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Abstract

Al fine di preservare la qualita dell’acqua lungo la rete di distribuzione &
necessario un controllo distribuito, entro la stessa, relativo a: (i) formazione di
depositi inorganici e (ii) ricrescita batterica. Nel presente lavoro & stato
sviluppato un sensore miniaturizzato in cui una fitta maglia di microelettrodi in
oro, distanti 10 um, viene impiegata per mappare il segnale di impedenza (da
20 Hz a 2 MHz) e determinare lo spessore del deposito superficiale. Per simulare
la formazione del deposito inorganico, gli elettrodi sono stati immersi in
differenti volumi (15, 20, 25, 30 mL) di soluzione satura di carbonato di calcio
(CaCO3) e introdotti in stufa per 8 ore ad una temperatura di 70°C. Per quanto
riguarda invece il deposito biologico, € stato realizzato un Sequencing Batch
Reactor, nel quale é stato introdotto fango attivo prelevato dall’impianto di
Milano Nosedo, immergendo gli elettrodi al suo interno per differenti tempi di
contatto (2, 3, 4 settimane). E’ stata ottenuta una buona correlazione tra il
segnale di impedenza e la misura dello spessore, sia nel caso di deposito
inorganico, sia in quello biologico. Inoltre, per comprendere in maniera piu
dettagliata i processi influenzanti la crescita batterica nel sistema di
distribuzione di acqua potabile, €& stato implementato un modello
multicomponente di crescita batterica, adattandone le equazioni cinetiche al
comportamento idraulico di un impianto pipe loop a scala pilota. Sono state
effettuate simulazioni in differenti scenari per studiare la variazione delle
differenti componenti analizzate dal modello (substrato, disinfettante, biomassa
sospesa e adesa). Infine é stata effettuata I'analisi di incertezza del modello
facendo variare alcuni parametri in ingresso e individuando gli intervalli di

variazione delle differenti componenti.
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1. IL PROGETTO DRINKABLE

Il progetto DrinkAble (DRINKing wAter resilient management comBining process
analLysis, CFD and innovative sEnsor monitoring), che vede coinvolti Politecnico di
Milano e Universita degli Studi di Milano ed ¢ finanziato da Fondazione Cariplo, ha come
obiettivo la definizione di un nuovo approccio di monitoraggio e controllo di processo per
Pottimizzazione delle fasi di trattamento negli impianti di depurazione e potabilizzazione
delle acque e relative reti. Si propone di sviluppare uno strumento integrato di diagnosi e
intervento basato su una piattaforma che integri analisi di processo e CFD con un set di
innovativi sensori miniaturizzati. Questi vengono posizionati in una flangia, denominata
Smart Pipe (Figura 1.1.), equipaggiata con un sistema elettronico che permette il

monitoraggio in tempo reale della qualita dell’acqua.

Disinfection

Smart Pipe Node

Cl
/
" /
g /
— —

process and
FD simulation i
Sensors
— conditioning
N

Figura 1.1: Rappresentazione schematica (a) e prototipo dello Smart Pipe (b).

Il progetto DrinkAble vede la collaborazione di tre gruppi di ricerca facenti riferimento a

due differenti Atenei:

e Gruppo DICA, afferente alle Sezioni Ambientale e Idraulica del Dipartimento di
Ingegneria Civile e Ambientale (DICA) del Politecnico di Milano;

e Gruppo DEIB, afferente alla Sezione Elettronica del Dipartimento di Elettronica,
Informazione e Bioingegneria (DEIB) del Politecnico di Milano;

e Gruppo CHIM, afferente al Dipartimento di Chimica dell'Universita degli Studi di

Milano.
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2. INTRODUZIONE

La qualita chimica e microbiologica dell’acqua potabile puo peggiorare significativamente
durante il trasporto all'interno della rete di distribuzione. Ad esempio, una drastica
diminuzione nella concentrazione di cloro, consumato dall’eventuale sostanza organica
residua, puo portare a condizioni favorevoli per la proliferazione di microorganismi sia in
fase liquida che sulla superficie delle tubature.

Oltre a presentare un rischio per la salute umana, i microorganismi possono anche portare
a un incremento del rischio di biocorrosione, produzione di metaboliti tossici o odorigeni
o addirittura portare a uno spostamento degli equilibri chimici, aumentando il potenziale
incrostante dell’acqua (LeChavellier et al., 1990; Piriou et al., 1998). A tal proposito, la
formazione di precipitato di calcio pud portare a gravi conseguenze pratiche ed
economiche, come una diminuzione della portata e altri problemi idraulici, termici e
meccanici (Dehghani et al., 2010).

Per questi motivi risulta di fondamentale importanza disporre di sistemi che permettano
di monitorare in maniera continua, distribuita e accurata il grado di sporcamento,
inorganico e biologico, delle tubature nella rete di distribuzione, in modo da poter
programmare con anticipo interventi di manutenzione della stessa e intervenire in
maniera rapida e puntuale in caso di necessita.

In questo lavoro di tesi ¢ stato sviluppato un innovativo sensore miniaturizzato in grado
di monitorare la formazione di depositi su superfici causati da precipitazione di carbonato
di calcio e crescita di biofilm. Il sensore sfrutta la capacita di microelettrodi di mappare il
segnale di impedenza a varie frequenze, al fine di individuare lo spessore dei precipitati e
del biofilm con risoluzione micrometrica.

Questi sensori, una volta integrati nella flangia Smart Pipe, oltre a permettere il
monitoraggio in tempo reale del sistema di distribuzione dell’acqua potabile, possono
essere utilizzati per ricavare i principali parametri di crescita batterica nella rete di
distribuzione. A loro volta questi, attraverso 1'utilizzo di un modello di crescita batterica
appositamente implementato in questo lavoro di tesi, permettono di predire la qualita
microbiologica dell’acqua nel sistema di distribuzione, in modo da individuare eventuali

criticita a livello puntuale.
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3. STATO DELL’ARTE

Le principali cause dello sporcamento delle tubature nella rete di distribuzione sono la
precipitazione di sali a basso prodotto di solubilita, principalmente carbonato di calcio
(CaCO3) e la formazione di biofilm. Per questo motivo, al fine di preservare la qualita
dell'acqua lungo la rete € necessario un controllo distribuito sia relativo al deposito
inorganico, correlato al potenziale incrostante dell’acqua, sia relativo alla ricrescita
batterica, considerando che il biofilm e un ambiente protetto per la proliferazione dei
patogeni opportunisti (Munavalli e Kumar, 2004).

In questo capitolo vengono illustrati i principali meccanismi che concorrono alla
formazione di tali depositi, inorganici (paragrafo 3.1) e biologici (paragrafo 3.2). Segue
una rassegna dei dispositivi che, basando il proprio funzionamento su misure di
impedenza, sono in grado di individuare tale sporcamento (paragrafo 3.3.2). Infine,
vengono presentati i principali modelli (paragrafo 3.4) in grado di descrivere la crescita
batterica in un sistema di distribuzione di acqua potabile attraverso il trasporto e reazione

di differenti componenti, quali substrato, biomassa e disinfettante.

3.1. Sporcamento delle tubature nella rete di distribuzione di
acqua potabile: formazione della precipitazione calcarea

I sali a basso prodotto di solubilita, disciolti in acqua, tendono a depositarsi sulla
superficie interna dei condotti. A tal proposito, i depositi di sali di calcio e magnesio, in
funzione della loro entita e dell’uso cui ’acqua € destinata, possono dare origine a seri
inconvenienti: possono causare un aumento dell’attrito e, in caso di flusso continuo per
lunghi periodi di tempo (nell’ordine dei mesi), possono portare alla completa occlusione
di condotti (Dehghani et al., 2010). La formazione di incrostazioni pud anche verificarsi
per effetto di forze elettromagnetiche tra la superficie del condotto e il flusso acquoso
(Vishwanadh, 2011), qualora vi sia affinita tra la carica superficiale della parete interna
del condotto e gli ioni presenti in acqua. Infine, a seguito della formazione del biofilm e
dell’attivita dei microorganismi presenti in esso, € possibile uno spostamento locale degli
equilibri chimici dell’acqua, che comporta un aumento del suo potenziale incrostante.

I principali costituenti delle incrostazioni sono: carbonato di calcio (CaCOj), solfato di
calcio (CaSO,) e idrossido di magnesio (Mg(OH).). I parametri che maggiormente

influenzano la formazione di incrostazioni sono: concentrazione salina dell’acqua, eta del




Sviluppo di un sensore per I’individuazione real time del fouling in reti di distribuzione dell’acqua potabile
Tesi di Laurea Magistrale in Ingegneria per I’ Ambiente e il Territorio — Michele Di Mauro-
Politecnico di Milano - Anno accademico 2015-2016

condotto e pH (Vishwanadh, 2011). Sono importanti anche parametri idrodinamici come
il numero di Reynolds e gli sforzi di taglio che si vengono a creare in prossimita della
superficie interna del condotto.

Riguardo il contenuto salino dell’acqua, il parametro piu rappresentativo del potenziale
di formazione di incrostazione e la durezza, che esprime il contenuto equivalente di ioni
bivalenti presenti al suo interno. La durezza temporanea (dovuta ai soli bicarbonati di
calcio e di magnesio), in particolare, & responsabile della precipitazione di sali di calcio e

magnesio, secondo le seguenti reazioni chimiche:

Ca(HCO3), S CaCOs + CO, + H,0 (3.1)

(3-2)

Il bicarbonato di calcio Ca(HCO3) e di magnesio Mg(HCOs)., solubili, sono in equilibrio
con il relativo carbonato e con l'anidride carbonica. Un aumento della temperatura
dell’acqua provoca lo strippaggio dell’anidride carbonica, la cui solubilita diminuisce
all’aumentare della temperatura. L'equilibrio chimico si sposta quindi verso destra, con
trasformazione del bicarbonato in carbonato di calcio e di magnesio, poco solubili e che
tendono a precipitare formando l'incrostazione chiamata “calcare” (Tavanpour et al.,
2016). Tale fenomeno si manifesta gia a temperature di 30-35°C.

Vishwanadh (2011) ha studiato su scala di laboratorio I'effetto della durezza dell’acqua, x
(mg L), sulla formazione di incrostazioni e in particolare sul suo spessore, y (mm), in

condotti in PVC, evidenziando una relazione lineare tra i due parametri (equazione 3.3).

y = 0,001x + 0,0008 (3-3)

Lo spessore delle incrostazioni aumenta inoltre in maniera graduale con I’eta del condotto.
Vishwanadh (2011) ha evidenziato una relazione lineare (equazione 3.4) tra spessore del
deposito calcareo, y (mm) e eta del condotto, x (mesi), che é stata ottenuta facendo variare
da 6 a 60 mesi I’eta del condotto e mantenendo costante il parametro relativo alla durezza

dell’acqua (1000 mg L-Y).

y = 0,1407x + 0,0888 (3-4)

Determinanti per la formazione chimica del calcare risultano essere il prodotto di

solubilita del carbonato di calcio (Equazione 3.5) e le costanti di dissociazione dell’acido
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carbonico (Equazione 3.6 e Equazione 3.7), fortemente influenzate dal pH.

Kps = [Ca**][C0;27]=87-10"° @ 25°C (3.5)
Ka, = [H*][HCO;7]/[H,C03] = 2.5-107* @ 25°C (3.6)
Ka, = [H*][C0527]/[HCO;"] =5-107"" @ 25°C (3.7)

Da queste relazioni consegue che un aumento del pH provoca una precipitazione del
carbonato di calcio per superamento del prodotto di solubilita. Una diminuzione del pH
causa invece una diminuzione della concentrazione di ioni carbonato CO52-, che porta ad

avere una soluzione rinforzata del carbonato di calcio (Vishwanadh, 2011).

3.1.1. Incrostazione e corrosione

Nelle condotte metalliche la capacita incrostante dell’acqua e, in particolare, la sua
propensione a formare una strato calcareo compatto e continuo, ¢ direttamente correlata
alla velocita di corrosione (Mirzabeygi et al., 2016). Questa infatti & dettata dalla massima
velocita con cui l'ossigeno puod raggiungere per diffusione la superficie interna del
condotto. Mentre 'apporto di ossigeno cresce con la concentrazione di ossigeno disciolto
elavelocita dell’acqua, la diffusione verso la parete metallica € ostacolata dalla formazione
di depositi sulla superficie. Questo causa una diminuzione della velocita di corrosione al
crescere dello spessore del deposito calcareo e al diminuirne della porosita. Per la
formazione di tale deposito protettivo € necessario che I'acqua contenga una sufficiente

quantita di ioni calcio (40 mg L) e bicarbonato (120 mg L*) (Tavanpour et al., 2016).

3.1.2. Indici di incrostazione

Gli indici di incrostazione vengono utilizzati per valutare la tendenza incrostante da parte
dell’acqua e valutarne, in maniera indiretta, il comportamento aggressivo (propensione
ad attaccare e solubilizzare I'incrostazione calcarea).

Per valutare la tendenza incrostante da parte dell’acqua in un sistema caratterizzato da
basse concentrazioni di componenti disciolte e bassa velocita del flusso acquoso, viene
utilizzato Langelier Saturation Index (LSI). La sua formulazione valuta la differenza tra il

pH e il pH; (pH dell’acqua satura di carbonato di calcio) secondo la relazione (Langelier,

1936):
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LI = pH — pH, (3.8)
pH; = (pK2 — pKs) — logCa — logAlk (3.9)

dove pK2 rappresenta la costante di dissociazione del carbonato di calcio, mentre pKs il
suo prodotto di solubilita. Questi termini sono in funzione della temperatura. Gli ultimi
due termini della relazione 3.9 sono invece indicativi del logaritmo naturale della
concentrazione molare di ioni calcio in acqua, e della sua alcalinita.

Un altro indice utilizzato per valutare la tendenza incrostante dell’acqua € Ryznar Stability
Index (RSI). La sua formulazione (3.10) € stata ricavata per via sperimentale. Per questo
motivo RSI puo essere utilizzato unicamente quando la velocita del flusso acquoso &
prossima a 0,6 m s, condizioni simili a quelle che hanno permesso la sua formulazione

(Ryznar, 1944):

RSI = 2pH; — pH (3.10)

Infine, Aggressive Index (AI) valuta l'acidita dell’acqua e la solubilita del carbonato di

calcio. La sua formulazione ¢ la seguente (Larson e Skold 1958):
Al = pH + log[(A)(H)] (3.11)

dove A (mg CaCO; L) é l'alcalinita totale dell’acqua e H (mg CaCO L) si riferisce alla
sua durezza.
I valori che possono essere assunti dagli indici di incrostazione e i relativi significati

vengono riassunti in Tabella 3.1.

Tabella 3.1: Valori degli indici di incrostazione e relativi significati (Mirzabeygi et al., 2016).

Indice di incrostazione Valore Interpretazione
o<LSI<4 Acqua fortemente incrostante
Langelier saturation index LSI=o0 Acqua bilanciata
-5<LSI <0 Acqua aggressiva
RSI< 5,5 Acqua fortemente incrostante
5,5 < RSI < 6,2 | Acqua debolmente incrostante
Ryznar stability index
6,2 <RSI < 6,8 Acqua bilanciata
RSI > 8,5 Acqua aggressiva
Al <10 Acqua fortemente aggressiva
Aggressive index Al =10-12 Acqua debolmente aggressiva
Al > 12 Acqua non aggressiva
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3.1.3. Controllo delle incrostazioni nei condotti

Il controllo dell’incrostazione nei condotti puo essere effettuato adottando sia misure per
prevenirne la formazione, sia misure per la sua rimozione (MacAdam e Parsons, 2004).
Ad esempio, processi chimici ampiamente sperimentati nel trattamento delle acque per
uso industriale prevedono la rimozione dei sali di calcio e magnesio mediante
precipitazione preliminare con calce e coagulazione con solfato di alluminio (Al(SO,)s),
seguite da sedimentazione e filtrazione, oppure ’'addolcimento mediante resine cationiche
forti in ciclo Na rigenerate con cloruro di sodio (NaCl) o acido cloridrico (HCI) (Tavanpour
et al., 2016). Tuttavia, questi sistemi, oltre a presupporre elevati investimenti per la
realizzazione degli impianti e notevoli costi di esercizio e manutenzione, nel caso di
trattamento di acque per uso potabile possono causare ulteriori problemi: il calcio e il
magnesio contenuti naturalmente in acqua, indispensabili per la salute umana, vengono
adsorbiti dalla matrice polimerica della resina a scambio ionico, con conseguente rilascio
di sodio, potenzialmente problematico per soggetti a rischio (Skipton, 2014). Anche il
dosaggio di polifosfati, che ha I’analoga funzione di impedire la precipitazione del calcare
nelle tubature, non & consigliabile nel caso di acqua destinata a consumo umano, in
quanto potenzialmente dannosi alla salute (MacAdam e Parsons, 2004). Un’altra misura
che permette il controllo delle incrostazioni prevede lo spostamento degli equilibri (3.1) e
(3.2) a sinistra, attraverso I'immissione di piccole quantita di CO», in modo da favorire la
trasformazione di incrostazioni presenti in bicarbonati solubili.

Il metodo piu utilizzato invece per la rimozione delle incrostazioni dai condotti della rete
di distribuzione dell’acqua potabile, prevede I'utilizzo di getti di aria, acqua, o entrambi,
flussati ad alta pressione. Questi danno vita ad elevati sforzi di taglio che permettono il
distacco del deposito calcareo dalla superficie interna del condotto (Mirzabeygi et al.,

2016).

3.2. Sporcamento delle tubature nella rete di distribuzione di
acqua potabile: formazione del biofilm e sue dinamiche

I batteri trovano condizioni piu favorevoli al loro sviluppo in prossimita di una superficie
solida (ad esempio, la superficie interna dei condotti della rete di distribuzione) piuttosto
che dispersi nel flusso acquoso (Melo e Bott, 1997). Questo perché, grazie al flusso
continuo di acqua in prossimita della superficie, rimangono adsorbite su di essa delle

micro e macro-molecole che fungono da substrato per il metabolismo batterico. Inoltre,
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come suggerito da Fletcher (1992), 1a superficie solida puo fungere da protezione. Infatti,
la dimensione dei microorganismi risulta inferiore rispetto a quella della rugosita della
superficie, permettendo ai batteri di proteggersi dal flusso acquoso e dai conseguenti
sforzi di taglio. L’aggregazione delle cellule batteriche in una struttura complessa ed
eterogenea € giustificata anche dal fatto che il biofilm permette la sopravvivenza delle
cellule in un ambiente ostile ove, in caso contrario, sarebbero esposte ad agenti biocidi.

Dovendo riassumere le fasi che portano alla formazione del biofilm su una superficie

solida si hanno (Melo e Bott, 1997):

e condizionamento ed attecchimento: prevedono il trasferimento di massa e
I'adsorbimento delle macromolecole dal flusso acquoso alla superficie solida, sulla
quale vanno ad attecchire i microorganismi;

e maturazione: grazie al metabolismo batterico vengono prodotte nuove cellule e
polimeri extracellulari. Si rafforzano i legami tra i microorganismi e gli strati
superficiali;

e dispersione: in questa fase sono possibili fenomeni di distacco del biofilm, qualora

venga raggiunto lo spessore critico.

In Figura 3.1 viene rappresentata la curva idealizzata che mostra lo sviluppo nel tempo

del biofilm, secondo le tre fasi.
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Figura 3.1: Variazione dello spessore del biofilm al variare del tempo (a) e rappresentazione grafica delle tre
principali fasi: condizionamento e attecchimento (C), maturazione (D), dispersione (E) (Melo e Bott, 1997).

Il ritardo iniziale nella crescita del biofilm & giustificato dal tempo necessario per
I'adsorbimento del substrato sulla superficie solida e l’attecchimento delle cellule
batteriche su di esso. Durante la fase di condizionamento e attecchimento sono deboli e
reversibili forze di Van der Waals a permettere 'adesione delle cellule alla superficie.

La fine della prima fase € segnata dal rafforzamento dei legami tra cellule batteriche e
superficie. Tale fenomeno si verifica grazie alla formazione di una matrice gelatinosa,

prodotta dal metabolismo batterico, generalmente costituita da DNA extracellulare,
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proteine, carboidrati (tra cui acidi uronici), lipidi, fosfolipidi e composti umici (acidi
fulvici e acidi umici); l'insieme di tali composti ¢ denominata Extracellular Polymeric
Substances (EPS). Questa matrice circonda e protegge le cellule batteriche, fornisce loro
nutrienti e, formando la struttura interna del biofilm, permette I'interazione tra le singole
cellule. Flemming et al. (2007) lo definiscono “house of the biofilm cells”. Le sue
dimensioni si accrescono durante la seconda fase, quella di maturazione, che rende
irreversibili i legami con la superficie solida.

La stabilizzazione dello spessore del biofilm attorno al suo valore medio, detto plateau, &
associato ai fenomeni di dispersione tipici della terza fase. Kaplan (2010) ha mostrato che
tali processi possono avere una forma attiva e una passiva. La dispersione attiva e
promossa dai batteri stessi all’interno del biofilm a causa del verificarsi di condizioni
avverse per la sopravvivenza batterica. La dispersione passiva coinvolge forze esterne
come sforzi di taglio e predazione da parte di organismi piu grandi. Come conseguenza si
hala formazione di nuove colonie al di fuori del biofilm che le ha generate, con una perdita

complessiva di biomassa.

3.2.1. Parametri influenzanti lo sporcamento biologico

La morfologia di un biofilm su una superficie in ambiente acquoso ¢ fortemente
dipendente sia dalle condizioni che si verificano al suo interno, sia da fattori esterni. In
particolare, i principali parametri che la influenzano sono: rugosita della superficie,
disponibilita di nutrienti, velocita e turbolenza del flusso acquoso, presenza di particelle
inorganiche e pH.

La rugosita della superficie determina la capacita dei batteri di aderire sulla superficie
solida. Mott (1991) ha evidenziato come, in presenza di condizioni al contorno costanti, su
superfici lisce come vetro o acciaio inossidabile elettrolucidato venga registrato un
deposito di biofilm del 35% inferiore rispetto a quello registrato in un condotto dello
stesso acciaio non trattato.

La disponibilita di nutrienti ha invece un effetto marcato sullo spessore di biofilm
ottenuto. Melo e Bott (1997) hanno osservato un incremento nello spessore del biofilm del
400% per un incremento della concentrazione di glucosio da 4 a 10 mg L, in presenza di
una velocita costante del flusso acquoso pari a 1,2 m s. Un elevato livello di nutriente
causa una struttura “aperta” del biofilm, mentre livelli pit bassi dello stesso gli
attribuiscono una struttura piti compatta. Questo a sua volta ha un effetto diretto sulla
disponibilita di nutrienti alle cellule presenti in esso: una struttura aperta facilita la

diffusione dei nutrienti anche a quei batteri che si trovano distanti dalla fase acquosa.
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Velocita e turbolenza del flusso acquoso sono parametri che influiscono in maniera
determinante non solo sullo spessore del biofilm, ma anche sulla struttura dello stesso.
Lambert et al. (2009) hanno studiato I'impatto della velocita sulla crescita del biofilm,
individuando in essa il principale fattore determinante la sua rugosita e resistenza agli
sforzi di taglio. Lo spessore del biofilm diminuisce all’aumentare della velocita (Melo e
Bott 1997; Cloete et al., 2003; Lauchlan et al., 2007; Lee et al., 1998) e del numero di

Reynolds, come mostrato in Figura 3.2.
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Figura 3.2: Spessore del biofilm nel tempo al variare delle condizioni di turbolenza (numero di Reynolds)
(Bott et al., 1977).

Una riduzione nello spessore, in questo caso, non significa necessariamente una
diminuzione della massa, quanto pit un aumento della densita, come osservato da
Pinheiro et al., (1988) che hanno registrato un incremento della densita del biofilm secco
da 26 kg m3a 61 kg m3 per un aumento di velocita del flusso acquoso da 0,13 m s* a
0,43 m s in un condotto cilindrico di alluminio.

Infine, la presenza di particelle inorganiche pud causare cambiamenti nella struttura e
attivita del biofilm. Sono stati pubblicati molti lavori che descrivono l'interazione tra
particelle inorganiche e microorganismi (inter alia, Chomiak et al., 2014; Stotzky e Rem,
1966), che mostrano come l'adesione di quest’ultimi su particelle solide possa essere
facilitata da cariche elettropositive presenti sulla superficie di talune particelle. Questo
meccanismo dipende dal pH. Inibitori del processo metabolico e ioni metallici tossici
possono essere adsorbiti sulla superficie delle particelle, rallentando notevolmente la
crescita della biomassa (Filip e Hattori, 1984). Inoltre, la respirazione microbica viene

stimolata in presenza di materiale particolato (Burns et al., 1989; Marshall et al., 1989).
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3.2.2. Controllo del biofilm

Le tecniche di mitigazione dello sporcamento biologico possono essere meccaniche e
chimiche.

I metodi meccanici generalmente prevedono una periodica pulitura della rete di
distribuzione attraverso l'isolamento di tratti e flussaggio del condotto con miscele di
acqua-aria o acqua-anidride carbonica ad elevata pressione (Cortés et al., 2011).
Un’alternativa é rappresentata dal rivestimento della superficie interna del condotto con
un polimero che, diminuendone la rugosita, puo ridurre 'attecchimento del biofilm alle
pareti (Momba et al., 2000).

I metodi chimici solitamente prevedono l'utilizzo di disinfettanti. Il cloro € stato per molti
anni il biocida piu utilizzato e lo & tutt’ora in reti di distribuzione di acqua potabile, ma
alcuni prodotti di reazione con sostanze organiche risultano tossici. Inoltre, a causa della
sua forte persistenza in acqua, tracce di esso potrebbero raggiungere il consumatore finale
(Melo e Bott, 1997). Per questi motivi, dove possibile, I'utilizzo di cloro nel corso degli anni
é stato ridotto in favore di altri biocidi come il perossido di idrogeno e I'ozono. In caso di
utilizzo di disinfettanti per il controllo del biofilm € necessario tenere in considerazione
principalmente due aspetti: densita e spessore della matrice biologica. Al crescere di
queste due variabili, la penetrazione per diffusione del biocida verso gli strati interni del

biofilm risulta sempre piu difficoltosa (Pinheiro et al., 1988).

3.3. Caratterizzazione dello sporcamento delle tubature

Al fine di garantire una buona qualita dell’acqua lungo la rete di distribuzione, € necessario
disporre di metodi che permettano di individuare in maniera rapida e accurata sia la
presenza di depositi inorganici, sia la presenza di batteri, per evitare la loro organizzazione
in una struttura complessa, il biofilm. Questo, oltre a proteggerli e garantire loro
condizioni adatte alla sopravvivenza, puo causare problemi di ostruzione, riduzione delle
luci di passaggio e aumento della scabrezza nei condotti.

Non vi sono esempi di dispositivi che permettano l'individuazione del deposito
inorganico, affidando il suo controllo unicamente alla valutazione del potere incrostante
dell’acqua mediante gli indici descritti nel paragrafo 3.1.3.

Per quanto riguarda la formazione di biofilm, alcune tecniche innovative, di tipo
impedimetrico, stanno assumendo sempre maggiore importanza nell'individuazione dei

microorganismi.
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In questo paragrafo vengono descritti dapprima i principi su cui si basano tali tecniche
(paragrafo 3.3.1) per poi passare in rassegna i principali dispositivi presentati in

letteratura (paragrafo 3.3.2).

3.3.1. Ruolo delle tecniche impedimetriche nell’individuazione dei

microorganismi

Le tecniche impedimetriche sono state utilizzate in microbiologia per individuare e
quantificare le cellule batteriche in un determinato campione (Yang e Bashir, 2008). 1l
loro funzionamento si basa sulla misura dei cambiamenti indotti dalla crescita batterica
su di una grandezza fisica, I'impedenza elettrica, che rappresenta la forza di opposizione
di un circuito (la soluzione in cui tali cellule sono immerse) al passaggio di una corrente
elettrica alternata. Negli ultimi anni ’aggiunta di nuovi aspetti, come I'utilizzo di differenti
sistemi di elettrodi e 'analisi delle differenti componenti del segnale di impedenza
attraverso l'utilizzo di circuiti elettrici equivalenti, ha assegnato a tali tecniche il primato
nell'individuazione e quantificazione dei microorganismi (Yang et al., 2004).
L’innovazione tecnologica ha anche permesso di ridurre notevolmente sia le dimensioni
degli elettrodi, rendendoli facilmente utilizzabili in differenti contesti, sia le dimensioni
delle loro componenti, migliorandone notevolmente la sensibilita. L’integrazione delle
tecniche impedimetriche con la tecnologia dei biosensori ha portato allo sviluppo recente
di biosensori di impedenza, in grado di individuare rapidamente e in maniera accurata sia
la presenza di batteri in soluzione, registrando variazioni nel segnale di impedenza
elettrica della soluzione, sia la presenza di quelle cellule batteriche che vanno ad attecchire
sulla superficie stessa degli eletirodi modificando direttamente il segnale di corrente
(Yang et al., 2004; Radke e Alocilja, 2005).

Nelle tecniche impedimetriche microbiologiche, le variazioni nel segnale di impedenza
vengono generalmente misurate attraverso l'utilizzo di una coppia di elettrodi metallici
immersi nella soluzione di riferimento. Queste misure possono essere effettuate in
maniera diretta o indiretta (Silley e Forsythe, 1996). Nei metodi diretti gli elettrodi sono
in grado di monitorare nel tempo il cambiamento del segnale di impedenza, causato dal
rilascio di ioni da parte delle cellule vive nella soluzione di crescita. Sono principalmente
due i meccanismi che concorrono al rilascio degli ioni con conseguente aumento della

conducibilita della soluzione:

e durante il catabolismo i batteri consumano ossigeno e zuccheri, producendo
biossido di carbonio (CO.) e composti in forma ionica;

e scambio di ioni attraverso la membrana cellulare: ioni, come K* e Na*, vengono
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trasportati in maniera attiva attraverso la membrana cellulare per regolare le
differenze di pressione tra I'interno e I'esterno della cellula stessa. Questo € il

contributo minoritario al rilascio di ioni da parte delle cellule.

I metodi indiretti prevedono invece 'immersione degli elettrodi in una soluzione separata,
generalmente una soluzione di idrossido di potassio (KOH), nella quale vengono assorbiti
i gas prodotti dal metabolismo batterico (principalmente CO.), producendo una
diminuzione della conducibilita.

In entrambi i casi vengono misurate le variazioni relative o assolute della conducibilita
della soluzione a intervalli regolari di tempo durante la crescita batterica a una data

temperatura. I valori misurati vengono poi messi in relazione con il tempo (Figura 3.3).

A Curva di impedenza 4
1010 |
o Valore soglia C
E 10 =
8 b :
S 108 =
a
2 <
3} N
E 107 2
z
10°

Tempo

Figura 3.3: Andamento qualitativo di impedenza e crescita batterica (in grigio) al variare del tempo. Le fasi
della crescita batterica: sfasamento (A), crescita esponenziale (B), fase stazionaria (C), morte batterica (D)
(Yang e Bashir, 2008).

Il valore di impedenza rimane costante nella prima fase per poi diminuire una volta
superato il valore soglia in prossimita del tempo di rilevamento (t4) (Yang e Bashir, 2008).
Generalmente il tempo di rilevamento non si manifesta fintanto che i batteri non
raggiungono approssimativamente una concentrazione di 10-107 cfu mL. Quando infine
i batteri si stabilizzano attorno a una concentrazione di 108 cfu mL il valore di impedenza
raggiunge il cosi detto plateau. Questo significa che tutto il substrato all'interno della

soluzione € stato metabolizzato in composti finali in forma ionica.
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3.3.1.1. Circuiti equivalenti per l’analisi delle componenti di

impedenza

I contributi dati dagli elettrodi e dalla soluzione al segnale complessivo di impedenza
possono essere analizzati separatamente attraverso l'utilizzo di un circuito elettrico
equivalente (Yang et al., 2003). Per descrivere da un punto di vista elettrico il
comportamento di due elettrodi immersi in una soluzione conduttiva, & sufficiente un
circuito che presenti due condensatori, uno in corrispondenza di ogni elettrodo, in serie
ad una resistenza, la resistenza della soluzione (Rs). A causa della non idealita dei
condensatori, ai fini dell’analisi questi vengono sostituiti con due elementi a fase costante
(Ca). Un elemento a fase costante € un circuito equivalente che modella il comportamento
in corrente alternata di un doppio strato elettrico, struttura che si origina all’interfaccia
solido-liquido. In corrispondenza di questa si instaura un trasferimento di carica elettrica
accompagnata dallo svolgersi di emi-reazioni redox. E’ proprio il doppio strato elettrico
che costituisce un capacitore imperfetto. Per questo motivo il sistema descritto in

precedenza viene rappresentato con il circuito equivalente in Figura 3.4.

A o

Cal Rs Ca

Figura 3.4: Rappresentazione schematica di due elettrodi immersi in una soluzione e relativo circuito elettrico
equivalente con due elementi a fase costante (Ca) e la resistenza della soluzione (Rs).

L’impedenza (Z) del sistema in Figura 3.4, in presenza di un potenziale sinusoidale
alternato risulta essere funzione della resistenza (Rs), della capacita (Car) e della frequenza

applicata (f), secondo 'equazione (3.12).

(3.12)

La diminuzione del segnale a seguito della crescita batterica puo essere dunque imputabile

ad una diminuzione della resistenza della soluzione (Rs), oppure ad un aumento della
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capacita (Ca) causata dal cambiamento della composizione ionica nelle immediate
vicinanze dell’interfaccia solido-liquido, ovvero nel doppio strato. La capacita del doppio
strato puo infatti essere espressa attraverso I'equazione (3.13).

gdlA

Car == (3.13)

dove g4 € la costante dielettrica del doppio strato, 4 € la superficie dell’elettrodo e d € lo
spessore del doppio strato. Il metabolismo batterico causa un incremento nel numero di
piccole molecole polari in prossimita del doppio strato. Questo provoca un aumento della
costante dielettrica (g4;) e una diminuzione dello spessore del doppio strato, d. Il risultato
finale & dunque un aumento nella capacita del doppio strato (Cz) e una conseguente
diminuzione dell'impedenza (2).

La frequenza € un altro parametro fondamentale nelle misure impedimetriche (Yang e
Bashir 2008), come visibile nella relazione 3.12. A basse frequenze (< 10 kHz), dal
momento che la capacita del doppio strato offre elevata impedenza, diventa essa stessa il
contributo principale al segnale complessivo di impedenza. Ad elevate frequenze invece,
il contributo dato al segnale di impedenza ¢ dato esclusivamente dalla resistenza della

soluzione, in quanto il contributo della capacita del doppio strato risulta nullo.

3.3.1.2. Array di microelettrodi interdigitati (IDA) nelle misure di

impedenza

Studi recenti hanno dimostrato le potenzialita dei microelettrodi interdigitati (IDA) nelle
misure di impedenza per il monitoraggio della crescita batterica. (Yang et al., 2004; Yang
e Li, 2006).

Questi dispositivi differiscono dal convenzionale sistema di elettrodi. Mentre quest™ultimo
infatti, per monitorare la crescita batterica, misura la variazione nella resistenza della
soluzione (Rs), i microelettrodi interdigitati misurano la capacita del doppio strato (Ca),
grazie anche alla maggiore possibilita di attecchimento data alle cellule batteriche. La loro
struttura prevede un paio di array di microelettrodi di oro che, posizionati parallelamente
su di un materiale di base, vanno a formare una fitta maglia interdigitata. I due
schieramenti di microelettrodi possono essere assimilati ai due poli di un sistema di
misurazione dell'impedenza. In un IDA sono presenti plurime coppie di elettrodi e la
distanza tra di esse puo essere nell’ordine dei micrometri o addirittura dei nanometri.

In Figura 3.5 é rappresentata in maniera schematica la struttura di un IDA.

In seguito al processo di attecchimento, la membrana cellulare dei batteri adesi non € a

diretto contatto con la superficie dell’elettrodo, ma viene separata da un vuoto di 10-
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20 nm colmato dalla soluzione di riferimento (Yang e Li, 2006).

Interconnessioni

metalliche Microelettrodi interdigitati

AY

A\

Materiale di base
Figura 3.5: Rappresentazione schematica di un IDA (Varshney e Li, 2009).

In questo caso dunque si possono osservare due resistenze in serie: quella della soluzione
(Rs) e quella della membrana delle cellule attecchite (Rc). Il circuito equivalente di un
sistema IDA a seguito della crescita batterica risulta pertanto schematizzabile come in

Figura 3.6.

“— www

Ca Rs Re Ca

Figura 3.6: Circuito equivalente di un sistema IDA a seguito della crescita cellulare sulla superficie degli
elettrodi, dove vengono rappresentati due elementi a fase costante (Cdl), la resistenza della soluzione (Rs) e la
resistenza data dalle cellule attecchite (Rc) (Yang e Bashir, 2007).

Le dimensioni degli IDA, in relazione a quelle delle cellule batteriche, 1-2 um di lunghezza
e 0,5 um di diametro, li rende i piu indicati per I'individuazione dei batteri in questo tipo
di applicazioni. In aggiunta, &€ necessario scegliere in maniera accurata la dimensione degli
elettrodi, in quanto viene riportato che il 95% della corrente in un IDA fluisce al di sopra
della superficie dell’elettrodo con una distanza che & pari alla somma della larghezza
dell’elettrodo e della distanza intercorrente tra due elettrodi successivi (Van Gerwen et al.,

1998). In Figura 3.7 viene riportata una schematizzazione del funzionamento di questi

biosensori.
oL —+ a) b)
05% [Fe(CN)g]3-/4 [Fe(CN)s]3/+
L

Figura 3.7: Rappresentazione schematica del funzionamento dei biosensori con utilizzo della soluzione redox
([Fe(CN)s]3-/4 ) in presenza di anticorpi specifici senza adesione batterica (a) e con adesione cellulare sulla
superficie dell’elettrodo (b) (Yang et al., 2004).
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3.3.1.3.Biosensori di impedenza per l'individuazione dei batteri

I biosensori di impedenza rappresentano una tecnologia innovativa per l'individuazione
delle cellule batteriche che si basa sull'immobilizzazione di specifici anticorpi sulla
superficie degli elettrodi (Ruan et al., 2002). Il sensore ¢ in grado di registrare la presenza
di cellule batteriche adese alla sua superficie grazie alle variazioni indotte dalla membrana
cellulare dei batteri sulle proprieta elettriche del sensore stesso. Le misure di impedenza
possono essere condotte in presenza o meno di una soluzione redox.

In presenza della soluzione redox, il sensore registra I’attivita biologica attraverso una
misura dei cambi indotti dalla stessa sull'impedenza faradica. In particolare, durante il
processo faradico di ossidazione e riduzione della soluzione, gli elettroni vengono
trasferiti tra i due array di microelettrodi. A causa dell’adesione delle cellule batteriche,
viene inibito il trasferimento di elettroni, provocando un aumento nel segnale di
impedenza.

In assenza della soluzione redox, le variazioni nel segnale sono causate della crescita
batterica, o dal loro attecchimento, sulla superficie dell’elettrodo; in questo caso si fa
riferimento a misure di impedenza non faradica (Bard e Faulkner, 2001). L’individuazione
delle cellule batteriche si basa sulla variazione diretta del trasferimento di corrente
causato dal loro attecchimento sulla superficie dell’elettrodo che, come nel caso
precedente, viene reso possibile attraverso l'immobilizzazione di anticorpi specifici
(Radke e Alocilja, 2005). Quando le cellule attecchiscono sulla superficie dell’eletirodo
con la loro membrana isolante, diminuisce la superficie dell’elettrodo utile per lo scambio

di corrente, portando a un incremento nel segnale di impedenza da parte del sensore.

3.3.2. Dispositivi presentati in letteratura

Analizzati i differenti aspetti del funzionamento delle tecniche impedimetriche per
I'individuazione dei microorganismi in soluzione, vengono riportati in Tabella 3.2 i
principali dispositivi descritti in letteratura. Tra questi, la maggior parte trova utilizzo
unicamente per applicazioni a scala di laboratorio (“in vitro”), non potendo quindi essere
utilizzati per applicazioni “in situ” che permetterebbero di individuare in maniera
accurata la presenza di cellule batteriche o di biofilm nelle tubature di un sistema di
distribuzione. Inoltre, la maggior parte dei dispositivi descritti permette 'individuazione
delle cellule batteriche in soluzione, mentre al fine di preservare la qualita dell’acqua

lungo la rete di distribuzione € preferibile un controllo relativo alla presenza di biofilm,
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piuttosto che dei microorganismi planctonici. Infatti, quando una superficie viene
contaminata da batteri, il biofilm continua a crescere anche qualora, nella fase liquida,
vengano a mancare i nutrienti necessari per garantire la sopravvivenza ai microorganismi
in sospensione (Melo & Bott, 1997).

In Tabella 3.2, oltre alla descrizione delle principali componenti del dispositivo in
questione, ¢ indicato il suo campo di applicazione e i dispositivi aggiuntivi necessari per
effettuare la misura. Vengono anche riportate le caratteristiche proprie della misura,
quali: grandezza rilevata, e frequenza (Hz) a cui tale misura viene effettuata.

In tutti gli esempi riportati la misura risulta essere ripetibile, previa pulitura del

dispositivo.
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Dispositivi e

. . ] . Scala di Campo di . Frequenza )
Riferimento Dispositivo L. .. software aggiuntivi ] Grandezza rilevata
applicazione applicazione . operativa
per misura
Sistema di tre elettrodi
operanti in presenza di
soluzione redox:
) doi -Analizzatore di
-e ettrodo In oro impedenza IM6 . .
(elettrodo di lavoro) Individuazione di -Resistenza soluzione
Yang et al., . o _ 1Hz,1MHz | (Rsol)
. . “In vitro cellule batteriche in | -Soluzione redox
2003 -elettrodo in cloruro di ' (valori puntuali) . )
argento (elettrodo di soluzione _IM6 THALES-soft -Capacita del doppio
riferimento) software strato (Ca)
-elettrodo in platino -C/E program
(elettrodo ausiliario)
-Resistenza della
soluzione (Rs)
Biosensore IDA con Rilevazione cellule -Analizzatore di
una distanza di 20 pm ] impedenza IM6 - Capacita del doppio
Yang et al., tra gli elettrodi, in R batteriche adese alla L Ho- 100 kg | Strato (Ca)
2004 presenza di soluzione superficie -Soluzione redox '
redox , -Resistenza al
dell’elettrodo

-IM6 THALES-software

trasferimento degli
elettroni (Ret)
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Dispositivi e

. . ] . Scala di Campo di . Frequenza )
Riferimento Dispositivo L. .. software aggiuntivi ] Grandezza rilevata
applicazione applicazione . operativa
per misura
-Analizzatore di
impedenza SI1260A
(Solartron Analytical)
Coppia di elettrodi -Cella elettrolitica
miniaturizzati, no Valutazione - .
soluzione redox: differenti fasi -Stabilizzatore di Impedenza del
Mufioz-Berbel crescita del biofilm | temperatura 10 Hz-10 kHz P
-elettrodo in platino “In vitro” attraverso la doppio strato (Ka)
etal., 2006 (elettrodo ausiliario) variazione del -D-Plot (Solartron
segnale di Analytical) - registro
-elettrodo in oro impedenza dati
(elettrodo di lavoro)
-ZView (Solartron
Analytical) — analisi
dati
Sistema di tre elettrodi, Valutazione grado
. .. di copertura della )
-elettrodo in acciaio e Sistema di acquisizione g 1
; idabi superficie egnaie
Pavanello et al., g}({SSldal;ﬂe (elettrodo ' P _ ed elaborazione del g. .
1lavoro “In situ” dell’elettrodo, in [-] elettrochimico del

2011

-elettrodi in zinco
(elettrodo ausiliario e di
riferimento)

frazione di
superficie coperta,

da parte del biofilm

segnale e trasmissione

dati

biofilm (BES)
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Dispositivi e

. . ] . Scala di Campo di . Frequenza )
Riferimento Dispositivo L. .. software aggiuntivi ] Grandezza rilevata
applicazione applicazione . operativa
per misura
-Analizzatore di
impedenza SI12601
(Solartron Analytical)
] -Sistema incubatore per
Biosensore IDA con Individuazione del controllo temperatura e -Resistenza soluzione
Paredes et al., | una distanza di 30 um . » biofilm sulla CO- (Rsol)
. . “In situ . 10 Hz-100 kHz
2012 tra gli elettrodi, no superficie -Sistema multiplexer -Capacita del doppio
soluzione redox dell’elettrodo per acquisizione dati strato (Ca)
-Software sviluppato
con LabVIEW®) per
controllo multiplexer
-Analizzatore di
impedenza GW Instek
Biosensore IDA con Valutazione della LCR-8101G -Resistenza soluzione
Chabowski et | unadistanza di 20 pm densita batterica (Rsol)
tra gli elettrodi, no “In vitro” o -Software ImpeDancer 10 Hz-1 MHz
al., 2015 soluzione redox presente nel biofilm -Capacita del doppio
(cfu) - ZView (Solartron strato(Car)

Analytical) — analisi
dati
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3.4. Modelli di crescita del biofilm in un sistema di
distribuzione di acqua potabile

Per descrivere da un punto di vista modellistico la crescita del biofilm sulla superficie
interna di un condotto € necessario considerare dapprima il trasporto e 'accumulo di
microorganismi e nutrienti al suo interno, in modo da valutarne la concentrazione in
prossimita dell'interfaccia solido-liquido. In seguito, utilizzando le cinetiche di crescita e
morte batterica, di consumo del substrato e di decadimento dei disinfettanti nel condotto,
e possibile descrivere le dinamiche di crescita dello stesso (Munavalli e Kumar, 2004). A
tal proposito sono stati sviluppati due differenti tipi di modelli deterministici: un primo
tipo che si propone di descrivere il processo di attecchimento e distacco delle cellule
batteriche sulla superficie interna del condotto, e un secondo che si focalizza in maniera
piu dettagliata sul complesso sistema di processi che avvengono all'interno del biofilm e
in prossimita dell’interfaccia solido-liquido.

Un esempio relativo al primo tipo € rappresentato dal modello deterministico SANCHO
(Servais et al.,, 1995). Questo permette di predire, in condizioni stazionarie, la
concentrazione di biomassa (sia libera che adesa), di cloro e di carbonio organico
biodegradabile (BDOC) in funzione del tempo di residenza dell’acqua. Il principale punto
di debolezza di questo modello € rappresentato dal fatto che la ricrescita batterica non
viene direttamente correlata ad un modello idraulico. Risulta dunque necessario ricavare,
attraverso l'utilizzo di un apposito modello idraulico, il tempo di residenza in condizioni
stazionarie del flusso acquoso, per poi utilizzare questo dato all'interno del modello stesso.
Il modello SANCHO non permette dunque di fornire in maniera dinamica una previsione
della ricrescita batterica all'interno di un sistema, quello di distribuzione dell’acqua, dove
in realta si registra una continua variazione sia nella velocita, sia nei parametri di qualita
dell’acqua.

II modello deterministico PICCOBIO (Piriou et al., 1998), a differenza del modello
SANCHO, oltre a prevedere un modello idraulico al suo interno, permette di descrivere in
maniera diretta il processo di crescita del biofilm. Di conseguenza la descrizione
matematica della crescita batterica, dell’attecchimento, del distacco e dell’inattivazione
risulta essere molto pit complessa rispetto al modello SANCHO.

Lu et al. (1995) hanno presentato un modello matematico in grado di descrivere il
trasporto simultaneo del substrato, dei disinfettanti e dei microorganismi per predire i
cambiamenti sostanziali nella qualita dell’acqua distribuita, non prendendo pero in
considerazione il processo di utilizzo del substrato e di crescita batterica al suo interno. Il

modello di Munavalli e Kumar (2004), presentato nel paragrafo 3.4.1, prevede una
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descrizione semplificata dei processi analizzati all’interno di SANCHO e PICCOBIO.
Questo aspetto permette di affiancare una descrizione dei fenomeni biologici all'interno
del condotto ad un modello idraulico robusto, per una descrizione dinamica di un sistema
multicomponente.

3.4.1.Modello multicomponente di crescita batterica di
Munavalli e Kumar (2004)

Il modello sviluppato da Munavalli e Kumar (2004) considera il trasporto e la reazione di
differenti componenti (substrato, biomassa e cloro attivo), al fine di descrivere il
fenomeno di crescita batterica in un sistema di distribuzione. Dalla Figura 3.8 (a) si evince
come i processi che coinvolgono la zona adiacente alla superficie interna del condotto
(chiamata “zona di parete”) siano i medesimi di quelli che si verificano nella zona centrale
del condotto (denominata “zona interna”). Queste sono interconnesse tra di loro da
meccanismi quali: trasferimento di massa attraverso lo strato limite, attecchimento della
biomassa sulla superficie del condotto e conseguente distacco della stessa. La
concentrazione delle componenti che vengono trasportate viene considerata costante
sull'intera sezione trasversale della “zona interna”. Allo stesso modo, le corrispondenti

concentrazioni ottenute nella “zona di parete” risultano costanti all’interno della stessa.

a) b)
Cloro
Cu
5
"Zona interna"
Biomassa S Coi
Xoi 7 -
4 4 6
I
A4 A 12
BDOC
S
2 3 'bi
13 Strato limite
A4 | Y
Cloro, 4 € Interfaccia tra S C
' 2 " L .
| Cui 14 \1 Zona|di parete RS wi wi
Biomassa M~ 11 0| BDOC " -
X e S Superficie interna
g condotto

Figura 3.8: Rappresentazione schematica dei processi adottati all'interno del modello (a) e del trasferimento

di massa tra la “zona intera” del condotto e la “zona di parete” (b) (Munavalli e Kumar, 2004).

In maniera piu dettagliata, i processi fisici, chimici e microbiologici descritti nel modello

sSOono:
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1. utilizzo del substrato e conseguente crescita delle cellule batteriche nella “zona
interna” (Equazione 3.14, Equazione 3.15);

2. formazione del biofilm nella “zona di parete”, conseguentemente al processo di
attecchimento delle cellule batteriche (Equazione 3.18);

3. allontanamento delle cellule batteriche dal biofilm e successiva risospensione
delle stesse nella “zona interna” (Equazione 3.19);
naturale morte batterica all'interno della “zona interna” (Equazione 3.20);
morte batterica indotta da cloro nella “zona interna” (Equazione 3.21);

6. lisi cellulare e conseguente conversione in BDOC delle cellule morte nella “zona
interna” (Equazione 3.24);

7. decadimento del cloro nella “zona interna” (Equazione 3.26);

8. utilizzo del substrato e crescita delle cellule batteriche all’interno del biofilm
(Equazione 3.16, Equazione 3.17);

9. naturale morte batterica all’interno del biofilm (Equazione 3.22);

10. morte batterica indotta da cloro nel biofilm (Equazione 3.23);

11. lisi cellulare e conseguente conversione in BDOC delle cellule morte nel biofilm
(Equazione 3.25);

12. trasferimento di massa del cloro attraverso il doppio strato (Equazione 3.28);

13. trasferimento di massa del substrato (BDOC) attraverso il doppio strato
(Equazione 3.29);

14. decadimento del cloro nel biofilm (Equazione 3.27).

In Tabella 3.3 vengono riportate le componenti analizzate dal modello, mentre in Tabella
3.4 vengono riportati i parametri utilizzati nelle equazioni e i rispettivi valori numerici.
Segue un’analisi dettagliata delle equazioni necessarie a descrivere da un punto di vista

matematico i processi introdotti in precedenza.

Tabella 3.3: Componenti considerate nel modello di crescita batterica. Il pedice “b” si riferisce alla “zona

interna”, mentre il pedice “w” alla “zona di parete”. Il pedice “i” indica che la grandezza in questione si riferisce
al condotto i-esimo (Munavalli e Kumar 2004).

Sp Substrato nella “zona interna”, (mg L)

Xp Biomassa nella “zona interna”, (mg L
b

Cp | Cloro attivo nella “zona interna”, (mg L)

Sw | Substrato nella “zona di parete”, (mg L)

Xw | Biomassa nella “zona di parete”, (mg L)

Cy | Cloro attivo nella “zona di parete”, (mg L)
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Tabella 3.4: Tabella dei parametri utilizzati nel modello di crescita batterica (Munavalli e Kumar 2004).

. Valore Unita di ]
Simbolo Parametro ] ) Rif.
numerico misura
Frazione di biomassa morta
o . Laurent et
a convertita in substrato dopo la lisi 0,3 [-]
al., 1997
cellulare
Coefficiente di mortalita indotta dal Laurent et
ka . 2,5-10°5 Lmg1st
cloro attivo al., 1997
Coefficiente del trasferimento di Perry et al.,
Kei ] 3-1010 m2 s-1
massa del cloro attivo 1984
Haudidier e
Keix Coefficiente di attecchimento 3:105 st Bornert,
1989
Coefficiente del trasferimento di Perry et al.,
Keni 510710 m s
massa del substrato nel condotto 1984
Costante di inattivazione della )
) ) Bois et al.,
Kinact biomassa vivente da parte del cloro 0,35 L (mg CD)
N . » 1997
attivo (“zona interna”)
. ) ) Haudidier e
Coefficiente di decadimento
Kiort 9107 s Bornert,
naturale
1989
Fattore di resistenza delle cellule )
. ) ) Bois et al.,
kr1 attecchite nei confronti della 83 [-]
o s . 1997
mortalita indotta dal cloro attivo
Parametro di reazione di primo
kb,l . . 2 d- [-]
ordine per la “zona interna”
Fattore di resistenza delle cellule
attecchite nei confronti Bois et al.,
kr2 e 129 [-]
dell'inattivazione indotta dal cloro 1997
attivo
Haudidier e
Kehear Coefficiente di distaccamento 4104 s Bornert,
1989
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. Valore Unita di .
Simbolo Parametro ) ) Rif.
numerico misura
Parametro di reazione di primo
K1 . . 0,015 m d- [-]
ordine per la “zona di parete”
Thi Raggio idraulico del condotto [-] m [-]
. ) Billen et al.,
Y Coefficiente di resa cellulare 0,15 mg C mgC
1992
Rateo di massimo utilizzo di Servais et
u 4,210 st
substrato al. 1992
. . ) Billen et al.,
ks Costante di semisaturazione 0,195 mgC L1
1992

Sia I'utilizzo di substrato, sia la crescita di biomassa possono essere modellati utilizzando
la cinetica di Monod. La presenza del cloro attivo inibisce I’attivita dei batteri in soluzione.
L’inattivazione e il decadimento vengono considerati come fenomeni separati causati
dall’azione del cloro sulla biomassa batterica: il primo, a differenza del secondo non
prevede la morte della cellula, ma unicamente un rallentamento nel consumo di substrato.

Questo spiega 'aggiunta del coefficiente di inattivazione (Kinact) nelle seguenti equazioni:

e “Zonainterna”:

Utilizzo del substrato = —,ui [Xpie FinactCoi]
ks + Sp; (3.14)
C . . _ Sbi —KinactChi
rescita biomassa = Y,um [Xpie ~Cinacttni] (3.15)
N L

e “Zona di parete”:

Utilizzo del substrato = —yi [X,,;e KinactCwiskrz]
ks + Swi (3.16)
. . SWi —k; Ciui
Crescita biomassa = Yu———— [X, ;e “inactCwi/krz] (3.17)
kg + Syi

1l coefficiente k. (Equazione 3.16), tiene conto della maggiore resistenza delle cellule
batteriche organizzate nel biofilm, nei confronti del cloro attivo, rispetto alle cellule

sospese in soluzione.
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Sia il processo di attecchimento, sia quello di staccamento della biomassa, possono essere

modellati attraverso I'utilizzo di una cinetica di primo ordine:

Attecchimento = k¢, Xy;
fixbi
(3.18)

Stacchamento = kgpeqrXwi (3.19)
Il processo di morte batterica puo essere naturale o indotta dalla presenza del cloro attivo:

e Biomassa libera:

» Morte naturale = ko Xp; (3.20)
» Morte indotta dal cloro attivo = k. Xp,;Cp; (3.21)

e Biomassa adesa:

» Morte naturale = kyorXwi (3.22)
» Morte indotta dal cloro attivo = %Xwi (3-23)

Anche in questo caso l'effetto del cloro libero ha un effetto pitt marcato sulla biomassa
dispersa in soluzione, piuttosto che su quella adesa sulla superficie del condotto

(Equazione 3.20, Equazione 3.22).

Una parte delle cellule morte, a causa del rilascio del materiale intracellulare durante la
lisi cellulare, contribuisce al bilancio complessivo del substrato. Questo effetto si puo

osservare in entrambe le zone:

e “Zonainterna”:

» Contributo dato dalla lisi = a[kpyore + kciCoilXpi (3.24)

e “Zona di parete”:

kciCwi

» Contributo dato dalla lisi = a[kyore + po 1 Xwi (3.25)

11 decadimento del cloro attivo, in entrambi i casi, viene descritto con l'utilizzo di una

cinetica di primo ordine:

29



Sviluppo di un sensore per I’individuazione real time del fouling in reti di distribuzione dell’acqua potabile
Tesi di Laurea Magistrale in Ingegneria per I’ Ambiente e il Territorio — Michele Di Mauro-
Politecnico di Milano - Anno accademico 2015-2016

e “Zonainterna”:

» Decadimento cloro attivo = —ky,,;Cp; (3.26)

e “Zonadi parete”:

, , —kyy 1iCoi
» Decadimento cloro attivo = % (3.27)

Bisogna inoltre considerare che il rateo dei processi che avvengono nella “zona di parete”
puo essere influenzato dalla velocita con la quale il substrato e il cloro attivo la
raggiungono. Infatti lo strato limite che si viene a creare in prossimita dell’interfaccia
solido-liquido oppone resistenza al trasferimento di massa tra le due zone (Figura 3.8 (b)),
che in questo caso avviene unicamente per diffusione.

Le equazioni utilizzate per la descrizione del trasferimento di massa del cloro attivo e del
substrato sono le seguenti:

kfci(Coi— Cwi)

Trasferimento di massa del cloro attivo = -
rhi (328)

kfspi (Spi— Swi) .

Trasferimento di massa del substrato = - bi
rhi (3.29)

Tenendo conto dei processi analizzati in precedenza, vengono riportati i bilanci di massa
relativi alle differenti componenti coinvolte nel modello. Questi sono organizzati in due

tabelle: la Tabella 3.5 si riferisce alla “zona interna” e la Tabella 3.6 alla “zona di parete”.

Tabella 3.5: Bilanci di massa del substrato, della biomassa vivente e del cloro attivo nella “zona interna”

(Munavalli e Kumar, 2004).

Bpi + o, Bi _ .y Shi [, ¢~ FenaccCn] _kfsbi(Sbi'—Swi)

Substrato a X ks + Spi rhi

+ a[kmort+kclcbi]Xbi

. Kpi Kpi Si —k; .

Biomassa 71 +v; EL = YﬂkSTLSbL- [XpieFinactChi] + kgpoarXopi
vivente

= [kmore+kciCoilXpi — KrixXpi

. Ky Ay Krei (Cpi—Cut)

Cloro attivo 7‘ +v; EL = —ky1;Cpi- %

30



Sviluppo di un sensore per I’individuazione real time del fouling in reti di distribuzione dell’acqua potabile
Tesi di Laurea Magistrale in Ingegneria per I’ Ambiente e il Territorio — Michele Di Mauro-

Politecnico di Milano - Anno accademico 2015-2016

Tabella 3.6: Bilanci di massa del substrato, della biomassa vivente e del cloro attivo nella “zona di parete”

(Munavalli e Kumar, 2004).

Bwi Swi ks . Kfspi (Spi-Swi)
ﬁWl = _Iuk _}‘_,V.lg . [Xwie klnaCtCWL/kTZ ] + % + a[k'mort
Substrato s ewi
kchwi] ]
kr1 M
K Swi KinactC
. = . Mnactbwi/kr . .
Biomassa a o Ko+ Sy [Xuwie i | + kg Xp;
vivente keCoi
- [kmort + Ckrr/l] Xwi - ksheaeri
Cloro attivo Ay - _ kw,liji + kfci (Cbi—Cwi)
a rhi rhi
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4. MATERIALI E METODI

Il lavoro di tesi € organizzato in due attivita, una sperimentale e una modellistica.

Per quanto riguarda lattivita sperimentale, sono stati utilizzati elettrodi, descritti nel
paragrafo 4.2, per la misura di impedenza in prove per la simulazione di deposito
inorganico e di formazione di biofilm mediante utilizzo di un reattore SBR.

Il piano sperimentale & descritto nel paragrafo 4.1, mentre nei paragrafi 4.3 e 4.4 viene
descritto I’allestimento delle prove di sporcamento, inorganico e biologico. In entrambi i
casi le misure di impedenza sono state affiancate da misure fisiche dello spessore del
deposito, ottenute mediante utilizzo di Microscopio a Forza Atomica (AFM). Entrambe le
tipologie di misure sono illustrate nel paragrafo 4.5

Per quanto riguarda lattivita modellistica, & stato implementato il modello
multicomponente formulato da Munavalli e Kumar (2004) (paragrafo 3.4.1), utilizzato
per simulare in maniera dinamica la crescita del biofilm all’interno dello smart loop,
impianto idraulico appositamente progettato al fine di testare la flangia Smart Pipe
(paragrafo 1), presentato nel paragrafo 4.6. Nell’'ultima parte del capitolo (paragrafo 4.7)

sono descritte le metodologie utilizzate per 'implementazione del modello.

4.1. Piano sperimentale

Il piano sperimentale ha previsto l'utilizzo di 22 elettrodi, denominati nel seguito con
lettere dell’alfabeto. Di questi, 10 sono stati utilizzati per le misure relative allo
sporcamento inorganico, provocato dalla precipitazione del carbonato di calcio (CaCO3)
e 12 per quello biologico. In entrambi i casi le misure di impedenza sono state effettuate
prima e dopo I'immersione degli elettrodi all’interno delle differenti soluzioni sporcanti
(soluzione satura di CaCO3 e fango attivo). In seguito all’estrazione dalla soluzione, sono
state effettuate per ogni elettrodo sia misure di impedenza, sia misure con AFM.
Successivamente si ¢ proceduto con la rimozione del deposito formatosi sulla superficie
dell’elettrodo ed eventuale re-immersione in soluzione sporcante.

Sono stati ideati due differenti piani sperimentali, relativi allo sporcamento inorganico e
biologico.

Il piano sperimentale per lo sporcamento inorganico (Tabella 4.1) ha previsto l'utilizzo di

differenti quantitativi di soluzioni sature di CaCOs. In totale sono state svolte 19 prove.
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Tabella 4.1: Piano sperimentale relativo alla formazione di deposito inorganico, CaCO3. In alcuni casi
(M, N, 0), sono state effettuate due prove distinte immergendo lo stesso elettrodo nello stesso volume di
soluzione CaCO3. Queste sono indicate con “x 2”.

Elettrodo Volume soluzione Eletirodo Volume soluzione
CaCO3(mL) CaCO;3(mL)

M 10 U 20

M 15 N s

N 15 0 25 (x 2)

> ' N 30 (x2)

M ' o 30 (x2)

M 20 (x 2) Q 30

p 20 T 30

R 20

Il piano sperimentale per lo sporcamento biologico é stato organizzato secondo la Tabella

4.2 con una durata di 7 settimane. I colori sono indicativi dello stato dell’elettrodo.

Tabella 4.2: Piano sperimentale relativo al deposito biologico. In caso I’elettrodo risulti
immerso nel reattore SBR, la casella é colorata di verde, in caso contrario di rosso.

Settimana 1 > 6
Elettrodo 3 4 > 7

AB,C

D,E, F

G,H,I

J,K, L

6 elettrodi (A, B, C, J, K, L) sono rimasti immersi per una durata di 2 settimane, 6 (D, E,
F, G, H, I) per una durata di 3 settimane e 6 (A, B, C, J, K, L) per una durata di 4 settimane.
In particolare, gli elettrodi G, H e I sono stati immersi due volte per una durata di 3

settimane.
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4.2. Elettrodi interdigitati

Sono stati utilizzati elettrodi commerciali della DropSens (G -IDEP10), costituiti da due
array di microelettrodi (250 ognuno) interdigitati, in oro, disposti su di uno strato
inferiore in vetro (Figura 3.1). Le dimensioni di quest’ultimo sono: 22,8 mm di lunghezza,
7,6 mm di larghezza e 0,7 mm di altezza. La larghezza dei microelettrodi, che € equivalente

alla loro distanza, € invece di 10 um, mentre il loro spessore € di 10 nm.

a) b)

Figura 4.1: Elettrodo utilizzato per le misure di impedenza (a), immagine al microscopio a forza atomica
(AFM) della maglia di elettrodi interdigitati (b).

Durante le prove di sporcamento, biologico ed inorganico, del teflon € stato applicato sulle
due tracce di collegamento in oro, in modo da lasciar esposta al deposito unicamente la

maglia di elettrodi interdigitati.

4.3. Allestimento delle prove di sporcamento inorganico

Per quanto riguarda lo sporcamento inorganico, gli elettrodi sono stati immersi in
differenti quantitativi di soluzione ottenuta aggiungendo a saturazione CaCO3 ad acqua
deionizzata. Successivamente sono stati lasciati per 8 h in una stufa a temperatura
costante di 70°C al fine di far evaporare tutta ’'acqua, permettendo ai sali di precipitare
sulla superficie degli elettrodi (Figura 3.2). Delle 19 prove previste per lo sporcamento
inorganico (Tabella 3.1), 3 sono state effettuate prevedendo naturale evaporazione
dell’acqua di soluzione, senza introduzione del campione in stufa. Per queste 3 prove sono
stati utilizzati gli elettrodi P, U, immersi in un volume di soluzione di 20 mL, ed O,

immerso in 30 mL.
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Figura 4.2: Elettrodo ricoperto di precipitato di CaCO3, una volta estratto dalla stufa.

Allestimento delle prove di sporcamento biologico

E’ stato dimensionato, realizzato e monitorato il reattore SBR (Sequencing Batch Reactor)

mostrato in Figura 4.3, costituito da un contenitore cilindrico (8 L) in cui sono stati

introdotti 4,5 L di miscela aerata prelevata dal depuratore di Milano Nosedo. Il reattore

era equipaggiato con:

una pompa perisaltica di alimentazione (Watson-Marlow 120S);

una pompa perisaltica per lo scarico dell’effluente chiarificato (Seko PR4);

un sistema di aerazione (compressore Schego M2K3, 350 L h? di aria)
equipaggiato con una pietra porosa posizionata sul fondo del reattore ;

un agitatore magnetico (400 RPM);

quattro temporizzatori per ’accensione e lo spegnimento delle pompe di carico e
scarico, del sistema di areazione di agitazione;

due taniche, una di alimento e I'altra di scarico.

Il reattore operava per 4 cicli completi di carico e scarico al giorno, della durata di 6 ore

ciascuno:

fase anossica di denitrificazione (120 minuti) comprensiva della fase di carico
(15 minuti) in cui venivano aggiunti al reattore 0,250 L di influente ad ogni ciclo;
fase aerobica di nitrificazione (180 minuti) in cui si procedeva anche all’estrazione
del fago di supero;

fase di sedimentazione (60 minuti) comprensiva della fase di scarico, in cui
venivano estratti 0,250 L di effluente ad ogni ciclo;

attesa (1 minuto).

36



Sviluppo di un sensore per I’individuazione real time del fouling in reti di distribuzione dell’acqua potabile
Tesi di Laurea Magistrale in Ingegneria per I’ Ambiente e il Territorio — Michele Di Mauro-
Politecnico di Milano - Anno accademico 2015-2016

Figura 4.3: Reattore SBR da laboratorio.

Tutti i processi erano automatici, eccetto che per l'estrazione del fango di supero che
avveniva mediante 1'utilizzo di una siringa collegata ad un tubo di gomma, in grado di
raggiungere meta altezza del reattore.

L’influente era costituito da refluo urbano sintetico preparato secondo le linee guida
proposte dall’OECD (Guidelines for testing of Chemicals), la cui composizione é riportata
in Tabella 4.3.

Tabella 4.3: Refluo OECD (concentrazioni in g L-1).

Peptone 0,457 | COD| 0,6

Estratto di carne | 0,236 | Nit | 0,075

NaCl 0,015 | Pyt | 0,0114

CaCl,-2H.0 0,0122

MgSO, 0,0045
K.-HPO, 0,06

Due volte a settimana sono stati immessi anche 5 mL di soluzione di micronutrienti come

indicato in Tabella 4.4 (Larsen e Harremoes, 1994):
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Tabella 4.4: Composizione soluzione di micronutrienti (concentrazioniin g m-3) (Larsen e Harremoes, 1994).

MnClL-4H,0 0,527
CuCl,-2H20 0,228
CoCl,-6H.0 0,317
(NH,)sMo0,024 | 0,231
Na.B,0,-10H-0 | 0,127
ZnCl, 0,363
FeSO,-7H.O 3,7

Per la preparazione dell'influente & stato necessario il calcolo preliminare del carico
volumetrico (Cv), in modo da valutare il carico organico necessario per unita di volume di
miscela aerata. La sua formulazione (formula 4.1) dipende dalla concentrazione di SSV.
Per garantire condizioni stabili all'interno del reattore si € cercato di mantenere la
concentrazione di biomassa il pitu possibile fissa e prossima al valore iniziale di 3,5 g L1 di
SST, regolando lo scarico del fango di supero di conseguenza. Ne é risultato un SRT di
circa 25 giorni. Fissando dunque il carico del fango Cr a un valore di 0,2 g COD (g SSV-d)-*
e ipotizzando un valore costante del rapporto SSV/SST di 0,75, & stato valutato il carico

volumetrico (Cv) come segue:

C, = Cp-SSV =0,55gCoD/(d-L) (4.1)

Al fine di garantire questo valore, conoscendo I’apporto di COD fornito con un litro di
influente (Tabella 4.3), sono stati dosati 1,92 g di peptone e 1 g di estratto di carne per litro
di acqua di rete precedentemente aerata al fine di strippare I'eventuale accumulo di cloro,
dannoso per l'attivita batterica. Sono stati aggiunti anche 0,33 g L di idrogenofosfato di
potassio (K.-HPO,) per fornire il contenuto di fosforo indicato dalla ricetta stessa.

Sono stati inoltre monitorarti i valori di pH, OD e SST all’interno del reattore. L'utilizzo di
un multimetro digitale a due canali (HDQ40d, HACH) ha permesso 1'acquisizione dei
segnali di pH e ossigeno disciolto (OD) con una frequenza di acquisizione impostata a un
dato ogni 5 minuti. Il monitoraggio di pH e OD ha avuto una durata complessiva di 172 h
ed ¢ stata effettuata in due differenti fasi, separate da una terza di pulitura delle sonde. La
prima fase ha permesso di ottenere dati di pH e OD per una durata di 93 h, mentre la
seconda per una durata di 79 h. Le sonde utilizzate sono state IntelliCAL™PHC101 per la

misura del pH e IntelliCAL™LDO101 per la misura dell’ossigeno disciolto.

Per determinare i solidi sospesi totali (SST), si ¢ fatto invece riferimento alla procedura

presente negli Standard Methods for the examination of water and wasterwater (1998).
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Per effettuare la misura sono stati utilizzati dei filtri in acetato di cellulosa con porosita di

0,45 um e del diametro di 47 mm e 20 ml di fango.

Il reattore SBR cosi dimensionato e realizzato ha permesso la crescita del biofilm sulla
superficie degli elettrodi, immersi al suo interno per differenti periodi di immersione
(Tabella 4.2). A tal proposito € stato realizzato un dispositivo in grado di immergere
all'interno del reattore 12 elettrodi contemporaneamente (Figura 4.4). Sono state inoltre
effettuate prove di sporcamento su campioncini in PVC, immersi nel reattore SBR per un

periodo di 2, 3 e 4 settimane.

a) b)

Figura 4.4: Dispositivo realizzato ed utilizzato per 'immersione degli elettrodi nel reattore

4.5. Metodiche analitiche

Le misure di impedenza sono state eseguite immergendo unicamente la maglia di
microelettrodi interdigitati, sulla superficie della quale vi ¢ il deposito, in una soluzione
standard di conducibilita 750 puS cm™ ottenuta aggiungendo 0,40 g di cloruro di potassio
(KCl) per litro di acqua deionizzata. Sono stati ottenuti spettri di impedenza in un
intervallo di frequenza da 20 Hz a 2 MHz attraverso l'utilizzo di un multimetro Agilent
E4980A che, operando in corrente alternata, applica alle due tracce di collegamento degli
elettrodi una differenza di potenziale di 100 mV.

In Figura 4.5 viene illustrato il setup sperimentale comprensivo di un multimetro, un
cilindro in plastica del volume di 20 mL riempito con la soluzione di KCI a conducibilita
nota e I’elettrodo del quale si vuole ricavare lo spettro di impedenza. Prima della misura
di impedenza, eventuali residui solidi o liquidi non adesi alla superficie dell’elettrodo (non

facenti dunque parte né del deposito organico, né di quello inorganico) sono stati asportati
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per lavaggio blando nella soluzione KCI

Figura 4.5: Setup sperimentale: multimetro Agilent (A), soluzione KCl a conducibilita nota (B), elettrodo
interdigitato (C)

Dopo la misura di impedenza, invece, la superficie degli elettrodi € stata pulita. Nel caso
di sporcamento biologico ¢ stata utilizzata una soluzione a concentrazione di 5 g L1 di
ipoclorito di sodio (NaClO), mentre una soluzione 0,01 M di acido cloridrico (HCI) & stata
utilizzata per rimuovere il precipitato di CaCOs.

Infine, I'utilizzo del microscopio a forza atomica (AFM) Nanosurf® easyScan 2 ha
permesso di misurare lo spessore del deposito superficiale. La zona in cui effettuare tale
misura € stata precedentemente individuata attraverso 1'utilizzo del microscopio ottico
Carl Zeiss Photo Microscope 47 30 28 (936). In particolare, sono state effettuate 2
scansioni per ogni elettrodo ricoperto da biofilm e 3 per quelli ricoperti da precipitato di
CaCOs.

4.6. Smart loop

Lo smart loop (Figura 4.6) € un impianto idraulico a circuito chiuso, progettato al fine di
testare la flangia Smart Pipe. Il suo funzionamento prevede I'azionamento della pompa
(B), che permette di prelevare I'acqua dalla vasca (A), farla circolare all'interno del
condotto e introdurla nuovamente nella vasca stessa. I parametri dimensionali relativi allo
smart pipe sono riassunti in Tabella 4.5.

Sono state svolte prove di tracciante utilizzando una soluzione di NaCl ad una
concentrazione iniziale di 17,38 mg L. La soluzione ¢ stata direttamente preparata nella
vasca dello smart loop, aggiungendo 1,84 g di sale in 0,106 m3 di acqua di rete. La sua

concentrazione iniziale all’interno del condotto risulta invece nulla.
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Figura 4.6: Schema dello smart loop, comprensivo della vasca (A), pompa (B) e smart pipe (C)

Tabella 4.5: Dimensioni dell'impianto smart loop

Larghezza vasca (Ly) 0,55 m

Profondita vasca (Wv) 0,55 m

Altezza vasca (Hy) 0,35 m

Lunghezza condotto (Lc) | 9,8 m

Raggio condotto (Rc¢) 0,041 m

Successivamente ¢ stata azionata la pompa (per una durata di 180 s, sufficienti a far
raggiungere l'equilibrio al sistema) con una portata di 0,001 m3s-%, in modo da far
circolare 'acqua all'interno del sistema. Una volta ottenuta la curva di calibrazione, € stato
utilizzato il segnale di conducibilita (uS cm™) per determinare, in maniera indiretta, la

variazione della concentrazione di NaCl al suo interno.

4.7. Attivita modellistica

L’utilizzo del software di calcolo MATLAB® ha permesso di implementare le equazioni del
modello di crescita batterica descritto nel paragrafo 3.4.1, adattando la loro soluzione al
comportamento idraulico dello smart loop. In questo sistema la vasca ¢ stata modellata
come un reattore completamente miscelato, mentre il condotto come un reattore con
flusso a pistone. La soluzione numerica delle equazioni presentate in Tabella 3.5 € 3.6 €
stata ottenuta disaccoppiando i processi cinetici da quelli fisici, di trasporto. In
particolare, il sistema di 6 equazioni differenziali, descrittivo della cinetica, & stato risolto
in maniera esplicita utilizzando la funzione “ode45” di MATLAB®, basata sul metodo
risolutivo di Runge-Kutta del quarto e quinto ordine con passo adattativo. Il trasporto &

stato modellato discretizzando I'intero condotto in una serie di volumi “dv”, di lunghezza
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“dx” fissata, in ognuno dei quali il fluido permane per un periodo “dt”; funzione della
velocita e della lunghezza del singolo tratto (Tabella 4.6). La portata, pari a 0,001 m3 s,

determina una velocita del fluido nel condotto di 0,20 m s™.

Tabella 4.6: Parametri relativi ai volumi in cui ¢ stato discretizzato il condotto, al fine di modellare il trasporto
di massa nel sistema smart loop.

Numero di volumi “dv” di
discretizzazione del condotto | 4°
dv (m3) 0,0013
dx (m) 0,25
dt (s) 1,28

Come mostrato in Figura 4.7, una volta raggiunto, allinterno del volume i-esimo,
I'equilibrio di reazione tra le componenti della “zona di parete” e quelle della “zona
interna”, solo quest’ultime (Sy’, X', Cy’) sono state fatte traslare al volume successivo,
considerando, a causa dell’attrito, immobile la “zona di parete”. All'interno della vasca ¢
stato invece risolto, ad ogni passo temporale “dt”, il bilancio di massa necessario a
determinare le concentrazioni in uscita delle componenti disperse nella “zona interna”. In
essa sono stati infatti trascurati, a causa della forte turbolenza, i processi relativi alla “zona
di parete”. L’intero sistema cosi descritto & stato risolto iterativamente con passo di
integrazione “dt” per un periodo di simulazione di 72 ore e con concentrazioni iniziali
riportate in Tabella 4.7, al fine di valutare ’andamento nel tempo delle concentrazioni

relative alle differenti componenti.

dx, dv, dt dx, dv, dt
"Zona interna” Ve
S
wii)y Xw(i)y Cwii Swiy', Xwey', Cwa)’ Swii+1), Xw(i+), Cwii+1) Swi+n)s Xwii+1)', Cuwiisn)’
"Zona di parete" 1 l l l l 1 J» l l ll J»
i i+1

Figura 4.7: Rappresentazione schematica della dinamica considerata nel modello. Gli apici vengono aggiunti
alle varie componenti a seguito del raggiungimento dell’equilibrio di reazione tra le componenti della “zona di
parete” e quelle della “zona interna”.

Successivamente sono state effettuate simulazioni analoghe alle precedenti, in cui ¢ stata
fatta variare la concentrazione iniziale di cloro (da 0 mg L.-*a 2 mg L1, con passo di 0,5

mg L), in modo da valutare la risposta del sistema in condizioni dinamiche.
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Tabella 4.7: Concentrazioni iniziali delle differenti componenti del modello utilizzate per simulare la loro
variazione nel tempo. I criteri che hanno permesso la scelta dei parametri vengono riportati nel paragrafo 5.3.

Sy (mg L) Substrato, zona interna 0,5

Xp (mg LY) | Biomassa sospesa, zona interna | 0,006

Cp(mg L) Cloro, zona interna 0
Sy (mg L) Substrato, zona di parete 0
Xw(mg L) | Biomassa adesa, zona di parete 0
Cw(mg L) Cloro, zona di parete 0

E’ stata effettuata infine un’analisi di incertezza del modello, che ha richiesto 1’esecuzione
di 1000 simulazioni, in cui ¢ stato utilizzato il Metodo Monte Carlo. In particolare, sono
stati individuati intervalli di variazione, come descritto nel paragrafo 5.3, unicamente per
i parametri riportati in Tabella 4.8 ed € stata ipotizzata una distribuzione di probabilita
uniforme al loro interno. Ogni simulazione ha previsto il campionamento casuale di questi
parametri nell'intervallo di variazione, in modo da valutare la variazione complessiva della
risposta a fronte di questa variabilita iniziale. L’utilizzo del software di analisi statistica
MiniTab, ha permesso di ricavare gli istogrammi di frequenza delle concentrazioni
registrate a18 h, 36 h, 54 h e 72 h, nel corso dell’analisi di incertezza, in modo da studiarne

la distribuzione.

Tabella 4.8: Parametri fatti variare durante I'analisi di incertezza del modello.

kex (s) Coefficiente di attecchimento
Kmort (s Coefficiente di decadimento naturale

Kshear (5) Coefficiente di distaccamento

Y mgC mgC?) Coefficiente di resa cellulare
u(s?) Rateo di massimo utilizzo di substrato

ks (mgC L) Costante di semisaturazione
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5. RISULTATI E DISCUSSIONE

In questo capitolo vengono riportati i risultati e discussioni relativi all’attivita
sperimentale e modellistica. In particolare, nel paragrafo 5.1 vengono illustrati gli
andamenti di pH, OD e SST registrati nel reattore SBR durante la fase di monitoraggio.
Successivamente (paragrafo 5.2) vengono presentati i risultati delle misure di impedenza
e con AFM, finalizzate all'individuazione e quantificazione del deposito superficiale.
Queste hanno permesso di formulare un modello che relaziona il segnale impedimetrico
allo spessore fisico del deposito, inorganico e biologico. Proprio al fine di comprendere in
maniera piu dettagliata i processi influenzanti la crescita batterica all'interno del sistema
di distribuzione di acqua potabile, &€ stato implementato, adattando le cinetiche del
processo al comportamento idraulico dello smart loop, il modello multicomponente
descritto nel paragrafo 3.4.1. In particolare, nel paragrafo 5.3 vengono riportati dapprima
irisultati delle simulazioni che descrivono gli andamenti delle componenti analizzate dal
modello nei differenti scenari, a concentrazioni di cloro crescenti, per poi presentare i

risultati relativi all’analisi di incertezza del modello stesso (paragrafo 5.3.1).

5.1. Monitoraggio del reattore SBR

Il continuo monitoraggio del reattore SBR ha permesso di garantire condizioni di crescita
del deposito biologico, sulla superficie degli elettrodi, il pit possibile costanti durante
tutto il periodo di immersione. Questa fase ha previsto il controllo di pH, OD e SST.

I dati di pH e OD, raccolti in continuo per una durata di 172 h, sono stati utilizzati per
ricostruire ’'andamento medio dei due parametri all'interno di uno dei 4 cicli giornalieri,
della durata di 6 ore ciascuno, con cui opera il reattore (Figura 5.1). Per ogni istante di
acquisizione del dato, € stata valutata la deviazione standard che, sommata e sottratta al
valore medio, ha permesso di ricostruire ’estremo superiore e inferiore dell’intervallo di

variazione di pH e OD.
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Figura 5.1: Andamento di pH (a) e OD (b) al variare del tempo in un ciclo di funzionamento del reattore.
Sovrapponendo gli andamenti medi di pH e OD (Figura 5.2), si possono comprendere i
processi che avvengono all’interno del reattore, al variare delle diverse fasi: fase anossica

(A), fase aerobica (B) e fase di sedimentazione (C).

(1/3u)

t(h)

Figura 5.2: Andamento di pH e OD al variare del tempo e della fase in cui opera il reattore.

Durante la fase anossica di denitrificazione (processo biologico eterotrofo), I'OD,
consumato durante la fase aerobica e quella di sedimentazione del ciclo precedente,
raggiunge concentrazioni nulle. In prossimita di questo punto si registra un aumento del
pH, come mostrato nella relazione 5.1, in cui viene riportata la stechiometria della fase di

denitrificazione (Bonomo, 2008):

C10H1905N + 10NO3 = — 5N, + 10C0, + 3H,0 + NH; + 10 OH~ (5.1)
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Il nitrato (NO;"), prodotto durante la fase aerobica del ciclo precedente, funge da accettore
di elettroni per la reazione catabolica di ossidazione della sostanza organica (C;,H,903N).
Quest’ultima viene introdotta all'interno del reattore durante la fase di carico, prevista nei
primi 15 minuti della fase anossica. Il nitrato viene cosi ridotto ad azoto molecolare (N.),

con conseguente rilascio di ioni OH- e aumento del pH.

Durante la fase aerobica, grazie all’azionamento dell’aeratore, la concentrazione di OD
aumenta progressivamente fino a stabilizzarsi attorno al valore di 7,2 mg L-*. In questa
fase avviene la nitrificazione, processo biologico che consiste nella trasformazione
dell’ammonio (NH,*) in nitrito (NO:") e successivamente in nitrato (NO5"). La prima fase

viene effettuata da microorganismi ammonio ossidanti (AOB) secondo la reazione:

NH,*+ 1,50, H,0 + NO, ~ + 2H* (5.2)

La seconda fase, denominata nitratazione, avviene ad opera di batteri nitrito ossidanti

(NOB) come segue:

NO,~ 40,50, > NO;~ (5.3)

La reazione catabolica complessiva della fase aerobica di nitrificazione ¢ la seguente

(Bonomo, 2008):

NH,*+20,—-NO; ~ + H,0 +2H* (5.4)

In questa fase viene dunque rimosso ione ammonio con conseguente rilascio di ione H* e
abbassamento del pH. Come visibile dalla Figura 5.2, una volta completata la rimozione
del’ammonio si registra un graduale incremento del pH a causa dello strippaggio della
CO., a seguito dello spostamento a destra degli equilibri di reazione mostrati nella

relazione 5.5.
HCO; = + H*'S H,C0; S H,0 + CO, 1 (5.5)

Durante la fase di sedimentazione si ha una parziale continuazione del processo di
nitrificazione, in quanto parte dell’azoto organico presente all’interno del reattore viene
convertito in ammonio. Per questo motivo si registra un consumo di OD, consumato in
parte anche da attivita endogena batterica, e un abbassamento del pH, secondo la

relazione 5.2.
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La concentrazione di SST all’interno del reattore & stata monitorata per una durata
complessiva di 19 settimane, come mostrato in Figura 4.3. In particolare, il valore medio

durante tutta la fase di monitoraggio é risultato pari a 3,57 + 0,85 gSST L.
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Figura 5.3: Andamento di SST durante la fase di monitoraggio del reattore SBR.

Questo controllo ¢ stato necessario al fine di mantenere la concentrazione di biomassa il
piu possibile costante all'interno del reattore, modulando lo scarico del fango di supero di

conseguenza. Un’estrazione di 0,250 L di miscela aerata al giorno, escluso il fine

settimana, ha portato ad avere un SRT di circa 25 giorni.

5.2. Sviluppo di un sensore per l'individuazione del deposito
superficiale nelle tubature

In seguito alla formazione di deposito inorganico (da precipitazione di CaCOs3) e biologico,
sono state valutate le variazioni indotte dagli stessi sul segnale di impedenza (paragrafo
4.5). In Figura 5.4 vengono riportati due esempi di spettri, ottenuti a seguito della

formazione di deposito inorganico e biologico.
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Figura 5.4: Spettro di impedenza nel caso di deposito inorganico (a) e biologico (b).

Come si puo notare, 'andamento del segnale impedimetrico risulta differente nei due casi.
La precipitazione del CaCO4 provoca la formazione di un deposito inerte che, ostacolando
il trasferimento di ioni tra due elettrodi consecutivi, causa I'incremento del segnale di
impedenza (Figura 5.4a). Si € invece registrata una diminuzione del segnale al crescere
del deposito biologico (Figura 5.4b). Questa diminuzione viene ricondotta alla presenza
di Extracellular Polymeric Substances (EPS). In un biofilm infatti, oltre alle cellule
batteriche, la cui membrana cellulare ha proprieta isolanti, sono disperse sostanze umiche
e composti derivanti dalla lisi cellulare, come DNA e citoplasma, caratterizzati da elevata
conducibilita, nell’ordine di 1073 - 10 S em™ (Borole et al., 2011). Infine, la riduzione del
segnale di impedenza viene giustificata dalla concentrazione crescente di ioni, rilasciati a
seguito del metabolismo batterico, al crescere delle dimensioni del biofilm (Silley e
Forsythe, 1996). Una maggiore concentrazione di ioni causa infatti una diminuzione della
resistivita elettrica del mezzo, con conseguente abbassamento del segnale di impedenza
(Yang et al., 2003). In Figura 5.5 vengono rappresentati in maniera schematica i due
differenti depositi, quello inorganico (Figura 5.5a), che ostacola il trasferimento di

corrente tra gli elettrodi e quello biologico (Figura 5.5b), che invece lo favorisce.

a) b)

Figura 5.5: Rappresentazione schematica del deposito inorganico, precipitato di CaCO3 (a) sulla superficie
degli elettrodi (EL) e del deposito organico, biofilm, comprensivo di cellule batteriche (in rosso), ioni prodotti
dal processo metabolico batterico (in verde) e linee di campo (in bianco), a seguito del trasferimento di ioni tra
gli elettrodi.
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Il valore di impedenza, associato allo sporcamento di ciascun elettrodo, viene riportato in
Tabella 5.4 (relativa al deposito inorganico) e Tabella 5.5 (relativa a quello biologico). In
particolare, tale segnale € stato valutato operando la media delle differenze tra 1 e 2 MHz
degli spettri ottenuti a seguito dello sporcamento superficiale dell’elettrodo e quelli
ottenuti prima dell'immersione in soluzione sporcante. In questo intervallo di frequenze
vengono tenute in considerazione unicamente le variazioni indotte dal deposito,
trascurando eventuali effetti disturbanti la misura (Yang et al., 2003). Nel caso di deposito
inorganico, il segnale di impedenza cresce in maniera proporzionale al quantitativo di
soluzione satura di CaCO; utilizzata (Figura 5.6a), aumentando da 0,11 Q, registrati a
seguito di utilizzo di 10 ml di soluzione, a 4,69 Q, nel caso di utilizzo di 30 ml. Il
quantitativo di soluzione € un indicatore indiretto del tempo di esposizione dell’elettrodo
al flusso acquoso. Infatti, in presenza di condizioni operative costanti e a parita di
concentrazione salina in acqua, la massa di precipitato di sale cresce con il tempo. Allo
stesso modo si registra un aumento della massa di deposito al’aumentare del volume di
soluzione utilizzato. Per quanto riguarda invece lo sporcamento biologico, il segnale di
impedenza diminuisce all'aumentare delle settimane di immersione degli elettrodi nel
reattore SBR (Figura 5.6b), con conseguente aumento delle dimensioni del biofilm e della
concentrazione di ioni al suo interno. Il suo valore medio varia infatti da - 2,09 Q,
registrati dopo 2 settimane di immersione, a -3,70 Q nel caso di elettrodi immersi per una

durata di 4 settimane.
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Figura 5.6: Variazione del segnale di impedenza al variare del quantitativo di soluzione utilizzato, nel caso di
deposito inorganico (a), e al variare delle settimane di immersione degli elettrodi nel reattore SBR in caso di
deposito biologico (b).

Per ogni misura di impedenza, € stato inoltre possibile valutare la dispersione del segnale
attorno al suo valore medio nell’intervallo di misura (da 1 a 2 MHz), attraverso il

coefficiente di variazione (Tabella 5.4 e 5.5), il cui valore medio, nel caso di deposito
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inorganico (6,81 %), ne indica una maggiore dispersione rispetto al caso di deposito
biologico, dove risulta invece pari a 1,92 %. Questa variazione € riconducibile alle
differenti condizioni di formazione del deposito sulla superficie dell’elettrodo.
L’attecchimento del biofilm viene infatti indotto per semplice immersione degli elettrodi
nel reattore SBR, mentre nel caso di sporcamento inorganico, la precipitazione di sale
viene provocata sottoponendo I’elettrodo, immerso in soluzione sporcante, ad una
temperatura di 70°C per una durata di 8 h. In questo modo vengono modificate, anche se
in minima misura, le caratteristiche superficiali della maglia di microelettrodi, causando
una lieve variazione nel segnale di impedenza (Yang et al., 2004). Questa variabilita risulta
molto minore nelle prove in cui la precipitazione di sale € stata indotta per naturale
evaporazione dellacqua. In questi casi infatti i coefficienti di variazione risultano
rispettivamente pari a 0,37% (elettrodo P), 0,69% (elettrodo U) e 0,21% (elettrodo O),
confermando in via definitiva l'effetto disturbante esercitato dalla temperatura sulla

maglia di microelettrodi.

Oltre alle misure di impedenza sono state effettuate misure con AFM (Tabella 5.4 € 5.5),
che hanno permesso di valutare lo spessore del deposito e relazionarlo al segnale
impedimetrico. In particolare, le misure con AFM sono state effettuate in prossimita
dell'interfaccia tra una zona ricoperta dal deposito (A) e un’altra invece priva (B) (Figura
5.7), in modo da rilevarne lo spessore effettivo. Questa zona & stata precedentemente

individuata attraverso 'utilizzo di un microscopio ottico.

43pm

T 00pm

Figura 5.7: Immagine a microscopio ottico (100 X) della maglia di elettrodi interdigitati coperti da deposito
(A) e privi di esso (B). Immagine AFM dello stesso elettrodo in prossimita dell’interfaccia tra A e B, nel caso di
deposito biologico.

Lo spessore € stato ipotizzato uniforme entro tutta 'area (25 ym x 25 um) scansionata
dall’AFM. Le scansioni effettuate per ogni elettrodo, mediate, hanno permesso di ottenere
lo spessore del deposito superficiale relativo al singolo elettrodo (Figura 5.8).

Come per il segnale di impedenza, si registra un incremento dello spessore del deposito
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inorganico proporzionale al quantitativo di soluzione sporcante utilizzata (Tabella 5.4).
Lo spessore di tale deposito cresce infatti da un valore minimo di 3,05 pm, ottenuto
mediante I'utilizzo di 10 ml di soluzione, ad un valore massimo di 6,97 um, utilizzando
invece 30 ml di soluzione.

Per quanto riguarda invece il deposito biologico, il suo spessore cresce all’aumentare del
tempo di permanenza dell’elettrodo nel reattore SBR, passando da uno valore minimo di
3,15 um, registrato dopo 2 settimane di immersione, ad uno spessore massimo di 8,75 um,

ottenuto dopo 4 settimane.
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Figura 5.8: Spessore del deposito inorganico (a) e biologico (b) al variare del quantitativo di soluzione
utilizzata nelle prove di deposito inorganico e del tempo di immersione degli elettrodi all’interno del reattore
SBR.

La variabilita dello spessore a parita di volume di soluzione utilizzata (Figura 4.8a) e di
settimane di immersione nel reattore SBR (Figura 5.8b), valutata attraverso la deviazione
standard nel caso di deposito inorganico (Tabella 5.1) e biologico (Tabella 5.2), permette
di considerare ogni prova di sporcamento indipendente dalle altre. In particolare, per
quanto riguarda lo sporcamento inorganico (Figura 5.8a), nonostante sia stata utilizzata
una temperatura di 70°C al fine di evitare ’ebollizione dell’acqua, cercando unicamente
di accelerarne il processo di evaporazione, risultano comunque rilevanti effetti locali di
turbolenza che causano una differente formazione di deposito nel corso delle prove. Ne
consegue un differente spessore del deposito registrato a parita di volume di soluzione
sporcante utilizzato. Questa variabilita inoltre aumenta al crescere del quantitativo di
soluzione (Tabella 5.1) e al conseguente aumento del tempo necessario per I'evaporazione
dell’acqua. Per quanto riguarda invece lo sporcamento biologico (Figura 5.8b), in Tabella
5.2 si puo notare come non ci sia relazione tra variabilita dello spessore di biofilm e tempo
di immersione degli elettrodi. In questo caso infatti, a parita di settimane di immersione,
la variabilita dello spessore del deposito dipende dal differente posizionamento
dell’elettrodo all’interno del reattore SBR.
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Tabella 5.2: Deviazione standard dello
spessore al variare del tempo di immersione nel
reattore SBR, deposito biologico.

Tabella 5.1: Deviazione standard dello spessore al
variare del quantitativo di soluzione utilizzata,
deposito inorganico.

Deviazione Soluzione Deviazione Settimane di
standard (um) | utilizzata (ml) standard (um) | immersione
0,36 15 0,93 2
0,33 20 0,76 3
0,48 25 1,25 4
0,75 30

Questo aspetto viene ulteriormente confermato dai dati in Tabella 5.3, nella quale
vengono riportate, a titolo di esempio, le variazioni percentuali relative sia al segnale di
impedenza, sia allo spessore del deposito, registrate per gli elettrodi J, K ed L, immersi nel

reattore per una durata di 2 e 4 settimane.

Tabella 5.3: Variazioni percentuali del segnale di impedenza e dello spessore del deposito registrati nel caso
di utilizzo dell’elettrodo A, in due differenti prove di sporcamento.

. Segnale di Spessore Variazione % del segnale
Settimane .
Elettrodo | | . impedenza (Q), fisico del da 2 a 4 settimane di
immersione
valore medio deposito (pm) immersione

J 2 -2,17 4,95 Impedenza | Spessore
J 4 -3,92 7’65 '8016 +54,5
K 2 -2,17 5,35 Impedenza Spessore
K 4 -4,10 7,60 -88,9 +42,1
L 2 -2,25 5,35 Impedenza Spessore
L 4 4,43 8975 '9699 +64:5

Gli incrementi percentuali dello spessore e le diminuzioni del segnale di impedenza,
seppure simili nei tre casi, presentano delle differenze. In particolare, I'entita delle
variazioni registrate sugli elettrodi J e K risulta molto simile, mentre i valori misurati per
Pelettrodo L risultano lievemente maggiori. Questo ¢ determinato dal posizionamento
dell’elettrodo in questione in una zona di maggiore calma nel reattore SBR, rispetto gli
altri due, durante la prova di sporcamento. Viene favorita in tal modo una maggiore

crescita del biofilm, che amplifica la variazione finale del segnale di impedenza.

Analizzando infine i valori delle deviazioni standard, relative al segnale di impedenza, si
puo osservare come, nei due differenti casi, risultino indipendenti rispetto allo spessore

del deposito misurato (Figura 5.9).
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Figura 5.9: Andamento della deviazione standard del segnale di impedenza al variare dello spessore del
deposito inorganico (a) e biologico (b).

Dai grafici in Figura 5.9 si puo infatti osservare come le due grandezze risultino

incorrelate. Questo aspetto permette di associare una buona ripetibilita alle misure

impedimetriche per 'individuazione dello spessore del deposito, in quanto la variabilita

della misura non dipende dalla grandezza misurata.

Tabella 5.4: Misure di impedenza e dello spessore relative al deposito inorganico. In grassetto vengono
evidenziate le prove condotte per naturale evaporazione della soluzione sporcante. Gli spessori del deposito
sono stati ottenuti come media di 3 misure.

e s . | Coefficiente | Spessore .Segnale di
Quantl.tatlvo .Segnale di di fisico del 1n.1ped?nza,
Elettrodo | soluzione impedenza variazione deposito rimozione
(ml) (9)) (%) (um) del deposito
s ()]
M 10 0,11 + 0,02 18,18 3,05+0,07
M 15 0,94 + 0,05 14,89 3,10+0,17
N 15 1,30 £ 0,11 8,46 3,30+0,17
S 15 1,52 + 0,18 11,84 3,57+0,06
\ 15 1,94 £ 0,15 7,73 3,93+0,32
M 20 1,65 + 0,17 10,30 4,05+0,07
M 20 2,34 + 0,20 8,55 4,20 0,19+0,13
P 20 2,72 + 0,01 0,37 4,70 0,15+0,07
R 20 2,77 + 0,10 3,61 4,40+0,57 | 0,21+0,04
U 20 2,89 + 0,02 0,69 4,83+0,12
N 25 2,71 + 0,20 7,38 4,27+0,06 | 0,21+0,03
(0] 25 3,24 + 0,28 8,64 5,17+1,02 | 0,17+0,12
) 25 3,70 # 0,10 2,70 5,00+0,28 | 0,19+0,02
N 30 3,09 + 0,02 0,65 4,77+1,08 | 0,15+0,09
N 30 4,27 + 0,22 5,15 5,53+0,42
0) 30 4,69 + 0,01 0,21 5,60+0,17
O 30 4,79 + 0,52 10,86 6,07+0,15
Q 30 5,53 £ 0,35 6,33 6,30 0,25+0,07
T 30 5,80 + 0,16 2,76 6,97+1,04 | 0,274+0,09
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Tabella 5.5: Misure di impedenza e dello spessore relative al deposito biologico. Gli spessori del deposito
sono stati ottenuti come media di 2 misure.

Setti . Coefficiente | Spessore | Segnale di
etimane .Segnale di di variazione | fisico del |impedenza
Elettrodo . di . impedenza (%) deposito rillm)mozione,
immersione @ (um) |deposito (Q)
A 2 -1,90 + 0,05 2,63 3,55 -0,13+£0,07
B 2 -1,95 + 0,07 3,59 3,15 -0,13+0,02
C 2 -2,09 + 0,01 0,48 4,45
J 2 -2,17 + 0,03 1,38 4,95 -0,29+0,08
K 2 -2,17 £ 0,02 0,92 5,35
L 2 -2,25 + 0,02 0,89 5,35 -0,274+0,09
D 3 -2.44 + 0,06 2,46 5,50 -0,27+0,02
E 3 -2.47 + 0,02 0,81 5,75 -0,27+0,08
F 3 -2,71 + 0,04 1,47 6,00
G 3 -2,74 + 0,05 1,82 5,85 -0,21+0,08
H 3 -2,02 + 0,09 3,08 6,15 -0,14+0,09
I 3 -2,95 + 0,17 5,76 6,60 | -0,15+0,02
G 3 -3,25 + 0,06 1,85 6,85
H 3 -3,40 + 0,09 2,64 7,20
I 3 -3,87 £ 0,03 0,77 7,80
A 4 -2,34 + 0,03 1,28 5,00
B 4 -3,56 + 0,11 3,09 6,90
C 4 -3,84 + 0,02 0,52 6,80
J 4 -3,92 + 0,09 2,29 7,65
K 4 -4,10 + 0,05 1,22 7,60
L 4 _4’43 + 0’06 1’35 8:75

I dati cosi ottenuti, relativi sia al deposito inorganico, sia a quello biologico, sono

rappresentati in Figura 5.10.

Nel caso di deposito inorganico (Figura 5.10a) € stato osservato che il segnale di

impedenza cresce linearmente con lo spessore del deposito. In particolare, la relazione che

mostra la variazione del segnale di impedenza, y (€2), al variare dello spessore del deposito

inorganico, x (um), € la seguente:

y = 1,3999x — 3,5963

(5.6)
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Figura 5.10: Andamento del segnale di impedenza al variare dello spessore del deposito inorganico (a) e
biologico (b), (¢).

In verde vengono rappresentati gli estremi dell’intervallo di confidenza al 95%, relativo
alla retta di regressione cosi ottenuta, mentre in rosso-tratteggiato gli intervalli di
previsione del modello. In blu vengono invece rappresentati i dati ottenuti per naturale
evaporazione dell’acqua di soluzione, senza introduzione del campione in stufa (Figura
5.10a). I risultati ottenuti nei due differenti casi si allineano in maniera coerente, senza
presentare differenze significative. In questo modo viene confermato che, introducendo il
campione in stufa, viene accelerato il processo di evaporazione dell’acqua di soluzione,
senza alterare in maniera diretta le caratteristiche e la struttura del deposito superficiale.
L’elevato valore di R2 (0,9628), relativo al modello lineare cosi individuato nel caso di
deposito inorganico indica che, sulla base della variazione totale dei risultati spiegati, esso
risulta in grado di replicare molto bene i valori osservati, mentre il valore di R? predicted
(0,9507) indica ottime capacita predittive del modello, in merito a nuove osservazioni.

Per quanto riguarda il deposito biologico, la sua individuazione, al di sotto dei 4 pm di
spessore, risulta difficoltoso per gli elettrodi utilizzati (Figura 5.10b). La causa € da
ricondursi al fatto che in questa fase il biofilm non ha ancora raggiunto la piena
maturazione, non riuscendo quindi ad aderire in maniera omogenea sulla superficie

dell’elettrodo, come mostrato in Figura 5.11a.
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Figura 5.11: Immagine a microscopio ottico (100x, dark field) del deposito biologico (grigio chiaro) sulla
superficie della maglia di microelettrodi interdigitati (grigio scuro), relative a un biofilm non ancora maturo
(a) e uno che ha raggiunto piena maturazione (b).

Per questo motivo, al fine di valutare la variazione del segnale di impedenza al variare
dello spessore del biofilm, si ¢ deciso di utilizzare unicamente i dati ottenuti in caso di
deposito biologico con spessore superiore a 4 um, che pud quindi essere considerato
uniforme e distribuito in maniera omogenea entro tutta la superficie dell’elettrodo (Figura
5.10¢).

I dati cosi analizzati hanno permesso di osservare una diminuzione lineare del segnale di

impedenza, y (), al crescere dello spessore del deposito biologico, x (um), come segue:
y = —0,6286x + 0,9556 (5.7)

Anche in questo caso i valori di R2(0,9284), e R2predicted (0,9121) indicano una buona

capacita da parte del modello di replicare i dati osservati e di predire nuove osservazioni.

Analizzata dunque, nei due differenti casi, la risposta del segnale di impedenza al variare
dello spessore del deposito, € stata verificata la capacita dell’elettrodo di individuarne,
mediante misura di impedenza, la rimozione. Questa verifica & stata effettuata
relativamente a 18 elettrodi, 9 ricoperti da deposito inorganico e 9 da biofilm. In
particolare, le varie misure di impedenza, registrate a seguito della rimozione del deposito
superficiale, sono riassunte in Tabella 5.4 € 5.5.

A seguito della rimozione del deposito, la misura di impedenza subisce una variazione
significativa, riportando il segnale molto prossimo al valore iniziale (valore registrato in
assenza di deposito, prima dell'immersione in soluzione sporcante), rendendo quindi
Pelettrodo riutilizzabile. Inoltre, il segnale di impedenza ha un recupero che ¢
indipendente dallo spessore iniziale del deposito, in quanto la procedura che ne permette
la rimozione, mediante utilizzo di due differenti soluzioni pulenti (paragrafo 4.5), €

rimasta invariata durante tutta la sperimentazione. La leggera variazione del segnale
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rispetto al valore iniziale € motivata dalla presenza di residui rimasti adesi sulla superficie
dell’elettrodo, nonostante la fase di pulitura. A titolo di esempio, in Figura 5.12 viene
riportata I'immagine dell’elettrodo “A”, ripulito del deposito biologico formatosi sulla

superficie dopo 4 settimane di immersione nel reattore SBR.

Figura 5.12: Immagine a microscopio (100x, dark field) in cui e visibile il residuo, a seguito della pulitura
dell’elettrodo (elettrodo A).

I sensori cosi sviluppati possono potenzialmente essere utilizzati per I'individuazione
dello spessore del deposito sulla superficie interna del condotto, nonostante il segnale di
impedenza da essi misurato sia relativo a quello formatosi sulla loro superficie. Per questo
motivo, la fase finale dell’attivita sperimentale ha previsto il confronto tra lo spessore del
deposito biologico formatosi sulla superficie dell’elettrodo e quello invece individuato
sulla superficie di tre campioncini in PVC, rappresentativi della superficie interna del
condotto, appositamente immersi nel reattore SBR per una durata di 2, 3 e 4 settimane.
In Figura 5.13 vengono presentati i risultati delle misure con AFM, che hanno permesso
di determinare lo spessore del deposito biologico sulle due differenti superfici, una volta
estratti i campioni dal reattore SBR. In particolare, i valori relativi allo spessore registrato
sulla superficie degli elettrodi sono stati ottenuti come media degli spessori riportati in
Tabella 5.5, suddivisi per settimane di immersione.

E’ stato condotto un test t con livello di significativita pari a 0,05 al fine di verificare che
gli spessori registrati nei due differenti casi possano essere considerati confrontabili. 11
valore del p-value cosi ottenuto (0,66) conferma questa ipotesi. Questo ¢ dovuto al fatto
che, seppure la struttura dell’elettrodo sia in vetro (superficie liscia che rende difficoltoso
Pattecchimento delle cellule batteriche), il biofilm attecchisce direttamente sulle piste in
oro della maglia interdigitata, formando dunque un deposito omogeneo e di spessore
molto simile a quello formatosi sul campione in PVC, rappresentativo della parete interna

del condotto.
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Figura 5.13: Spessore registrato sull’elettrodo e quello registrato invece sulla superficie dei campioni in PVC,
dopo 2, 3 e 4 settimane di immersione nel reattore SBR. Vengono rappresentate anche le deviazioni standard
nei due differenti casi.

Ipotizzando dunque omogeneita tra i depositi formatisi sulle due differenti superfici, e
possibile individuarne lo spessore attraverso il segnale impedimetrico misurato

dall’elettrodo.

5.3. Implementazione di un modello per la descrizione della

qualita dell’acqua nel sistema di distribuzione

Vista la capacita dei sensori di individuare la formazione del deposito inorganico e di
biofilm sulla superficie interna dei condotti, questi dispositivi possono essere utilizzati
non solo per il monitoraggio in tempo reale del sistema di distribuzione, ma anche per
una predizione della qualita dell’acqua al suo interno. In particolare i sensori possono
trovare applicazione per una continua calibrazione dei parametri da utilizzare all'interno
di un modello in grado di descrivere il processo di crescita batterica all'interno del sistema
di distribuzione, in modo da prevederne la qualita dell’acqua al suo interno. Per questo
motivo € stato implementato il modello di crescita batterica formulato da Munavalli e
Kumar (2004) (paragrafo 3.4.1), adattando le sue equazioni al comportamento idraulico
dello smart loop. In particolare, le prove di tracciante, effettuate come descritto nel
paragrafo 4.6, sono state utilizzate per validare la modellazione del trasporto di massa al

suo interno. In questo modo, affiancando il processo fisico di trasporto alle equazioni
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descrittive della cinetica, € possibile descrivere il processo di crescita batterica all’interno
di un sistema dinamico.

In Figura 5.14 vengono mostrati sia i valori misurati sperimentalmente durante le prove
di tracciante in merito alle concentrazioni di NaCl all'interno della vasca (CSTR) e del

condotto (PF), sia quelli modellati.
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Figura 5.14: Concentrazioni di NaCl nel tempo nella vasca (CSTR), e nel condotto (PF), che costituiscono lo
smart loop, dati sperimentali e valori modellati.

Si puo osservare come nei primi 50 secondi, la concentrazione di NaCl all’interno della
vasca diminuisca, a causa della miscelazione con acqua precedentemente contenuta
all'interno del condotto, priva di sale. Contemporaneamente comincia a fluire nel
condotto I'acqua ad elevata concentrazione salina contenuta nella vasca. Per questo
motivo la concentrazione di NaCl nel condotto aumenta, fino a raggiungere il valore
massimo di 14 mg L7 Il sistema, nel suo complesso, raggiunge lequilibrio
approssimativamente dopo 110 s, presentando uguali concentrazioni di NaCl all'interno
del CSTR e del PF.

Validata quindi la formulazione modellistica del trasporto nello smart loop, si € proceduto
con 'implementazione del modello di crescita batterica al suo interno, come descritto nel
paragrafo 4.7. In particolare sono state effettuate simulazioni in differenti scenari, ognuno
definito dalla concentrazione iniziale di cloro attivo, fatta variare da o mg L*a 2 mg L*
con passo di 0,5 mg L. Non vincolato da limite normativo (essendo unicamente
consigliato nel Decreto Legislativo 2 febbraio 2001 n. 31, un valore di 0,2 mg L-* di cloro
residuo), il dosaggio iniziale di cloro & stato fatto variare in questo intervallo,
considerando che I'Organizzazione Mondiale della Sanita suggerisce un residuo massimo
di cloro in rete di 4 mg L' (World Health Organization. 2011). Sono state invece

considerate nulle le concentrazioni iniziali delle altre componenti nel CSTR, eccezione
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fatta per il substrato (0,5 mgBDOC L 1), considerando che in un’acqua potabile i valori
tipici di carbonio organico sono in genere inferiori a 1 mg L (Tupas et al., 1994), e per la
biomassa sospesa (0,006 mgSST L7), la cui concentrazione in acqua di rete dovrebbe
risultare invece nulla. Nel corso delle simulazioni, la concentrazione iniziale di biomassa
sospesa all'interno della vasca € stata ipotizzata invece pari a quella registrata nell’acqua
utilizzata in un differente dispositivo pipe loop, per la calibrazione del modello PICCOBIO
(Piriou et al., 1998), descritto nel paragrafo 3.4. L’acqua all'interno del condotto ¢ stata
ipotizzata priva di qualsiasi componente.

Le simulazioni effettuate hanno permesso di ottenere i profili di cloro attivo, biomassa
sospesa, biomassa adesa e substrato, al variare del tempo (Figura 5.16), avendo fissato un
tempo di residenza all'interno dello smart loop di 72 h. A causa della miscelazione con
acqua presente nel condotto, si puo osservare, come atteso, la diminuzione iniziale della
concentrazione di substrato, che viene ridotta da 0,5 mgBDOC L* a 0,34 mgBDOC L+,
della biomassa sospesa (da 0,006 mgSST L a circa 0,004 mgSST L) e quella di cloro
attivo (da 2 mgL ! a poco piu di 1,3 mgL™), che diminuisce gradualmente nei differenti
scenari, fino ad assumere un valore di 0,31 mg L, nello scenario con dosaggio iniziale di
disinfettante pari a 0,5 mg L-* (Figura 5.15).

In Figura 5.15 si puo anche notare come il sistema, a seguito della miscelazione iniziale,
raggiunga l’equilibrio dopo circa 110 s, in accordo con i risultati ottenuti nelle prove di

tracciante.
a) _ x10° b)

60 %0 120 0 180
ts

Figura 5.15: Concentrazione di substrato (a), biomassa sospesa (b) e cloro attivo (c) nel tempo all'interno del
condotto (PF).
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A seguito della miscelazione iniziale, si presenta un sistema dinamico di dipendenza

reciproca tra cloro attivo, biomassa (sospesa ed adesa) e substrato.
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Figura 5.16: Concentrazioni di substrato (b), biomassa sospesa (c) e biomassa adesa (d) al variare del tempo
di residenza nello smart loop e della concentrazione di cloro attivo (valori simulati).

In particolare, la curva di decadimento del cloro attivo, ne mostra la scomparsa,
indipendentemente dallo scenario, dopo circa 40 h (Figura 5.16a). Da questo punto in poi,
la cinetica di scomparsa della biomassa risulta rallentata, dipendendo unicamente dal
naturale decadimento batterico. Man mano che il dosaggio iniziale di cloro attivo
aumenta, viene registrato un ritardo sempre maggiore nella crescita della biomassa, con
graduale diminuzione dei picchi di concentrazione (Figura 5.16b, c), come mostrato in
Tabella 5.6.

Si puo osservare come la variazione dei picchi di ogni scenario, riferite allo scenario
precedente, diminuiscano gradualmente (Tabella 5.6). Tale fenomeno si verifica in quanto
la concentrazione di disinfettante, nello stesso istante in cui si manifesta il picco di
biomassa, risulta trascurabile, inferiore in ogni scenario a 0,015 mg L. Questo spiega
anche perché una concentrazione iniziale di 2 mg L di cloro non previene del tutto la
crescita batterica all'interno del condotto, limitandosi a diminuire la concentrazione

batterica e ritardarne la crescita (Munavalli e Kumar, 2004), come visibile in
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Figura 5.16b, c.

Tabella 5.6: Concentrazioni massime (mg L) di biomassa sospesa e adesa nei differenti scenari.

. Picco Picco Concentrazione | Variazione del picco
Dosaggio . . . . .
iniziale di biomassa biomassa di cloro rispetto allo scenario

cloro (mgL) sospesa adesa nell’istante di con concentrazione
g (mgL™) (mgL™) picco (mgL™1) iniziale di cloro nulla
o 0,0162 0,0012 o Biomassa | Biomassa
sospesa adesa
0,5 0,0138 0,0010 0,0144 -15,0% -16%
1,0 0,0122 9,12-:104 0,0142 -24,7% -24,0%
1,5 0,0113 8,46-104 0,0107 -30,2% -20,5%
2.0 0,0109 8,15-104 0,0075 -32,7% -32,1%

Per quanto riguarda la biomassa adesa (Figura 5.16¢), si puo osservare come nella prima
ora e mezza di simulazione, 'andamento della sua concentrazione rimanga invariato nei
differenti scenari, anche a fronte di un differente dosaggio iniziale di disinfettante. In
questa fase infatti il cloro attivo non ha ancora attraversato, per diffusione, lo strato limite
formatosi in prossimita dell’interfaccia tra il flusso liquido e la superficie interna del
condotto (paragrafo 3.4.1). Una volta raggiunta la zona di parete, il cloro provoca un
rallentamento nella crescita della biomassa adesa, e un abbattimento della sua
concentrazione, in maniera proporzionale al dosaggio iniziale (Figura 5.16¢). In assenza
di cloro attivo, sia la concentrazione di biomassa sospesa, sia quella di biomassa adesa,
comincia a decadere dopo circa 36 h, quando la concentrazione di substrato nella zona
interna del biofilm risulta troppo bassa in relazione alla biomassa presente. Da questo
punto in poi si pud osservare una variazione nella velocita di consumo del substrato
(Figura 5.16d), che viene consumato piu lentamente al diminuire della biomassa. In
particolare, in Figura 5.16d, si puo vedere come la concentrazione di substrato, a parita di
tempo, risulta maggiore al crescere del dosaggio iniziale di cloro attivo e al conseguente

diminuire della biomassa in quel determinato istante.

Da un punto di vista modellistico, il dispositivo smart loop puo essere assimilato ad un
condotto rettilineo. Di fatto quindi, i grafici in Figura 5.16 riportano i valori di
concentrazione di cloro attivo, biomassa sospesa, biomassa adesa e substrato al variare
del tempo, e quindi dello spazio, in un condotto rettilineo (delle stesse caratteristiche di
quello dello smart loop), nel caso in cui 'acqua fluisca al suo interno per una durata di
72 h. L’'implementazione del modello permette dunque di conoscere non solo la
concentrazione di biomassa all'interno del condotto, ma anche quella di disinfettante nei

differenti punti dello stesso, in modo da individuare i tratti ad elevato rischio di ricrescita
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batterica e intervenire in maniera puntuale in caso di necessita, ottimizzando il dosaggio
di cloro nei condotti della rete di distribuzione. In questo modo & possibile evitare
simultaneamente sia la presenza di biomassa, sia eccessivi dosaggi di cloro che, oltre a
risultare problematici (paragrafo 3.2.2), non risultano in grado di contrastare in maniera
definitiva il problema di ricrescita batterica. Aumentano infatti la concentrazione iniziale
di cloro attivo, da 4 mg L-*a 8 mg L-1, si puo notare come solo per concentrazioni di cloro
superiori ai 6 mg L, al termine delle 72 h di simulazione, si registrino concentrazioni di

biomassa sospesa ed adesa inferiori rispetto ai valori iniziali (Figura 5.17).

Biomassa sospesa (mgSST/L)
Biomassa adesa (mg/L)

S0
t(h) t(h)

S0

Figura 5.17: Concentrazioni di biomassa sospesa (a) ed adesa (b) al variare del tempo di residenza dello smart
loop e concentrazione iniziale di cloro attivo (valori modellati).

Tuttavia queste sono destinate ad aumentare nel tempo, a causa dell’elevata presenza di
substrato e basse concentrazioni di cloro attivo al termine delle 72 ore (Tabella 5.7). In
particolare, nel caso di dosaggio iniziale di cloro attivo di 8 mg L', dopo 72 ore di
simulazione, si registra una concentrazione di substrato di 0,32 mgBDOC L7,
praticamente invariata rispetto a quella di equilibrio, raggiunta a seguito della
miscelazione iniziale (0,34 mgBDOC L). Inoltre, dosaggi talmente elevati di cloro attivo
possono causarne la persistenza fino al consumatore finale.

Tabella 5.7: Concentrazioni di biomassa sospesa, adesa, substrato e cloro dopo 72 h di permanenza dell’acqua

nel pipe loop, al variare della concentrazione iniziale di cloro attivo.

Biomassa
Cloro iniziale sospesa Biomassa Substrato Cloro finale
(mg L) (mgSST LY) adesa (mg L) | (mgBDOC L) (mgL-1)
4 7,4-1073 5,4-1074 0,21 0,0073
1,9-103 1,4-104 0,30 0,0109
4,1-104 2,9:105 0,32 0,0146
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Per questo motivo, dove possibile, a un dosaggio eccessivo di cloro per il controllo della
biomassa, € da preferire un approccio che preveda la riduzione della sostanza organica. In
Figura 5.18 vengono riportate infatti le concentrazioni di biomassa, sospesa ed adesa, nel
tempo, a fronte di una concentrazione variabile di substrato in ingresso (da

0,5 mg BDOC L-*a 0,15 mg BDOC L-1), in assenza di dosaggio iniziale di cloro attivo.
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Figura 5.18: Concentrazioni di biomassa sospesa (a) ed adesa (b) nel tempo, a seguito di una concentrazione
iniziale di substrato variabile.

Come visibile, oltre a ridursi notevolmente i picchi di concentrazione della biomassa,
risultano anche inferiori i valori registrati al termine delle 72 ore. Ad esempio, dimezzando
la concentrazione iniziale di substrato, dopo 72 ore di simulazione, viene registrata una
concentrazione di biomassa, sospesa ed adesa, del 37% inferiore rispetto a quella

registrata con un dosaggio iniziale di 0,5 mg BDOC L.

5.3.1. Analisi di incertezza del modello

L’analisi di incertezza del modello ¢ stata effettuata al fine di individuarne la variazione
complessiva nella risposta (in merito alle concentrazioni delle differenti componenti
considerate dal modello), a fronte della variazione di alcuni parametri. Tenendo in
considerazione i valori individuati in letteratura, sono stati fatti variare unicamente i
parametri relativi alla crescita e al decadimento batterico, differenti al variare della specie
batterica considerata, e i coefficienti di attecchimento e dispersione della biomassa,
dipendenti dalle condizioni idrodinamiche del sistema. In particolare, dove i limiti di
letteratura lo hanno permesso, gli intervalli di variazione dei parametri sono stati

mantenuti pitt ampi, in caso contrario sono stati ristretti, come riportato in Tabella 5.8.
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Tabella 5.8: Parametri fatti variare nel corso dell’analisi di incertezza e estremi dellintervallo di variazione.

) Valore | Variazione Estremo Estremo
Simbolo Parametro . ) ) .
iniziale % inferiore superiore
Coefficiente di 10 2,7-107 3,30-10°5
keix (1) 3-10°5
attecchimento
Coefficiente di +15 7,65-1077 1,04-10°6
Kmort (s) 9-107
decadimento naturale
Coefficiente di *10 3,6-1074 4,40-1074
Kshear (5) . 4-104
distaccamento
Y Coefficiente di resa *+ 15 1,28 1,73
1,5
agC/mgC) cellulare ’
Rateo di massimo 15 3,57-1074 4,83-104
u(sh 4,2:10™
utilizzo di substrato
Costante di 15 0,166 0,224
ks (mgC/L) - , 0,195
semisaturazione

Le concentrazioni iniziali delle differenti componenti non sono state fatte invece variare
nell’analisi di incertezza (1000 simulazioni) e ipotizzate uguali a quelle utilizzate nello
scenario con concentrazione nulla di cloro (Tabella 4.7).

In Figura 5.19 vengono riportati i risultati dell’analisi di incertezza del modello, nei quali
e possibile osservare gli intervalli di variazione delle concentrazioni di substrato, biomassa
sospesa ed adesa.

Successivamente € stata valutata la distribuzione delle frequenze assolute delle
concentrazioni di substrato, biomassa sospesa ed adesa a 18, 36, 54 e 72 h, come mostrato
in Figura 5.20. In particolare, maggiore & l'altezza degli istogrammi in una determinata
regione di piano, maggiore risulta essere la probabilita di registrare il valore di
concentrazione da essi indicato. In tal modo é stato possibile individuare gli intervalli
entro i quali, a fronte di una variazione dei parametri in ingresso al modello, risultano
comprese con maggiore probabilita le concentrazioni di substrato, biomassa sospesa e
biomassa adesa. Come si puo notare dalla distribuzione degli istogrammi di frequenza e
dalla loro altezza, dopo un tempo simulato di 18 h (Figura 5.20a) ¢ molto probabile
rilevare basse concentrazioni di biomassa, sospesa ed adesa. Questa infatti non ha ancora
avuto modo di svilupparsi in maniera significativa. La bassa concentrazione di biomassa
ha implicazioni dirette sul consumo di substrato. Allo stesso istante temporale infatti si

ha elevata probabilita di registrare elevate concentrazioni di substrato.
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Figura 5.19: Concentrazione di substrato (a), biomassa sospesa (b) e biomassa adesa (c) al variare dei
parametri in ingresso al modello. In giallo-tratteggiato viene riportato 'andamento delle concentrazioni

ottenute senza variazione dei parametri.

Dopo 36 h, la distribuzione degli istogrammi di frequenza indica un andamento opposto
rispetto alla situazione precedente. In questo caso aumenta infatti la probabilita di
registrare elevati valori di biomassa, e bassi valori di substrato (Figura 5.20b). Dopo 54 h,
come mostrato anche in Figura 5.19, la concentrazione di substrato risulta essere limitante
per la crescita batterica, accelerandone il processo di decadimento. Questo viene
confermato in Figura 5.20c, nella quali si registra uno spostamento sempre piu evidente
degli istogrammi di frequenza ad indicare bassi valori di concentrazione di biomassa e di
substrato. Questo andamento risulta molto piu chiaro in Figura 5.20d, relativa a 72 h, in
cui, a seguito del processo di decadimento batterico, gli istogrammi di frequenza indicano
elevate probabilita di registrare concentrazioni minori di biomassa, sospesa ed adesa, e di

substrato, rispetto a quelli registrati dopo 54 h.

I grafici in Figura 5.20 sono anche indicativi della sensibilita delle varie componenti
(substrato, biomassa sospesa ed adesa) a fronte di una variazione dei parametri in

ingresso al modello.
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Figura 5.20: Frequenza assolute delle concentrazioni di substrato, biomassa sospesa e adesa, dopo un tempo
di residenza di 18 h (a), 36 h (b), 54 h (c) e 72 h (d) all’interno dello smart loop.

Questa risulta maggiore al crescere della dispersione dei dati attorno ai loro valori medi,
riportati in Tabella 5.9. Dalla distribuzione degli istogrammi si pud quindi notare come
dopo 18 e 36 h, sia il substrato, sia la biomassa (sospesa ed adesa) risentano in egual
maniera della variazione iniziale dei parametri, essendo distribuiti in maniera simile
attorno al loro valore medio. Dopo 54 e 72 h, si puo invece osservare come le
concentrazioni di substrato risultino meno disperse attorno al loro valore medio rispetto
a quelle relative alla biomassa. Questo aspetto permette di affermare che, al crescere del
tempo di residenza nel condotto, la concentrazione di substrato risente in maniera sempre
minore della variazione iniziale dei parametri in ingresso al modello, mentre questo
effetto continua a verificarsi nel caso della biomassa.

Questa analisi fornisce dunque informazioni molto utili per la fase di calibrazione dei
parametri, in quanto non si limita unicamente a determinare gli intervalli di variazione
delle concentrazioni relative alle differenti componenti, ma permette anche di

individuarne l'intervallo di maggiore probabilita.
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Tabella 5.9: Valori medi di concentrazione di substrato, biomassa sospesa ed adesa, registrati al variare del
tempo durante I'analisi di incertezza del modello

Ora Substrato Biomassa sospesa Biomassa adesa
(mg BDOC L?) (mg SST L) (mgL1)
18 0,219 0,012 8,6:104
36 0,073 0,015 1,1-1073
54 0,025 7,6:1073 5,9-104
72 0,013 2,9-1073 2,310

69






Sviluppo di un sensore per I’individuazione real time del fouling in reti di distribuzione dell’acqua potabile
Tesi di Laurea Magistrale in Ingegneria per I’ Ambiente e il Territorio — Michele Di Mauro-
Politecnico di Milano - Anno accademico 2015-2016

6. CONCLUSIONI

E stato sviluppato un innovativo sensore che, basando il proprio funzionamento su misure
di impedenza attraverso un sistema di microelettrodi interdigitati, & stato utilizzato per
individuare e misurare lo spessore del deposito formatosi sulla loro superficie, da 3 um a
7 um nel caso di deposito chimico e da 4 um a 9 um per quello biologico. Una volta
integrato nella flangia Smart Pipe, questo sensore permette l'individuazione dello
spessore micrometrico dei differenti depositi sulla superficie interna del condotto,
permettendo dunque un rapido intervento in caso di superamento di uno spessore limite,
considerato accettabile. Il differente segnale di impedenza (positivo nel caso di deposito
inorganico, negativo in quello biologico), combinato all’utilizzo di appositi layer
autopulenti, nel caso di deposito biologico (Soliveri et al. 2015), permettono di distinguere
la natura del deposito. Si puo infatti pensare di applicare il suddetto layer autopulente a
due elettrodi distinti, i quali, ripuliti con frequenza diversa, permettono di individuare i
differenti tipi di deposito.

Il principale sviluppo futuro proposto per quanto riguarda I'attivita sperimentale prevede,
oltre allo studio di applicabilita dello strato autopulente, la sperimentazione di differenti
geometrie di elettrodi, in modo da permettere un’indagine approfondita anche in merito
a depositi biologici di spessore inferiore ai 4 um.

Per comprendere in maniera piu approfondita il processo di crescita batterica in un
sistema di distribuzione e stato implementato il modello multicomponente di Munavalli
e Kumar (2004), adattandone le equazioni al comportamento idrodinamico dello smart
loop. L’analisi di incertezza ha permesso di individuare gli intervalli di variazione delle
concentrazioni di substrato, biomassa sospesa e biomassa adesa, al variare dei parametri
cinetici e idrodinamici in ingresso al modello. Si propone come sviluppo futuro, oltre alla
validazione del modello implementato, la calibrazione sperimentale di questi parametri,
utilizzando il dispositivo smart loop. In particolare, una volta misurate le concentrazioni
di substrato, biomassa sospesa e adesa, si possono ricavare in maniera indiretta i
parametri cinetici, relativi alla specie batterica, e idrodinamici, dipendenti invece dalla
portata e conseguenti sforzi di taglio registrati nel sistema. Una volta terminata la fase di
calibrazione, i suddetti parametri possono essere utilizzati all'interno del modello
implementato in questo lavoro di tesi, al fine di predire le condizioni di qualita dell’acqua
nei differenti punti del sistema di distribuzione, in modo da sapere quando e dove
intervenire, al fine di preservarne la qualita. I sensori cosi sviluppati, oltre a esplicare

unicamente una funzione di monitoraggio, possono essere utilizzati per la continua
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calibrazione dei parametri utilizzati dal modello per descrivere la qualita dell’acqua

all'interno del sistema di distribuzione.
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