avanje u aeracijskom bazenu; slabiucinci
proci§¢avanja
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3.5.1. Analiza mikrofaune

Premda se veliki broj razli¢itih organizama nalazi u aktivnom mulju, neki oblici kao §to
su gole amebe i alge te lic¢inke kukaca ne doprinose znac¢ajno brojnosti te nisu ukljuceni u ovoj
analizi. Metoda biotickog indeksa aktivnog mulja ukljucuje ove organizme: sitne i vece bicaSe,
trepetljikase, okucene, kolnjake i oblice. Sve ove grupe uzimaju se u obzir za odredivanje
raznolikosti mikrofaune (okomiti stupac u tablici biotickog indeksa mulja, Tablica 3). Budu¢i
da je jako tesko identificirati vrste bicasa, kolnjaka i obli¢a, ove grupe doprinose samo s 1

sistematskom jedinicom.

Za odredivanje protozoa u aktivnom mulju i otpadnim vodama koriSteni su
determinacijski kljuc¢evi (Foissner i sur., 1991, 1992, 1994, 1995; Foissner i Berger, 1996;

Serrano isur., 2008).
Prilikom analize treba paziti na slijedece:

- Cjelokupna analiza treba biti izvrSena unutar 5 sati. Uzorci za mikroskopsku analizu se
moraju odrzavati na zivotu za vrijeme prenosenja, posebno dovoljnom aeracijom.
- Uzima sa mali volumen tekuéine (25 pL) pomoc¢u mikropipete. Najcesce se rade dva

replikatna uzorka (Madoni, 1994).

Brojenje sitnih bicasa zahtjeva odgovarajucu tehniku zbognjihove male veliine i velike
gustoce, najéesce od 107 do 108 jedinki/L. Zato je koriStena Fuchs-Rosenthalova komorica
(Slike 5 - 7). Komorica je dimenzija 4 x 4 x 0,2 mm (dubina) i podijeljena je u 256 kvadratica
veli¢ine 250 um. Broje se samo bicasi u 16 kvadrati¢a duz dijagonale komorice. Kad je broj
bicasa duz dijagonale manji od 10, to znaci da je njihova gusto¢a u aktivnom mulju manja od
50 000 jedinki/mL; a ako je broj bi¢asa iznad 100, to dogovara gusto¢i od 5x108 jedinki/L.

Bicasi su analizirani na povecanju 200x (Opton, Jenaval).

L) | J

Auliensteg ittels teg ( K rboden)

Slika 5. Fuchs-Rosenthal-ova komorica (preuzeto s: www.lo-laboroptik.de).
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Slika 6. NanoSenje uzorka u Fuchs-Rosenthal-ovu komoricu (preuzeto s: www.lo-
laboroptik.de).

Slika 7. Brojenje bi¢asa u Fuchs-Rosenthal-ovoj komorici (preuzeto s: www.lo-

laboroptik.de).

3.5.2. Mikrobioloske analize aktivnog mulja

Mikrobioloske analize aktivnog mulja obuhvacale su odredivanje ukupanog broja
bakterija, ukupne koliforme, fekalne koliforme i Escerichia coli, sulfit-reducirajuce bakterije,
Pseudomonas aeruginosa i kvasce. Metode su navedene u poglavlju 3.4., a analize su
provedene odmah po uzorkovanju.
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3.6. Lizosomski biomarkeri

U ovom istrazivanju se planirala koristiti metoda odredivanje stabilnosti membrane

lizosoma kod trepetljkasa iz aktivnog mulja. Metoda se bazira na zadrzavanja neutralnog

crvenila.

Histoloska boja neutralno crvenilo NC-(3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin
hidroklorid) je vitalna lipofilna boja. Koristi se za bojanje zivih stanica i kao pH indikator.
Neutralno crvenilo pasivnom difuzijom prolazi kroz stani¢nu membranu, pa u lizosome, u
kojima se akumulira. U lizosomima je nizi pH nego u citoplazmi, zbog ¢ega je neutralno
crvenilo (NC) u lizosomima u ionskom obliku i crvene boje. Boja zahvaljuju¢i niskom pH
ostaje neko vrijeme ,,zarobljena‘“ u lizosomima, ovisno o propusnosti lizosomske memb rane.
Duljina vremena zadrzavanja neutralnog crvenila u lizosomima mjera je oStec¢enja lizosoma.
Zbog ostec¢enja membrane lizosoma dolazi do slobodnog prolaza boje i hidroliti¢kih enzimau
okolni citosol koji poprima crveno obojenje (Slika 8). Mjeri se vrijeme zadrzavanja neutralnog
crvenila u lizosomima. Oste¢enje membrane uzrokuje brzi prolaz neutralnog crvenila zajedno
sa hidrolitickim enzimima u okolnu citoplazmu koja se oboji crveno, a $to se vidi op tickim

mikroskopom te moze analizirati pomocu programskih paketa za analizu slika.

Slika 8. Trepetljikas Euplotes crassus kao modelni organizam za testove stabilnosti membrane
lizosoma; A) neobojena jedinka, B) jedinka tretirana neutralnim crvenilom (preuzeto iz:
Gomiero isur., 2012).
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Aktivni mulj koristen u analizama SBI aeriran je u laboratoriju te je mikrofauna trebala
biti izlozena razli¢itim koncentracijama nanocestica metala. Tijekom tri pokusaja
aklimatizacije mikrofaune aktivnog mulja u laboratoriju (koristene su aeracijske pumpe te se
pokusalo s razrjedenjem), nije se uspjelo posti¢i dovoljno prezivljavanje mikrofaune te se s

ovim dijelom eksperimenta nije nastavilo.

3.7. Statisticke metode

Fizikalno-kemijski i mikrobioloski parametri usporedeni su izmedu razli¢itih rezima rada
uredaja za proc¢is¢avanje otpadne vode putemt-testai Mann-Whitney U testom, da bi se utvrdilo
postoje li statistiCkiznacajne razlike izmedu K iK+I rezima. I1zbor metode ovisio je o raspodjeli
podataka. U slu¢aju kada podaci nisu slijedili normalnu raspodjelu, koristila se transformacija
podataka, medutim ukoliko se ni tad nije postignula normalna raspodjela, rabljen je

neparametrijski test.

Kao pokazatelji korelacije koristio se Spearmanov koeficijent korelacije, odnosno
neparametrijski koeficijent korelacije. Time se testirala potencijalna korelacija bioti¢kog
indeksa aktivnog mulja i fizikalno-kemijskih i mikrobioloskih parametara influenta i efluenta
na Uredaju za proc¢iS¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Isti koeficijant korelacije koriSten je
za testiranje korelacije gustoce pojedinih svojti 1 fizikalno-kemijskih i mikrobioloskih

parametara.

Medusobna sli¢nost zajednica protozoa i mikro-metazoa testirala se Cluster analizom na
osnovu Bray-Curtisovog indeksa sli¢nosti, za izraun kojeg su podaci o brojnosti transfomirani
drugim korijenom. Cluster analiza omogucuje grupiranje uzoraka, odnosno zajednica prema
slicnosti pri ¢emu se dobije vizualan prikaz koji je definiran i metodom klasteriranja, kao i
koristenim indeksom. Kao mjera za usporedbu klastera koriStena je metoda srednje udaljenosti

grupa. StatistiCke analize provedene su u programskim paketima Statistica 13 i PRIMERG6.
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4. REZULTATI

4.1. Parametriotpadne vode: ulaz (influent) i izlaz (efluent)

4.1.1. Fizikalno-kemijski parametri

Visoka u€inkovitost pro¢iS¢avanja otpadne vodevidljiva je u smanjenju ve¢inemjerenih
parametara (Tablice 5-9). Efluent ili izlazna proc¢iS¢ena voda koja se ulijeva u kanal Mante¢ po
svim navedenim parametrima je sukladna Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisije

otpadnih tvari (NN 80/13; NN 43/14).

Otpadna voda Secerane razlikovala se u brojnim parametrima od komunalne otpadne
vode. Otpadne vode Seerane imale su statisti¢ki znacajno nizu temperaturu i nizi pH te visu
elektri¢nu vodljivost (Tablice 5 1 7). Koncentracija otopljenog kisika bila je prosje¢no nizau
otpadnim vodama Secerane (Tablica 7), uz izrazito niski minimum od 0,45 mg/L (Tablica 5).
Iako je prosjecno u komunalnoj otpadnoj vodi koncentracija otopljenog kisika bila dva puta

visa, ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (Tablica 7).

Za usporedbu ulaznih parametara izmedu K 1 K+I razdoblja uzimana je vrijednost
dobivenanakon mije$anja dvaju influenata (komunalne otpadne vode iotpadne vode Secerane).
Temperatura, koli¢ina otopljenogkisika i pH se nisu statisticki znac¢ajno razlikovaliizmedu dva
razdoblja rada uredaja (t-test, p>0,05), iako je naosnovu srednjih vrijednosti uocljiva odredena
razlika (Tablica 8). Elektricna vodljivost bila je statisticki znacajno veca u razdoblju
prociS¢avanja zajednickih influenata (K+I) u odnosu na razdoblje kada se proc¢is¢avala samo
komunalna otpadna voda (t-test, p<0,01). U efluentu, u odnosu na influent, dolazi do relativno

malog smanjenja elektri¢ne vodljivosti, u odnosu na ostale parametre (Tablica 9).
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Tablica 5. Fizikalno—kemijski parametri otpadne vode prije pro¢is¢avanja (influent) i nakon pro¢is¢avanja (efluent) na Uredaju za procis¢avanje
otpadnih vodau Virovitici.

Datumi Temperatura.vode (°C) pH vrijednost Elektri¢na vodljivost (uS/cm) Otopljeni kisik (mg O2/L)
uzorkovanja
influent | influent- influent- influent- Influent influent- influent- | influent-
. efluent L, efluent ., efluent .,
-grad Secerana grad SeCerana -grad SeCerana grad SeCerana efluent
21.6.2016. 175 - 19,6 7,88 - 7,92 1002 - 760 4,50 - 3,26
4.11.2016* 16,4 12,4 18,0 8,17 6,96 8,29 1045 4900 1524 5,80 55 4,40
18.11.20167 14,4 10,4 18,0 8,21 6,64 8,24 1040 4870 1563 4,70 14 3,40
2.12.2016. 12,6 - 10,9 8,09 - 7,83 1149 - 1105 4,95 - 2,88
24.3.2017. - - 14,1 8,02 - 7,78 1246 - 1135 - - 2,22
21.4.2017. 115 - 10,4 8,08 - 8,05 910,0 - 941,0 4,30 - 4,10
26.5.2017. 15,0 - 12,2 7,80 - 7,76 1305 - 1005 4,59 - 0,35
27.6.2017*. 19,9 - 23,2 8,09 7,44 8,08 1256 2260 1318 0,16 - 3,30
29.9.2017. 19,2 B 18,2 7,93 } 7,79 1431 - 1088 3,94 - 3,12
13.10.2017* 18,2 14,4 20,4 8,39 7,46 8,83 1355 3270 1623 4,28 0,45 5,37
3.11.2017*. 18,5 11,0 7,79 6,35 7,59 1477 4530 2740 4,38 0,54 3,26

* Razdoblja u kojem su se gradska otpadna voda i otpadne voda tvornice Secera pro¢i§¢avale zajedno.
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Tablica 6. Fizikalno—kemijski parametri otpadne vode indikativni za organsko opterecenje prije pro¢is¢avanja (influent) i nakon procis¢avanja
(efluent) na Uredaju za procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Datumi _ BPKs (mg/L) KPKcr (mg/L) Suspendirane tvari (mg/L) Ukupni dusik Ukupni fosfor
uzorkovanja (mg N/L) (mg P/L)
influent influent- influent | influent- influent influent- influent | influent- efluent influent influent- | efluent
. efluent . Efluent o efluent _ o
-grad Secerana -grad Secerana -grad Secerana -grad Secerana -grad Seéerana
21.6.16. 2440 - 147 431,6 - 55,0 3254 - 12,0 40,7 - 16,4 4,80 - 155
411.16* 158,0 6750 37,7 297,8 7175,1 89,9 112,8 582,0 37,4 34,4 57,2 35,4 4,30 7,50 1,12
18.11.16* 104,9 5900 40,2 145,0 7041,0 104,3 56,7 832,0 57,8 112 13,8 94 4,46 7,40 2,48
2.12.16. 211,7 - 52,0 309,8 - 71,8 106,3 - 31,3 32,7 - 134 4,52 - 2,67
243.17. | 2580 - 23,1 | 5428 - 50,6 209,1 - 6,8 61,0 - 50,2 6,46 - 2,42
21.4.17. 2343 - 24,7 404,0 - 32,7 2239 - 10,7 44,6 - 31,8 6,22 - 3,04
26.5.2017. 208,0 - 117 3225 - 23,6 90,3 - 79 94,6 - 25,1 5,55 - 2,61
27.6.2017.* | 106,6 840 12,8 304,8 17417 534 69,5 533,0 14,8 58,4 37,3 47,8 5,18 6,72 3,65
29.9.2017. 256,4 B 115 461,8 B 23,0 167,8 B 2,7 51,9 - 324 7,65 - 3,86
13.102017* | 194,0 2910 219 420,0 | 4110,0 101,1 108,6 1510 145 49,2 38,2 31,7 6,92 5,88 2,00
3.11.2017*.| 291,0 6070 24,3 481,7 6709,0 69,7 134,2 3915 18,7 69,5 15,2 33,3 6,36 4,34 1,48

*Razdoblja u kojima su se gradska otpadna voda i otpadne voda tvornice Secera pro¢i§¢avale zajedno.
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Kemijska potrosnja kisika i bioloska potrosnja kisika bile su puno vise u otpadnim
vodama Sec¢erane u odnosu na komunalnu otpadnu vodu. Influent iz Se¢erane imao je KPK i
preko 7 000 mg O,/L, dok su vrijednosti BPKs iznosile i preko 6 000 mg O,/L (Tablica 6). Te
vrijednosti su u prosjeku bile vise 20 puta od vrijednosti u komunalnoj otpadnoj vodi za KPK,
odnosno 30 puta viSe za BPKs. Ove razlike bile su statisticki znacajne (Tablica 7). Nakon
mijeSanja otpadnih voda, zajednicki influent je imao niZe vrijednosti za oba parametra (Tablica
8). Kemijska potrosnja kisika bila je statisti¢ki zna¢ajno vi$a u uzorcima zajednickog influenta
komunalnih i otpadnih voda Se¢erane u odnosu na komunalne otpadne vode (t-test, p<0,001)
(Slika 9). Redukcija kemijske potrosnje kisika (KPK) je bila izmedu 76,4 % i 96,8 %, a
redukcija bioloske potrosnje kisika izmedu 76,1 % i 98,5 % (Tablica 9). Potonji parametar
takoder se statistiCki znacajno razlikovao izmedu dvarezimarada (t-test, p<0,001), pri cemu su
vrijednosti bile vise za kombiniranu otpadnu vodu (Slika 10). Omjer KPK i BPK 5 bio je visiu

K otpadnoj vodi (u prosjeku 1,9) u odnosu na | otpadnu vodu (u prosjeku 1,4).

| I H|H|ﬂmﬂﬁ |

21.6.16. 4.11.16F 18.11.16F 2.12.16. 24.3.17. 21.4.2017. 26.5.2017. 27.6.2017" 26.9.17. 13.10.17* 3.11.17*

minfluent-grad Binfluent-Secerana O efluent

Slika 9. Kemijska potrosnja kisika (KPK) ulazne i izlazne otpadne vode na Uredaju za
proc¢is¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Se¢era prociscavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).
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log 10 BPK-55(mgO,/L)

Ll W|H|H|H|ﬂi%|ﬂ ni

21.06.16. 4.11.16.* 18.11.16* 2.12.16. 24.03.17. 21.417. 265.17. 27.6.17F 29.9.17. 13.10.17F 3.11.17F
minfluent-grad ®influent-SeCerana @ efluent

Slika 10. Bioloska potro$nja kisika (BPKs) ulazne i izlazne otpadne vode na Uredaju za
proc¢iscavanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Secera pro¢iséavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Koli¢ina suspendirane tvariinfluenta nije se statistickiznacajno razlikovala izmedudva
rezima rada (t-test, p>0,05), iako su otpadne vode Se¢erane imale veliku koli¢inu suspendirane
tvari te su se medusobno K i I otpadna voda statisticki znacajno razlikovale (Tablica 7).

Redukcija suspendirane tvari je bila od 83,4 % do 93,7 % (Tablica 8).
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Ity 0, Jdl d

216.16. 4.11.16F 18.11.167 2.12.16. 24.3.17. 21.4.17. 26517. 27.6.17°F 29.9.17. 13.10.17F 3.11.17F

mg/L

Binfluent-grad Hinfluent-Secerana @ efluent

Slika 11. Suspendiranatvarulazneiizlazne otpadne vode na Uredaju za pro¢iséavanje otpadnih
vodau Virovitici. Datumiuzorkovanjatijekom kojih su se gradska otpadna voda i otpadne voda
tvornice Secera prociscavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Koncentracije ukupnog dusika i ukupnog fosfora nisu se statisticki znacajno razlikovale
izmedu otpadnih voda Secerane i komunalnih otpadnih voda (Tablica 7), niti je zabiljezena
statisti¢ki znacajna razlika izmedu influenta komunalne otpadne vode i kombinirane otpadne
vode (K+l) (t-test, p>0,05). Ukupni dusik i ukupni fosfor pokazuju smanjenje vrijednosti nakon
prociséavanja (Slike 12 1 13). Izlazne vrijednosti su iznad 10 mg/L kako propisuje Pravilnik o
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grani¢nim vrijednostima emisije otpadnih tvari (NN 80/13; NN 43/14). Ucinkovitost

prociséavanja je dosta varijabilna i za ukupni dusik i ukupni fosfor, a relativno niska za ukupni

dusik (Tablica 9).

60
0 . i

21.6.16. 4.11.16*18.11.162.12.16. 24.3.17. 21.4.17. 26.5.17. 27.6.17) 29.9.17. 13.10.17.3.11.17.*

Hinfluentgrad Minfluent-Seéerana M efluent

Slika 12. Koncentracija ukupnog dusika ulazne i1 izlazne otpadne vode na Uredaju za
pro¢i§¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Secera prociséavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

hi‘j]ﬁlﬂlﬂlﬁlﬂlﬂu

21.6.16. 4.11.16” 18.11.16 2.12.16. 24.3.17. 21.4.17. 26.5.17. 27.6.17 29.9.17. 13.10.17” 3.11.17”

10

mg /L
o N b OO ®

Binfluent-grad Minfluent-Secerana M efluent

Slika 13. Koncentracija ukupnog fosfora ulazne i izlazne otpadne vode na Uredaju za
procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Secera pro¢iséavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).
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Tablica 7. Srednje vrijednosti (+ SD) fizikalno-kemijskih parametara komunalne i industrijske
otpadne vode i rezultat Mann-Whitney U testa (p-vrijednost; statisticki znacajne razlike su
oznacene podebljano).

Parametar Mjerna Komunalna Industrijska
jedinica | otpadnavoda otpadnavoda | p-vrijednost
(K) ()
Temperatura °C 152+2,7 12,1+1,8 0,023
pH 7,97+0,13 7,0£0,5 0,002
Elektricna
. 1174£165 39661162 0,002
vodljivost pS/em
Otopljeni Kisik mg/L 4,5+0,3 20+1,9 0,289
KPK mg 412,1+87,7 | 53554+23767| 0,002
O,/L
mg
BPKs 2354+21,6 4494,0+2520,5 0,002
O,/L
Suspendirane tvari | mg/L 187,1+86,3 401,5+170,3 0,009
Ukupni N mg N/L 54,3+24,6 32,3£18,1 0,174
Ukupni P mg P/L 59+1,2 6,4+13 0,365
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Tablica 8. Srednje vrijednosti (+= SD) ulaznih (influent) i izlaznih (efluent) fizikalno-kemijskih parametara tijekom dva razdoblja proc¢is¢avanja

otpadnih vodana Uredaju za procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Komunalna otpadna voda (K)

Komunalna i industrijska otpadna voda

Parametar Mierna influent efluent influent efluent
jedinica
Temperatura °C 15,2+2,7 14,2+3,7 17,2+3,4 19,9+2,1
pH 7,97+0,13 7,86 +£0,12 7,78+0,17 8,4+0,3
Elektri¢na vodljivost uS/cm 1174+165 1005 +150 2100+366 1568 £ 178
Otopljeni kisik mg/L 4,47+0,27 2,66+ 1,41 3,03+1,73 42+0,9
KPK mg O,/L 412,1+87,7 42,8+19.,6 1739,6 £1051,2 82,7+21,7
BPKs mg O,/L 235,4+21,6 22,9+15,3 1354,7+137,4 27,4+11,4
Suspendirane tvari mg/L 187,1 £86,3 11,9+10,0 224,0+100,9 28,6+18,8
Ukupni N mg N/L 54,3 £24,6 28,2+14,7 41,4+17,1 31,5+13,9
Ukupni P mg P/L 5,87+1,16 2,69+0,76 5,64 £0,60 2,15+0,99
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Tablica 9. Ucinkovitost pro¢iS¢avanja za dio fizikalno-kemijskih parametara tijekom dva razdoblja proc¢i§¢avanja otpadnih voda na Uredaju za

procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Komunalna otpadna voda | Komunalna i industrijska
(K) otpadna voda (K+1)

Parametar Min Maks | Sr.vri. Min Maks | Sr.vri.
Elektri¢na vodljivost 34% | 242% | 134% | 2,7% | 37,7% | 23,7%
KPK 754% | 955% | 90,0% | 92,9% | 98,5% | 96,9%
BPKs 76,8% | 95,0% | 89,1% | 86,5% | 96,8% | 93,5%
Suspendirane tvari 70,6 % | 98,4% | 91,4% | 83,4% | 94,0% | 87,3%
Ukupni N 177% | 735% | 46,1% | 52% | 41,0% | 23,2%
Ukupni P 409% | 67,7% | 54,1% | 36,7% | 79,6 % | 62,1 %
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4.1.2. Mikrobioloske analize otpadne vode (influent i efluent)

Rezultati mikrobioloskih analiza otpadne vode prije i poslije pro¢is¢avanja pokazuju
smanjenje broja bakterija tijekom prociS¢avanja, i to ukupnog broja bakterija, koliformnih
bakterija, enterokoka, E. coli, sulfit-reduciraju¢ih bakterija, P. aeruginosa kao i kvasaca.
(Tablice 101 11). Usprkos visokimvrijednostima pojedinih mikrobioloskih parametara (Tablica

12), u€inkovitost proc¢i§¢avanja bila je vrlo visoka (Tablica 13).
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Tablica 10. Brojnost bakterija (ukupan broj bakterija, koliforni, enterokoki i Escherichia coli) u influentu komunalne otpadne vode i otpadne vode
Secerane te efluentu na Uredaju za procis¢avanje otpadnih vodau Virovitici.

Ukupan broj bakterija/37°C/mL Koliformi/Z100mL Enterokoki/100 mL E. coli/100 mL
Datumi
uzorkovanja

influent influent influent influent influent influent influent influent

o efluent o efluent o efluent o efluent

-grad -SeCerana -grad -Secerana -grad -Secerana -grad -SeCerana
21.6.°16. 1,17 x 108 - 1x 104 6,3x 108 - 4,0x10* 1,22 x 106 - 5,0x 103 3,87 x 108 - -
4.11."16* 5 7 4 7 5 5 5 7 4 6 3 4

2,82x10 4,12x10 4,6x10 1,85x 10 3,79x10 1,05x 10 7,6x10 1,17 x 10 2,28x10 5,20x10% | 1,08x10% | 3,26x10
18.11.16.* 2,14x10° | 1,90x107 5,8x 104 5,73x10% | 5,17x10° | 3,41x10° 3,2x105 1,5x107 3,2x104 1,44x108 | 2,43x10* | 6,87x10*
2.12.°16. 4,40 x10° - 1,1x 104 9,8x 108 - 8,8x 104 1,4808 - 9,0x10% | 2,72x108 - 1,46 x 104
243.17. 4,32x10° - 1,01x10% | 1,41x107 - 2,14x10° | 1,25x10° - 3,2x10* | 2,19x10° - 5,65 x 10*
21.4.717. 1,54 x10° - 1,65x 103 9,8x10° - 5,8 x 10° 9,1x10° - 1,09x105 | 4,11x10° - 1,22x10°
26.5.°17 1,63 x10° - 2,0x 104 1,55x 107 - 9,8x10° 1,27 x 108 - 3,37x10* | 5,79x10° - 2,38x10°
27.6.°17.% 3,63x10° | 3,63x10° 4,4x 103 1,20x107 | 3,63x10° | 1,27x10° 7,0x10° 3,63x10° | 6,70x 103 x 102 3,63x10° | 3,0x10°
29.9.°17. 2,80x 10° - 5,30x10% | 1,41x107 - 1,27x10°% | 2,50x108 - 1,20x10% | 3,13x10° - 1,99 x 104
13.10.717* 3,28x10° | 4,00x10° 3,8x10°3 1,73x107 | 3,45x10% | 4,35x10% | 1,25x10%° | 5,60x106 2,5x10% | 4,36x108 | 1,12x10% | 4,55x10°
3.11.717.% 4,80x10° 1,7x 107 2,31x10% | 1,55x10° | 1,19x10% | 1,55x10° 7,2x105 1,04x 108 | 1,22x10* | 6,13x10°% | 1,00x10% | 2,60x 104

* Razdoblja u kojima su se gradska otpadna voda i otpadne voda tvornice Secera procisc¢avale zajedno.
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Tablica 11. Brojnost bakterija (sulfit-reducirajuée bakterije, pseudomonas i kvasci) u influentu komunalne otpadne vode i otpadne vode Secerane
te efluentu na Uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Datumi Sulfit-reducirajuce bakterije mL Pseudomonas aeruginosa /100 mL Kvasci/mL
uzorkovanja influent-grad ivnfluent- efluent influent-grad ivnfluent- efluent influent-grad influent-ge¢erana efluent
s€cerana s€cerana

21.6.16. 3,0x102 - 1,3x 102 2 25 x 107 ) 3,1x10? ) - -

e 4,3x10? - 2,74x10? 1,83x10° ) 2,43x10° ) ) )

18.11.16.* 5,0x 10! 2,510° 1,3x10? 9,59 x 10* 1,75x 108 1,0x10° 2,2x10? 6,04 x10° 1,4x 10!
2.12.°16. 6,0 x 102 - 4,0x 10! 2,6 x10° - 4,35x10° 4,28 x 102 ) 4,2x10%
24.3.°17. 6,0 x 102 - 5,5x 10! 1,21x10° - 2,14x103 2,5x10? ) 1,2x 10!
21.4.1°17. 1,80x10° - 7,0x10! 3,32x 10 - 7,27x10° 3,40x 102 ) 8,1x 10}
26.5.717. 1,80x 10° - 7,5x 10! 6,91x 104 - 8,66 x 103 8,6 x 102 - 7,9x 101
27.6.17. % 2,0x108 - 8,00 x 10? 1,01x10° 1,16 x 103 1,21x10° 1,86 x 10° ] 1,7x10?
26.9.°17. 1,10x 103 - 2,00x 10! 1,4x 10 - 4,28 x 102 3,2x102 - 1,30x 10!
13.10.717* 1,00 x 102 4,00x 102 4,00x 10t 1,41x10° 4,37 x 102 7,70 x 102 6,90 x 10* 8,4 x 102 8,00x 10°
3.11.717% 1,7 x10? 1,00 x 102 2,00x 10" 1,55 x 108 1,33x 108 1,41x103 8,7 x 102 5,80 x 103 4,40x 10!

* Razdoblja u kojima su se gradska otpadna voda i otpadne voda tvornice Secera proc¢iscavale zajedno.
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Otpadnavoda Secerane imala je statisticki znac¢ajno ve¢iukupan broj bakterija, pri cemu
se radi o razlici za gotovo dva reda veli¢ine (Tablica 12). Nakon mije$anja otpadnih voda,
medutim, ukupan broj bakterija nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu influenta
komunalne otpadne vode i kombinirane otpadne vode (t-test, p>0,05). NajviSe vrijednosti
zabiljezene u otpadnoj vodisecerane iznosile suiznad4 x 107 CFU/mL (Slika 14). U¢inkovitost

proc¢is¢avanja za ovaj parametar kretala se od 69,7 % do visokih 99,1 % (Tablica 14).
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Slika 14. Ukupan broj bakterija u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za procis¢avanje
otpadnih voda u Virovitici.. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska otpadna voda i
otpadne vodatvornice Secera procis¢avale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Koliformne bakterije imale su prosje¢no 10 puta veé¢u brojnost u komunalnoj otpadnoj
vodiu odnosu na otpadnu vodu Secerane, a ta razlika je bila statisticki znacajna (Tablica 12).
Broj kolifomnih bakterija bio je u prosjeku 1,16 x 107 CFU/mL u komunalnoj otpadnoj vodi, a
7,53 x 106 CFU/mL u otpadnoj vodi §e¢erane pomije$anoj s komunalnom otpadnom vodom,
ali ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (t-test, p>0,05). U¢inkovitost pro¢i§¢avanja bila je

visoka (Slika 15) te se kretala od 86,3 % do 99,6 %.
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Slika 15. Koliformne bakterije u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za procis¢avanje
otpadnih voda u Virovitici.. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska otpadna voda i
otpadne vodatvornice Se¢era proc¢isc¢avale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u brojnosti sulfit-reducirajucih bakterija
izmedu komunalne i industrijske otpadne vode (Tablica 12). Takoder, nije bilo ni statisti¢ki
znacajne razlike izmedu influenata K i K+I razdoblja, §to je potvrdio t-test (p>0,05).

Uc¢inkovitost pro¢is¢avanja sulfit-reducirajucih bakterija je bila vrlo varijabilna te se kretala od

0 do gotovo 100 %.
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Slika 16. Sulfit-reduciraju¢e bakterije u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za
pro¢i$¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Secera prociséavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (¥).

Brojnost enterobakterija bila je nesto visa u otpadnim vodama Secerane (Slika 17), ali
ne statisticki znacajno (Tablica 12). Nije zabiljeZena ni statisticki znacajna razlika u brojnosti
enterobakterija izmedu efluenta komunalne i kombinirane otpadne vode (t-test, p>0,05).

Ucinkovitost pro¢is¢avanja kretala se izmedu 88 % 1 99,9 % (Tablica 14).
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Slika 17. Enterokoki u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za proc¢is¢avanje otpadnih
vodau Virovitici. Datumiuzorkovanjatijekom kojih su se gradska otpadna voda i otpadne voda
tvornice Secera procisScavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Otpadna voda Secerane imala je statistiCki znacajno veci broj kvasaca u odnosu na
komunalne otpadne vode (Slika 18, Tablica 12). Isti odnos ostao je i nakon mijeSanja te je
komunalna otpadna voda imala statisticki zna¢ajno niZi broj kvascevih gljivica u odnosu na
kombinirane otpadne vode (t-test, p<0,05). Procis¢avanje je bilo vrlo ucinkovito s

vrijednostima smanjenja od 76,2 % do 99,4 % (Tablica 14).
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Slika 18. Kvasci u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za pro¢is¢avanje otpadnih voda

u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska otpadna voda i otpadne voda
tvornice Secera prociS¢avale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

E. coli bila je znatno brojnija u komunalnoj otpadnoj vodi, pri ¢emu je razlika znala

iznositi i tri reda veli¢ine (Slika 19, Tablica 12). Brojnost E. coli bila je niza u kombiniranoj
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otpadnoj vodi, u odnosu na komunalne otpadne vode (Tablica 13), ali ta razlika nije bila
statisti¢ki znac¢ajna (t-test, p>0,05). U¢inkovitost procis¢avanja bila je od 93,6 % do gotovo 100
% (Tablica 14).
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Slika 19. E coli u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za proéis¢avanje otpadnih voda
u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska otpadna voda i otpadne voda
tvornice Secera procis¢avale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Brojnost P. aeruginosa bila je visa u komunalnoj otpadnoj vodi u odnosu na otpadnu
vodu Secerane (Slika 20) i ta razlika je bila statisticki znacajna (Tablica 12). Nakon mijeSanja,
influenti se nisu statisticki znacajno razlikovali (Tablica 13) (t-test, p>0,05). U¢inkovitost

proc¢is¢avanjakretala se od 78,1 % do 99,9 % (Tablica 14).
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Slika 20. Pseudomonas aeruginosa u ulaznoj i izlaznoj otpadnoj vodi na Uredaju za
procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Datumi uzorkovanja tijekom kojih su se gradska
otpadna vodai otpadne voda tvornice Se¢era prociséavale zajedno oznaceni su zvjezdicom (*).

Tablica 12. Srednje vrijednosti (£ SD) mikrobioloskih parametara komunalne i industrijske
otpadne vode i rezultat Mann-Whitney U testa (p-vrijednost; statisticki znacajne razlike su
oznacene podebljano).

Parametar Mjerna Komunalna Industrijska p-
jedinica otpadnavoda (K) | otpadnavoda(l) | vrijednost

Ukupne bakterije (37 °C) | CFU/mL 4,40 x 10°+3,79x 10* | 1,51 x 10+ 1,63 x 10’ 0,013
Koliformi ET_U”OO 1,16 x 10"+ 3,53x 10° | 1,17 x 10%+ 1,32 x 10° 0,002
Enterokoki %'I:_U/mo 1,44 x 106+ 5,51x 10° | 6,67 x 10%+ 6,56 x 10° 0,257
g;ll(ftg;irjzdumrawce CFU/mL 913 £ 533 100X 10°% 1,31 x10° | 0,938
Escherichia coli in/loo 3,17 x 10%+ 1,87x 10° | 2,53 x 10% 1,15 x 10° 0,096
Z;?Sgi%rgg:as g'I:_U/IOO 1,20 x 10°+ 1,02x 10° | 1,17 x 10%+ 5,48 x 102 0,022
Kvasci CFU/mL 440 + 243 4,23 x10°%2,94x 10° 0,013
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Tablica 13. Srednje vrijednosti (= SD) ulaznih (influent) i izlaznih (effluent) mikrobioloskih parametara tijekom dva razdoblja procis¢avanja

otpadnih voda.

Komunalna otpadna voda (K)

Komunalna i industrijska otpadna voda (K+1)

Parametar !\/Ijt-er-na influent efluent influent efluent
jedinica
Ukupne bakterije (37 °C) CFU/mL 4,40x105+3,79x10* | 9,68x103+6,20x 108 | 2,05x 106+ 3,00x 10° 2,71 x104+2,44 x 104
Koliformi CFU/100 mL | 1,16 x 107 +3,53x 108 | 3,38 x 105+ 3,69 x 10° 7,53 x10%+4,93 x 108 1,54x105+1,12x 105
Enterokoki CFU/100mL | 1,44x105+5,51x10° | 3,35x104+3,89x 10* | 2,81x106+2,53x 108 1,52x104+1,21x104
Sulfit-reducirajuce bakterije | CFU/mL 913 +533 64 +37 720 + 789 90 + 78
Escherichia coli CFU/100 mL | 3,17 x106+1,87x 108 | 7,52x104+9,10x 10 | 2,50x 106+ 1,51 x 10°® 2,70 x104£2,67 x 104
Pseudomonas aeruginosa | CFU/100mL | 1,20x105+1,02x 105 | 3,86 x10%+3,53x 10% | 2,90 x 10°+ 4,65 x 10* 1,36 x 103 + 6,42 x 102
Kvasci CFU/mL 440 + 243 45+ 34 2682 + 3084 37+38
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Tablica 14. U¢inkovitost pro¢i§¢avanja za mikrobioloSke parametre tijekom dva razdoblja pro¢is¢avanja otpadnih voda.

Komunalna otpadna voda (K)

Komunalna i industrijska otpadna voda (K+1)

Parametar Min Maks Sr.vri. Min Maks Sr.vri.
Ukupne bakterije (37 °C) 93,7% 99,4 % 97,3% 86,3 % 99,6 % 94,9 %
Koliformi 88,0 % 99,6 % 96,9 % 90,0 % 99,9 % 97,5 %
Enterokoki 56,7 % 98,2 % 88,1 % -38,9 % 100,0 % 65,0 %
Sulfit-reducirajuce bakterije 93,6 % 100,0 % 97,2 % 92,4% 99,8 % 98,1 %
Escherichia coli 78,1 % 99,9% 93,2 % 97,9 % 99,9 % 98,7 %
Pseudomonas aeruginosa 76,2 % 95,9% 87,0 % 94,4 % 99,4 % 97,9 %
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4.2. Aktivni mulj

4.2.1. Bioticki indeks aktivnog mulja

Evaluacija ucinkovitosti pro¢i§¢avanje otpadnih voda na bazi aktivhog mulja se

procjenjivala na osnovu prisutnih zajednica protozoa koriste¢i bioticki indeks aktivnog mulja

(SBI).

Tijekom ovog istrazivanja identificirano je ukupno 38 svojti protozoa i sithih Metazoa
(Tablica 15), Protozoa su bili dominantni i u raznolikosti (30 svojti) i u brojnosti (85 -100 % u
ukupnoj brojnosti). Jedini Metazoa u aktivnom mulju su bili kolnjaci i obli¢i (Tablica 15).
Trepetljikasi su bili najraznolikiji medu prazivotinjama (27 svojti). Najveca brojnost je
zabiljezena za sesilne (pri¢vrScene) svojte trepetljikasa, posebno sesilne peritrihne vrste
Vorticella convallaria, V. microstoma, Opercularia coarctata (Slika 21) i Epistilys sp. Vrsta
V. convallaria je bila najzastupljenija vrsta s prosje¢no 2,25 x 106 jedinki/L. Od pokretnih
oblika, puzajuca vrsta trepetljikasa Aspidisca cicada (Slika 21) bila je najbrojnija. Sitni bicasi
imali su vrlo nisku brojnostiniti ujednom uzorku nisu zabiljezeni s vise od 10 jedin ki, odnosno

uglavnom ih nije bilo.

Prosjecan broj svojti po jednom uzorku je bio 10 za oba razdoblja (K i K+I). Brojnost
mikrofaune je bilaiznad 10¢jedinki/L u obarazdoblja. Medutim, prosje¢na brojnost mikrofaune
je bila skoro tri puta veca u aktivnom mulju za vrijeme prociS¢avanja komunalne vode, u
usporedbi s razdobljem kad se procis¢avala zajedno komunalna i industrijska otpadna voda
(Tablica 15). Ova razlika je bila statisti¢ki zna¢ajna (Mann-Whitney U test, p<0,05). Pojedine
svojte pokazale su preferenciju prema K ili K+1 uvjetima. Sesilna vrsta trepetljikasa Epistylis
coronata, okucen Euglypha sp. i kolnjaci porodice Bdelloidea imali su vecu brojnost tijekom
K+I razdoblja. Sesilni trepetljikasi Vorticella convallaria, V. microstoma i Opercularia
coarctata i pokretna vrsta Aspidisca cicada imale su vec¢u brojnost u aktivnom mulju tijekom

K uvjeta.
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Opercularia coarctata Tokophrya sp.

Aspidisca cicada . Tokophrya sp.

Slika 21. Trepetljikasi aktivnog mulja na flokulama u uzorcima s Uredaja za
proc¢is¢avanjeu Virovitici.

Biotic¢kiindeks muljaje bio visok u obarazdobljate je iznosio od 6 do 10 za K razdoblje
i od 8 do 10 za K+l razdoblje, ukazujucina dobru kvalitetu aktivnog mulja u oba razdoblja,
odnosno uglavnomna 1. klasu aktivnog mulja (Tablica 4). Ove vrijednosti biotickog indeksa
mulja su u korelaciji s velikom uc¢inkovito$¢u procis¢avanja. Nize vrijednosti, odnosno SBI od

6 je bio u dva slucaja za vrijeme proc¢is¢avanja komunalne otpadne vode.
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Tablical5. Brojnost(jed/L) protozoaisitnih metazoa u uzorcima aktivnogmulja i bioti¢kiindeks aktivnogmulja (SBI) tijekom dva istrazivanarazdoblja.

Komunalna otpadna voda (K)

Komunalna i industrijska otpadna voda (K+1)

lip-2016 | pro-2016 ozu-2017 tra-2017 svi-2017 ruj-2017 | stu-2016 pro-2016 lip-2017 lis-2017 stu-2017
Ciliophora
Acineria sp. 20000 20000 60000
Acineria uncinata 150000 200000
Aspdisca sp. 140000 100000 400000 40000
Aspidisca cicada 2870000 [ 320000 40000 80000 200 000 480 000 180000 720000
Chilodonella uncinata 20000 140000 400000 120000 40000
Cinetochilum margaritaceum 260000 180000 40000 20000
Epistilys coronata 360000 660 000 360000 120000
Epistylis entzii 60000
Epistilys sp. 820000 560000 380000 160000
Euplotessp. 20000 40000 200000 20000 340000
Litonotussp. 40000 60000
Opercularia articulata 60000
Opercularia coarctata 2470000 [ 3080000 160 000 300000 160 000 320000
Opercularia microdiscum 40000
Opercularia sp. 100000
Podopryasp. 160000
Pseudovorticella chlamydophora 40000
Thigmogaster oppositevacuolatus 120000
Tokophrya infusionum 50 000 120000 20000
Tokophrya sp. 10000 60 000
Trithigmostoma cucullulus 20000
Vorticella aguadulcis 320000
Vorticella campanula 20000
Vorticella convallaria 180000 18520000 | 1520000 300000 540000 20000 40000 800000 140000
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Nastavak Tablice 15.

Komunalna otpadna voda (K) Komunalna i industrijska otpadna voda (K+I)
lip-2016 | pro-2016 ozu-2017 tra-2017 svi-2017 ruj-2017 | stu-2016 pro-2016 lip-2017 lis-2017 stu-2017

Ciliophora

Vorticella microstoma 510000 1860000 60000 240000 160000 20000 240000 260000

Vorticella octava 180000 80000 40000 180000

Vorticella sp. 30000 120000 40000 60000
Euglenozoa

Euglena viridis 300000 20000

Phacuslongicauda 40000
Testacea

Euglypha sp. 100000 40000 20000 1760000 [ 1160000 40000 220000
Rotifera

Bdelloidea 20000 40000 60000 180000 160000 20000

Brachionussp. 20000 40000

Cephalodella sp. 40000

Dicranophorussp. 40000

Euchlanissp. 80000

Lophocarissp. 100000

Rotifera non det. 40000 20000
Nematoda

Nematoda non det. 20000 40000 20000
Ukupna brojnost 6110000 | 5760000 | 19680000 | 2560000 | 1840000 | 2300000 | 3860000 | 2020000 | 1640000 [ 2380000 | 1700000
Broj svoijti 8 10 11 11 10 13 11 8 13 10 9
Taksonomske jedinice za SBI 8 9 11 11 10 13 8 7 12 9 9
SBI 6 6 9 9 9 10 9 8 10 9 9
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Bioticki indeks aktivnog mulja pokazao je mali broj statisticki znacajnih korelacija s
parametrima ulazne otpadne vode (Tablica 16). U odnosu na u¢inkovitost proc¢i§¢avanja nisu

zabiljeZene statisticki znacajne korelacije.

Tablica 16. Spearmanov koeficijent korelacije (N=11) izmedu biotickog indeksa aktivnog
mulja i fizikalno-kemijskih i mikrobioloskih parametara influenta i efluenta na Uredaju za
proc¢is¢avanje otpadnih voda u Virovitici. Statisticki znacajne korelacije oznacene su

podebljano.

Influent Efluent
Parametar Rs p-vrijednost Rs p-vrijednost
Temperatura 0,36 0,281 0,49 0,152
pH 0,00 1,000 0,18 0,597
Elektri¢éna vodljivost 0,15 0,650 0,17 0,608
Otopljeni kisik 0,08 0,804 0,53 0,117
KPK -0,51 0,106 0,09 0,793
BPKs -0,61 0,047 0,14 0,682
Suspendirane tvari -0,43 0,183 0,42 0,194
Ukupni N 0,72 0,012 0,68 0,021
Ukupni P 0,41 0,212 0,53 0,091
Ukupne bakterije (37°C) -0,37 0,257 0,49 0,123
Koliformi 0,25 0,450 0,55 0,082
Enterokoki 0,05 0,878 -0,20 0,547
Sgll(ft';;irjzdu“raJ“ée 0,25 0,452 0,41 0,211
Escherichia coli 0,04 0,896 -0,05 0,895
Pseudomonas aeruginosa -0,03 0,930 0,51 0,135
Kvasci -0,12 0,734 0,19 0,595

Daljnja analiza indikatorskih svojti prazivotinja prema Sirokim kategorijama (prema
Foissner, 2016) ukazala je na ve¢u u¢inkovitost aktivnog mulja pri proc¢iS¢avanju komunahih
i industrijskih otpadnih voda zajedno u odnosu na procis¢avanje samo komunalne otpadne
vode (Slika22). U razdobljimakad se proc¢is¢avala samo komunalnaotpadna voda, dominantna
skupina (prosjecno 54 %) ukazivala je na osrednju uc¢inkovitost pro¢iS¢avanja. Za razliku od
tog, tijekom K+I razdoblja, 67 % brojnosti su u prosjeku imali indikatori dobre ué¢inkovitosti
procis¢avanja. Najvisi udio indikatora slabog proc¢is¢avanja poklapa se s uzorcima koji su imali

najnizi bioticki indeks aktivnog mulja.
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Slika 22. Udio indikatorskih vrsta u¢inkovitosti pro¢iS¢avanja (prema Foissner, 2016) u
aktivnom mulju tijekom dva razdoblja pro¢is¢avanja; K-proc¢is¢avanje komunalne otpadne
vode, K+l-pro¢is¢avanje komunalne i industrijske otpadne vode.

Zasebno su analizirani Zivotni oblici trepetljikaSa, kao dominante komponente
mikrofaune. U aktivnom mulju su uglavnom dominirali pri¢vrsc¢eni oblici (Slika 23), odnosno
pripadniciperitrihnih trepetljikasa, kao $to surodovi Vorticella, Epistilys i Opercularia. Srednji
udio ovih oblika u brojnosti bio je oko 70 %. Drugi po brojnosti bili su puzajuci oblici kao
Aspidisca cicada s udjelom od prosje¢no 25 %, a najmanje je zabiljeZeno slobodno plivaju¢ih
oblika. Povremeno su puzajuce svojte imale gotovo jednaku brojnost kao pri¢vrséene svojte.
Omyjerizmedu brojnosti puzajucihipri¢vri¢enih svojtibiojeod 0 do 1,12, uz srednju vrijednost
0d 0,46.
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Slika 23. Udio razli¢itih zivotnih oblika trepetljikasa u aktivnom mulju tijekom dva istrazivana
razdoblja; K-proc¢is¢avanje komunalne otpadne vode, K+I-proc¢is¢avanje komunalne i
industrijske otpadne vode.

Analiza sli¢nosti zajednice protozoa i sitnih Metazoa pokazala je prilicno jasno
odvajanje izmedu dva razdoblja; onog kad se procis¢ava samo komunalna i onog kad se
proc¢is¢ava komunalna i industrijska otpadna voda (Slika 24). Jedina iznimka je uzorak iz
listopada 2017 iz K+l rezima, koji je slicniji uzorcima iz K razdoblja. Nije bilo nekogizrazenog
grupiranja mikrofaune susjednih mjeseci, za ona uzorkovanja koja su provedena tijekom
vremenskibliskih razdoblja. Izuzevklastera proljetnih mjeseci tijekom K razdoblja, nije uoceno

ni sezonsko grupiranje uzoraka.
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Slika 24. Dendrogram slicnosti mikrofaune tijekom dva razdoblja proc¢is¢avanja otpadnih voda;
K-procis¢avanje komunalne otpadne vode, K+I-prociS¢avanje komunalne 1 industrijske
otpadne vode.

ZabiljeZzene su pozitivne korelacije izmedu ucinkovitosti proc¢i§¢avanja i pojedinih
svoijti: uéinkovitost pro¢is¢avanja ukupnog N i brojnost vrste Aspidisca cicada (Rs=0,85,
p<0,001) te ucinkovitost proc¢is¢avanja BPKs i brojnost Epistylis sp. (Rs=0,64, p<0,05).
Takoder je postojala pozitivna korelacija izmedu ucinkovitosti prociS¢avanja sulfit-

reducirajucih bakterija i broja svojti mikrofaune (Rs=0,79, p<0,01).

Negativne korelacije postojale su izmedu parametara efluenta i pojedinih svojti:
elektri¢na vodljivost i brojnost vrste Opercularia coarctata (Rs=-0.62, p<0,05), ukupnih
bakterija i broja svojti (Rs=-0,68, p<0,05), ukupnog N i brojnosti Vorticella sp. (Rs=-0,79,
p<0,01) te kvasaca i brojnosti V. convallaria (Rs=-0,88, p<0,001).

Pojedine svojte pokazale su porast brojnosti u uvjetima manje ucinkovitosti
proc¢is¢avanja. Ovakav trend bio je statistiCki znac¢ajan za vrstu Aspidisca cicada i u¢inkovitost
uklanjanja KPK (Rs=-0,62, p<0,05), Vorticella microstoma i u¢inkovitost pro¢isé¢avanja BPKs
(Rs=-0,66, p<0,05) i KPK (Rs=-0,77, p<0,01) te za V. convallaria i u¢inkovitost pro¢i§¢avanja
BPKs (Rs=-0,66, p<0,05).
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4.2.2. MikrobioloSke analize aktivnog mulja

Brojnostbakterija u aktivnom mulju se ne razlikuje u redu veli¢ine od brojnosti bakteria
u otpadnoj vodi nakon procis§¢avanja tj. u efluentu (usp. Tablice 12 1 16). Medutim, brojnost
koliformnih bakterija je ve¢a u uzorcima aktivnog mulja (oko 106 do 107/mL), od brojnosti u
efluentu (oko 104do 105/mL). Isto vrijedi za enterokoke koji su imali ve¢u brojnost u aktivnom

mulju u odnosu na efluent.
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Tablica 16. Brojrazli¢itih grupa bakterija u aktivnom mulju Uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Broj bakterija i
Datumi . Kt());::‘tc;rrrir)ge Enterokoki/100mL Escherichia Sulfit-red. Pseudomonas Kvasci/mL
uzorkovanja /37°C/mL 1100 mf_ coli/100mL Bakterije/mL aeruginosa/100 mL
21.6.16. 4,3x10* 9,5x 10° 3,93x108 - 3,5x10° 3,1x10° -
411./16* 1,67x10° 1,55x10° 9,8x10° 1,33x10° - 9,3x10* -
18.11.16* 6,3x10° 2,42x108 2,8x10° 3,13x10° 1,5x10* 2,61x10° 8,0x10?
2.12.°16. 7,1x10° 4,35x108 1,25x10° 4,0x10° 1,x104 4 57x10° 6,0x10°
24.3.'17. 9,6x10° 1,99x107 3,1x10° 5,78x10° 1,4x10* 9,81x10° 4,3x10°
21.4.17. 3,7x10° 1,73x107 2,82x108 1,35x10° 5,0x10° 1,3x10° 3,4x103
26.5.°17. 9,0x10° 7,27x108 7,3x10° 3,09x108 3,0x10° 3,64x10* 1,6x10°
27.6.17. 3,8x10* 6,17x10° 8,66x10° 4,1x10 5,0x10? 1,32x10* 3,0x10?
29.9.'17.
1,4x10° 8,16x10° 9,40x10° 2,41x10° 1,0x10° 9,8x10° 4,0x10°
13.10.17F
1,22x10° 3,64x107 2,80x108 1,6x10° 1,0x10° 6,91x10° 9,6x10°
3.11.17F
4,2x10° 3,08x106 5,90x10° 2,35x10° 4,0x10° 1,4x10° 3,2x10°

* Razdoblja u kojima su se komunalne vode gradai otpadne vode tvornice Secera prociS¢avale zajedno
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju se pratio sastav zajednica protozoa i sitnih Metazoa u aktivnom
mulju s Uredaja za procCiS¢avanje otpadnih voda u Virovitici u korelaciji s ucinkom
prociséavanja. Uzorci otpadnih voda i aktivnog mulja su analizirani tijekom visemjesecnog
razdoblja u razli¢itim rezimima rada uredaja (K - razdoblje kada se obraduje samo komunalna
otpadna voda i K+l razdoblje kad se zajedno obraduju otpadne vode tvornice Secera i

komunalne otpadne vode).

Ulazna otpadna voda razlikovala se prema fizikalno-kemijskim i mikrobioloskim
parametrima izmedu dva razdoblja rada uredaja (K i K+I). Vrlo izrazene razlike zabiljezene su
za parametre koji ukazuju na organsku tvar u vodi, odnosno KPK i BPK s, pri ¢emu su otpadne
vode u K+I rezimu imale Cetiri do pet puta vise koncentracije ovih parametara. Prije mijeSanja
je povremeno u otpadnoj vodi Se¢erane zabiljezen BPKs preko 6 000 mg O,/L, odnosno KPK
preko 7 000 mg Oy/L. Vrijednosti ovih parametara u skladu su s o¢ekivanim za komunalnu
otpadnu vodu (Pauliisur., 2001), kao i za otpadnu vodu Secerane (Calero i sur., 2000). Za ove
parametre se nakon mijesanja dvaju efluenata postize razrjedenje, $to je povoljno za uredaj za
prociS¢avanje, jer se izbjegava preveliko opterecenje. Visi omjer KPK/BPKs u komunalnoj
otpadnoj vodi u odnosu na otpadnu vodu Se¢erane ukazuje na bolju biorazgradivost otpadnih
voda Secerane, a time i zajedniCkih otpadnih voda. Oba omjera relativno su niska te ukazuju na
dobru biorazgradivost testiranih otpadnih voda (Henze i Comeau, 2008). Veéina ostalih
parametara nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu dvatestirana razdoblja (K vs. K+I),
iako su srednje vrijednosti ukazivale na razlike, $to je uzrokovano velikom varijabilnos¢u. Ovi
rezultati ukazuju na pozitivan ucinak razrjedivanja otpadnih voda Secerane s komunalhom
otpadnom vodom. Opcenito je K otpadna voda imala srednje optere¢enje dusikom 1 nisko

opterecenje fosforom te nisku koncentraciju mikroorganizma, prema Henze i Comeau (2008).

Prazivotinje i sitni beskraljeznjaci koji su zabiljeZeni u ovom istrazivanju u skladu su
s ranijim istraZivanjima aktivnog mulja, odnosno radi se o svojtama koje su karakteristicne za
ovaj umjetni ekosustav (Madoni, 1994, 2011; dos Santos i sur., 2014; Foissner, 2016). Smatra
se da aktivni mulj ima slian sastav zajednica u cijelom svijetu (Warren 1 sur., 2010), Sto je u
skladu s kozmopolitskom rasprostranjenos¢u slobodno-zivu¢ih prazivotinja. Medu
protozoolozima se, medutim, zadnjih desetlje¢a vodi rasprava koliko su prazivotinje uistinu

kozmopolitski rasprostranjene (Foissner 1 sur., 2003) te koliko je toc¢na tzv. hipoteza
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»sveprisutnosti“. Ideju da je za prazivotinje ,,Sve svugdje, a okoli§ odabire* podupire dio
znanstvenika (npr., Fenchel i Finlay, 2004). U slu¢aju aktivnog mulja, to bi znacilo da sli¢ni
ekoloski uvjeti podrzavaju gotovo identi¢ni sastav zajednica, bez obzira na biogeografiju
odredenog podrucja. Foissner (2016), medutim, zastupa ideju da je dio prazivotinja endemski
rasprostranjen, a kao dokaz i u aktivnom mulju opisuje nove vrste za znanost. Novija
istrazivanja  prazivotinja  sugeriraju  najvjerojatniju  kombinaciju  kozmopolitske

rasprostranjenosti i odredene stope endemizma u prazivotinja (Fontaneto i Hortal, 2012).

Najveca raznolikost trepetljikasa medu heterotrofnim eukariotima aktivnog mulja
takoder je u skladu s ranijim istrazivanjima (Pauli i sur., 2001; Madoni, 2011; Leal i sur., 2013)
te potvrduje postavljenu hipotezu. Sastav protozoa i sitnih beskraljeznjaka iz ovog istrazivanju
ukazuje na dobre uvjete (Madoni, 1994, 2011) na Uredaju za proc¢is¢avanje otpadnih voda u
Virovitici. Medu prazivotinjama aktivnog mulja dominirali su sesilni trepetljikasi, posebno
peritrihne vrste Vorticella convallaria, V. microstoma, Opercularia coarctata i Epistilys sp.
Najbrojnija vrsta bila je V. convallaria, §to odgovara rezultatima ranijih istrazivanja ovakvih
sustava (Madoni i Ghetti, 1981; Martin-Cereceda i sur., 1996; Arreguiisur., 2012). Ova vrsta
karakteristi¢na je za stabilnu fazu aktivnog mulja (Madoni, 2011), kada su flokule stabilne i
kolonizirane karakteristicnom mikrobnom zajednicom. Medu pokretnim vrstama, p Uzajuca
vrsta Aspidisca cicada imala je najvecu brojnost, §to potvrduje njen status jedne od dominantnih
vrsta aktivnog mulja (Curds i Cockburn, 1970a; Madoni i Ghetti, 1981). Mnogobrojni
znanstveni radovi potvrduju vaznost sastava protozoa u aktivnom mulju za uspjesno
procis¢avanje otpadnih voda sa aktivnim muljem (Martin-Cereceda i sur., 1996; Papadimitriou
i sur., 2010). Mikrofauna aktivnog mulja ukazuje na promjene u postrojenju sa muljem (Al-
Shahwani i Horan, 1991; Esteban i sur., 1991) te su metode bazirane na mikroskopskim
analizama korisne za ocjenu efluenta (Curds i Cockburn, 1970b) kao i rada postrojenja
(Drakides, 1980; Madoni, 1994).

Prosjecni broj svojti mikrofaune u ovom istrazivanju (10) indicirao je dobro stanje
aktivnog mulja na istrazivanom postrojenju (Madoni, 1994), a time i dobru ucinkovitost
proc¢is¢avanja. Ovi rezultati su takoder potvrdeni i vizualnim indikatorima mulja (osobno
opazanje), kao 1 fizikalno-kemijskim parametrima influenta i efluenta kao $to su redukcija
KPK, BPKS5 i suspendirane tvari. U skladu s tim je i zabiljezena brojnost koja je premasivala
106jed./Ltijekom oba istrazivanarazdoblja (K iK+I). Ovakvabrojnostindicira takoder stabilan
aktivni mulj (Madoni, 1994). Variranje brojnosti prazivotinja aktivnog mulja, koje je uoc¢eno,

uobicajeno je svojstvo ovogumjetnog ekosustava (Arreguii sur., 2012), u kojem se dogadaju
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znatno brze promjene u odnosuna prirodne ekosustave. Znatno brojnija mikrofaunazabiljeZzena
tijekom K rezima rada, u odnosu na K+I mozda je uzrokovana veéim organskim opterecenjem
koje donosi otpadna voda Secerane, a rezultira visim vrijednostima KPK i BPKs influenta.
Preveliko organsko opterecenje moze negativnodjelovatina prazivotinje i sitne beskraljeznjake
aktivnog mulja (Salvado i Gracia, 1993). S obzirom na uéinkovitost pro¢is¢avanja, moze se
zakljuciti da niZe vrijednosti brojnosti mikrofauneu K+l rezimu rada nisu imale utjecaja na
performanse istrazivanog postrojenja. Istrazivanje je i potvrdilo da se aktivni mulj moze
koristiti 1 prilikom procis¢avanja industrijskih otpadnih voda, a Sto je joS uvijek relativno slabo

istrazeno podrucje (Warren i sur., 2010).

Premarezultatima ovogistrazivanja, bioti¢kiindeks aktivnogmulja primjenljiv je kao
indikator u¢inkovitosti pro¢iS¢avanja i u sustavu koji zajednicki preraduje komunalne otpadne
vode, kao i kombinirane otpadne vode. Ovi rezultati u skladu su s originalnim radom koji je
uveo SBI (Madoni, 1994) te rezultatima Arévalo i sur., (2009) i Leal i sur., (2013). Prema
Madoniju (1994), indeks vrijedi za sva postrojenja s aktivnim muljem. Metoda odredivanja
biotickog indeksa mulja je testirana na 45 postrojenja sa aktivnim muljem. U svakom
pojedina¢nom postrojenju se vrsila identifikacija i enumeracija mikrofaune i korelirali su se
podaci sa fizikalno-kemijskim parametrima. Utvrdena je dobra korelacija biotickog indeksa
mulja s u¢incima prociséavanja. U istom radu su identificirane i tzv. negativne i pozitivne
klju¢ne grupe protozoa. U ovom istrazivanju SBI se pokazao manje osjetljiv na parametre koji
indiciraju u¢inke proc¢is¢avanja, $to je u skladu s istrazivanjima uporabljivosti SBI u postrojenju
koje zajednicki proc¢iS¢ava komunalne otpadne vode i otpadne vode tekstilne industrije (dos
Santosisur.2014). Autorisuuocilipovezanostdinamikepojedinih svojti s uvjetima na uredaju.
Neka istrazivanja ukazuju da SBI nije primjenjiv u nestandardnim uredajima (Drzewicki i sur.,
2017a, b). Vjerojatno je da ekstremni uvjeti, koji jako reduciraju mikrofaunu aktivhog mulja,

onemogucuju primjenu SBI.

Visoke vrijednosti SBI ukazale su na l. i Il. klasu aktivnog mulja koje su u skladu sa
zabiljeZenom visokom ucinkovito$c¢u proc¢iséavanja. Razlika u vrijednostima SBI-a nije bila
statisticki znacajna izmedu dva razdoblja, Sto ukazuje na dobro izbalansiran proces na
istraZzivanom uredaju. Suprotno slicnim vrijednostima SBI, mikrofauna se razlikovala izmedu
dva rezima rada (K vs. K+I). Ova razlika vjerojatno odrazava razlike u karakteristikama
influenta, buduéida prazivotinje aktivnog muljaovise upravo o stanju otpadne vode i prisutnim
prazivotinjama u njoj (Pauli i sur., 2001). Neke vrste su preferirale K+l uvjete (peritrinne vrste

Epistylis coronata, oku¢en Euglypha sp. ikolnjaciporodice Bdelloidea), dok su peritrihne vrste
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Vorticella convallaria, V. microstoma i Opercularia coarctata, uz pokretnu vrstu Aspidisca
cicada pokazale preferenciju prema K uvjetima. Dvije od navedenih vrsta (V. microstomai O.
coarctata) su zasebne klju¢ne grupe u izracunu SBI (Madoni, 1994) te indiciraju stresne uvjete
za mikrofaunu (Drzewicki i Kulikowska, 2011; Foissner, 2016; Salvadé i sur., 1995). Njihova
visoka brojnost tijekom prerade samo komunalne otpadne vode moze indicirati prisustvo nekih
toksi¢nih tvari u otpadnoj vodi Secerane. Svakako bi bilo dobro provesti daljnja istrazivanja da
se prouci postoji li takav uzrok. Standardne analize koje se provode u postrojenjima za
procis¢avanje otpadnih voda ne detektiraju toksi¢ne tvari, a one mogu dovesti do drasti¢ne
redukcije raznolikosti prazivotinja i mikro-metazoa (Sobczykisur., 2021). Primjerice, ulazak
fenola u otpadne vode rezultira promjenama u dominaciji sesilnih vrsta, favorizirajuci
dominaciju Opercularia sp. vise nego Vorticella sp. (Papadimitrouisur. 2007). Fenol povecava
brojnost (abundanciju) Podophrya sp. i slobodno plivaju¢e Colpidium sp., koji je tipi¢an za
ulaz industrijskih otpadnih voda. Podoprya sp. je pokazala znacajnu negativnu korelaciju sa
uklanjanjem fenola iz efluenta, sugeriraju¢i da njeno prisustvo moze biti indikator efikasnosti
uklanjanja fenola. Ulazak cijanida u otpadne vode povecéava abundanciju Opercularia sp. i
Colpidium sp., sugeriraju¢i njihovu toleranciju na uvjete visoke toksi¢nosti. Chilodonella sp.
pokazuje negativnu korelaciju na sadrzaj cijanida u efluentu (Papadimitrou 1 sur., 2007).
Navedeno potvrduje potencijal pristupa baziranog na pojedinoj svoijti te je u skladu s ovim

istrazivanjem.

Bicasi, jedna od klju¢nih skupina aktivnog mulja (Madoni, 1994), imali su iznimno
nisku brojnostu ovom istrazivanju, §to ukazuje na stabilan aktivni mulj. Niska brojnostu skladu
je is efluentomrelativno niskogorganskogopterecenja, indiciranog KPK i BPK 5 vrijednostima
(Ratsak i sur., 1996). Bududi da je sitne bi¢asSe, primjerice Bodoinida, koji su ¢esti u aktivnom
mulju, teSko determinirati, njihovaekologijau ovom sustavu je relativno slabopoznata (Warren
i sur.,2010).

Rod Aspidisca smatra se veoma otpornim u aktivnom mulju te je sposoban izdrzati
varijacije u optere¢enju (Leal i sur., 2013), Sto se ne poklapa potpuno s ovim istrazivanjem. A.
cicadanije bilaprisutnau dijelu K+I uzorakate je moguce dajojnisu odgovraliuvjeti. Takoder,
uklanjanje dusSika bilo je nesto slabije tijekom K+I rezima rada, a recentno je pokazano da A.
cicada utje¢e upravo na nitrifikacijske bakterije (Sobczyk i sur., 2020). Na osnovu navedenog,
promjene u brojnosti ove vrste, ili njen izostanak iz sustava, mogu indicirati smanjenje
ucinkovitosti rada postrojenja. Ova vrsta pokazala je pozitivnu korelaciju s u¢inkovitoséu

uklanjanja KPK, $to je u skladu s rezultatima Martin-Cereceda i sur. (1996), koji ju smatraju
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indikatorom stabilnog rada uredaja za pro¢is¢avanje. Slicno navode i Sobczyk i sur. (2021),

koji su zabiljezili negativnu korelaciju brojnosti A. cicada s KPK i BPKs efluenta.

Predstavnici Suctoria (sisarci) nisu bili brojni u aktivnom mulju, a potpuno su izostali
tijekom K+I rezima rada. Mogu¢i uzrok je manje dostupnog plijena, buducéi da su sisarci
predatori na drugim trepetljikasima. Predatori ukazuju nato da se u aktivnom mulju oblikovao
cijeli hranidbeni lanac, prema tome ukazuju na stabilni aktivni mulj (Papadimitriou i sur.,
2007). Ucinak predatorskih trepetljikasa ovisi u njihovom zivotnom obliku te ¢e slobodno
plivajuce vrste imati razli¢it u¢inak u odnosu na pricvrséene vrste, a ucinak ¢e prvenstveno biti

uocljiv na populacijama trepetljikasa koji su plijen (Curds, 1973).

Istrazivanje je obuhvatilo i analizu primjenjivosti ekotoksikoliSkog testa praéenja
stabilnosti lizosomske membrane kod trepetljikasa aktivnog mulja. Zajednica aktivnog mulja,
medutim, nije se uspjesno aklimatizirala na laboratorijske uvjete te su svojte pokazivale
znakove stresa ve¢ u kontrolnim uzorcima. Iz navedenog razloga, moralo se odbaciti hipotezu

da lizosomski biomarkeri dokazuju prisustvo/odsustvo okolisnih stresora u aktivnom mulju.

Mnogi autori smatraju trepetljikase vaznim bioindikatorima procesa proc¢is¢avanjas
aktivnim muljem jer pokazujudobrukorelaciju sa fizikalno-kemijskim parametrimapostrojenja
(Curds i Cockburn, 1970b; Al-Shahwani i Horan, 1991; Poole, 1984). Nadalje, mnogi autori
navode 1 indikatorske vrste trepetljikasa koje su u korelaciji s efikasno$¢u procis¢avanja
(Martin-Cereceda i sur., 1996.) i tzv. pozitivne i negativne kljucne grupe trepetljikasa (Madoni,
1994). Pristup baziran na odgovoru pojedinih vrsta, u ovom se istrazivanju pokazao
vezu samo s BPKs u influentu, dok su brojne svojte imale znacajne korelacije s ucinkovitosti
proc¢is¢avanja. Takve vrste su bile O. coarctata i A. cicada, $to je u suprotnosti s Drzewicki i
Kulikowska (2011), koji navode povezanost vrste O. coarctata sa slabom ucinkovitosti
prociséavanja. Autori navode, §to je u skladu s ovim istrazivanjem, da pojedine vrste mogu biti
osjetljiviji indikatori od SBI. Ekstremno pojednostavljenje u vidu uporabe samo funkcionalnih
skupina predlazu Zhou i sur. (2008), smatrajuc¢i determinaciju pojedinih svojti previse
zahtjevnom. Sobczyk i sur. (2021) smatraju da je kod stabilnih uredaja teSko utvrditi vezu
izmedu sastava zajednice i u¢inkovitosti proc¢i§¢avanja, tj. parametrima na uredaju. Prema
Drzewicki i sur. (20174, b) pristup baziran na pojedinim svojtama posebno je pogodan za
nekonvencionalne uredaje. Pritome su mogucikontradiktornirezultati, $to se tice bioindikacije

prazivotinja, izmedu uredaja koji proc¢is¢avaju samo komunalne otpadne vode u odnosu na one
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koji proc¢is¢avaju industrijske otpadne vode (Bernat i sur., 2017). Uredaji koji procis¢avaju
industrijske otpadne vode sustavi su u kojima indikacija putem pojedinih vrsta ima velik
potencijal, budu¢i da u njima odredene vrste praZivotinja mogu imati snazan uc¢inak na proces
procis¢avanja (Pedrazzani i sur., 2016). SBI se u ovim sustavima vjerojatno ne moze koristit
kao indikator kvalitete efluenta (dos Santos i sur., 2014). Kako se na Uredaju za proc¢is¢avanje
otpadnih vodau Virovitici kombiniraju komunalne i industrijske otpadne vode, ovakav pristup
baziran na pojedinim indikatorskimsvojtama mogaobitakoderbitidodatanalatu pra¢enju rada

uredaja.

U ovom istrazivanju nije zabiljezen utjecaj temperature na mikrofaunu aktivnog
mulja, $to se ocituje u izostanku sli¢nosti zajednica bliskih mjeseci uzorkovanja. Takoder, nije
zabiljeZena znacajna korelacija izmedu temperature 1 SBI vrijednosti. Temperatura se inace
smatra najznacajnijim ¢imbenikom u strukturiranju zajednica prazivotinja 1 sitnih
beskraljeznjaka aktivnog mulja (Sobczyk i sur., 2020). Moguci razlozi za izostanak korelacije
u ovom istrazivanju su mala variranja temperature influenta, a time i temperature aktivnog

mulja. Stabilna temperatura vjerojatno je stoga pruzala slicne uvjete za mikrofaunu.

Pojedine od indikatorskih svojti je lako prepoznati, zbog karakteristi¢cne morfologije,
primjerice A. cicada u bo¢nom polozaju ima jedinstven oblik s tzv. ,,rebrima“. Ovo pruza
mogucnost relativno lake determinacije za koju nisu nuZni specijalisti za praZivotinje, §to
povecava uporabljivost mikroskopske analize aktivnog mulja za pracenje ranih pokazatela
promjena u radu uredaja za prociS¢avanje baziranih na ovoj biotehnologiji. Al-Shashwani i
Horan (1991) smatraju da je u pojedinom postrojenju, uz konstantan monitoring, dov oljno
pratiti do 20 vrsta trepetljikasa da bi se mogli donositi zakljuéci o stanju aktivnog mulja. Arregui
i sur. (2012) su proveli analizu vjerojatnosti tocne determinacije pojedinih svojti prazivotinja,
koje su uobigajene u aktivnom mulju. Cimbenici koji su na to utjecali su: brojnost vrste u
uzorku, morfoloske karakteristike, ucestalost i veli¢ina vrste. Iako su sitnije vrste teze za
determinaciju te je vjerojatnost da ih se previdi relativno velika, pokazalo se da i veliki
kolonijalni peritrihni trepetljikasi povremeno budu neidentificirani, uslijed eventualnih
metodoloskih problema. Rasprave se vode i oko broja uzoraka koje je potrebno pregledati za
reprezentativno stanje u aktivnom mulju, buduci da se u uzorcima veceg volumena cesto
previde sitne svojte, ali je veca vjerojatnost detekcije kolonijalnih oblika (Warren i sur., 2010).
Vjerojatno je optimalan broj uzoraka vec¢i od onog koji je koriSten u ovom istrazivanju, a koje
je slijedilo standardnu proceduru za odredivanje SBI. Sest pod-uzoraka predlazu Dubber i Gray

(2009), buduci da se time detektira 90 % do 95 % prisutnih vrsta. Autori smatraju da bi za
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detekciju gotovo svih prisutnih vrsta trebalo vise od 20 pod-uzoraka, Sto je vremenski
zahtjevno. Svakako je u svim postupcima mikroskopske analize aktivnog mulja potrebna

standardizacija postupaka analize i kontrolarada operatera.

Usprkos brojnih kljuc¢eva za identifikaciju vrsta protozoa (Foissner i Berger 1996;
Serrano, i sur., 2008) jos§ uvijek je problem to¢na identifikacija. Stoga se predlaze uporaba
molekularnih metoda (Foissner, 2016). Autor je na osnovi prisutnih vrsta protozoa u zajednici
nacinio tablicu sa indikatorskim vrstamakoje indiciraju dobro, srednje i loSe proc¢is¢avanje na
uredajima (Foissner, 2016). Primjena ove Siroke i relativno grube skale indicirao je bolje uvjete
na uredaju tijekom prociS¢avanja kombiniranih otpadnih voda (K+I), u odnosu na samo
komunalne otpadne vode. Analizom pojedinih indikatorskih svojti prazivotinja pokazalo se
takoderdaje vecaucinkovitostaktivnogmulja priprociS¢avanju komunalne i industrijske vode

nego kada se prociS¢ava samo komunalna voda.

Rezultati mikroskopskog pretrazivanja aktivnog mulja tijekom ovog istrazivanja
pokazuju dasu pri¢vrséeni trepetljikasi kaosto su Vorticella convalaria, Aspidiscasp. i okuceni
kao $to je Euglypha sp. uvijek prisutni i dominantni kada se radi o visokoj u¢inkovitosti
procis¢avanja (redukcija iznad 90 % KPK u efluentu). Takoder je vazno i odsustvo veceg broja
nanoflagelata, kao i Nematoda. Ovime je potvrdena hipoteza da ¢e klju¢ne grupe reagirati na
uvjete na uredaju. Same klju¢ne skupine imaju bioindikatorski potencijal (Madoni, 1994; Zhou

i sur. 2008)

Uklanjanje dusika bilo je slabije tijekom K+ razdoblja u odnosu na K razdoblje (23,2
% vs. 46,1 %), Sto ukazuje na slabiji proces nitrifikacije. K otpadna voda imala je, o¢ekivano,
viSe koncentracije koliforma, te je u tom slucaju industrijska otpadna voda doprinosila
razrjedenju. Niza ucinkovitost uklanjanja sulfit-reduciraju¢ih bakterija opazena je u oba
testirana razdoblja, buduci da se radi o vrlo rezistentnim mikroorganizmima u procesima
prociscavanja otpadnih voda (Guzman i sur., 2007). Zanimljivo je da je u€inkovitost uklanjanja
ovih mikroorganizama pozitivnokorelirala s brojem svojti mikrofaune, §to ukazujeina vaznost
prazivotinja i mikro-metazoa u uklanjanju patogena. Naime, brojnost sulfit-reducirajucih
bakterija smatra se dobrom surogat varijablom za brojnost patogena kao $to su enterovirusi,
Salmonella, obli¢i, Cryptosporidium i Giardia, u efluentu (Guzman i sur., 2007). Veca
raznolikost prazivotinja vjerojatno stoga dovodi i do uklanjanja veceg broja patogena, a to
ukazuje na vaznost mikrofaune u postrojenjima s aktivnim muljem. Uklanjanje patogena u

procesu procis¢avanjas aktivnim muljem varira od 28 % do 99 %, ovisno o patogenu, pri ¢emu
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se za inaktivaciju nekih predlazu dodatni postupci kao $to je tretman efluenta UV zracenjem i
ozonom (Warren isur., 2010). Vazno je provoditi i mikrobioloske analize otpadne vode nakon
proc¢is¢avanja. Naime, neke bakterije imaju sposobnost razgradnje teSko razgradivih spojeva
npr, klorobenzena. Bakterije roda Pseudomonas mogu aerobno razgraditi trikloro- i
tetraklorobenzen (Glancer-Soljan isur., 2005). Takoder neki mikroorganizmiimaju sposobnost
razgradnje polikloriranih bifenila (PCBs) npr. Acinobacter i Alcaligenes (Glancer-Soljani sur.,
2005).

Pricvrséeni trepetljikasi pokazali su direktnu vezu s organskim opterecenjem i U
obrnutom su odnosu s bioloSkom potrosnjom kisika u efluentu. Stoga je povecanje brojnosti
ove grupe u direktnoj vezi s povecanjem organskog optere¢enja i smanjenja BPKs u efluentu.
Ova grupa pokazala se pozitivnim indikatorom u nasem istrazivanju i potvrdila rezultate
Madoni (1994). Nasuprot tome, slobodno plivajuéi trepetljika$i su u vezi sa visokim
vrijednostima BPKsefluenta i sa slabom zrelosti mulja tj. ukazuju na nezreli mulj. Ova skupina
bila je najmanje zastupljena medu trepetljikasima, potvrdujuci stabilnost procesa na Uredaju za

procis¢avanje otpadnih voda u Virovitici.

Odnos izmedu puzajucih i pricvrséenih vrsta trepetljikasa smatra se inidkatorom
uc¢inkovitosti procis¢avanja te Madoni(1994)navodida vrijednost ve¢aod 0,5 ukazuje na dobru
kvalitetu efluenta. U nasem istrazivanju ova vrijednost je u nekoliko navrata bila izmad 0,5, ali
je Cesto bila niza, bez uocenih povezanosti s u¢inkovitos¢u procis¢avanja ili SBI vrijednosti.
Slicno navode Pedrazzani i sur. (2016) te zaklju€uju da je i omjer nizi od 0,5 pozitivan
pokazatelj s obzirom na kvalitetu efluenta. Obje ove skupine, tj. Zivotni oblici karakteristicno
ko-dominiraju u aktivnom mulju jer su na¢inom Zzivota prilagodeni na vezivanje uz flokule

aktivnog mulja (Martin-Cereceda i sur., 1996).

Dobivene vrijednosti biotickog indeksa mulja u tijeku ovog istrazivanja potvrduju
ucinkovitost proc¢iS¢avanja otpadne vode na istrazivanom uredaju te postojanje stabilnog
aktivnog mulja. Korelacije sastava protozoa i mikro-metazoa, kao i SBI indeksa s fizikalno-
kemijskim i mikrobiolos§kim parametrima ulazne otpadne vode (influenta), kao i izlazne
otpadne vode (efluenta) potvrdene su za pojedine parametre te pojedine svojte. Aktivni mulj je
dinamicna zajednica u kojoj se promjene brzo odvijaju, buduci da svojte reagiraju na fizikalno-
kemijske uvjete u postrojenju i bioti¢ke interakcije. 1z tog razloga direktne korelacije se ne
mogu niti o¢ekivati, jer je zajednica mogla reagirati na prethodne uvjete od, primjerice, prije

nekoliko dana (Sobczyk i sur., 2021).
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Na uredajima za procis¢avanje otpadnih voda u Hrvatskoj se rade rutinske analize ili
mikroskopske pretrage aktivnog mulja, ali se ne radi metoda odredivanja biotickog indeksa
aktivnog mulja. Rezultati ovog istraZzivanja mogu ukazati na potrebu detaljnije mikroskopske
analize mikrofaune s obzirom na praZzivotinje i sitne beskraljeznjake. Ove analize mogu ukazati
na probleme na uredaju, ¢ak i na specificne probleme u aktivnom mulju, 1 ranije nego se isti
uoce uporabom standardnih metoda. Pri tome je vazno definirati metodologiju i standardizirati
mikroskopske analize aktivnog mulja, s$to jos uvijek nije provedeno u vecini zemalja EU
(Arregui 1 sur., 2012), usprkos Siroko rasprostranjenoj uporabi aktivnog mulja kao

biotehnoloskog sustava.
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6. ZAKLJUCAK

e U ovom istrazivanju je po prvi put odredivan bioti¢ki indeks aktivnog mulja na uredaju
za proCiS¢avanje u Hrvatskoj te je koreliran s ucinkovito§¢u procis¢avanja. Bioticki
indeks aktivnog mulja pokazao se pouzdanim pokazateljem rada uredaja za
procis¢avanje otpadnih voda baziranih na aktivhom mulju.

e Postrojenja koja zajednicki proc¢is¢avaju komunalnui industrijsku otpadnu vodu, kao
Sto je otpadna voda Secerane, mogu profitirati uslijed mijeSanja otpadnih voda te
ucinaka razrjedenja organske tvari, odnosno mikrobioloskih parametara. Mikrofauna
aktivnog mulja razli¢ito reagira na influente K u odnosu na K+ rezim rada.

e Kljucne skupine trepetljikasa vrlo su dobro korelirane s parametrima prociS¢avanja
otpadne vode. Osobito je vidljiva dobra korelacija izmedu pri¢vr§éenih trepetljikasa i
parametara ucinkovitosti pro¢is¢avanja KPK 1 BPKs, pa stoga ova grupa trepetljikasa
moze posluziti kao indikator dobrog vodenja procesa proc¢is¢avanja.

e Redovno mikroskopsko pretrazivanja aktivnog mulja kao i utvrdivanje brojnost
pojedinih vrsta protozoa moze biti od velike pomo¢i u upravljanju uredajem za
proc¢is¢avanje otpadnih voda. Ovo potvrduje korelacija izmedu uvjeta rada tj.
parametara u toku procesa prociS¢avanja (otopljenog kisika, pH, KPK, BPKs
suspendirane tvari, nutrijenata...) i prisutnih vrsta i brojnosti protozoa.

e Pristup baziran na dodatnim analizama grupa indikatora, a posebno pristup baziran na
vrstama dodatno ukazuje na stanje aktivnog mulja i uéinkovitost pro¢is¢avanja. Kao
dobri indikatori utvrdeni su trepetljikasi Vorticella microstoma, Opercularia sp. i
Aspidisca cicada.

e Pricvrsceni trepetljikasi, uglavnom peritrihni, dominirali su u obareZima proc¢is¢avanja
(K) 1 (K+I). Oba razdoblja imala su dobro stanje aktivnog mulja, potvrdivsi uporabu
ove klju€ne grupe u procjeni stanja aktivnog mulja.

e Dodatna analiza indikatorskih svojti protozoa ukazala je na ve¢u uc¢inkovitost aktivnog
mulja pri proci§¢avanju komunalne i industrijske otpadne vode (K+I) u odnosu na
proc¢is¢avanje samo komunalne vode (K).

o Fizikalno-kemijskipokazateljiulazne iizlazne vode pokazuju znac¢ajnu redukciju KPK,

BPKs, suspendirane tvari, ukupnog dusika i ukupnog fosfora, koji su u korelaciji s
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indikatorskim svojtama te SBI vrijednostima. Dobru ucinkovitost pro¢is¢avanja
potvrdila je i redukcija broja bakterija od influenta do efluenta.

Sastav protozoa i mikro-metazoa se razlikovao izmedu dva rezima rada, vjerojatno
uslijed razlika u influentu. Odredene svojte su preferirale K+I uvjete, primjerice sesilna
vrsta trepetljikasa Epistilis coronata, i okuc¢en Euglypha sp.

Mikrofauna uredaja za proé¢is¢avanje, odnosno njene dominantne svojte, zahtijevaju
specifi¢ne uvjete te se nisu mogle aklimatizirati na laboratorijske uvjete. Stoga je bilo
nemoguce provesti test odredivanja stabilnosti lizosomske membrane, jer su i sami
laboratorijski uvjeti doveli do stresa.

S obzirom na ekoloski znacaj i indikaciju trebalo bi standardizirati upotrebu protozoa

kao bioindikatorau pro¢is¢avanju otpadnih voda aktivhim muljem.
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