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Riassunto

| risultati di due anni di osservazioni microscopiche edi altre analisi effettuate sui fanghi attivi dell’ impianto di depurazione centrale di
Pistoia, interessato dafenomeni di bulking, sono stati valutati in relazione amisurazioni relative allafase di ossidazione.

| dati relativi al periodo in questione sono stati oggetto di un’analisi di correlazione non parametrica e, successivamente, esploréti
mediantelatecnicadell’ analisi delle componenti principali.

Gli editi delle andlisi effettuate indicano cheil fenomeno di bulking che si é verificato e stato causato dal batterio filamentoso tipo 0581
(analogo di Microthrix parvicella), lacui abbondanzaelegatain modo particolareall’ andamento dellatemperaturadei fanghi nellavasca
di ossidazione.

ParoLE cHIAVE: batteri filamentosi / depurazione/ bulking / analisi delle componenti principali / correlazionedi Spearman

Interactions between environmental factors and filamentous bacteria in a wastewater treatment plant

The results of two years of microscopic observations of activated sludge from the wastewater treatment plant of Pistoia (Italy) are
summarised. The data were correlated with plant operations and with other analysis on the sludge, regarding important measures from
process point of view.

Findings point out aclear conclusion (such asin previousworks by other authors): bulking phenomenon caused by filamentous bacteria
type 0581 (similar to Microthrix parvicella) islinked to sludge temperature trend.

KEey worbps: filamentous bacteria/ wastewater treatment / bulking / Principal Components Analysis/ Spearman correlations

INTRODUZIONE

A partiredal novembre 1999, nell’ impianto di depu-
razione S. Agostino di Pistoia € stato evidenziato un
problema di schiume nei sedimentatori secondari che
si e protratto fino ala primaverainoltrata (aprile-mag-
gio 2000) e che, in alcuni sporadici casi, ha provocato
il trascinamento di fanghi con aumento dei solidi sedi-
mentabili e sospesi nell’ effluente.

Talefenomeno in seguito € comparso solo raramen-
te e comunque non si € mai verificato in modo cosi
critico.

Nel presente lavoro sono analizzate e discusse im-
portanti relazioni trail fenomeno riscontrato e misura-
zioni relative allafase di ossidazione.

MATERIALIEMETODI

L’ambiente studiato

L’impianto di depurazione S. Agostino di Pistoia
tratta liquami principalmente di tipo domestico (nel
1999 complessivamente 3.064.810 m3, nel 2000
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3.306.934 m3 e nel 2001 4.498.323 m3), con valori
giornalieri intorno ai 10.000 m3. Hauna potenzialita di
circa 120.000 abitanti equivalenti ed un carico effetti-
vo di circa 70.000 abitanti equivalenti.

Lo schemadi funzionamento é quello convenzionale
afanghi attivi: grigliaturae sollevamentoiniziale, diso-
leatura e dissabbiatura, vasca di pretrattamento dei
reflui conferiti su gomma (scarichi di vuotatura di
fosse biologiche, percolati di discarica, materiali pro-
venienti dallapuliziadellarete fognariae delle stazioni
di sollevamento, fanghi biologici dapiccoli depuratori,
in quantita medie giornaliere complessive di circa
27.000 kg), sedimentazione primaria, denitrificazione,
ossidazione, sedimentazione secondaria e vascadi clo-
razione (quest’ ultima non attiva). 11 depuratore € inol-
tre dotato di unalineafanghi (ricircolo miscela aerata,
ricircolo fanghi secondari, pre-ispessimento, digestio-
ne anaerobica, post-ispessimento, disidratazione me-
diante centrifuga) e di unalinea biogas con cogenera-
zione.

Al finedi valutarei rendimenti depurativi eil rispetto
dei limiti di legge, nelle acque in ingresso e in uscita
dall’'impianto sono mantenuti sotto osservazione i se-
guenti parametri: pH, conducibilita, COD, BOD,, solidi
sospes e sedimentabili, azoto ammoniacale, nitroso,
nitrico e totale, fosforo totale e, con minor frequenza,
grassi eoli, tensioattivi, sostanzetossiche (quali metalli
pesanti). In generale, le analisi dei liqguami in ingresso
condotte nel periodo novembre 1999-dicembre 2000
hanno evidenziato un rapporto BOD_N:P piuttosto
shilanciato, per eccessi di azoto ammoniacale e di
fosforo totale rispetto al BOD, (Tab. I).

Le caratteristiche qualitative dell’ effluente sono ri-
sultate permanentemente entro i limiti tabellari imposti
dalle normative nazionali e regionali vigenti, ad ecce-
zionedi alcuni episodi di fughedi solidi sedimentabili e
sospesi, in conseguenza di fenomeni di bulking (Tab.

.

MISURE E ANALISI EFFETTUATE

Unodegli strumenti utilizzati per I'indagineanalitica
estato I’indice biotico del fango (Sludge Biotic Index,
SBI: Maponi, 1994). Tramite questo parametro ven-
gono conteggiatelespecietotali di protozoi egli indivi-
dui appartenenti a ciascunadi esse, osservate al micro-
scopio a 200 ingrandimenti in 25 pL di fango attivo.
L'indicevariada0a10 ed esprimeil grado di depura-
zionebiologicadel fango.

Come altro metodo biologico € stata utilizzata la
valutazione dell’ abbondanzatotale dei batteri filamen-
tosi (riferitaall’ osservazionedi tuttele specienel fango
a 1.000 ingrandimenti in contrasto di fase, con riferi-
menti numerici da 1 a6, indicanti la classe di abbon-
danza: pochi, alcuni, moderati, frequenti, abbondanti,

eccessivi). Inoltre é stata val utata anche I’ abbondanza
relativa: ad ogni singola specieriscontrata venivaasse-
gnato un valore numerico da 1 a4, indicante rispettiva-
mente presenza rara, modesta, abbondante, dominante
(JEnkIns et al., 1993; AGAC, 1992; AGAC e Univ.
ParmA, 1996). Si e utilizzato un microscopio Nikon
Eclipse E400, equipaggiato con contrasto di fase. Sono
inoltre state effettuate le colorazioni di Gram e di
Neisser per il riconoscimento dei microrganismi fila-
mentosi e, piu sporadicamente, I’ S-test, per I’ osserva-
zionedei granuli di zolfoinclusi nei filamenti.

Nella sezione di ossidazione sono stati monitorati
pH, temperatura fanghi, ossigeno disciolto (OD), soli-
di sedimentabili in 30 minuti in cono Imhoff da 1.000
mL (Cono), Mixed Liquor Suspended Solids (MLSS),
Sludge Volume Index (SV1). Tali parametri sono stati
raccolti contemporaneamente all’ analisi microscopica
del fango attivo e sono quindi stati utilizzati come serie
di dati dametterein correlazione nell’ analisi statistica

Allo scopo di comprendere meglio alcuni fenomeni
legati allasedimentabilitadei fanghi, sono state esegui-
te prove di velocita di sedimentazione, nonché deter-
minazioni dell’indice di bioflocculazione (IB) edi gal-
leggiamento degli stessi (AGAC, 1992). Il primoindice
€ dato dal rapporto tra la concentrazione dei solidi
sospesi nel surnatante dopo 2 ore di sedimentazione
staticain cono Imhoff ed il valore di MLSSin vascadi
ossidazione; tanto pitipiccolo €il valore, tanto migliore
e la sedimentabilita (un fango con IB minore di 5, ad
esempio, ha elevata capacita di rendere limpido I’ ef-

Tab. |. Vaori medi, massimi, minimi e deviazioni standard di
alcuni parametri monitorati relativi a liqguame in ingresso a
depuratore nell’ anno 2000.

Parametri Media Max Min Deviaz.
sand.

COD (mg/L O,) 53 1208 132 281

BOD, (mg/L O,) 282 450 80 91

Azotoammon. (mg/L NH,)) 71,2 1156 16 229
Fosforototale (mg/L P) 55 125 18 26

Tab. I1. Vaori medi, massimi, minimi e deviazioni standard di
alcuni parametri monitorati relativi al liquame in uscita dal
depuratore nell’ anno 2000.

Parametri Meadia Max Min Deviaz.
Sand.
COD (mg/L O,) 33 59 12 11
BOD, (mg/L O,) 7 21 2 5
Solidi sospesi totali (mg/L) 20 118 1 26
Azoto ammon. (mg/L NH,) 0,7 6,0 Nr 1,28

Fosforototale (mg/L P) 19 58 02 15
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fluente). Anche I’indice di galleggiamento da una mi-
suradei solidi nel surnatante, in particolarequelli dovu-
ti a flottazione e risalita dei fanghi, e si ottiene dal
rapporto tra il tempo necessario a verificarsi di una
risalita di ameno 3 mm di spessore al’interno del
cilindroin condizioni statiche, edi 120 minuti di durata
dellasedimentazione: tanto piu piccolo il valore, tanto
maggiore € latendenzaal galleggiamento dei fanghi.

Lecondizioni di sedimentabilitadel fango sono state
seguite costantemente anche attraverso la produzione
di curve relative alla velocita di sedimentazione. In
guesto tipo di prova 2 litri di fango attivo vengono
posti in cilindro graduato, quindi ne viene annotato
I’ abbassamento di livello nel tempo (2 ore). | grafici
che s ottengono forniscono un immediato riscontro
dellecondizioni di sedimentabilitadei fanghi; tali condi-
zioni sono ritenute accettabili quando si haunadiminu-
zionerepentinadel livello del fanghi nel cilindro utiliz-
zato per la prova nei primi minuti, seguita da un
decremento piu lento e costante nel tempo.

La tabella Il riassume le grandezze rilevate e le
strumentazioni utilizzate per laloro determinazione.

Per le dtreanalisi inerenti lafase di ossidazionesi &
fatto ricorso ad una sonda biparametrica per tempera-
tura ed ossigeno disciolto (OD); il parametro MLSS &
stato determinato per viagravimetrica dopo filtrazione
su filtri in cartadel diametro di 150 mm.

| risultati ottenuti mediante I’ osservazione micro-
scopicadel microrganismi presenti in vasca di ossida-
zioneenel sedimentatore, elavariabili monitoratenella
fase di ossidazione sono stati utilizzati come set di
variabili da sottoporre ad un’analisi statistica. In parti-
colare, per individuare !’ esistenzao meno di un legame
di dipendenzatrai ranghi delle coppie di serie, € stato
utilizzato I’indice di correlazione non parametrica di
Spearman.

Successivamente, allo scopo di analizzare statistica-
mente la struttura interna delle variabili disponibili, &
stata utilizzata I’ Analisi delle Componenti Principali
(ACP). Tade metodologia, finalizzata ad estrarre la

Tab. | 1. Parametri misurati e metodiche utilizzate.

massimainformazione possibile contenutain unastrut-
tura di dati multivariati, trova applicazione in tutti i
campi di ricerca e pud essere considerata la base
dell’analis statisticamultivariata.

L'ACP, oltread essere unatecnicadi riduzionedella
dimensionalitd, € anche un efficace strumento di anali-
si edi indagine relativamente al sistemadi correlazioni
che s ha tra le variabili, espresso dalla matrice di
covarianzao di correlazione. Questametodol ogiainol-
tre mette in evidenza le variabili che maggiormente
guidano il fenomeno descritto dall’insieme di dati a
disposizione (MoscaTELLI, 2003).

RISULTATI

Nel periodo considerato € stato possibile appurare
chel’ osservazione dellamicrofaunaattraverso I’ indice
SBI, pur essendo di unacertautilitaper il monitoraggio
dellaqualitagenerale dell’ effluente, non fornivainfor-
mazioni aggiuntiveriguardo larisoluzione del fenome-
no di bulking. Infatti tale indice assumevavalori di 8 0
9 anche in presenza di abbondanti schiume e non
sembrava correlabile con la loro massiccia formazio-
ne.

L’ osservazione dei batteri filamentosi nel periodo
compreso tra I'inverno 1999 e la primavera 2000
riscontrava quasi permanentemente una classe di ab-
bondanzatotale pari a*“eccessiva’ o “abbondante”.

Durante il periodo di indagine, I’ osservazione mi-
croscopica dei microrganismi filamentosi presenti in
vasca di ossidazione e nel sedimentatore, e le prove di
velocita di sedimentazione, di bioflocculazione e di
galeggiamento del fango, hanno evidenziato scarsa
tendenza alla sedimentazione e presenza di bulking
filamentoso dovuto a proliferazione di batteri classifi-
cati come Tipo 0581 che, dal punto di vista morfologi-
co, presentano caratteristiche analoghe a Microthrix
parvicella. La differenziazione tassonomicatrale due
entita & stata realizzata tramite la diversa risposta ala
colorazione Gram: Gram + M. parvicella, Gram —
Tipo 0581. L’ esecuzione della colorazione di Neisser

Parametro Srumentazioneemetodica utilizzata

pH Elettrodo (Hanna Instruments)

Conducibilita Sonda (Hanna | nstruments)

COD Kit commercialein cuvetta con reagenti pronti (Merck), metodo a bicromato di potassio

BOD, Sistemabasato sullaregistrazione delladifferenzadi pressione dovutaallevariazioni di O, disciolto (* Oxitop” WTW)
Solidi sospesi Determinazione per viagravimetricadopo filtrazione del campione sufiltri di porosita0,45 um edi diametro 47 mm

Solidi sedimentabili - Sedimentazione staticain cono Imhoff per 2 ore

Azotoammoniacale Metodo colorimetrico al bluindofenolo
AZzoto nitroso
Azoto nitrico

Fosforo totale Metodo fotometrico al blu di molibdeno

Metodo colorimetrico cheimpiegail reattivo di “Griess’ (sulfonilammide e o.-naftil etilendiamming)
Doppia misura spettrofotometrica a 220 e 275 nm




BruzzoNE, MoscaTELLI - Interazioni trafattori ambientali e batteri filamentosi

52

ti alla sezione di ossidazione e |’ abbondanza relativa

dello stesso.

in acune delle osservazioni ha fugato inoltre ogni

eventuale dubbio tra M. parvicella e Nostocoida limi-

L' andamento delle serietemporali studiate e rappre-
sentato in figura 1; per brevita, ai dati relativi al para

cola I, confermando la presenza del Tipo 0581 (Ri-

CHARD, 1989).

metro solidi sedimentabili in 30 minuti in cono Imhoff

Individuato il tipo di microrganismo filamentoso

responsabile del fenomeno di bulking, € stato analizza-

da 1.000 mL ci s riferisce con la dicitura “cono”.

LatabellalV riportale statistiche descrittive dei dati

toil set di dati formato dallevariabili misurate pertinen-
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Fig. 1. Andamento delle variabili utilizzate per le analisi statistiche.

Tab. V. Rapporto di statisticadescrittivaunivariataper le variabili in esame.

Massimo

Mediana Mada Dev. gandard Range Minimo

Media

16

4,3
12

19
18,9

Tipo 0581

26,4
4,5

12,4
0,1

4,5
22

700

141

0,3
86

23,4
1000

0,6
110,5

18,8
950

11
111

Temperatura fanghi

oD

189

1000

67

300

1

28,8
186,1

SVI

)

871,4

Cono

125

21 81 44

94

81

MLSS

Tab.V.Matricedi correlazione non parametricadei dati in esame.

Svi Cono MLSS

oD

Abbondanzatipo0581 Temperatura

Abbondanzatipo 0581

Temperatura

-0,72

007

0,67
-053

-0,14
-0,36
-029

0,21
-0,76
-0,81

025

929
G555

o4
DlOL
0rS=
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in esame.

In via preliminare € stata effettuata un’analisi di
correlazionetrale variabili adisposizione. Con |o sco-
po di individuare I’ esistenza 0 meno di un legame di
dipendenza trai ranghi delle serie come misura della
correlazione e stato utilizzato I'indice di Spearman. La
scelta di utilizzare una misura non parametrica della
correlazione ¢ stata operata in ragione delle forti non
linearita che operano ala base del processo. La robu-
stezza della correlazione di rango in condizioni di non
linearitadellerelazioni tralevariabili éinfatti lacaratte-
risticacherende particolarmente utile!’ applicazionedi
guesto tipo di coefficiente. | risultati dell’analisi di
correlazione non parametrica sono rappresentati in
tabellaV.

[l risultato pitinteressantechesi desumedall’ analisi
dellamatrice di correlazione non lineare € laforza del
legame che si hatral’ abbondanzadel batterio filamen-
toso identificato come Tipo 0581 e le variabili tempe-
ratura dei fanghi nella vasca di ossidazione, solidi
sedimentabili in 30 minuti in cono Imhoff da 1.000 mL
(Cono) e “Sludge Volume Index” (SVI). In particola-
re, la temperatura del fanghi in vasca di ossidazione
risulta essere inversamente correlata, contrariamente
alle grandezze cono e SVI, che mostrano un indice di
correlazione positivo. |l parametro che risulta essere
meno correlato con I’ abbondanza del batterio filamen-
toso Tipo 0581 € MLSS.

Per il parametro ossigeno disciolto (OD) non s
riscontraunaproporzionalitainversaaccettabile, valea

dire che all’aumento della concentrazione relativa del
batterio filamentoso tipo 0581 non corrisponde una
effettivadiminuzionedei valori di ossigeno disciolto. E
comungue doveroso osservare che la misura effettua-
ta con le sonde in alcuni casi pud non rendere la
diffusione effettivadell’ ossigeno all’ interno del fiocco
di fango.

Piu difficilmente si spiegalabassa correlazione con
la grandezza MLSS, soprattutto in ragione del fatto
che esiste una forte correlazione positiva con lo SVI
(che deriva come noto dal rapporto tra solidi sedimen-
tabili in 30’ eMLSS). E possibileipotizzare, menoin
guesto caso, che la presenza di un fango “gonfio” non
dipenda essenzialmente dalla concentrazione della so-
stanza secca del fango stesso.

Per completare I’ elaborazione dei dati disponibili &
statautilizzatalatecnicadell’ Analisi delle Componenti
Principali (ACP), allo scopo di individuare le variabili
che maggiormente guidano il fenomeno.

L'ACPestataapplicataalle variabili standardizzate
(media zero e varianza unitaria) in modo tale dadare a
tutte la stessa importanza in termini di variabilita. Da
un primo esame emerge infatti che le deviazioni stan-
dard dei dati (tabellalV), equindi leloro varianze, non
sono omogenee: la standardizzazione diventa dunque
necessariaper avere del risultati che non siano influen-
zati dalla gerarchia che si ha in termini di variabilita
nellegrandezzeoriginali.

| risultati dell’ ACP applicata ai dati standardizzati
sono sintetizzati nel grafico rappresentato in figura 2,

100 m 35
=== Varianza —
spiegata % 90 A
plegata 7 130
—m—Varianza 80 1
spiegata 70 4 + 25
cumulativa %
—a— Autovalore @ 60 1 +20 _
g 50- L’g
o 40 + 1.5 8
5 3
* 304 +1.0
20
+ 0.5
10 1
0 0.0
pci pc2 pc3 pc4d pco pct
Varianza spiegata % 52.45 29.09 9.96 493 329 028
Varianza spiegata cumulativa % | 92.45 81.54 91.50 96.43 99.72 100.00
Autovalore 3.15 1.75 0.60 0.30 0.20 0.02

Fig. 2. Risultati dell’ Analisi delle Componenti Principali.



54 BruzzoNE, MoscaTELLI - Interazioni trafattori ambientali e batteri filamentosi

nel qualesi riportano, per ogni componente principale,
I"autovalore e la varianza percentual e spiegata; viene
inoltre riportata anche la varianza percentual e spiegata
cumulativa.

Dai risultati si desume come le prime due compo-
nenti principali siano in grado di spiegare oltre I’80%
dellavarianza complessiva: I’ analisi dunque di queste
due componenti, ed in particolare i coefficienti attra-
verso i quali le variabili originali le generano, sono in
grado di fornirci informazioni riguardo a processo che
stiamo studiando. Il grafico mostrato in figura 3 evi-
denzial’importanzarelativadellevariabili origindi nelle
prime due componenti principali.

Dall’esame di tale grafico risulta evidente che le
variabili abbondanza relativa del batterio filamentoso
Tipo 0581 e temperatura dei fanghi nella vasca di
ossidazionesiano lepitimportanti per il contributo che
danno alla prima componente principale e le meno
importanti per quello apportato alla seconda; risultano
inoltre inversamente correlate tradi loro. |l parametro
MLSS, irrilevante per il contributo che da alla prima
componente principale, risulta il pit influente nella
seconda.

La prima componente principale, che spiega da
solail 52,45% della varianzatotale, puo essere inter-
pretata come un indice sintetico in grado di cogliere e
evidenziarein modo efficaceil comportamento inver-
samente proporzional e che si hatralatemperaturadei
fanghi daunlato elevariabili abbondanzadel batterio
filamentoso Tipo 0581, cono e SVI dal’atro. In
particolare emerge il forte comportamento inversa-
mente proporzionale che si ha tra la temperatura dei
fanghi nella vasca di ossidazione e |’ abbondanza del
batterio filamentoso tipo 0581, responsabile del feno-
meno di bulking riscontrato nell’impianto nel periodo
in esame.

CONCLUSIONI

In questo lavoro sono state esposte le metodiche
utilizzate per I individuazione, mediantel’ analis micro-
scopica del fango attivo, del batterio filamentoso re-
sponsabile del fenomeno di bulking verificatosi nel-
I’impianto centrale di depurazionedi Pistoia. L’ abbon-
danzadel batterio responsabile del fenomeno, risultato
il Tipo 0581, ed alcuni parametri relativi alla fase di
ossidazione hanno costituito una base di dati multiva-
riati che sono stati in seguito oggetto di studio.

| dati sono stati inviapreliminare analizzati val utan-
done I'indice di correlazione di Spearman. Gli esiti
della correlazione non parametrica effettuata hanno
rivelato una forte correlazione inversamente propor-
zionale tra la temperatura dei fanghi nella vasca di
ossidazione e I’ abbondanza relativa del batterio fila-

loading plot (assi cp, e cpy: 81,54%)

Temperatura Fanghi
0.2

0 _‘_‘_‘_‘_'__'_50
Abbondanza
Tipo 0581

Seconda componente principale (29,09%)

-1 0.8 -0.6 0.4 -0.2 ] 02 0.4 06 08 1
Prima componente principale (52 .45%)

Fig. 3. Loading plot: importanzarelativadelle variabili originali
nello spazio individuato dalle prime due componenti principali.

mentoso tipo 0581. Successivamente I’insieme di dati
adisposizione éstato analizzato mediantel’ analisi delle
componenti principali. A confermadei risultati ottenuti
attraverso la misura non parametrica della correlazio-
ne, I'’ACP ha rilevato il forte legame inversamente
proporzionale tralatemperaturadei fanghi in vascadi
ossidazione e I’abbondanza del batterio filamentoso
tipo 0581 (SopDELL € Seviour, 1990).

Lerelazioni evidenziate dall’ elaborazione statistica
confermano cio che altri lavori avevano gia preceden-
temente riportato. Tuttavia, mentre la proporzionalita
direttaconi solidi sedimentabili in 30’ in cono Imhoff
—e conseguentemente con lo SVI—si pud considerare
come una conseguenza dell’innesco del fenomeno di
bulking, la proporzionalita inversa con la temperatura
dei fanghi ne é sicuramente una causa. Dal punto di
vista gestionale il parametro temperatura dei fanghi
puo essere quindi utilizzato come “mezzo predittivo”
del fenomeno in esame, anche allo scopo di adottare
tempestivamente contromisure per debellarlo.
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