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Forord
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teknik: docent Erik Levlin, Mariusz Rajkowski och Kamil Maloszewski
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AB: adjungerad professor och utvecklingschef Ann Matsson.
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av en licentiatavhandling vid KTH av Razia Sultana. Lista med publicerade
arbeten redovisas i bilaga 1.
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Sammanfattning

Man kan f3 stor energibesparing och minskad klimatpaverkan om deam-
monifikation kan anvindas for att avskilja kvive ur huvudstrommen vid
kommunala avloppsreningsverk. Processen sker utan oxidation av organiskt
material vilket ger méjlighet till 6kad biogasproduktion.

Deammonifikation bestdr av biokemiska reaktioner i tvd steg: 1) par-
tiell nitritation (d4 hilften av inkommande ammoniummingd oxideras till
nitrit med hjilp av aeroba ammoniakoxiderande bakterier, AOB) och 2)
anammox (di resten av ammonium och den bildade nitriten 6vergér till
kvivgas med hjilp av anammoxbakterier). Syre behovs bara till steg 1, och
ingen extern kolkilla behover tillforas.

I dag anvinds deammonifikation for rening av varmt och kviverikt
rejektvatten frin slamavvattning, dir det gir att hélla hog hastighet pa pro-
cessen och undvika oxidation av nitrit till nitrat av nitritoxiderande bakte-
rier (NOB). I reningsverkets huvudstrom med relativt kallt och kvivefattigt
vatten ir utmaningarna dels att behélla tillricklig biomassa eftersom AOB
och anammoxbakterier tillvixer langsamt, dels att undvika nitritoxidation
av NOB som konkurrerar med AOB om syre.

Forskare vid kth och chalmers har gjort pilotférssk vid Hammarby Sj6-
stadsverket i en reaktor pd 2001 med biofilmsbirare (MBBR). Forsoken
drevs som en enstegsprocess med partiell nitritation och anammox i samma
reaktor. Forst studerades effekten av en gradvis sinkning av temperaturen
frin 19 till 10°C, och direfter effekten av sinkt ammoniumhalt i inkom-
mande avloppsvatten frén 500 till 45 mg/l vid konstant ldg temperatur
(13°C). Kviveforeningarnas koncentration mittes i infléde och utflode.
Aktiviteten hos bakteriegrupperna mittes med tester av deras syreupptag-
ning och kviveupptagning samt férméga att bilda kvivgas. Den mikrobiella
sammansittningen studerades.

Resultaten visade att mellan 19 och 16°C var kviveavskiljningen hog
(>70 procent). Vid 13 °C var kviveavskiljningen ligre (55 %) och vid 10°C
blev processen instabil med mycket ldg avskiljningsgrad (<20 %). Tempe-
ratursinkningen pdverkade bakteriesammansittningen marginellt. Anam-
moxbakterierna dominerade biomassan, AOB utgjorde en ligre men stabil
andel ytterst i biofilmen och NOB en mycket lig men stabil andel.

Vid sinkningen av kvivehalten i avloppsvattnet vid ldg temperatur
(13°C) var avskiljningsgraden mattlig (<47 %). Oavsett syrehalten oxide-
rade NOB stora delar av all nitrit till nitrat. Det visar att det dr svirt att
undvika odnskad nitritoxidation enbart med styrning av syrehalten i en
MBBR vid liga temperaturer och ldga kvivehalter. Sinkt kvivehalt hade
liten paverkan pa den mikrobiella sammansittningen. Det var mikroorga-
nismernas aktivitet snarare dn antal och sammansittning som férindrades.

Férsoken visade att birarna effektivt kvarhaller [ingsamvixande biomassa
dven i kalla och kvivefattiga vatten. Fér framtida tillimpning av deammo-
nifikation av huvudstromsvatten maste betydelsen av NOB minska, nigot

som kriver forskning och nya strategier.



Summary

Substantial savings in energy and climate impact can be achieved if deam-
monification can be used for nitrogen removal at municipal wastewater
treatment plants. Since the process does not require oxidation of organic
carbon, increased biogas production is possible. The nitrogen is transfor-
med in two steps: aerobic ammonia oxidizing bacteria (AOB) oxidize half
of the ammonia to nitrite (partial nitritation) and anammox bacteria oxidize
remaining ammonia with nitrite to nitrogen gas (anammox). Today, deam-
monification is used for concentrated warm streams of nitrogen (super-
natant) where high process rates can be attained and oxidation of nitrite
to nitrate by nitrite oxidizing bacteria (NOB) is avoided. At main stream
condition with relatively cold and diluted wastewater, the challenges are
to maintain enough biomass, since AOB and anammox bacteria are slow
growing, and to avoid unwanted nitrite oxidation by NOB, who compete
with AOB for oxygen.

Experiments in pilot scale at Hammarby Sjéstadsverket in a 200 I mov-
ing bed biofilm reactor (MBBR) were conducted as one-stage process, with
nitritation and anammox in the same reactor. First the effects of a stepwise
decrease in temperature, from 19 to 10°C, were studied and thereafter the
effect of stepwise decreasing the nitrogen concentrations, from 500 to 45
mg/l, at a temperature of 13 °C. The process performance was followed by
measurements of nitrogen species in the influent and effluent. The activities
of different bacterial groups were measured by tests of capacity for oxygen
uptake, nitrogen uptake and nitrogen gas production. The microbial com-
munity was studied by molecular microbiology tools such as qPCR (quan-
titative Polymerase Chain Reaction), sequencing and FISH (Fluorescence
In-Situ Hybridization) together with confocal microscopy.

The results showed that nitrogen removal was high (>70 %) between 19
and 16°C. At 13°C the nitrogen removal was lower (55 %) and at 10°C,
the process became unstable with very low removal grade (<20 %). Decreas-
ing the temperature had little effect on the microbial community; anammox
bacteria dominated the biomass, with fewer AOB located in the outermost
layers of the biofilm and NOB as a low but stable fraction.

When decreasing the nitrogen concentrations to 13 °C, nitrogen removal
was moderate (<47 %). Independent of oxygen content, NOB oxidized large
fraction of all nitrite to nitrate. Avoidance of nitrite oxidation in an MBBR
at low temperatures and low concentrations of nitrogen is hard to achieve by
control of DO concentrations. The microbial composition was not affected
by lowered nitrogen concentrations. It was the activity, rather than numbers
and composition of the microorganisms, which changed.

The studies showed that the biofilm carriers were efficient in maintain-
ing slow growing biomass also in cold and diluted water. For future use of
deammonification for treatment of main stream wastewater, the impact of

NOB has to decrease, which requires research and new strategies.



1 Introduktion

1.1 Behov av kvéverening

Utslidpp av orenat avloppsvatten kan orsaka syrebrist i recipienten eftersom
niringsimnen, framférallt kvive och fosfor, orsakar dvergddning (eutro-
fiering) genom att stimulera algtillviixten. Nir alger och andra vixter s&
smaningom bryts ner av mikroorganismer forbrukas syre vilket i sin tur
leder till syrebrist. Dessutom kan vissa mikroskopiska alger bilda toxiner
som kan skada faunan i hav och vattendrag. Bligrona alger (Cyanobakterier)
producerar ett gift som angriper levern. I svenska vatten anses dvergodning
vara huvudorsaken till algblomning (Granéli, 2004). Det var tidigt kint att
fosfor ir begrinsande for algtillvixt i sjdar och dar. P4 1970-talet skedde
en stor utbyggnad av avloppsreningen i Sverige med biologisk rening av
organiskt material samt kemisk fillning av fosfor. Senare kom man till fram
till act det dr bade fosfor och kvive som orsakar eutrofiering i hav och kust-
vatten (Boesch ez al., 2005; Boesch ez al., 2008). Samtidigt stiftades ett
antal direktiv frin EU som beror vatten och dir Direktiver om rening av
avloppsvatten frin titbebyggelse (91/271/EEG) reglerar reningen av avlopps-
vatten. Utslippskravet f6r (I) reningsverk >100000 personekvivalenter (pe)
och (I) som slipper ut till kinsliga kustomriden, angavs till maximalt 10
mg/l f6r totalkvive (TN) och till 1 mg/l for totalfosfor (TP). Under 1990-
talet bérjade dirfor kustnira avloppsreningsverk storre in 10000 pe frin
Norrtilje till norska grinsen byggas ut for kviverening, dir kravet var minst
70 % avskiljning (Naturvirdsverket, 1994). Reningsverken byggdes ut med
nitrifikation och denitrifikation vilket kriver stora bassingvolymer pd grund
av behovet av hégre slaméldrar, kade kostnader f6r luftning och i vissa fall
extern koldosering. Senare antog Riksdagen ett antal miljomal dir /ngen
overgodning, Levande sjoar och vattendrag, Hav i balans samt Levande kust
och skiirgdrd har direkt koppling till avloppsrening. Trots utbyggnaden av
reningsverken for kviverening lider Ostersjon fortfarande av 6vergddning
och Skagerrak i Nordsjén ir hotade med omriden med syrebrist. For att
ytterligare skydda det kiinsliga ekosystemet i Ostersjon tog Helsingforskom-
missionen fram Baltic Sea Action Plan (Naturvirdsverket, 2009) dir krav
stilldes p& Sverige att minska utslippen av kvive med 20800 ton for att
2021 nd en eutrofieringsnivd motsvarande 1950-talet. P4 senare ar har det
dven uppmirksammats att inflodet av kvive till reningsverk i Sverige har fitc
en okad mingd kvive per anslutna personekvivalenter som ett resultat av
forindrade konsumtionsménster med 6kad konsumtion av kétt (Tumlin &
Mattsson, 2013). En utékad biologisk rening av kvive med konventionella
metoder kriver mycket energi och 6kade kostnader i form av extern kol-
killa och 6kar dirfor det sd kallade carbon footprint (Gustavsson & Tumlin,
2013). Detta har medfért intresse for att hitta nya mer effektiva och resurs-

sndla metoder for kviiverening.



1.2 Beskrivning av anammox

Upptickten av bakterier som kan utféra anaerob ammoniumoxidation
(anammox) forindrade kunskapen om den globala kvivecykeln radikalt.
Det var i slutet pd 1980-talet som man upptickte att kvive forsvann pé
ett oforklarligt sitt frén en pilotanliggning for avloppsrening vid jistfabri-
ken Gist-Brocades i Delft i Nederlinderna, men upptickten publicerades
inte forrdn ndgra ar senare (Mulder ez al, 1995). Processen patenterades
dven (Mulder, 1989). Genom forskningssamarbete med universitetet i Delft
lyckades man fi en anammoxkultur att vixa i en laboratoriereaktor och bak-
terierna kunde #ven identifieras for forsta gdngen (Strous ez al., 1999; van
de Graaf ez al., 1995). Anammoxbakterier har sedan upptickten i avlopps-
vatten dven hittats i sdtvatten, grundvatten och i haven dir det stdr for sd
mycket som 30-50 % av den globala kvivgasproduktionen (Devol, 2003).
Det var dock forst 2011 som de fullstindiga reaktionsvigarna och dess
intermedidrer kunde beskrivas (Kartal ez 2/, 2011).

Anammoxbakterier kan oxidera ammonium med nitrit som elektron-
mottagare direke till kvivgas med koldioxid som kolkilla (autotrof tillvixt)
och pa s sitt kortsluta kvivecykeln (figur 1-1). Omvandlingsprocessen

beskrivs tillsammans med ekvation andra viktiga kviveomsittningsvigar i

tabell 1-1.

Denitrifikations-
bakterier

v N

CO

Organiskat kol (COD)

2

Figur 1-1  Oversikt 6ver kvavecykeln med avseende pé relevanta steg fér
kvéverening. AOB = aeroba ammoniakoxiderande bakterier, NOB
= aeroba nitritoxiderande bakterier.

Anammoxbakterier kinnetecknas av en mycket lingsam tillvixthastig-
het med uppmiitta férdubblingstider pd 7-11 dagar vid gynnsamt hoga
temperaturer pd 33—40°C (Strous et al., 1998; van der Star ez al., 2008;
Oshiki ez al., 2011). Det hir gor att det idr viktigt att undvika utspolning av
anammoxbakterierna. Anammoxprocesser drivs dirfor ofta i reaktorer med
anammoxbakterierna i biofilmer, antigen pé rorliga biobirare i en s3 kall-
lad MBBR (Moving Bed Biofilm Reactor) (Ddegaard et al., 1994), eller som
suspenderade biofilmer, s kallade granuler (van der Star ez 2/, 2007). Aven
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i satsvisa reaktorer (SBR) som inte optimeras f6r granulbildning, férekom-
mer anammoxbakterierna i granuler (Wett ez /., 2012). Med anammox-
bakterierna i granuler 4r det relativt lite ate halla kvar biomassan i systemet.
Bide MBBR- och granulsystem gor det mojligt att dstadkomma en mycket
hog koncentration biomassa per reaktorvolym, ndgot som 4r mycket viktigt
da tillvixchastigheten f6r anammoxbakterierna ir sd 1ag. Omvandlingshas-
tigheterna beror pa hur snabbt substraten kan diffundera in genom biofil-
men, alternativt granulerna, och den specifika ytan per volym reaktor ir
dirfor avgorande for att fi en snabbt och effektiv avskiljning av kvive. Med
granuler kan man uppné en specifik yta i reaktorn pé upp till 3000 m?/m?
och med biobirare ca 200—600 m?*/m’ beroende pi typ av biobirare och
fyllnadsgrad (McQuarrie & Boltz, 2011). Fordelen med granuler 4r att mer
biomassa per reaktorvolym samt att storre specifik yta kan uppnés, men gra-
nulerna kriver att biomassan kan avskiljas i nigot avskiljningssystem sisom
sedimentering. Biobirare dr mer stabila 4n granuler och kvarhillandet av
biomassan blir dirfor enklare (Lackner & Horn, 2013).

Tabell 1-1  Kvdveomséttning och metabolism fér AOB (nitritation),

anammoxbakterier, NOB (nitratation) och denitrifikationsbakterier.

Nitritation (aerob ammoniumoxidation) Anammox

Huvudsaklig kvdveomséttning:

NH*+ 1,50, 2H"+NO, + H,0O

Metabolism:

80,7 NH,* + 114,55 O, + 160,4 HCO, = C,H,NO, + 79,7 NO;
+82,7 H,0 + 155,4 H,CO,

Huvudsaklig kvdveomséttning:

NH,* + NO, > N, + 2 H,0

Metabolism:

NH," + 1,32 NO, + 0,066 HCO, + 0,13 H* = 1,02 N, + 0,26
NO, + 0,066 CH,0,.N, . + 2,03 H,0

05 70,15

(Henze et al., 2002) (Strous et al., 1998)

Nitratation (nitritoxidation) Denitrifikation

Huvudsaklig kvdveomséttning:

NO, + 0,50, > NO,

18" 19

+14H,0

Metabolism:

3,73NO, +0,57 C,,H

Metabolism:

134,5 NO, + NH," + 62,25 O, + HCO3" + 4 H,CO, - C.H,NO,
+134,5NO, +3H,0

(Henze et al., 2002)

+ 5,26 CO2 + 3,8 HZO
(Henze et al., 2002)

Huvudsaklig kvdveomséttning:

14 NO, + C,;H,;ON + 14 H* > 7 N, + 17 CO, + HCO, + NH,*

ON + 3,73 H* > CH,NO, + 1,65 N,

18" 19

Deammonifikationsprocessen sker i tva steg; forst maste hilften av ammo-
niumet (NH,*) i avloppsvattnet oxideras till nitrit (NO,) vilket ir forsta
steget i nitrifikationsprocessen och kallas nitritation eller partiell nitrifika-
tion (figur 1-1). Detta gors av ammoniakoxiderande bakterier (AOB). I det
andra steget oxideras resten av ammoniumet med nitrit som elektronmot-
tagare till kvivgas (N,) med hjilp av anammoxbakterier. Till skillnad frin
den konventionella metoden att ta bort kvive genom nitrifikation och deni-
trifikation krivs inget organiskt kol. Syrehalten styr oxidationen av nitrit
till nitrat som utférs av nitritoxiderande bakterier (NOB), vars nirvaro ir
ogynnsam f6r deammonifikationsprocessen. En stor svirighet med att fi en
stabil och effektiv process ir att halla konkurrensen mellan AOB, NOB och

anammoxbakterierna i balans.
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1.3 Férdelar med anammox

Viktiga fordelar med kviverening med anammox, jimfort med konventio-
nell nitrifikation-denitrifikation, ir att (I) endast partiell nitritation behévs
vilket leder till ca 60 % ligre behov av luftning i detta steg; (II) att organiske
kol inte behovs for kvivereningen vilket medfér 6kade majligheter at istil-
let anvinda det organiska materialet f6r biogasproduktion; (III) ett minskat
syrebehov for oxidation av organiskt material; (IV) ingen extern kolkilla
behover tillsittas (Siegrist ez al., 2008) (tabell 1-1). Anammoxprocessen
kan drivas som antingen en tvéstegsprocess eller som en enstegsprocess. I
tvastegsprocessen sker nitritationen i den forsta reaktorn medan anamm-
oxreaktionen Zger rum i den andra reaktorn. I en enstegsprocess sker bada
reaktionerna i samma reaktor. Nitritationen kontrolleras i enstegsproces-
sen genom att begrinsa tillforseln av syre. Genom att gora det sd oxideras
inte nitriten vidare till nitrat, dven kallat nitratation, och endast hilften av
ammoniumet oxideras. Enstegsprocessen har en ligre investeringskostnad
eftersom endast en reaktorvolym krivs (Lackner ez al., 2014). Férdelen med
tvistegsprocessen ir att varje steg kan optimeras var for sig (Ma ez al., 2011)
medan enstegsprocessen kriver mindre luftning och avger mindre vixthus-
gaser sisom lustgas (N,O) (Cho ez al,, 2011). Det ir inte helt klarlagt vilka
processforhéllanden som ger utslipp av lustgas men riskparametrar ir liga
syrehalter samt héga nitrithalter (Kampschreur ez al., 2009). Sévitt man
kinner tll bildar inte anammoxbakterierna lustgas (Kartal ez al, 2011).
Dessutom bildar anammoxbaserade processer vildigt lite slam eftersom de

vixer lingsamt och dr autotrofa (Mulder, 2003).

1.4 Anammox fér kvdverening

Anammoxprocessen tillimpas i fullskala endast for varma (>25 °C) avlopps-
vatten med hog halt av ammonium (>100 mg NH,*-N/I) samt lig halt
av organiskt material (COD/N-kvot <0,5 g/g) vilket ir typiske for rejekt-
vatten frdn avvattning av rotat slam pa kommunala avloppsreningsverk och
olika typer av industriellt avloppsvatten. Anammox dr mycket férdelaktig
for denna typ av avloppsvatten eftersom anammoxbakterierna inte behdver
konkurrera med heterotrofa bakterier om det organiska kolet. Det finns
idag nirmare 100 anammoxanliggningar i bland annat Nederlinderna,
Osterrike, Schweiz, Sverige, Kina, Japan och USA (Lackner et al., 2014)
och processen kan dirfor anses vara en etablerad teknik. Det nederlindska
foretaget Paques BV i samarbete med universitetet i Delft borjade utveckla
anammoxteknologin och redan 2001 utvecklades SHARON-processen i
kombination med anammox (van Dongen ez al., 2001) i en tvistegspro-
cess. SHARON-processen bygger pd en process utan slaméterforing dir den
hydrauliska uppehallstiden styr uppehéllstiden f6r slammet och didrmed till-
vixthastigheten hos bakterierna. D4 temperaturen ir 6ver 25 °C vixer AOB
snabbare in NOB. Genom att justera den hydrauliska uppehallstiden kan
oonskade NOB skoljas ut ur systemet och pa sa sitt produceras ett utflode
med ammonium och nitrit i relationen 1:1 vilket limpar sig som infléde till
en anammoxprocess. Senare utvecklades CANON (Completely Autotrophic
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Nitrogen removal Over Nitrite)-processen, dir AOB samverkar med anam-
moxbakterier i en enstegsprocess, som dven den anvinds for avloppsvatten
med lag halt organiskt material och hég halt ammonium (Sliekers ez 4/,
2003). CANON-processen bygger pd granulerat slam i en uppstromsreak-
tor. Balansen mellan AOB och NOB regleras genom att begrinsa syrehal-
ten. De processer som hittills utvecklats baseras antingen pé granuler, med
eller utan flockulerat slam, eller pa biofilmer. Reaktorer med granuler ir
byggda som SBR (Sequencing Batch Reactor) (Wett, 2000) alternativt som
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) (Ahn & Choi, 2006). Biofilms-
systemen bygger foretridelsevis pA MBBR (Seyfried e al., 2001). I Sverige
startade man p& Kungliga Tekniska Hogskolan redan 2000 med studier av
en tvastegsprocess med anammox pd rorliga barare (MBBR) och utvecklade
sedan tekniken for en enstegsprocess som slutligen resulterade i en fullskale-
anliggning vid Himmerfjirdsverket for behandling av rejektvatten (Plaza ez
al., 2011; Trela ez al., 2005; Trela et al., 2014).

Att inféra anammoxbaserade processer pd huvudstromsvatten i ett
avloppsreningsverk dr en mycket stérre utmaning. Anammoxbakterier vixer
langsamt och deras aktivitet dr starkt temperaturberoende (Siegrist ez al.,
2008). Konkurrensférhillandena mellan AOB, NOB och anammoxbakte-
rier 4r annorlunda vid de laga temperaturerna och laga halterna. Dessutom
varierar koncentrationen av kvive i vattnet ner till mycket liga virden vid
exempelvis kraftiga regn. Studier i labb- och pilotskala har dock visat att
kviverening frén huvudstrémmen dr méjlig med anammoxbaserade proces-

ser. Kunskapsliget sammanfattas i kapitel 3.
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2 Projektets malsattning

Malet med det hir projektet var att studera deammonifikationsprocessen

vid forhallanden som ir typiska for huvudstréommen av avloppsvatten vid

kommunala avloppsreningsverk. Specifikt var syftet:

* att studera deammonifikationsprocessen vid liga temperaturer och
macttliga till laga inkommande kvivekoncentrationer

* act undersdka ldngsiktig processprestanda och strategier for att nd sta-
bila driftsférhéllanden

* artt identifiera, kvantifiera och lokalisera de mikroorganismer som ir
huvudansvariga f6r kviveomsittningen i reaktorn (MBBR)

* att utvirdera inverkan av olika miljéfaktorer pé etablering och samver-
kan mellan olika mikrobiella populationer och hur detta paverkar deras
aktivitet.
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3 Oversikt dver andra studier
med nitritation-anammox vid laga
temperaturer och laga kvavehalter

Ett antal studier har pi sistone visat att kviverening med nitritation-
anammox dr mojlig vid ldga temperaturer och/eller ldga halter typiska for
huvudstrommen av avloppsvatten (tabell 3-1). Skillnaderna ir stora mellan
dessa studier med avseende pa till exempel kviveavskiljning d processerna,
reaktortyperna, typen av avloppsvatten och malsittningen med studierna
varit olika. Men tillsammans visar de pd en potential att anvinda anam-
moxprocesser for framtida kviverening frin huvudstrtémmen av avlopps-
vatten vid kommunala avloppsreningsverk. De typiska utmaningarna for
denna tillimpning ir de ldga temperaturerna, de liga substrathalterna i det
inkommande avloppsvattnet, organiskt material i inkommande avloppsvat-
ten som leder till ogynnsamt hoga C/N kvoter, samt de héga kraven p4 liga
utgdende kvivehalter.

Tabell 3-1  Studier med nitritation-anammox vid laga temperaturer
och/eller laga kvévehalter.

Reaktor Avloppsvatten  Koncentration Temp. Belastning Avskiljning Referens
(mg-N ") (°C) (kg-N m3d) (kg-N m3d)
RBC' Syntetiskt 31-66 25 0,85 0,38-0,44 (De Clippeleir et al., 2011)
RBC Syntetiskt 50-60 15 1,3 0,53 (De Clippeleir et al., 2013)
SBR, granuler Utspatt 200-350 15 0,7 0,2 (Vazquez-Padin et al., 2011)
rejektvatten
SBR, granuler Syntetiskt 70 12 0,028 0,025 (Hu et al., 2013)
SBR, granuler Syntetiskt 60-160 15 0,55 0,4 (Lotti et al., 2014a)
10 0,27-0,43 0,09-0,21
Granuler, Avloppsvatten 27 19 0,41-0,58 0,16-0,19 (Lotti et al., 2014d)
kontinuerligt flode
MBBR Rejektvatten 670-930 16 0,21 0,16 (Persson et al., 2013)
13 0,2 0,11
MBBR Utspatt 45-85 13 0,06 0,01-0,02 (Sultana et al., 2014)
rejektvatten
MBBR Syntetiskt 50 10 0,017 0,011 (Gilbert et al., 2014b)
MBBR Avloppsvatten 35 14-20 0,15-0,17 0,07-0,09 (Gustavsson et al., 2014)

' Rotating biological contactor, sv. Biorotor.

3.1 Det géller att bibehalla biomassan
och aktiviteten vid laga temperaturer

Eftersom anammoxbakterier tillvixer vildigt lingsamt har frimst processer
som mojliggdr stor retention av biomassa undersokts for nitritation-anam-
mox vid laga temperaturer och liga substrathalter. Processerna kan vara av
typen med biofilmer pé birare (MBBR), som anvints inom detta SVU-pro-
jekt, med biofilm pd en biorotor (rotating biological contactor, RBC) eller
baserade pd granulerat slam i satsvisa reaktorer (SBR). Samtliga dessa pro-
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cessalternativ har visat sig effektivt kvarhalla anammoxbakterierna i reakto-
rerna vid ldga temperaturer och vid laga substrathalter (De Clippeleir ez 4l.,
2013; Gilbert et al., 2014b; Hu ez al., 2013; Ma et al., 2013; Persson et al.,
2014). Anammoxbakterier har ocksd pévisats tillvixa frin en liten tillsatt
ymp till en fungerande biomassa i reaktorer med laga substrathalter (<100
mg-N/I) och méttliga (20°C) till kalla (10°C) temperaturer (Hendrickx ez
al., 2012; Hendrickx ez al., 2014; Lotti ez al., 2014b). Fér att forsikra sig
om att erhilla aktiv anammoxbiomassa i huvudstrommen har granuler frin
en rejektvattenreaktor anrikats i en hydrocyklon och kontinuerligt ympats
till reaktorn i huvudstrémmen vid en fullskaleanliggning i Strass, Osterrike
(Wett ez al., 2012). Ett snarlike tillviigagingssitt med overforing av birare
mellan MBBR-reaktorer for rejektvatten och huvudstrém i en stor pilotan-
liggning vid Sjslunda avloppsreningsverk i Malmo, har ocksd nyligen pre-
senterats (Gustavsson ez al., 2014).

Temperaturen har stor paverkan inte bara p& den bakteriella tillvixten
utan ocksd pd processhastigheten. Samtliga kvivesomsittande bakteriers
hastighet sjunker med sjunkande temperatur. Speciellt anammoxbakterier-
nas omsittningshastighet har visat sig sjunka brant i temperaturintervallet
mellan 20°C och 10°C (Isaka et 2., 2008; Lotti ez a/., 2014c), medan AOB
inte visar fullt s& stort temperaturberoende (Lotti e# al., 2014c). En sink-
ning av temperaturen frén 20 °C till 10°C har visat sig medfora en minsk-
ning av hastigheten med ca 80% f6r anammoxbakterier och ca 60% for
AOB (Lotti et al., 2014c). Anammoxbakterier och AOB har i vissa studier
ocksd skiftat till ligre optimala omsittningstemperaturer efter att ha utsatts
for kalla vatten under lingre tid (Dosta ez al., 2008; Hu ez al., 2013), vilket
tyder pd en avsevird anpassningsférmdga hos en redan etablerad biomassa
i reaktorn. De lingtidsférsok som hittills 4gt rum har dock inte selekte-
rat fram specifika anammoxbakterier med egenskaper speciellt impade for
kalla utspidda vatten, utan det ir i stort sett samma typer (arter) av anam-
moxbakterier som férekommer 1 alla sorters reaktorer, varma som kalla med
koncentrerade savil som utspidda vatten (Gilbert ez al., 2014b; Hu et al.,
2013; Persson et al., 2014).

3.2 Konkurrensen mellan olika grupper
av mikroorganismer avgér driftsstrategierna

For en stabil process med nitritation-anammox behéver samspelet mellan
AOB och anammoxbakterier frimjas s att s mycket som mojligt av den
nitrit som produceras av AOB anviinds som elektronacceptor av anammox-
bakterierna och dirmed avskiljs till kvivgas (figur 3-1).

NOB konkurrerar med anammoxbakterierna om nitrit och med AOB om
syre. For en effektiv process miste reaktorn styras for att undvika nitritoxida-
tion av NOB, genom att skapa svira konkurrenstorhéllanden f6r dem. Detta
anses idag vara den stdrsta utmaningen for act f2 il en vilfungerande process
med nitritation-anammox for huvudstrommen av avloppsvatten. Aven hete-
rotrofa bakterier kan péverka processen vid nirvaro av férhojda halter orga-
niskt material. De huvudsakliga konkurrensférhallandena mellan bakterierna

i en reaktor med nitritation-anammox ir sammanfattade nedan (figur 3-2).

15



Bérarmaterialet

Nz.(E)

Aeroba
Ammonium
oxiderande
bakterier

30 pm

Figur 3-1  Mikroskopibild pa en biofilm fran en MBBR med nitritation-
anammox dér man genom fluorescerande in situ hybridisering
(FISH) kan se de olika grupperna av bakterier. De 6nskade
omséttningsvédgarna &r utritade.

Heterotrofa
bakterier

Figur 3-2  Huvudsakliga konkurrensférhallanden mellan olika grupper av
bakterier vid nitritation-anammox.

Temperaturen ir en faktor som styr konkurrenstérhillandena mellan olika
kviveomsittande mikroorganismer. Vid f6rhéjda temperaturer (25-37°C)
har NOB i allminhet ligre tillvixthastighet in AOB, vilket gor att NOB
relativt enkelt kan selekteras bort frin reaktorn (Hellinga ez al., 1998). Vid
ligre temperaturer har NOB vanligen hégre tillvixthastighet in AOB och
kan dirmed inte selekteras bort lika enkelt. NOB kan da effektivt konkur-
rera med AOB om syre och med anammoxbakterier om nitrit. Vid liga
temperaturer har syrehalterna ofta anvints som en styrningsparameter for
att reglera konkurrensférhallandena mellan AOB och NOB. Vildigt laga
syrehalter (<0,05 mg/l) har framgingsrike tillimpats for nitritation-anam-
mox i en SBR med granuler i labbskala, dir de ldga syrehalterna har férhin-
drat NOB frén att etablera sig i granulerna, samtidigt som syrehalterna varit
tillrickliga for AOB for att oxidera ammonium till nitrit (Hu ez 4/, 2013).
S4& laga syrehalter medfor dock ocksd lga processhastigheter, vilket avspeg-
las av att den ganska ldga belastningen (0,028 g/m’xd) och dirmed laga
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kviveavskiljningen (0,025 kg/m®xd) i denna studie (tabell 3-1). I forsok
med RBC vid temperaturer kring 15°C har reglering av syrehalterna inte
ricke till f6r att himma NOB fran att etablera sig i biofilmen och oxidera
en avsevird andel av allt nitrit som producerats (De Clippeleir ez /., 2013).
Likasa har NOB etablerats i MBBR processer med kalla vatten och har dir
periodvis oxiderat betydande andelar av allt nitrit som producerats (Gilbert
et al., 2014b; Persson et al., 2014). Aven i SBR-studier med granuler har
NOB periodvis haft stor paverkan pa kviveomsittningen vid ldga kvivehal-
ter i kalla vatten (Lotti ez /., 2014a).

Intermittent luftning 4r en driftsstrategi som pa sistone forts fram som
en mojlighet att mer effektivt reglera NOB i system med nitritation-anam-
mox (Wett ez al., 2012). Principen bygger pé snabba skiften mellan anox-
iska och oxiska perioder. Under den anoxiska perioden kan anammoxbakte-
rierna tillgodogora sig nitrit utan konkurrens med NOB, som behover syre.
Under den péféljande oxiska perioden svarar NOB lingsammare in AOB
pa det tillférda syret vilket minskar deras paverkan pa processen (Gilbert ez
al., 2014a; Regmi ez al., 2014). Den lingsammare responsen tros bero pa
en lagfas for produktion av enzym, temporir brist pd nitrit, samt eventu-
ell uppkomst av himmande intermediira produkter (t.ex. kvivemonooxid)
nir luften slds av och p& (Wett ez a/., 2012). Det 4r dock dnnu oklart om det
gar att erhélla tillrickligt snabba skiften i syrehalt i tjocka biofilmer sisom i
en MBBR for att anvinda intermittent luftning 4ven dir for att missgynna
NOB (Malovanyy ez al., 2014b). For att konkurrera ut NOB ir det ocks
viktigt att ha tillrickliga ammoniumhalter i reaktorn for att pa sd vis und-
vika situationer dir AOB lider av substratbrist och dirmed inte kan konkur-
rera effektive med NOB om syret (Perez ez al., 2014).

NOB bestar av flera obesliktade grupper av bakterier med olika fysiologi.
Inom avloppsrening ir det framfér alle Nitrobacter och Nitrospira som ir
vanligt férekommande (Kim & Kim, 2006). Nitrobacter har avsevirt hogre
maximal tillvixthastighet och ligre affinitet for syre 4n Nizrospira (Kim &
Kim, 20006) vilket reglerar deras forekomst i olika processer. Vid nitrifika-
tion i huvudstrommen av avloppsvatten i kommunala reningsverk ir oftast
Nitrospira den mest féorekommande nitritoxideraren, vilket forklaras av ate
de gynnas av de mittliga substrathalterna (Daims ez 4/, 2006). I processer
med nitritation-anammox vid laga substrathalter och/eller liga temperatu-
rer har savil Nitrobacter som Nitrospira forekommit i vissa reaktorer (Liu
et al., 2012; Persson et al., 2014), medan andra dominerats av Nitrospira
(De Clippeleir ez al., 2013; Gilbert ez al., 2014b). Eftersom Nitrobacter
och Nitrospira konkurrerar olika vil med AOB om syre vid olika syrehalter,
beroende pé deras olika affinitet, kan typen av NOB vara avgorande for
driftsstrategi for att minimera deras paverkan pé kviveomsittningen. Detta
exemplifierades tydligt nir en hojning av syrehalten fran 0,5 mg/l dll 1,5
mg/l visade sig leda till att NOB inom Nizrospira kunde konkurreras ut i en
reaktor med nitritation-anammox (Wett et /., 2012).

Anammoxbakterier kan omsitta organiskt material som oxideras till kol-
dioxid med nitrat och/eller nitrit som elektronacceptor (Guven ez al., 2005;
Kartal ez al., 2007). Denna egenskap kan eventuellt utnyttjas for att minska
nitrathalterna i avloppsvattnet. Vid C/N kvoter <1 g/g kan de lingsamma
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anammoxbakterierna konkurrera framgingsrikt med de mer snabbvixande
denitrifikationsbakterierna, medan de vid hégre C/N kvoter forlorar i kon-
kurrensen (Guven ez al., 2005). Denna egenskap spelar roll eftersom C/N
kvoterna i avloppsvatten varierar. Samexistens mellan denitrifikationsbakte-
rier och anammoxbakterier vid C/N pé 2,2 tyder dock pd en viss tolerans for
organiskt material dven i forhojda halter (Desloover ez al., 2011). Férhéjda
C/N kvoter leder ocks3 till att AOB utsitts f6r konkurrens om syret med
snabbvixande heterotrofa bakterier, som visat sig konkurrera ut AOB vid
C/N >2 g/g (Ballinger ez al., 2002).

3.3 Nya méjliga systemlésningar
fér anammoxprocesser

Ett antal olika systemlosningar med deammonifikation har testats i olika
forskningsprojekt virlden 6ver. Nedan presenteras i huvudsak forskning om
systemldsningar som 4gt rum i Sverige.

Ett alternativ till att anpassa deammonifikationen till de liga av kvi-
vehalterna i huvudstrémmen kan vara att koncentrera upp kvivehalterna.
En nyutvecklad teknik baseras pad uppkoncentration av ammonium frin
kommunalt avloppsvatten genom jonbyte, f6ljt av biologisk avskiljning av
ammonium genom nitritation-anammox (figur 3-3A-B). I forsok i pilot-
skala vid Hammarby Sjéstadsverket testades kolonner med en packad biadd
av de fyra vanligaste jonbytarmaterialen; starka och svaga sura katjonby-
teshartser samt naturliga och syntetiska zeoliter. Experiment med syntetiskt
avloppsvatten och med kommunalt avloppsvatten visade att starke sur kat-
jonharts dr den mest limpliga f6r uppkoncentrering av ammonium frin
kommunalt avloppsvatten, pa grund av dess hoga utbyteskapacitet och
snabba regenerering (Malovanyy, 2014; Malovanyy et al., 2014a).

I andra systemlosningar som testats vid Hammarby Sjostadsverket
(Malovanyy ez al., 2014b; Malovanyy et al., 2014c) foljer nitritation-anam-
mox for kviveavskiljning efter anaerob avskiljning av organiskt material i en
UASB reaktor (figur 3-3C). Nitritation-anammox kan dven kombineras med
slamrecirkulation (hybrid MBBR, IFAS [Veuillet ez a/., 2014; figur 3-3D]).

Kombinationer med nitritation-anammox i huvudstrommen efter
avskiljning av organiskt material med hogbelastat aktivt slam studeras vid
Sjélunda avloppsreningsverk (figur 3-3E). Hir anvinds MBBR med nitri-
tation-anammox f6r huvudstrémsbehandling, men ocksé for separat rejekt-
vattenbehandling med 6verf6ring av birare mellan de tva behandlingsstegen
for att erhdlla hog aktivitet i huvudstrommen (Gustavsson ez al., 2014).
Aven i detta fall skulle slamrecirkulation kunna tillimpas (figur 3-3F). En
nigot likartad processkombination bestr av korttids slambehandling i ett
sd kallat A-steg f6ljt av kviveavskiljning i ett s& kallat B-steg, med slam som
kontinuerligt ympas med anammoxgranuler frin rejektvattenbehandling
(Wett et al., 2012).

Oberoende av system ir de huvudsakliga utmaningarna: laga tempera-
turer, hogt fldde, belastningsvariationer av COD och SS, laga kvivehalter,
behov av hog kviveavskiljning, konkurrens frin nitritoxiderande bakterier

och emissioner av N,O.
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Figur 3-3  SystemlSsningar baserade pa anammoxprocessen fér huvudflédet
vid avloppsverk.
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4 Forskningsplan

4.1 Steg l. Lagre temperaturer

Driftsstrategin var att undersoka nitritation-anammox i en MBBR (pilot-
skala) vid stegvis minskade temperaturen 19 till 10°C (med 3°C i varje
steg). Pilotanliggningen hade innan férsoken med temperatursinkning varit
i drift vid 25°C under en period av 125 dagar och sedan vid 22°C under
63 dagar med stabila driftsférhillanden. Kvivebelastningen var 3-3,5 gN/
m?xd med en avskiljning pd 2,7 gN/m?x d vid forsskens start och sinktes
sedan gradvis under period I till 1 gN/m?xd. Reaktorn drevs vid 19°C
(period I), 16°C (period II), 13°C (period III) och 10°C (period 1V) i
sammanlagt 14 manader. Varaktigheten for varje period varierade beroende
pa processens stabilitet, prestanda och effektivitet. Reaktorn matades konti-
nuerligt med rejektvatten frin slamavvattningen efter rotning frin det kom-
munala avloppsreningsverket i Bromma, Stockholm. Kvivebelastningen var
jimforelsevis hog vid 19°C (2,7 g N/m?xd ), och hélls konstant pa 1 g N/
m? x d nir reaktorn drevs vid 16, 13 och 10°C. En 6versikt av driftsbeting-
elserna och utférda undersskningar visas i tabell 4-1.

Tabell 4-1  Driftstrategier f6r MBBR-reaktorn vid olika temperaturer.

Dag Temp Uppféljning Uppféljning Korta intensiva Mikrobiologiska tester
(°C) pilot batch-tester batch-tester qPCR Sekvensering FISH-CLSM
1-146 19 Ja Ja (6 SAA-test) Ja Ja Ja
147-298 16 Ja Ja (15 SAA-test) Ja - Ja
299-396 13 Ja Ja (25 SAA-test) Ja - Ja
397-431 10 Ja Ja (15 SAA-test) Ja Ja Ja

4.2 Steg ll. Minskade kvavehalter

Vid férsoken med forindring av kvivekoncentrationen frin martlig till 1aga
halter tillférdes MBBR-reaktorn utspitt rejektvatten. Under hela drifts-
perioden holls temperaturen i reaktorn vid 13 °C. Rejektvattnet kom frin
slamavvattningen vid Himmerfjirdens avloppsreningsverk, Grodinge, och
kranvatten anvindes som utspidningsmedel. Reaktorn drevs i tio ménader
som delades in i sex perioder. Koncentrationen under perioden I, period II
och period III var 500 mg/l, 250 mg/l respektive 125 mg/l. Senare obser-
verades dock att en mindre gradvis minskning var nédvindig for att uppnd
processtabilitet. Dirfor sattes koncentrationen under period IV till 125 mg/1
och i period V till 80 mg/l. Under period VI var mélet att uppna kvivehalter
i den storleksordning som rider i huvudstrémmen, varfor koncentrationen
sattes till 45 mg/l. En 6versikt av driftsplanen och utférda undersskningar
visas i tabell 4-2.
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Tabell 4-2  Driftstrategier fér MBBR-reaktorn vid olika inkommande kvdvekoncentrationer vid 13 °C.

Period Dag Inkommande Uppféljning Uppféljning Mikrobiologiska tester
kvave (mg/l) pilot batch-tester qPCR NGS

Period | 1-58 500 Ja Ja Ja Ja
Period Il 59-100 250 Ja Ja Ja -
Period Il 101-133 175 Ja Ja Ja Ja
Period IV 134-190 125 Ja Ja Ja -
Period V 191-259 80 Ja Ja Ja Ja
Period VI 260-303 45 Ja Ja Ja Ja
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5 Metoder

5.1 Pilotanldggningen vid Hammarby
Sjéstadsverket

Studien genomférdes med enstegs deammonifikationsprocess i en MBBR
i pilotskala vid Hammarby Sjostadsverkets forskningsstation. Reaktorn
arbetsvolym var 200 liter och 40 % av volymen var fylld med Kaldnesbirare
typ K1°® (figur 5-1a). Den specifika ytan for birarna var 500 m*/m’. Bade
virmare och kylare anvindes f6r att kontrollera och halla temperaturen i
reaktorn (Julabo AB, Sverige). God omblandning erhélls av en omrorare
(50 varv per minut) med tvibladig propeller och luft tillférdes med tvé bars

lufttryck frin botten av reaktorn.

D,,mmof‘_ Anans)

255
3 WX
[ /

Figur 5-1  A) MBBR med enstegs deammonifikation i pilotskala vid
Hammarby Sjéstadsverket. B) Typisk bdrare med en hég biomassa,
C) Kontroll och évervakningspanel.

5.2 Kemiska analyser

For dvervakning av processprestanda togs prover frén bdde inkommande
och utgdende vatten en eller tva ginger i veckan, beroende pé den hydrau-
liska uppehéllstiden. Fére analys filtrerades alla vattenprover genom 0,45
pm filter. De olika formerna av kviveféreningar (NO,-N, NH,*-N och
NO,-N), totalkvive (TN), alkalinitet och COD analyseras med hjilp av
Dr Langes provkyvetter och en XION 500 spektrofotometer (foretag, ort).
Mitning av biofilmbiomassan som totalt och flyktigt suspenderat material
(TSS och VSS) utférdes enligt standardférfaranden (APHA, 1998) med
anvindning av Whatman grad 40 filterpapper (porstorlek 1,6 pm).
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5.3 Kontinuerliga métningar

Under forsoken registrerades olika fysiska parametrar sisom redoxpotential,
pH och lost syre (DO) i reaktorn kontinuerligt med online-sensorer (figur
5-1b). DO i reaktorn kontrollerades med en PID-regulator (Cerlic AB, Sve-
rige). Temperaturen 6vervakades kontinuerligt och styrdes med en kompakt

styrenhet (JUMO GmbH & Co KG, Tyskland).

5.4 Maétningar av mikrobiell aktivitet

5.4.1 Specifik anammoxaktivitet (SAA)

For att utvirdera driften av pilotanliggningen, utférdes tester pa den speci-
fika anammoxaktiviteten (SAA) i triplikat varje vecka pa birarna. Testerna
var baserade pd tryckmitning av kvivgas enligt den metod som beskrivs av
Dapena-Mora ez al. (2007). Temperaturen vid SAA-testerna var 25 °C.

For att studera de kortsiktiga effekterna av temperaturen pa biomassans
anammoxaktivitet, utférdes en serie SAA-tester (kortsiktiga SAA-tester) i
triplikat vid olika temperaturer frin 25 till 5°C (5°C stegvis forindring).
Fér varje serie av kortsiktiga SAA-tester togs prover frin reaktorns biofilm-
birare for varje studerad temperatur (tabell 4-1).

5.4.2 Syreférbrukningshastighet (OUR)

For att mita aktiviteten hos olika grupper av bakterier, utférdes tester av syre-
upptagningshastigheten (OUR) med den metod som beskrevs av Surmacz-
Gorska et al. (1996) och modifierades av Gut ez 2/. (2005). I detta test fylldes
en trehalsad flaska, med en total volym av 1,56 1, med utspitt rejektvatten
(kranvatten anvindes som spidningsmedel) for att fa en NH,-N-koncentra-
tion av 100 mg/l. Tvd himmare anvindes vid OUR-testerna. Natriumklorat
(NaClOs, 17 mM) for att inhibera nitritoxidation av NOB och allylthiourea
(ATU, 43 uM) for att inhibera ammoniumoxidation med AOB. Natriumklo-
rat och AT'U doserades efter fem respektive tio minuter sedan testets borjan.
For att registrera forindringar av syrekoncentrationen anvindes en datalogger
TESTO® 251 ansluten till en I6st syreelektrod. Testerna utfordes i triplikat
vid 25°C for att fi det genomsnittliga virdet f6r syre som forbrukas av olika
grupper av bakterier varvid syreférbrukningen mittes som g O /m?*xd.

5.4.3 Nitratférbrukningshastighet (NUR)

Fér att utvirdera aktiviteten av heterotrofa denitrifikationsbakterier utfordes
NUR-tester genom att mita det maximala nitratutnyttjandet, enligt beskriv-
ning av Yang (2012). En behallare (1,5 1) fylldes med utspitt rejektvatten
(spitt med destillerat vatten) och 10 ml NaNO, staml6sning doserades for att
fa en initial NO,-N koncentration av 100 mg/l. Kvivgas spolades kontinu-
erligt genom behallaren f6r att uppna en syrekoncentration av 0,5 mg O, /1.
Direfter forseglades behéllaren och hélls i vattenbad f6r att behélla en tempe-
ratur av 25 °C. Testet utférdes under fyra timmar. Frén starttiden till slutet av
testet togs fem prover, en for varje timme, for att mita NO,-N-koncentratio-
nen. Berikningen baserades pa nitratférbrukning som en funktion av tiden.
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5.5 Berakningar

Kviiveavskiljningen av anammoxbakterier och AOB beriknades som gN/

m?xd baserat p& kvivebalanser dver reaktorn samt stokiometri for anam-

moxreaktioner (Strous et al, 1998). I reaktionerna betyder HRT = hydrau-

lic retention time (hydraulisk uppehallstid), RSS = reactor specific surface

(reaktorns specifika biofilmsyta).

AN = [NH-N, g J-(INH-N g J+INO, N g J+INOS-N
.. e . AN
Kviveavskiljningshastighet, NRR (anammox) = ——————
HRT x RSS

Aerob ammoniumoxidation, AOR (AOB)
_ [NH4+_Ninﬂade]_[NH4+_Nutﬂ6de]_ZATI\;
HRT x RSS

Nitritoxidationshastighet (under antagande att det inte finns ndgon

denitrifikation eller nitrat i infldet):

. 026xAN
inflode: 204 % Q
SSR

[NO,-N

NOR (gN/m?xd) _

COD-avskiljning, ACOD = [COD, 45, J-[COD

SSR

utﬂéde] % Q

Denitrifikation (baserat p 4,2 g COD forbrukat per g av kvive)

2 _ ACOD
(gN/m?xd) = iz

Berikning av potentiell kviveomsittning for AOB (gN/m?xd)

_ AOB aktivitet vid OUR
343

Berikning av potentiell kviveomsittning for NOB (gN/m?xd)

_ NOB aktivitet vid OUR
1,14

Fri ammoniak (FA) and fri salpetersyra (free nitrous acid, FNA)
beriknades enligt Anthonisen ez al., (1976):

y 1074 .
FA = o xINH _Nugﬂa‘de
e T +107
1 ;
FNA :iT xNO, —Nutﬂm
e T x1077
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5.6 Mikrobiologiska analyser

De huvudsakliga rent mikrobiologiska frigorna som stillts i detta projekt

ar:

(I) Vilka mikroorganismer i biofilmen p4 birarna ir inblandade i omsitt-
ningen av kvive?

(I) Hur ménga ir de och hur forindras dynamiken éver tid?

(II) Var i biofilmen befinner de sig?

Féljande metoder har anvints for att besvara dessa frigor:

5.6.1 Sekvensering av klonbibliotek

For att svara pa frigan om vilka mikroorganismer som medverkar i kvive-
avskiljningen sekvenserades anammoxbakterier och AOB genom att kon-
struera klonbibliotek for planktomyces-specifika gener for ribosomalt RNA
(16S rRNA, anammox) och gener f6r enzymet ammoniumoxidas A (amoA,
AOB). De erhillna sekvenserna anvindes for att undersoka diversiteten och
utgjorde basen for urval av primers och prober for qPCR och FISH. Dessa
analyser utfordes i delprojektet med sjunkande temperaturer.

5.6.2 Next Generation Sequencing (NGS)

En mer djupgidende sekvensering utférdes inom delprojektet med sjun-
kande kvivehalter, ddr partiella gener f6r16S rRNA har sekvenserats med
[lumina MiSeg-plattformen. Med denna metod erhalls vildigt manga sek-
venser (>10000) per prov, vilket ger ett gott statistiskt underlag (Caporaso
et al., 2012). Primerdesign, indexering, PCR och annan uppstréms prov-
bearbetning féljde nyligen publicerade rekommendationer (Kozich ez 4l.,
2013). Fér att hantera den stora mingden sekvenser anvindes den 6ppna
mjukvaran for bioinformatik inom projektet Mothur (Schloss ez al., 2009).
Detektion av formodat felaktiga sekvenser, alignment, sekvensklassificering
och sekvensgruppering foljde en pipeline inom Mothur som nyligen presen-
terats (Kozich ez al., 2013).

5.6.3 Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

qPCR svarar pa frigan om hur méinga specifika mikroorganismer som
finns i ett prov. Forst extraheras DNA frin proverna som ska undersokas.
Direfter mits koncentrationen i DNA-extraktet och en specifik mingd
DNA tillsitts till PCR-reaktionen. PCR (Sv. polymeraskedjereaktion) byg-
ger pa principen att en specifik gen i ett prov kopieras i en cykelreaktion
dir varje cykel leder till en kopiering. Den specifika genen kopieras genom
att primers (korta DNA-molekyler) fister vid komplementira regioner péd
genen och att ett DNA polymeras anvinder dessa primers som startpunkt
for kopieringen. Antalet kopior av den specifika genen kommer att for-
dubblas vid varje cykel. Genom att detektera kopieantalet i realtid under
PCR reaktionen med hjilp av fluorescens och jimfora med en standardserie
av kinda antal kopior av den specifika genen kan man mita hur ménga
kopior av en specifik gen som finns i ett prov. Denna kvantitativa metod
benimns qPCR. Inom vért projekt uppmiittes férekomsten av anammox-
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bakterier, AOB, NOB inom Nitrospira, NOB inom Nitrobacter, samt den
totala forekomsten av bakterier. Fér AOB anvindes gener fér amoA som
mélmolekyler, for Gvriga bakteriegrupper anvindes gener for 16S rRNA.
En stor fordel med qPCR ir mojligheten att mita ménga prov i samma
omgéng, vilket mojliggor replikering och mitningar i tidsserier. Eftersom
man miter antalet kopior av en specifik gen och inte forekomsten av en
specifik bakterie, miste man vara noggrann i sin tolkning av resultaten, d&
vissa bakterier till exempel kan ha multipla genkopior. I allminhet anses
qPCR vara en metod med hog kinslighet och vara robust for att detekeera
skillnader mellan prov (Smith & Osborn, 2009).

5.6.4 Fluorescence in situ hybridization (FISH)
och Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

Dessa metoder svarar pd frigan var i biofilmen en specifik mikroorga-
nism befinner sig. Genom att anvinda specifika prober for olika grupper
av anammoxbakterier, baserat pd sekvenseringarna (se ovan), har ocksi
metoden anvints for att detektera skillnader i lokalisering av olika ekoty-
per. Biofilm pi birarna fixerades, biddades in i et bindemedel (OCT) och
infrystes (=70 °C). Direfter skivades den frusna biofilmen upp i tunna snitt
(2050 pm) i en cryotom. Dessa snitt av biofilmen anvindes for FISH. P4
s vis bevarades mikroorganismernas position i biofilmen (figur 5-2). FISH
bygger pa principen att prober (korta DNA-molekyler) tilldts hybridisera
med (fista vid) ribosomalt RNA (rRNA). Genom att noggrant styra pro-
cessen kommer enbart prober med exakt komplementir sekvens till rRNA
att hybridisera. Genom att ha fist en fluorescerande molekyl vid proberna
kommer de mikroorganismer som har komplementirt rRNA bli fluores-
cerande. Dessa kan visualiseras med ett konfokalmikroskop (CLSM), med
vilket de fluorescerande bakterierna pé olika djup i den snittade biofilmen
kan detekteras. Genom statistisk digital bildbehandling (mjukvara: Daime)
kan man erhilla tillf6rlicliga data om lokaliseringen av de olika specifika
mikroorganismerna (Almstrand ez al., 2013).

Figur 5-2  Tillvdgagangssétt for att underséka biofilmens struktur: 1) Bérarna
i en MBBR. 2) Bérare bdddas in i OCT och fryses in vid =70 °C.
3) Intakt biofilm fran ett halrum i bararna tas ut och forbereds for
cryosnittning. 4) Den intakta biofilmen béddas in i ytterligare OCT.
5) Biofilmen skivas upp léngdleds eller tvérleds med en cryotom
i 20-50 um tjock snitt som placeras pa speciella objektsglas.
Objektsglasen med snitt av biofilm anvédnds sedan fér FISH.
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6 Resultat och diskussion

6.1 Steg I. Minskande temperaturer

6.1.1 Kvaveomsattning

I den hir studien studerades effekten av allt ligre temperaturer, frin 19
till 10°C, pa processeffektiviteten i en enstegs-MBBR i pilotskala. Forss-
ken kérdes under en ling tid, 14 manader, med en gradvis sinkning av
temperaturen. Att férsoken kordes sd linge beror pa att férindringar i den
mikrobiella sammansittningen forvintades vara langsamma pa grund av de
langsamvixande anammoxbakterierna. Innan en ytterligare sinkning i tem-
peratur gjordes var mélet att processen skulle ha uppndtt stabila férhillan-
den under en lingre tid (> en mdnad). Studien delades in i fyra perioder dir
temperaturen sattes till 19, 16, 13 och 10°C dir lingden pé de olika perio-
derna varierade beroende pa hur snabbt stabila processbetingelser kunde
uppnas. Driftsférhallandena for reaktorn sammanfattas i tabell 6-1.
Forsoken startade med biofilmer som hade kérts vid 25 °C och en kvi-
vebelastning pd 2,7+0,2 gN/m?xd i 125 dagar och direfter vid 22°C och
en kvivebelastning pa 2,6+0,1 gN/m?xd i 63 dagar (Yang, 2012) med en
kvivereduktionsgrad pa 86 respektive 76 % (Yang, 2012).

Tabell 6-1  Driftférhallanden och processprestanda f6r MBBR-reaktorn.
Medelvirde + standardavvikelse.

Period | Period Il Period Il Period IV
Antal dagar 146 (1-146) 152 (147-298) 97 (299-396) 35 (397-431)
Driftsférhallanden
Temperatur (°C) 19,6+1,2 16,4+0,5 13,3+0,0 10,1+0,5
HRT (d) 1,7£0,4 3,7+0,5 4,1+0,2 3,7+0,3
DO (mg/l) 1,4+0,3 1,2+0,4 1,2+0,1 1,7+0,2
pH 7,6%0,5 7,2£0,3 7,7£0,5 8,2+0,3
Kvavebelastning 2,2+0,5 1,0+0,3 1,0+0,0 1,0+0,0
(gN/m?xd)
Kvévereduktion
Totalt N (gN/m?x d) 1,6+0,4 0,9+0,1 0,5+0,1 0,2+0,1
Totalt N (%) 72+0,1 769 53+14 16£9
NH,-N (%) 87+12 94+6 64+16 26+10
Processprestanda
NH,-N (in) (mg/l) 772+52 807+70 840+45 735+52
NH,-N (ut) (mg/I) 122+82 45+53 302+142 540+44
NO,-N (ut) (mg/l) 115 18+13 9+3 19+20
NO,-N (ut) (mg/l) 110+45 13155 87+47 55+34
FA (ut) (mg/l) 2,5+3,4 0,3+0,5 3,9+3,3 19,7+11,4
Total N genom 4,0 1.3 4,3 5,8
denitrifikation (%)
NO,-N (ut)/NH,- 0,20 0,22 0,19 0,50
N (borttaget)

Vid 19 °C bibehsélls forst kvivebelastningen pd samma nivd som under drift
vid 25 och 22°C fér att sedan sinkas gradvis till ca 2 gN/m?xd vid 19°C
under en period av 6 méinader innan forséken med temperatursinkning
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pabérjades i period I (tabell 6-1, figur 6-1a). Under period II (16°C), III
(13°C) och IV (10°C) holls kvivebelastningen konstant pa 1 g N/m?xd
for att kunna jimfora kvivereduktionen vid de ligre temperaturerna. Under
period I (19°C) var kviveavskiljningen stabil med en avskiljningsgrad pa
72 % (figur 6-1a).

Nir period II startade sinktes kvivebelastningen gradvis ner till 1 gN/
m?x d under en period av 20 dagar. Syrehalten varierade nigot runt 1 mg/I.
Under den senare delen av perioden uppstod problem med syremitaren
som registrerade ndgot felaktiga virden vilket gjorde att syrehalten gick upp
ndgot i reaktorn. Som foljd av detta 6kade nitrathalten, troligen som f6ljd
av en 6kad aktivitet hos NOB vilket gjorde att kviveavskiljningen minskade
(figur 6-1b). Samtidigt 6kade den fria halten av ammonium (FA) dill 2,7 mg
N/I (figur 6-1.¢).

Vid en ytterligare sinkning till 13°C (Period III) sjonk kviveavskilj-
ningen till i genomsnitt 53 % for totalkvive och 64 % f6r ammonium (tabell
6-1). Under period III testades effekten av luftningsintensitet. Syrehalten
sattes till 1 mg/l mellan dag 299 till 327 samt 359 till 370 (figur 6-1d). Vid
dessa forhdllanden gick avskiljningen av kvive gradvis nerit. Mellan dag
328 och 358 samt mellan dag 374 och 396 sattes syrehalten dill 1,2-1,3 mg
O,/1. Under dessa dagar 6kade kviveavskiljningen vilket visar att det 4r vik-
tigt att halla en viss syrehalt f6r att AOB-aktiviteten skall 6ka. Ammonium-
halten sjonk gradvis da syrehalten 6kade samtidigt som nitrathalten 6kade
(figur 6-1b). Nir syrehalten var ldgre ledde det sinkta luftflodet till atc pH
hojdes pd grund av att AOB var mindre aktiva. Det férhojda pH-virdet gav
dessutom upphov till 6kade halter av FA vilket kan ha inhiberat aktiviteten
hos bdde AOB och anammoxbakterier (Li et al, 2012)(figur 6-1d). Under
den senare delen av period III med 13 °C var halten av nitrat forhéjd trots
den relativt hoga halten av FA vilket tyder pd NOB-aktivitet. Bide anam-
moxbakterier och NOB ir mer kiinsliga f6r FA in AOB men uppgifter finns
i litteraturen visar act NOB kan acklimatisera sig till fsrhéjda halter av FA i
enstegs-anammoxprocesser (Li et al, 2012).

Nir temperaturen sinktes till 10°C (Period IV) blev processen instabil
med en gradvis sinkning i kviveavskiljning till bara nigra f& procent. I ett
forsok att ka aktiviteten hos AOB hojdes syrehalten till 1,7 mg/l (figur
6-1d). Detta ledde dock inte till ndgon sinkning av ammonium-halten (figur
6-1b). Den héga halten av ammonium i kombination med ett hojt pH ledde
till kande halter av FA upp till 35 mg/I (figur 6-1¢). Nitrathalten i reaktorn
sjonk samtidigt som nitrithalten gick upp under den senare delen av period
IV. Detta tyder pa att bide NOB och anammoxbakteriernas aktivitet gtt ner.

Enligt stokiometrin for nitritation-anammox-reaktionen bildas det 0,11
mol nitrat per mol ammonium som tas bort (tabell 1-1). D4 reaktorns drevs
vid 25 och 22°C bildades det 0,11 respektive 0,13 mol nitrat per mol bort-
taget ammonium, vilket r nira det teoretiska virdet. Detta visade att ingen
eller lite nitritoxidation av NOB idgde rum vid 22-25 °C. Vid en ytterligare
sinkning av temperaturen till 19, 16 och 13°C 6kade nitratbildningen till
0,19-0,22 mol nitrat per mol ammonium borttagen (tabell 6-1). En drama-
tisk 6kning till 0,5 mol nitrat bildat per mol ammonium borttagen observe-
rades vid 10°C. Detta tyder pd att det 4r svirt att konkurrera ut NOB vid
ldgre temperaturer och vid en syrehalt pd 1,2 till 2,4 mg/l.
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Denitrifierande bakterier finns formodligen ocksd i nitritation-anammox-
biofilmer. Under antagande att det endast ir denitrifierarna som férbrukar
det organiska materialet i reaktorn kan deras méjliga bidrag till kvivereduk-
tionen beriknas stokiometriske till 4,2 g COD/gN (ekv. 6) (Carrera et al.,
2004). Kviveavskiljningen genom denitrifikation visade sig vara begrinsad
i vér studie till 1-6% av den totala kviveavskiljningen (tabell 6-1). Studier
har ‘ven visat att anammoxbakterier kan reducera nitrat genom oxidation
av organiskt kol samt att denna process kan konkurrera ut heterotrofa deni-
trifierare vid COD/N-kvoter runt 0,5 g/g (Kartal ez al., 2007; Winkler ez
al., 2012). Denna kvot kan jimf6ras med 0,6-0,8 g/g i den hir studien.

6.1.2 Mikrobiell aktivitet

Interaktion for olika grupperna av mikroorganismer
Den potentiella aktiviteten hos de syreférbrukande grupperna av mikroor-
ganismer, mitt med OUR, visade att AOB hade hogre aktivitet 4n hetero-
trofa bakterier och NOB under i stort sett hela driftsperioden (figur 6-2).
Ligre temperaturen paverkade alltsd inte den dominerande rollen f6r AOB
bland syrekonsumenterna. De heterotrofa bakterierna minskade sin poten-
tiella aktivitet med sjunkande temperaturer. AOB och NOB visade ddremot
inte en tydligt minskad aktivitet med férindrade reaktortemperaturer frin
19 till 10°C.

Anammoxbakterierna spelade en dominerande roll f6r kvivavskiljningen
i reaktorn medan denitrifikationsbakterierna bidrog i mycket liten grad.
Likasd var den uppmitta potentiella aktiviteten hos anammoxbakterierna
mycket hogre 4n hos denitrifikationsbakterierna (figur 6-3). Anammoxbak-
terierna minskade ndgot i potentiell aktivitet med sjunkande temperatur
och minskande belastning i reaktorn, till skillnad frin 6vriga kviveomsit-
tande bakteriergrupper som inte uppvisade nigon tydlig trend (tabell 6-2).

19°C + 16 °C 13°C 10°C
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0 T T T T T T T
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mAOB ¢ Heterotrofer ANOB

Figur 6-2  Potentiell aktivitet fér olika grupper av syreférbrukande
mikroorganismer matt som OUR vid drift av MBBR-reaktorn vid
olika temperaturer. Felstaplar visar standardavvikelse.
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Figur 6-3  Potentiell aktivitet f6r anammoxbakterierna (SAA) och

denitrifikationsbakterierna (NUR) vid drift av MBBR-reaktorn vid
olika temperaturer. Felstaplar visar standardavvikelse (SAA).

Kviveomvandlingen var mycket ldgre i reaktorn i jimforelse med baserat pa
de potentiella aktiviteterna f6r samtliga grupper av bakterier (tabell 6-2).
Detta beror frimst péd att det ir den potentiella aktiviteten var uppmiitt
vid 25°C, medan reaktorns temperaturer var avsevirt ligre. En ytterligare
bidragande anledning kan vara att halterna av fri ammoniak (FA) under
vissa perioder himmade den acroba ammoniumoxidationen (AOB) i reak-
torn, medan halterna av FA vid aktivitetstesterna var forsumbara.

Tabell 6-2 Kvdveomvandling métt i aktivitetstestet och i MBBR-reaktorn vid
olika temperaturer.

Temperatur i Kvaveomvandling vid aktivitetstestet Kvaveomvandling i reaktorn
reaktorn (°C) (g N/m2xd) (9 N/m2xd)
AOB NOB Anammox Denitrifikation AOB NOB Anammox Denitrifikation
19 0,81 0,70 2,21 0,44 1,13 0,03 1,67 0,07
16 0,60 0,75 1,77 0,31 0,60 0,05 0,81 0,01
18 0,78 0,51 1,83 0,44 0,40 0,03 0,55 0,02
10 0,81 1,03 1,57 0,34 0,18 0,05 0,17 0,01

Den genomsnittliga kviveomvandlingshastigheten per cell var hégre vid
16°C 4n vid 13°C for bdde AOB och anammoxbakterier (for data, se Pers-
son ez al., 2013). Den genomsnittliga kviveomvandlingshastigheten per cell
var ocksd mycket hogre for AOB in for anammoxbakterierna. AOB befann
sig i ett tunt lager ytterst i biofilmen, medan anammoxbakterierna var rikligt
forkommande i den tjocka anoxiska delen av biofilmen (se figur 6-9, nedan).
Tidigare studier har visat att bakterier som finns i olika lager av biofilmen
inte ir lika aktiva, beroende pa variationen i tillgdngen pa substrat och elek-
tronacceptorer (Gieseke et al., 2005). AOB som var nira vattenfasen i vir
studie paverkades hogst sannolikt i mindre grad av masstransport och sub-
stratbegrisningar in anammoxbakterierna i den tjocka anoxiska regionen.
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Effekt av temperatursinkning pa anammoxaktiviteten — kortsiktiga SAA tester
Kortsiktiga SAA-tester utférdes for att undersoka inverkan av temperaturen
pa anammoxaktiviteten. Fér varje temperaturnivé i reaktorn, visade SAA-
tester att anammoxaktiviteten gradvis minskade med temperaturen frin
25°Cill 5°C (figur 6-4). Aktiviteten hos anammoxbakterierna var jimfér-
bar mellan temperaturnivderna 13, 16 och 19°C i reaktorn, och detta syns
speciellt tydligt vid kortsiktiga SAA-tester vid 20, 15 och 10°C. Liknande
studier utférdes av (Dosta ez al., 2008) som med kortsiktiga aktivitetstester
observerade en adaptation av biomassa till laga temperaturer vid drift av
en SBR. Nir MBBR-reaktorn drevs vid 10°C visade de kortsiktiga SAA-
testerna en betydande nedging av anammoxaktiviteten, vilket forklaras av
att de instabila driftsférhallandena vid denna temperatur ledde till en tydlig
paverkan pd biomassans fysiologiska status.
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Figur 6-4  Inverkan av temperaturen métt i satsvisa aktivitetstester vid 5 till
25°C pa SAA av biomassa fran reaktorn vid temperaturerna 19,
16, 13 och 10°C. Felstaplar visar standardavvikelse (n=3).

Aktiveringsenergin var 50 kJ/mol f6r biomassa anpassad till 16°C och 61
kJ/mol fo6r 13°C baserat pa riktningskoefficienterna i Arrheniusdiagram-
men (figur 6-5), beriknade enligt (Lotti er al., 2014c). Dessa resultat dr
jimforbara med resultat for anammoxbiomassa i reaktorer for kviverening
(63 kJ/mol) (Dosta et al., 2008) och for marina anammoxbakterier (51 kJ/
mol) (Rysgaard ez al., 2004). Avsevirt hogre aktiveringsenergi (94 kJ/mol)
har dock uppmiitts for biomassa i reaktorer med ldga temperaturer (6 till
22°C). Dessa skillnader beror sannolike pa ldgre grad av adaptation (anpass-
ning) till de ligre temperaturerna i den senare studien (Isaka ez a/., 2008),
ddr biomassan exponerades for liga temperaturer i ett fital dagar och inte
i manga veckor, som inom detta SVU-projekt. Det dr sammantaget viktigt
att notera att anammoxbakterierna uppvisade en mycket kraftig respons pé
temperaturminskningar och att anammoxaktivitet intressant nog uppmiit-

tes dven vid mycket lig temperatur (5°C) vid dessa test.
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Figur 6-5  Férhallande mellan SAA och temperatur i kortsiktiga SAA-tester
(Arrheniusdiagram) fér temperaturer i MBBR-reaktorn pa a: 16 °C
och b: 13°C.

6.1.3 Mikrobiell samhallsstruktur vid sjunkande temperaturer

Vilka bakterier utforde nitritation-anammox i biofilmen?

For att undersoka sammansittningen av AOB och anammoxbakterier i bio-
filmen pa birarna konstruerades klonbibliotek baserade p& gener f6r amoA
(AOB) och 16S rRNA (anammoxbakterier). Proverna pa biofilm frin 19°C
och 10°C anvindes f6r dessa undersskningar for att ticka in det studerade
temperaturintervallet.

Klonbiblioteken for AOB frén sivil 19°C som10°C dominerades av
amoA-sekvenser som var identiska med Nitrosomonas sp. 14 inom Nitro-
somonas eutrophaleuropaea Klustret (figur 6-6). AOB inom detta kluster ir
utpriglade ekologiska r-strateger, det vill siga de har en hog tillvixthastighet
och lig substrataffinitet och ir dirmed typiska i miljder med hdga halter
av ammonium (Bollmann ez 4/, 2002), sdsom rejektvatten som anvints
i denna studie. AOB inom detta kluster har varit vanligt forekommande
ocksd i andra reaktorer for nitritation-anammox med rejektvatten (Park ez
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Figur 6-6  Fylogenetiskt trad (Neighbour joining) baserat pd amoA sekvenser
fér AOB. Sekvenserna fran denna studie visas i fetstil med antalet
sekvenser inom samma sekvensgrupp inom klamrar. KTH11
betyder att proverna kommer ifran 2011 vid 19°C. KTH12 fran
2012 vid 10°C. Fyllda cirklar anger bootstrap-varden >90 %,
tomma cirklar >50% (1000 iterationer).

al., 2010; Vlaeminck ez al., 2010), dir de hoga kvivehalterna forklarar deras
relativa dominans.

Klonbiblioteken fér planktomyceter baserat pd 16S rRNA-sekvenser
visade att samtliga anammoxbakterier tillhérde Brocadia dir de allra flesta
hade en stor likhet med Brocadia sp.40 (figur 6-7) — en grupp inom Bro-
cadia som tidigare ocksé hittats i rejektvattenreaktorer (Park er al., 2010;
van der Star ez al., 2008). Precis som fér AOB tyder anammoxbakteriernas
identitet inom Brocadia sp. pa att de var typiska r-strateger anpassade for
héga substrathalter (van der Star er al., 2008). Det fanns dock ocksd ett
litet antal anammoxsekvenser som saknade likhet (<96 %) med nigon kind
art inom Brocadia sp. Dessa sekvenser hade dock stor likhet (>99 %) med
anammoxsekvenser {rin andra reaktorer med hoga kvivehalter vilket tyder
pd att nya dnnu inte definierade arter och/eller ekotyper av anammoxbakte-

rier forekommer i dessa miljer.

34



KTHI11-Amx-C09 [36]

KTH12 Amx Ho03 [88]

Ca. Brocadia sp. 40 (AM285341)
KTH11-Amx-A01 [2]
KTHI1-Amx-B10 1]
KTHI11-Amx-C10[2]

Ca. Brocadia fulgida (EU478693)

Ca. Brocadia anammoxidans (AF375994)

Ca. Brocadia sinica (AB565477)

Ca. Anammoxoglobus propionicus (EU478694)

Ca. Jettenia asiatica (DQ301513)

Ca. Kuenenia stuftgartiensis (AF375995)

e Scolindua cluster

S
0.05

Figur 6-7  Fylogenetiskt trdd (Neighbour joining) baserat pa 165 rRNA
sekvenser fér planktomyceter. Sekvenserna fran denna studie visas
i fetstil med antalet sekvenser inom samma sekvensgrupp inom
klamrar. KTH11 betyder att proverna kommer ifran 2011 vid 19 °C.
KTH12 fran 2012 vid 10 °C. Fyllda cirklar anger bootstrap véarden
>90%, tomma cirklar >50% (1000 iterationer).

Hur minga var de olika kviveomsittande bakterierna i biofilmen?

Genom qPCR kunde vi undersdka antalet anammoxbakterier, AOB och
NOB (Nitrobacter och Nitrospira) i biofilmen frin reaktorn (figur 6-8).
Resultaten visar att anammoxbakterierna utgjorde en stor och dominerande
del av biomassan. En stegvis sinkning av temperaturen fran 19°C till 10°C
paverkade inte den totala mingden bakterier, mitt med universella primers,
eller mingden anammoxbakterier. AOB utgjorde en avsevirt mindre del av
den totala biomassan 4n anammoxbakterierna och sjonk signifikant i antal
fran 19°C till 16°C (ANOVA, p<0,01), men var direfter ganska konstanta
i forekomst. NOB inom Nitrobacter och Nitrospira hade bada en lig rela-
tiv forekomst i biofilmen. Nitrospira var signifikant hogre i forekomst vid
13-16°C (p<0,01, ANOVA), vilket tyder pd att dessa bakterier konkur-
rerade bist vid dessa temperaturer. Intressant nog har en nylig studie visat
att Nitrospira har en temperaturgrins (12°C) under vilken de konkurrerar
diligt, vilket bekriftar observationerna frin qPCR mitningarna (Gilbert ez
al., 2014b). Nitrobacter uppvisade diremot ingen skillnad i férekomst vid
de olika temperaturerna.
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Figur 6-8 Férekomst av samtliga bakterier (Uni), anammoxbakterier,
AOB, Nitrobacter och Nitrospira matt med qPCR. Figuren visar
kopieantalet per m? av biofilm av de gener som anges under
respektive bakteriegrupp, vid 19°C (n=3), 16°C (n=12), 13°C
(n=9) och 10°C (n=9). Felstaplar visar konfidensintervall (95 %).

Var i biofilmen befann sig de kviveomsiittande bakterierna?
Resultaten med FISH stimde vil 6verens med sekvenseringarna (ovan).
AOB triffades av en probe {6r N. europacea/eutropha klustret (Nse1472) och
de flesta anammoxbakterierna triffades med en probe avsedd for Brocadia
anammoxidans och Brocadia sp.40 (Ban162). Genom att utveckla en sé kall-
lad kompetetiv himmare kunde dven den mindre och 4nnu inte klassifice-
rade subpopulationen av anammoxbakterier detekteras med en annan probe
(Bfu613) avsedd for B. fulgida. Det bor dock tilliggas att denna mindre
subpopulation hade en ganska lig likhet med B. filgida (96 %), vilket gor
att man mdste dra slutsatsen att de var av en annan, dnnu inte beskriven art.
Biofilmen hade tillvixt pa birarna till en tjocklek dir de i stort sett fyllde
hela halrummen i birarna, med en kanal i mitten och en struktur liknande
ett "lock” mot det omgivande vattnet (figur 5-1b). Genom att anvinda
FISH p& tvirsnitt av hela biofilmen frin birarna, kunde den totala for-
delningen av AOB, anammoxbakterier och NOB undersokas (se material
och metoder f6r en 6versikt av metodiken). Anammoxbakterierna stod for
merparten av alla bakterier genom hela biofilmen, bortsett frin de yttersta
skikten nira det omgivande vattnet (figur 6-9). AOB befann sig i ett yttersta
tunt skike i det sd kallade "locket”, diir man kan férviinta sig syresatta for-
hallanden (figur 6-9C) och i kanalerna genom biofilmen, nira vattenfasen
(figur 6-9B). NOB inom Nizrospira kunde ocksa detekteras med FISH och
var liksom AOB frimst lokaliserade nira den yttre vattenfasen (figur 6-9D).
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Figur 6-9  FISH-CLSM bilder pa den cryosnittade biofilmen. Anammox-
bakterier &r gréna, AOB é&r lila, Nitrospira &r gula och évriga
bakterier &r bla. A) Oversiktsbild ver hela biofilmen i en bérare
genom ett cryosnitt ldngdleds fér att visa anammoxbakterier, AOB
och 8vriga bakterier, skalstrecket visar 0,5 mm. B-C: férstoringar
(320x320 um) av tva regioner av biofilmen i A. Figur B visar
biofilmen inom en kanal, figur C visar biofilmen i den yttre regionen.
Figur D (480x480 um) visar lokaliseringen av Nitrospira inom
biofilmen, dér biofilmens fasgréns mot vattnet &r riktad at vénster.

Bakterierna i biofilmen hade avsevirt ligre tithet i de mittre regionerna,
med gott om smd hdlrum mellan bakterierna (figur 6-9). Detta tyder pa
en ligre aktivitet i dessa regioner, jimfort med den tita biofilmen nira den
yttre fasgrinsen mot det omgivande vattnet. Detta ménster sikerstilldes
ocksd genom statistisk digital bildanalys av ett storre antal bilder (figur
6-10) dir bakterietitheten minskade signifikant (p<0,001, ANOVA) med
okat djup i biofilmen.
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Figur 6-10 Té&ckningsgrad av bakterier i biofilmen, matt fran den yttre fasgrén-
sen mot omgivande vatten och drygt 1 mm in i biofilmen. Data fran
FISH-CLSM med proberna EUBI-IV fér att técka in samtliga bakterier
i biofilmen. Felstaplar visar konfidensintervall (95 %, n=17).
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Figur 6-11 A) FISH-CLSM bild av ett avsnitt av biofilmen fran fasgrénsen
mot vattnet (till vanster) och inat i biofilmen. Anammoxbakterier
som tréffas av Bfu613 é&r rosa, évriga anammoxbakterier &r gréna,
ovriga bakterier (icke-anammox) &r bla. B) Relativ férekomst
(gentemot samtliga bakterier) av alla anammoxbakterier (4)
och den subpopulation som tréffas av Bfu613 (O) vid olika
djup i biofilmen, réknat fran fasgrdnsen mot omgivande vatten.
Felstaplar visar konfidensintervall (95 %, n=17).

Den mindre subpopulationen av anammoxbakterier (Bfu613-positiva) hade
en annorlunda fordelning inom biofilmen #4n den stérre subpopulationen av
typen Brocadia sp.40 (Ban162-positiva). De Bfu613-positiva anammoxbak-
terierna minskade i relativ forekomst med 6kat djup i biofilmen (ANOVA,
p<0,001) (figur 6-11). Detta tyder pd tvd olika ekotyper av anammoxbak-
terier inom biofilmen. D4 den Bfu613-positiva ekotypen frimst férekom
nira fasgrinsen mot omgivande vatten, nira AOB som f6rser anammoxbak-
terierna med nitrit, kan man dra slutsatsen att denna subpopulation hade
en betydande inverkan pd kviveomsittningen i reaktorn, dven om de bara
utgjorde en liten del av det totala antalet anammoxbakterier.

Om man summerar resultaten pd den mikrobiella samhillsstrukturen
kan man siga att det mikrobiella samhillet dominerades av anammoxbakte-
rier som utgjorde en hdg andel av den totala biomassan i biofilmen, medan
AOB var avsevirt firre. De manga anammoxbakterierna i biofilmens mitt-
regioner hade dock formodligen liten pdverkan pa kviveomsittningen da
de befann sig lingt ifrin AOB som utgér killan till nitrit. Detta bekriftades
av den liga bakterietitheten i dessa regioner som tyder pd substratfattiga
forhllanden. En mindre och en stérre subpopulation av anammoxbakterier
visar pa en diversitet, dir lokaliseringen av dem inom biofilmen ocksa anty-
der att de har olika ekofysiologi. En sinkning av temperaturen hade liten
paverkan pd vilka bakterier som fanns ddr, pa deras antal och lokalisering
i biofilmen. Detta tyder pa att biofilmen pd birare i en MBBR erbjuder
en vil skyddad miljo for bakterierna. NOB var f3 i antal, men vi vet att de
hade en viss paverkan pé kviveomsittningen framfor allt vid de ligre tem-
peraturerna. Nitrospira var ocksé lokaliserade nira AOB vilket méjliggjorde

overforing av nitrit frin AOB i dessa biofilmsregioner.
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6.2 Steg Il. Minskande kvéavehalter

6.2.1 Kvaveomsattning

I den hir delen av studien studerades deammonifikationsprocessen vid kvi-
vehalter frin 500 ner till 45 mg NH_-N/I vid 13°C for att stegvis nirma
sig forhallandena vid rening av huvudstrémsvatten. Forsoket delades in i
sex olika perioder (tabell 6-3 och 6-4). Vid en sinkning av kvivehalten i
inkommande avloppsvatten kan kvivebelastningen i reaktorn héllas kon-
stant genom att oka flodet och dirmed sinka den hydrauliska uppehallsti-
den. Alternativt kan kvivebelastningen siinkas genom att hilla en konstant
hydraulisk uppehéllstid. Kvivebelastningen sinktes gradvis frin 0,76+0,03
till 0,28+0,02 gN/m? x d under period I till III. Samtidigt hélls den hydrau-
liska upphéllstiden relativt konstant pd ca 3 dagar. Under period IV till VI
hélls en konstant kvivebelastning samtidigt som den hydrauliska uppehélls-
tiden sjonk frin 3,23+0,00 till 0,85+0,03 dagar. Tanken var att det vid de
ldgre koncentrationerna av ammonium i inkommande avloppsvatten, som
ocksa dr mer lika ett huvudstromsvatten, ir enklare att jimféra processef-
fektiviteten om belastningen hélls konstant. Dessutom ir lidgre hydrauliska
uppehillstider en forutsittning for att kunna tillimpa nitritation-anammox
for huvudstrommen i fullskala. Den hydrauliska uppehallstiden har liten
paverkan pa kvarhéllandet av biomassan i biofilmsreaktorer, vilket ir en av
de principiella férdelarna med MBBR-tekniken.

Tabell 6-3 Driftsparametrar under de olika férséksperioderna.
NLR=kvévebelastning, NRR=kvéaveavskiljning, DO=halten st
syre, HRT=hydraulisk uppehallstid.

Dag NLR NRR N-avskiljn. pH DO Kond. HRT
(gN/m?2xd) (gN/m?2xd) (%) (mg/l) (mS/cm) (d)
Period | 1-58 0,76+0,03 0,13+0,06 16,6+8 7,9+0,11 0,93+0,08 3,33+0,36 3,26+0,13
Period Il 59-100 0,41+0,07 0,11+0,03 28,6+9 7,7+0,06 0,66+0,04 1,61£0,11 3,14+0,16
Period IlI 101-133 0,28+0,03 0,07+0,02 25,7+6 7,9+0,08 0,64+0,07 1,42+0,09 3,23+0,00
Period IV 134-190 0,28+0,02 0,09+0,04 32,013 7,48+0,20 0,82+0,24 0,92+0,15 2,29+0,14
Period V 191-259 0,28+0,02 0,1+0,04 36,4+11 7,15+0,07 0,49+0,06 0,66+0,06 1,59+0,09
Period VI ~ 260-303 0,26+0,02 0,04+0,03 16,8+10 7,04+0,05 0,41+0,04 0,55+0,03 0,85+0,03

Tabell 6-4 Inkommande och utgdende koncentrationer av kvdveféreningar

vid pilotanldggningen.

Infléde Utfléde

NH,-N (mg/l) NH,-N (mg/1) NO,-N (mg/l) NO,-N (mg/l)
Period | 496+33 307+69 13+5,7 99+40
Period Il 25113 148+45 6,8+6,0 44+37
Period Il 177+6,6 12313 2,6+2,0 10+8,1
Period IV 128+12 60+22 2,7+1,6 1714
Period V 86+8,2 32+10 1,6+0,7 22+8,5
Period VI 45+7,9 27+6 1,9+0,3 12+6,5

I bérjan av studien (Period I) var processen instabil och kviveavskiljnings-
graden var endast 178 % (0,13 gN/m?x d) (tabell 6-3, figur 6-12). Nitrat-
halten var hog i reaktorn (99+40 mg/l) vilket tyder pa atct NOB-aktiviteten
var omfattande. Den férhillandevis hoga syrehalten pa 0,93 mg/l ledde
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till en hég aerob ammoniumoxidation (AOB) och en hég nitritoxidation
(NOB), vilket syns tydligt i figur 6-13 for period I. Under dessa forhallan-
den kunde foljaktligen inte anammoxbakterierna konkurrera framgangsrike
med NOB om den nitrit som producerades av AOB, trots att en del nitrit
uppenbarligen inte omsattes dé halterna i reaktorn uppgick till 13+5,7 mg/1
(higur 6-12).

Under period II sinktes bdde kvivebelastningen och syrehalten (0,66
mg/l) vilket resulterade i en 6kad kviveavskiljningsgrad till 29+9 % (tabell
6-3). Den sinkta syrehalten medférde minskad aerob ammoniumoxidation
av AOB och minskad nitritoxidation av NOB (figur 6-13). Eftersom anam-
moxbakterierna kunde konkurrera bittre med NOB om den nitrit som pro-
ducerades blev processen stabilare och nitrathalten gick ned (figur 6-12b).
Kvivebelastningen var dock relativt 1ag, 0,41+0,07 gN/m?x d, vilket med-
forde att endast 0,11+0,03 gN/m*xd avskildes. Under period III sinktes
kvivebelastningen ned till 0,28+0,02 gN/m”xd med bibehallen syrehalt i
reaktorn och kviveavskiljningen sjonk ned till 0,07+0,02 gN/m?x d med en
lag nitratproduktion i reaktorn. Under period IV héjdes syrehalten nigot
fran 0,6420,07 till 0,82+0,24 mg/l for att 6ka AOB-aktiviteten, vilket lyck-
ades, men detta medférde ocksd okad nitritoxidation av NOB (figur 6-13)
och nigot 6kade nitrathalter (figur 6-12b). Under denna period var kvive-
avskiljningen stabil runt 0,1 gN/m?xd.

Syrehalten sinktes dter under period V for att anpassa den till den ligre
koncentrationen ammonium i inkommande avloppsvatten. Kviveavskilj-
ningen var stabil runt 0,1 gN/m?xd trots att den hydrauliska uppehalls-
tiden sinktes frin 2,29 till 1,59 dagar, med bibehallen belastning pd 0,28
gN/m?xd. Den hogsta kviveavskiljningsgraden observerades under denna
period; 36+11 % i genomsnitt och 68 % for ett enskilt mittillfille. En ytter-
ligare sinkning i ammoniumhalten till 45 mg/l med bibehéllen belastning
(0,26 gN/m?x d) under period VI ledde till en férsimring i kviveavskilj-
ningen till endast 0,04+0,03 gN/m?xd (17+10%). Under den hir perio-
den siinktes dven den hydrauliska uppehéllstiden till 0,85 dagar vilket kan
ha bidragit till den minskade kviveavskiljningsgraden. Syrehalten sinktes
ytterligare under den hir perioden tll 0,41+0,04 mg/] vilket medforde
sinkt aerob ammoniumoxidation (AOB) sivil som sinkt nitritoxidation
(NOB) (figur 6-13). Aven om de faktiska mingderna avskilt kvive var liga
under period V och VI uppvisade processen en god stabilitet utan stora fluk-
tuationer i koncentrationen av de olika kviveféreningarna (figur 6-12b).

Ett par évergripande observationer kunde géras. I) Nitrit ackumulerades
inte under hela forséksperioden (figur 6-12b). Detta visar att allt nitrit som
producerades av AOB omhindertogs effektivt av anammoxbakterier, NOB
och méjligen ocksd denitrifikationsbakterier. II) Kviveavskiljningen var i
stort sett lika stor under period II till V (figur 6-12a), medan den aeroba
ammoniakoxidationen (AOB) och nitritoxidationen (NOB) varierade avse-
virt mellan dessa perioder med sjunkande kvivehalter och olika syrehalter i
reaktorn (figur 6-13). Mitningarna av den potentiella anammoxaktiviteten
(SAA) vid 25°C visade ocksd pd sma forindringar mellan perioderna och
omsittningshastigheter kring 0,3-0,4 gN/m?xd (figur 6-16). Medriknat

det stora temperaturberoende som visats for anammoxbakteriernas akti-
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Figur 6-12 A) NH,-N belastning (NLR) och kvéveavskiljningshastighet (NRR)
vid olika perioder. B) Kvdvekoncentration i utflédet fran MBBR vid
olika perioder.

vitet (en minskning med 2,5 ginger mellan 25 och 13°C, se figur 6-4)
medfér detta att den potentiella omsittningshastigheten vid 13 °C lag kring
0,12-0,17 gN/m?x d, vilket var nira de uppmiitta avskiljningshastigheterna
i reaktorn (figur 6-12). Detta tyder pd att anammoxbakterierna var nira
sin maximala omsittningshastighet vid de rddande betingelserna i reaktorn
under dessa perioder.

Denitrifikationen i reaktorn kunde inte mitas direkt, men den poten-
tiella denitrifikationen, baserat p& COD-avskiljningen, kunde uppskattas
utifrin antagandet att allt COD anvinds for denitrifikation. Detta 4r saklart
en dverskattning eftersom COD ocksd omsitts av acroba heterotrofa bakte-

rier som vi vet ir aktiva i reaktorn (figur 6-15). Baserat p& denna skattning
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Figur 6-14 Linjart férhallande mellan konduktivitet och NH,-N koncentration i
utflédet av reaktorn.

kan vi inte utesluta att denitrifikation periodvis kan ha stdtt for en del av
kviveavskiljningen i reaktorn vid forséken med sinkta halter (figur 6-13),
till skillnad frdn vid forsdken med sinkta temperaturer, dir motsvarande
skattning visade att denitrifikationen var i stort sett forsumbar (se tabell 6-1).
Konduktiviteten mittes i reaktorn kontinuerligt med en online-sensor.
Ammoniumhalten i utflodet kunde relateras till mitningar av konduktivitet
med hog korrelation (figur 6-14), vilket medférde att konduktivitetsmiit-
ningarna kunde anvindas som ett enkelt redskap f6r processévervakning.
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6.2.2 Mikrobiell aktivitet

Aktivitet hos olika grupper av mikroorganismer

OUR-resultaten visade att AOB var de dominerande syrekonsumenterna
bland de olika grupperna av syreférbrukande mikroorganismer (figur 6-15).
Den genomsnittliga potentiella AOB aktiviteten under hela driftsstudien
var 2,7+0,8 g O,/m’d. Den maximala AOB aktiviteten mitt som OUR pi
biofilmbirarna var 3,9 g O,/m*d under period II. OUR resultaten visade
ocksa att NOB under alla perioder var etablerade i biofilmen, med en ten-
dens till 6kande potentiell aktivitet under period II till VI.
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Figur 6-15 Potentiell aktivitet f6r olika grupper av syreférbrukande
mikroorganismer mé&tt som OUR fér bérarna i reaktorn. Felstaplar
visar standardavvikelse.

Biofilmens biomassa i MBBR-reaktorn var cirka 7+0,6 g/l (VSS) under hela
forsoket. Detta virde var mycket hogre 4n det virde som rapporterats av
(Gut et al., 2006), som var 2,3 g/l. Diremot var den genomsnittliga poten-
tiella aktiviteten hos anammoxbakterierna (SAA) forhillandevis ldg (0,3 g
N/m?d). Den potentiella anammoxaktiviteten minskade markant under
period I for att sedan vara stabil med en liten minskning under de péfol-
jande perioderna (figur 6-16). Den ligsta medelaktiviteten observerades i
period VI (0,25 g N/m?*d) d& substrathalterna var ligst (45 mg/l). Orsaken
till den kraftigt minskade aktiviteten i period I dr dnnu inte klarlagd. Ming-
den anammoxbakterier var i stort sett oférindrad i biofilmen frin period
I dill period VI (figur 6-19), vilket tyder pa att det var anammoxbakterier-
nas fysiologiska status, snarare in antal som férindrades. Under period I
var reaktorhalterna av ammonium héga (figur 6-12b). AOB-aktiviteten
i reaktorn var uppenbarligen otillricklig for att oxidera mer ammonium.
Den aeroba oxidationen av ammonium sinker ocksd pH (tabell 1-1). Den
otillrickliga AOB oxidationen av ammonium ledde ddrmed till f6rhillan-
devis hogt pH i reaktorn (7,9-8,2) under period I. Tillsammans ledde de
forhojda pH virdena och de héga ammoniumbhalterna till héga halter fri

43



ammoniak (FA). Under de f6rsta 20 dagarna var halterna FA 8-15 mg/I for
att under de resterande dagarna i period I ligga pd 3—7 mg/l. Halter av FA
kring 10 mg/l kan leda till kraftigt minskad anammoxaktivitet (Jaroszynski
et al., 2012) och halter motsvarande 16 mg/1 har lett till systemf6rsimringar
i reaktorer med nitritation-anammox (Li ez @/, 2012). Det ir dirfor inte
orimligt att anta att halterna av FA himmade anammoxbakterierna vilket
ledde till en bestdende minskning i SAA.

Den potentiella syreforbrukningen av AOB, mitt med aktivitetstest, var
forhallandevis lig under period I (figur 6-15), vilket formodligen medver-
kade till svirigheterna att oxidera tillrickligt med ammonium under perio-
den. Det dr i retrospektiv oklart om hégre syrehalter i reaktorn hade varit att
foredra. Aven om halterna ammonium i reaktorn skulle kunna ha minskats
av AOB och dirmed sinkt halterna FA, hade man ocksa riskerat férhéjda
syrehalter i biofilmen vilket ocksd himmar anammoxbakterierna. Him-
ningar av anammoxbakterier via en sinkt syreférbrukningskapacitet for
AOB har tidigare visats fér biomassa i reaktorer med nitritation-anammox
(Joss et al., 2011).
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Figur 6-16 Potentiell aktivitet f6r anammoxbakterier (SAA) och
denitrifikationsbakterier (NUR) f6r bararna i reaktorn. Felstaplar
visar standardavvikelse (SAA).

Vid anvindning av MBBR vid l&g temperatur 4r en av strategierna att skapa
forutsiteningar for selektion av AOB framfér NOB. Detta var den stérsta
utmananingen vid dessa forsok. Beroende pa tillvixttakten kan NOB kon-
kurrera ut AOB under 15 °C (Hellinga ez a/., 1998). Ett sitt att undertrycka
NOB kan vara att begrinsa syrekoncentrationen (se kapitel 3.2). En upp-
skattning av den potentiella kviveomsittningen baserad pa aktivitetstester
(ekv. 7 & 8) visade att NOB-aktiviteten okade gradvis och var dtminstone
lika hég som AOB-aktiviteten frén period III till period VI (figur 6-17).
Uppenbarligen kunde inte syrehalterna i reaktorn, under 1 mg/l for alla
perioder, undertrycka NOB. Inte ens vid de mycket liga syrehalterna i
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period VI pa 0,4 mg O,/ kunde NOB-aktiviteten undertryckas i tillrick-
lig utstrickning. Den potentiella kviveomsittningen av NOB var snarare
som hogst vid dessa betingelser. Detta tyder pa att de aktiva NOB tillhorde
Nitrospira sp. som visats konkurrera framgingsrikt med AOB om syre vid
laga syrehalter genom sin hoga affinitet for syre (Wett ez al., 2012). Sam-
mantaget visade dessa aktivitetsforsok och driftsdata att liga syrehalter i
reaktorn vid lga temperaturer (13°C) inte rickte till fér att undertrycka
NOB i denna MBBR. Fér att lyckas med detta krivs formodligen andra
tillvigagidngssitt som till exempel intermittenta luftningsstrategier (Regmi
et al., 2014; Wett et al., 2012), och/eller uppdelning av reaktorns biomassa
med aeroba mikroorganismer i suspenderad fas och anoxiska mikroorga-
nismer i birarnas biofilm (Malovanyy ez al., 2014b; Veuillet ez al., 2014).
Forsok med dessa strategier pagir vid KTHs pilotanliggningar i Hammarby
Sjostadsverket.

Period | Period Il Period Il Period IV Period V Period VI

®m AOB ® NOB O Anammoxbakterier B Denitrifikationsbakterier

Figur 6-17 Bedémning av potentiell kvdveomséttning fér AOB, NOB,
anammoxbakterier och denitrifikationsbakterier baserat pa
métningar av potentiell aktivitet (OUR, SAA, NUR).

6.2.3 Mikrobiell samhallsstruktur vid sjunkande halter

Vilka var bakterierna?

Under denna delstudie anvindes ett annat tillvigagingssitt dn vid studien
av sjunkande temperaturer. Istillet for att konstruera klonbibliotek och
sekvensera gener specifika for AOB och anammoxbakterier anvindes Next
Generation Sequencing (NGS) baserat pa plattformen f6r Illumina MiSeq
pa gener for 16S rRNA. Detta méjliggjorde mitningar av den total diversi-
teten i proverna med ett stort djup (hogt antal sekvenser) per prov. P4 sa vis
kan man eliminera den slumpfaktor som spelar in nir man plockar kloner
for sekvensering och fi ett sikert underlag. Totalt erhélls 2200051000
sekvenser per prov, efter att ha filtrerat bort potentiellt felaktiga sekvenser
enligt ett nyligen publicerat protokoll (Kozich ez al., 2013).
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Figur 6-18 Férdelningen av Svergripande sléktméssiga grupper (fyla) av
bakterier i biofilmen baserat pa NGS (lllumina MiSeq). Fyla med
en relativ sekvensférekomst >1% visas. Prover &r fran perioderna
I, Ill, V och VI for att tdcka in de olika halterna av kvave i reaktorns

tillfléde.

Resultaten baserade pa fylum (den mest 6vergripande slikemissiga gruppe-
ringen av bakterier) visade att Planctomycetes var dominerande (60-63 %),
med héga andelar sekvenser inom Chloroflexi (12—14 %) och Proteobacteria
(11-12%). Ovriga fylum hade ligre relativ sekvensforekomst (<5 %) (figur
6-18).

Inom Planctomycetes var anammoxbakterierna inom Brocadia helt domi-
nerande. NGS med Illumina MiSeq kunde dock inte pdvisa nigon diversi-
tet inom Brocadia sp. dir en sekvenstyp (med 97 % likhet) var helt domi-
nerande i samtliga prov och utgjorde 50-57 % av samtliga sekvenser. Att
Brocadia dominerar i samtliga prov ir intressant dd denna grupp anses vara
en ekologisk r-strateg med konkurrensmassiga férdelar vid héga substrathal-
ter (van der Star ez al., 2008). Trots de stegvis sjunkande halterna av ammo-
nium fran 500 till 45 mg N/I, var uppenbarligen bakterier inom Brocadia
tillrickligt konkurrenskraftiga for att helt dominera populationen av anam-
moxbakterier. Kanske har denna bakteriegrupp en bredare ekofysiologi in
vad som tidigare antagits. Det faktum att Brocadia ocksi dominerat anam-
moxpopulationen i en annan nyligen publicerad studie pa nitritation-anam-
mox vid liga kvivehalter och liga temperaturer (Gilbert ez al., 2014b) tyder
pa att sd kan vara fallet. En alternativ forklaringsmodell skulle bygga pa
att reaktorférhallandena med lga temperaturer och laga substrathalter inte
medgav mojligheter f6r tillvixt av anammoxbakterier. Detta skulle leda till
att enbart de anammoxbakterier som sedan tidigare etablerat sig i biofilmen
forblev dir, d& de befann sig i en skyddad miljo en bit in i birarnas biofilm.

Bakterier inom Chloroflexi har ofta detekterats tillsammans med anam-
moxbakterier och AOB i system med nitritation-anammox (Cho et al.,
2010). Deras roll i dessa system ir dnnu inte klarlagd. Manga Chloroflexi
dr filamentosa och kan ha en viktig funktion for att strukeurelle halla ihop
biofilm och granuler (Cho ez 4/, 2010). Filamentésa Chloroflexi har iven
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foreslagits leva i symbios med anammoxbakterierna, dir de hjilper till att
skapa anaeroba forhdllanden (Zhang ez a/., 2012). Studier har ocksa visat att
filamentésa Chloroflexi kan tillgodogéra sig metaboliska biprodukter frin
AOB (Okabe et al., 2005) och anammoxbakterier (Kindaichi ez 2/, 2012).

Inom Proteobacteria dterfanns en framfor allt sekvenser inom Beza-Pro-
teobacteria (4-5 %), Alfa-Proteobacteria (2-3 %) och Gamma-Proteobacteria
(2-3%). AOB inom Beta-Proteobacteria utgjorde en liten andel (0,2-0,3 %)
av alla sekvenser. En viss diversitet inom AOB, med totalt fyra sekvenstyper
(baserade pa 97 % likhet) kunde urskiljas, men precis som for anammox-
bakterierna var en sekvenstyp helt dominerande i alla fyra prov. Sekvenserna
tillhérande Nitrobacter inom Alfa-Proteobacteria var vildig fa (0,02-0,03 %).

NOB inom Nitrospira var ocksd fa och utgjorde 0,1-0,2 % av samtliga
sekvenser dir tre sekvenstyper kunde urskiljas. Det var dock oklart om alla
dessa sekvenstyper kom frin bakterier inom Nitrospira som kunde oxidera
nitrit under rddande forhéllanden.

Hur mdnga var de kviveomsittande mikroorganismerna?
Aven om NGS ger en god 6verblick 6ver den totala sammansittningen av
bakterier i proverna, ger metoden inte precisa kvantitativa resultat. Dirfor
anvindes qPCR for att f6lja dynamiken av de olika kviveomsittande bakte-
rierna i biofilmen vid sjunkande kvivehalter i rektorns tillfléde (figur 6-19).
Anammoxbakterierna, AOB och NOB inom Nitrobacter och Nitrospira
visar pd liknande relativa forekomster av genkopior vid alla studerade perio-
der, Detta tyder pa att de minskande kvivehalterna i reaktorns tilllode hade
liten paverkan pé konkurrensférhéllandena mellan dessa olika kviveomsiit-
tande bakterier. Precis som i den féregiende studien med lga temperatu-
rer dominerade anammoxbakterierna biomassan med avsevirt firre AOB
och dnnu firre NOB. De observerade variationerna i kviveomsittning i

reaktorn, till exempel acrob ammoniumoxidation och nitritoxidation (figur
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Figur 6-19 Férekomst av samtliga bakterier (Uni), anammoxbakterier,
AOB, Nitrobacter och Nitrospira méatt med qPCR. Figuren visar
kopieantalet per m? av biofilm av de gener som anges under
respektive bakteriegrupp. De streckade linjerna avgrénsar de olika
perioderna I-VI. Felstaplar visar konfidensintervall (95 %).

47



6-13) avspeglade sig inte i tydliga skillnader i férekomst av AOB och NOB.
Liknande observationer av stabila férekomster av AOB och NOB men stora
variationer i deras paverkan pa kviveomsittningen har tidigare gjorts i andra
biofilmsystem (De Clippeleir ez al., 2013). En tolkning av dessa resultat dr
att biofilmer erbjuder miljoer dir dven temporirt passiva bakterierna ir vil
skyddade, till skillnad frén slambaserade system dir de spolas ut frén reak-
torn om de inte tillviixer. Detta dr en egenskap som & ena sidan 4r 6nskvird
for att behélla de lingsamvixande anammoxbakterierna och AOB i reaktorn
dven vid ogynnsamma forhéllanden, men som & andra sidan gor det svért att
bli av med oonskade NOB frn reaktorn nir de vil etablerat sig i biofilmen.
Fér att forhindra oonskad nitritoxidation blir det dirmed helt avgérande att
hitta driftsférhillanden dir NOB-aktiviteten kontinuerligt kan héllas nere,
snarare 4n att striva efter forhillanden dir NOB kan skéljas ur systemet,
vilket baserat pa resonemangen ovan blir svért att stadkomma.
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7 Kvaverening med anammox
i huvudstrémmen i framtiden?

Kviverening med anammox har potential att 16sa de samtidiga behoven
av okad kviverening och minskad klimatpaverkan och energiférbrukning
vid avloppsreningsverk. Jimfért med konventionell kviverening mojliggor
nitritation-anammox ocksd 6kat omhindertagande av organiskt material
for biogasproduktion (eller andra produkter) och minskade ekonomiska
driftskostnader. For behandling av rejektvatten dr anammoxprocesser idag
en ctablerad process dir det finns ett gott underlag for dimensionering
och styrning. De stora potentiella vinsterna erhalls dock vid behandling av
huvudstrommen. Sedan uppstarten av detta SVU-projeke 2011 har intensiv
forskningen bedrivits inom projektet och virlden 6ver kring anammox vid
huvudstromsférhéllanden pa avloppsreningsverk. Detta har fort processen
mycket lingre mot en framgingsrik tillimpning. Man vet idag att det gir att
behilla biomassan med lingsamvixande autotrofa anammoxbakterier och
AOB i kalla och substratfattiga vatten i reaktorer baserade pa granuler eller
birare (MBBR). Man vet ocksd att méttliga, men rimliga avskiljningshastig-
heter kan uppnis vid laga temperaturer. En summering av forskningen pekar
pa att enstegsprocesser med AOB och anammoxbakterier i samma reaktor
verkar vara att foredra. Den kanske stdrsta utmaningen bestdr i att styra
processen for att undvika aerob nitritoxidation av NOB. Hir ligger idag
mycket av forskningsfokus. Genom ckad ekofysiologisk kunskap om olika
NOB, AOB och anammoxbakterier pagir en kontinuerlig utveckling av
forstaelsen kring vid vilka driftbetingelser en optimal nitritation-anammox
process kan bedrivas. Nya losningar baserade pé on-line styrning med bl.a.
intermittent luftning och noggrann kontroll av reaktorns halter av ammo-
nium och nitrit/nitrat har lanserats och i vissa fall testats med framgangsrika
resultat. Likasd har kombinationen av AOB i suspenderad biomassa och
anammoxbakterier i biofilm visat lovande resultat med avseende pa bland
annat mdjligheterna att undvika aerob nitritoxidation.

Antalet studier med riktigt avloppsvatten dr dock dnnu mycket fi. Man
vet lite om hur processen paverkas av de drliga variationerna i sammansitt-
ning och temperatur. En ytterligare faktor att ta med i berikningarna ir
hur driftsbetingelserna paverkar emissioner av vixthusgaser (fr.a. lustgas).
Anammoxbakterier slipper i princip inte ut lustgas och enstegsprocesser
med nitritation-anammox f6r rejektvattenbehandling har uppvisat liga till
mittliga emissioner. Annu vet man dock inte mycket om hur de annorlunda
forhéllandena vid huvudstromsbehandling paverkar dessa emissioner.

Sammantaget ir det idag for tidigt att ge underlag f6r dimensionering
och styrning av en vilfungerande anliggning f6r nitritation-anammox i
huvudstrommen. Men med tanke pd de stora forskningsframsteg som skett
de senaste aren och de nationella och internationella satsningar som sker
idag kan man rikna med att fullskaleanliggningar kommer att byggas inom

en snar framtid.
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Slutsatser

Stabil kviveavskiljning med deammonifikation i en MBBR kan uppnés dven

vid liga temperaturer och liga inkommande kvivekoncentrationer, med

bibehéllen biomassa. Men for att fi betydande kviveavskiljning 4r under-

tryckande av nitritoxiderande bakterier (NOB) fortfarande en utmaning.

Hir spelar konkurrensen mellan AOB och NOB om syre en avgorande roll.

Sirskilt foljande slutsatser kan hirledas frin studierna med minskade tem-

peraturer:

Stabil kviveavskiljning kunde erhéllas vid 1aga temperaturer (19-13 °C)
och héga inkommande ammoniumkoncentrationer (850—1000 mg/1).
Vid 19°C (belastning 2-3 ¢ N/m?x d) var avskiljningsgraden 72 %.
Vid 16 och 13°C (belastning 1 g N/m?*x d) var avskiljningsgraden 76
respektive 53 %.

En ytterligare sinkning av temperaturen till 10°C (belastning 1 g N/
m?x d) ledde till en instabil process med lag avskiljningsgrad (16 %).
Forhojda halter av nitrit och fri ammoniak i reaktorn himmande pro-
cessen vid de férhéllandevis hoga kvivehalterna i rejektvattnet.
Anammoxbakterier spelade en dominerande roll f6r kviveavskiljningen
under hela driftsstudien. Medelaktiviteten hos anammoxbakterierna
minskade frin 2,3 ¢ N/m?xd vid 19°C ill 1,5 g N/m?xd vid 10°C.
Den genomsnittliga potentiella anammoxaktivitet var dirmed jimfs-
relsevis hog under hela férsoket med minskade temperaturer.

Minskad temperatur paverkade inte den dominerande rollen for AOB
bland syrekonsumenter. Okad NOB-aktivitet observerades vid vissa
tillfdllen, men den genomsnittliga potentiella NOB-aktiviteten f6rind-
rades inte med sjunkande temperatur.

Utvirderingen av anammoxbakteriernas aktivitet vid olika temperatu-
rer visade en kraftigt minskad aktivitet med sinkt temperatur enligt ett
linjdrt forhéllande mellan 25°C och 5°C.

Det mikrobiella samhillet i biofilmen dominerades av anammoxbak-
terier som utgjorde en hdg andel av den totala biomassan i biofilmen.
Minst tvd populationer av anammoxbakterier kunde detekteras, dir
den mindre populationen hade en annan lokalisering i biofilmen, vilket
tydde pa olika ekofysiologi.

AOB var avsevirt firre in anammoxbakterierna och frimst lokaliserade
till tunna skike nira biofilmens fasgrins mot omgivande vatten dir
man kan forvinta syresatta forhillanden.

NOB inom savil Nitrospira som Nitrobacter hade etablerat sig i biofil-
men, men var relativt fi. De hade trots detta periodvis viss paverkan pi
kviveomsittningen i reaktorn.

Sinkningarna av temperaturen hade liten inverkan pd den mikrobiella
samhillsstrukturen, vilket tyder pd att birarna i en MBBR erbjuder vil
skyddade foérhallanden for bakterierna i biofilmen.
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En stabil kviveavskiljning kunde uppnés vid 13-16°C genom att nog-
grant anpassa syrehalten si att aktiviteten hos AOB, anammoxbakterier
och NOB hélls i balans. Vid den ligsta temperaturen (10 °C) rickee

styrningen av syrehalten diremot inte till f6r att balansera processen.

Sirskilt foljande slutsatser kan hirledas frén studier med minskade kvive-

halter:

Kviveavskiljningen var 1g, men stabil vid de stegvis sinkta inkom-
mande kvivekoncentrationerna och den liga temperaturen (13 °C).
Kviveavskiljningen i reaktorn var nira anammoxbakteriernas potenti-
ella avskiljning, baserat pé aktivitetstest, vilket gjorde det svért att 6ka
avskiljningshastigheten.

NOB stod for en stor del av kviiveomsittning i reaktorn.

Genom att styra syrehalterna i reaktorn kunde aktiviteten av AOB och
NOB regleras. Men de liga syrehalterna i reaktorn (0,4 mg/l som lgst)
var inte tillrickliga for att minska aktiviteten for NOB och férhindra
en avsevird nitritoxidation.

Anammoxbakterierna dominerade det mikrobiella samhillet 1 antal,
med avsevirt firre AOB. NOB inom savil Nitrospira som Nitrobacter
forekom i samtliga biofilmsprov, men utgjorde en liten andel av bio-
massan. Trots detta hade de stor paverkar pd kviveomsittningen.
Bakterier inom Chloroflexi var alltid nirvarande i biofilmen i hog relativ
forekomst. Deras betydelse for de kviveomsittande mikroorganismerna
dr dnnu oklar, men deras hoga forekomst i dessa och flera andra studier
med nitritation-anammox tyder pé att de har definierade funktioner i
dessa samhillen.

Den stegvisa sinkningen av kvivehalter hade liten paverkan pa biofil-
mens mikrobiella samhillsstrukeur, vilket &terigen visade att birarna i
en MBBR erbjuder vilskyddade miljser fér bakterierna i biofilmen.
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