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Syftet var att jdmfora effekten av tva driftstrategier med olika slamaldrar pa
de nitrifierande bakteriernas kapacitet och slamegenskaperna. Férséken bed-
revs i tva fullskaleblock vid Henriksdals reningsverk i 22 veckor. Det omsattes
mer kvéve per VSS i blocket med lag slamalder, men de olika driftstrategier-
na paverkade varken antalet eller ssmmansattningen av ammoniumoxiderare.
Slamegenskaperna férsémrades inte av hog slamalder. Filamenthalten var
genomgaende hog, vilket inte alltid korrelerade till daliga sedimenterings-
egenskaper. En lag slamalder bidrog till att mer fosfor frigjordes fran slammet.
The aim was to compare the effect of two operational strategies with different
sludge retention times (SRT) on the capacity of the nitrifying%acteria and the
solids separation. Two separate full-scale trains were operated during 22
weeks at Henriksdal wastewater treatment plant. The nitrogen turn-over per
VSS was higher in the low SRT system, but the number and composition of
nitrifiers was not affected by the operational strategy. The solids separation
was not affected by the SRT. The filament abundance was high in both trains
but did not always correlate with poor solids separation. The phosphorous
concentration in the return sludge was higher in the low SRT system.
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Sammanfattning

For ménga reningsverk maste kvévereningen fungera aret runt for att klara de harda
utsléppsvillkoren for kvdve. Det stiller speciella krav péd driften under vintern da
nitrifikationen avtar och i vérsta fall uteblir. Nitrifierande bakterier har en jamforelsevis
lag tillvixthastighet, som minskar med sjunkande temperatur. Syftet med projektet var
att jdmfora tva driftsstrategier dér de nitrifierande bakteriernas kapacitet undersoktes
samtidigt som eventuella negativa effekter pa slamegenskaperna utvéirderades. Alla
studier pa nitrifikation i projektet fokuserade pd ammoniumoxidation, som &r det forsta
steget 1 nitrifikationen.

Forsoken bedrevs 1 tva fullskaleblock med olika driftstrategier vid Henriksdals
reningsverk 1 Stockholm under 22 veckor véaren 2001. Den samverkande effekten av
slamélder och luftning pa nitrifikationshastigheten, antalet nitrifierande bakterier och
sammansittningen av den nitrifierande bakteriepopulationen undersoktes. Stora
forandringar i artsammanséttning eller antal kan fordndra tillvéxthastigheten av
nitrifierande bakterier i aktivt slam. En sddan skillnad skulle ha effekt pé styrning och
optimering av processen. En annan viktig frdga var att undersoka driftsséttens paverkan
pa slamegenskaperna och fosforldckaget fran slammet i biosteget.

Béade den potentiella och den aktuella nitrifikationshastigheten i bassdngerna var hogre 1
blocket med ldgre slamdlder och dkad luftning. Det omsattes alltsd mer kvdve per VSS 1
det blocket. Skillnaden i nitrifikationshastighet hade dock ingen effekt pd
kvavereningen, som var lika god i bada blocken. Antalet ammoniumoxiderare var
relativt konstant (2 x 10° celler/ml) i de bada blocken under forsoket och de olika
driftsstrategierna paverkade inte antalet. Andelen ammoniumoxiderare var nagot hdgre 1
blocket med 14g slamélder och aktiviteten per cell tenderade ocksa att 6ka i det blocket
under forsokets sista fem veckor. De ammoniumoxiderande populationerna var lika i
blocken, trots olika driftstrategier. Sammansittningen forandrades inte heller ver tiden,
vilket betyder att den &r timligen robust.

Skillnaden i slamegenskaper mellan forsdksblocken var mindre &n forvéntat. Under
forsta delen av forsoket var slamvolymindex mellan 100 och 140 ml/g SS i bada
blocken, men mot slutet hade det forsdmrats och var 6ver 150 ml/g 1 bada blocken.
Filamentforekomsten var stor under hela forsoket med tendens till storre forekomst 1
blocket med hog slamalder. Det fanns ett tydligt samband med filamentférekomst och
daliga slamegenskaper i1 blocket med 14g slamélder, men inte i det med hog slamalder.
Fosforhalten i returslammet varierade kraftigt och systemet med 1ag slamalder hade
hogre halter &n det med hog slamalder. Antagandet att en hogre slamalder skulle ge ett
hogre fosforlackage fran slammet stdmde alltsa inte. Orsaken till de periodvis hoga
fosforhalterna i utgdende vatten borde studeras ndrmare for att kunna optimera
fosforreningen i efterfoljande steg.

Val av driftstrategi handlar om det enskilda verkets forutsittningar och mal. En
forutséttning for att kunna vélja driftstrategi for effektiv nitrifikation &r att forsta hur
olika processer fungerar och eventuellt samverkar i1 en aktivslamprocess med
kvaverening. Det dr viktigt att bygga upp en kunskapsbas over verket sd att man vet
inom vilket omrade driften &r stabil och vet vilka de kritiska parametrarna ar.
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Summary

The effluent standards for larger wastewater treatment plants demand successful
nitrogen removal throughout the whole year. However, nitrification during winter can
be problematic due to the slow growth rate of nitrifying bacteria at low temperature.
The aim with this project was to compare two operational strategies for efficient
nitrification and at the same time evaluate eventual poor solids separation. For
nitrification, the focus was on the first step; ammonia oxidation.

Two separate full-scale trains were operated with two different strategies during 22
weeks in spring 2001 at Henriksdal wastewater treatment plant in Stockholm. The
concurrent effect of the sludge retention time (SRT) and the dissolved oxygen
concentration on the nitrification rate and the numbers as well as the community
composition of nitrifying bacteria were examined. Shifts in numbers or populations can
alter the growth rate of the nitrifiers in activated sludge that in turn would affect control
and optimization of the process. Another issue was to study the effect of the operational
strategies on settling properties and phosphorous leakage from the sludge in the process.

Both the actual and potential ammonia-oxidation rates were higher in the process with a
low SRT. Thus, the strategy resulted in a more biologically active sludge. The
difference in nitrification rates did not affect the nitrogen removal efficiency, which was
similar in the two trains. There was no difference between the two operational strategies
regarding the numbers of ammonia-oxidizing bacteria and they were constant over time
(2 x 10° cells/ml). The percentage of ammonia-oxidizers was higher in the low SRT
system and data from the last five weeks indicated that this strategy could increase the
specific activity of ammonia-oxidizing bacteria. There was no difference in the
community composition either between the two operational strategies or during the time
course.

The difference in poor solids separation between the two strategies was less than
expected. During the first period of the experiment, the sludge volume index (SVI) was
100—140 ml/g SS in both trains. At the end, the SVI deteriorated and was higher than
150 ml/g. The filament abundance was high during the whole period but tended to be
higher in train operated with a high SRT. The filament abundance correlated positively
to the SVI in the low SRT system, but not in the other one. The phosphorous
concentration in the return sludge varied but was higher in the low SRT system. The
cause of the high effluent concentrations of phosphorous during periods should be
ascertained to be able to optimize phosphorous removal down-streams in the plant.

The choice of operational strategies for efficient nitrification is a matter of balancing the
conditions and goals of the individual treatment plant. A prerequisite to be able to make
a valid choice is the knowledge of how different processes work and interact in an
activated sludge process. It is important to evaluate the gathered experience and
information of the treatment plant to form the basis of a stable operational strategy and
to get a feeling for the critical parameters.
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Forord

Projektet “Effektiv nitrifikation under vintern” utarbetades av Maria Rothman', tidigare
processchef vid Henriksdals avloppsreningsverk, Stockholm Vatten AB, i Stockholm
och mig sjélv. Idén till projektet foddes utifran en diskussion vi hade ifall det gick att
paverka den nitrifierande populationens effektivitet, det vill siga den specifika
aktiviteten genom att se till att de alltid befann sig 1 exponentiell tillvéxtfas. Att tdnka i
banor av optimering av slampopulationen ligger i linje med tv4 artiklar’ som nyligen
publicerades i tidskriften "Water Research" dér forskare uppmanade mikrobiologer och
ingenjorer att samarbeta med varandra for att 6ka kunskapen runt fundamentala fragor 1
aktivslamprocessen. Viktig kunskap att fa fram ar olika kvantitativa métt pa
mikroorganismer, sdsom antal och kinetik, for att utveckla de matematiska modellerna
sa att de kan anvéndas for optimering av slampopulationerna. Den mikrobiologiska
forskningen har utvecklats tekniskt sett i och med alla nya molekylarbiologiska metoder
som tagits fram och dessa metoder borde 1 hogre utstrackning appliceras ocksé pa
praktiska fragestillningar.

Syftet med vért projekt var att undersoka den samverkande effekten av slamélder och
syrehalt péd de nitrifikationen i en aktivslamprocess. Vi ville hitta en driftsstrategi dér
bakteriernas kapacitet utnyttjades maximalt utan att slamegenskaperna forsdmrades.
Forsoken gjordes vid Henriksdals reningsverk under perioden januari till juni 2001.
Manga har varit inblandade och bidragit med olika kompetenser for att genomfora
projektet:

Michael Médoc, Rolf Wolfe och Johan Stdhl vid Henriksdals reningsverk provtog under
forsoken. Michael tog ocksa hand om alla analysvirden och beréknade data fran
processen. Rolf och Michael mikroskoperade slamprover och bestdmde filamenthalten.
Johan var den som bidrog till att vi ocksé studerade fosforldckage fran slammet i
sedimenteringsbassdngerna.

Anna Grotmaak ansvarade for alla analyser vid Stockholm Vatten AB.

Maria Erikson, Annika Aberg® och Sara Hallin vid Institutionen for mikrobiologi, SLU
extraherade DNA fran slamproverna och gjorde populationsstudierna.

Stefan Kokalj och Per-Eric Lindgren vid Institutionen for mitteknik, avdelningen for
mikrobiologi, Linkdpings universitet bestimde antalet ammoniumoxiderande bakterier
med en metod som utvecklades av en tidigare doktorand, Anna Hermansson, i gruppen.
De mitte ocksd méngden extraherat DNA i alla slamprov.

Projektet har finansierats av VA-Forsk och Stockholm Vatten AB.

Uppsala, juli 2002

Sara Hallin, projektledare

1) Numera vid Sydkraft i Norrkoping

2) Numera doktorand vid Tekniska hogskolan i Luled

3) Yuan Z. & Blackall LL. 2002. Water Research 36, 482—490; Cronje GL, Beeharry AO, Wentzel MC
& Ekama GA. 2002. Water Research 36, 439444,
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Inledning

Problembeskrivning

Successivt hojda krav pa avloppsvattenrening kraver effektiva reningsverk.
Avloppsreningsverk storre dn 100 000 person ekvivalenter (p. €.) och med utslépp i
havs- eller kustvattenomrdden har &rsmedelvirdet 10 mg N/1 eller ldgre som riktvirde
for utsldpp av totalkvéve alternativt 70 % som minsta procentuella reduktion (SNFS
1998:7). Det senare alternativet géller dven for avloppsreningsverk med 10 000 —

100 000 p. e. anslutna, medan riktvéardet for hogsta tilldtna koncentration av totalkvidve
ar 15 mgN/1.

De hardare utsldppsvillkoren pa kvavesidan fordrar idag att kvévereningen fungerar aret
runt, vilket stéller speciella krav pa driften under vintern da nitrifikationen avtar och i
vérsta fall uteblir. Nitrifierande bakterier har en jaimforelsevis 1ag tillvixthastighet, som
minskar med sjunkande temperatur. Varje reningsverk har en s kallad kritisk
slamalder, det vill sdga den slamalder som kréavs for att nitrifierarnas tillvaxt skall vara
lika stor som uttaget av 6verskottslam. Ett effektivt reningsverk behover en stabil
driftsstrategi for kvavereningsprocessen som inte innebér att inaktivt slam pumpas runt i
anldggningen eller forsdmrar sedimenteringen.

Det som vanligtvis gors for att behilla nitrifierarna i1 en aktivslamprocess ér att 6ka
slaméldern for att kunna hélla utgdende ammoniumhalt néra noll. Slamaldern viljs
girna med god marginal 6ver den kritiska slamaldern. En nackdel med att forlinga
uppehéllstiden dr att en stor andel inert slam ofta pumpas runt i systemet. Sekundéra
effekter av detta kan vara daliga slamegenskaper och hoga halter av 16st fosfor orsakade
av frigorelse av fosfor fran slammet. De déliga slamegenskaperna beror ofta pa
tradformiga bakterier, speciellt "Microthrix parvicella". Detta ér ett stort problem for
ménga verk med kvéverening.

Ett annat sitt dr att halla slamdldern si nira den kritiska slaméldern som mgjligt och
tillata ett visst ammoniumlickage frén processen. For att gynna denna strategi anvénds
periodvis hoga syrehalter. Idén hir dr att undvika att de nitrifierande bakterierna utsatts
for ammonium- och syrebrist. De dr dé i1 en aktiv tillvixtfas och nitrifierar mer effektivt.
Kvivereningsprocessen kan bli mer instabil och krdva en mer aktiv 6vervakning, men
slamegenskaperna kan bli bittre.

Malsattning

Syftet med projektet var att jamfora tva driftsstrategier dir de nitrifierande bakteriernas
kapacitet undersoktes samtidigt som eventuella negativa effekter pa slamegenskaperna
och fosforreningen utvérderades. Vi har undersokt betydelse av slamalder for
nitrifikationspotentialen i aktivt slam. I begreppet potential har ingatt
nitrifikationshastighet, antal nitrifierande bakterier och ddrmed ocksé hastigheten per
cell. Genom att samtidigt mita potentiella och faktiska hastigheter av nitrifikation
undersoktes anldggningens kapacitet och effektivitet.

En annan viktig fraga att belysa var ifall ssmmansittningen pa den nitrifierande
bakteriepopulationen paverkades av slamaldern. Férandringar i sammanséttning skulle



kunna péverka populationens tillvdxthastighet. En sddan skillnad har direkt effekt pa
styrning och optimering av processen med till exempel slamalder. Samma resonemang
kan gélla om den ursprungliga populationen bestér, men att de enskilda cellerna
fordndrar nitrifikationsaktiviteten.

Alla studier pa nitrifikation i projektet fokuserade pa ammoniumoxidation, som ar det
forsta steget 1 nitrifikationen. Anledning &r dels att det anses som det
hastighetsbegriansande steget och dels att det ofta dr det som ar kinsligast for storningar
(Blackall och Burrell, 1999).



Bakgrund

Henriksdals avloppsreningsverk

Henriksdals avloppsreningsverk 4r dimensionerat for 640 000 p. e. och 330 000 m’
vatten innehallande maximalt 45 ton BOD; och 12 ton totalkvédve per dygn. Vattnet
renas genom mekanisk, kemisk och biologisk rening i en aktivslamprocess samt
filtrering. Slammet rotas och avvattnas sedan i centrifuger. Reningskraven ér
flodesproportionellt ssmmanvigda varden fran tre reningsverk i Stockholm med
gemensam utsldppspunkt. Grinsvarden, som baseras pa kvartalsmedelvarden, ar

0,3 mg/1 for totalfosfor och 8 mg/l for BOD;. Det finns tva olika kvédvekrav; kravet for
totalkvéve ér ett riktviarde pa 10 mg/l och géller som arsmedelviarde medan
ammoniumkravet dr pa 3 mg NH4-N/I som medelvérde under perioden juli till oktober.

Den kemiska reningen sker med tvapunktsdosering av jarnsulfat, dels som forfallning
med en dos mellan 10 och 18 g Fe/m’® och dels som fillning ver filtren med 1 till 4 g
Fe/m’. Anliggningen har aktivslamprocess med fordenitrifikation och det biologiska
reningssteget bestér av sju parallella linjer, sa kallade block. Varje block fungerar som
en separat anldggning. Ett block bestar av tvé seriekopplade luftningsbassénger och tva
parallellkopplade sedimenteringsbassinger med den totala arean 1 600 m”.
Luftningbassingerna har volymen 29 000 m® per block och r 12 m djupa. Varje par av
luftningsbassidnger ar uppdelade i1 sex zoner, av vilka zon 3—6 kan luftas (Fig. 1). Det
finns inga mellanviggar mellan zonerna, forutom mellan zon 3 och 4, eftersom de ligger
1 olika bassdnger. Vattnet recirkuleras fran zon 6 till zon 1.

—» A A | AIOl AlIO| O | AlOf—»

zon 1 |zon 2 zon 3 zon 4 zon 5 zon 6

Figur 1. Utformning av biosteget samt olika processmojligheter for respektive zon (A: Anoxisk
zon, O: Luftad zon).

Nitrifikation

Nitrifierande bakterier finns 6verallt i mark och vatten, men séllan i sa stora antal som
heterotrofa bakterier, det vill sdga bakterier som anvander en organisk kolkilla. De
gynnas av miljoer med hoga ammoniumhalter och neutralt pH, t ex avloppsreningsverk
eller godslad akermark. Formégan att nitrifiera ar hogt specialiserad och finns bara hos
ndgra fa grupper av bakterier. Nitrifierande bakterier ér specialiserade pa att utvinna
energi frin ammonium eller nitrit, till skillnad fran de flesta andra bakterier som far sin
energi fran organiska foreningar. De flesta nitrifierande bakterier dr aeroba och andas
med syre for att oxidera ammonium eller nitrit. Vid {for 1aga syrehalter hdmmas
aktiviteten, men det finns flera nitrifierare som kan tillvéxa dven vid 1aga syrehalter



(Blackall och Burell, 1999). Nitrifikation &r en summa av tva processer som sker 1 foljd
och utfors av tva olika grupper av bakterier:

1. Ammoniumoxiderande bakterier oxiderar ammonium till nitrit:
ammonium + syre — nitrit + vatten + vitejoner + energi
2NH;" + 30, — 2NO; +2H,0 + 4H" + energi

2. Nitritoxiderande bakterier oxiderar nitrit till nitrat:
nitrit + syre — nitrat + energi
2NO; + O, — 2NOs + energi

En stor del av den utvunna energin anvénder nitrifierarna for att fixera koldioxid fran
luften och utnyttja denna till att bygga upp cellen. De ar ddrmed autotrofer och lever
helt pa oorganiskt material. Det finns dven nitrifierande bakterier som &ar heterotrofer
och anvinder organiska kolkéllor. Dessa aterfinns sérskilt bland de nitritoxidernade
bakterierna. Aktivt slam domineras av autotrofa nitrifierare bade av de ammonium- och
nitritoxiderande bakterierna. Det atgar mycket energi for att fixera koldioxid och hela
80 % av energibudgeten gar 4t till denna process (Wood, 1986). Nitrifierande bakterier
maste dérfor oxidera stora mangder ammonium respektive nitrit for att kunna tillvixa
och endast 2-10 % av den fria energin anvénds for tillvaxt. Det gor att de vixer
langsamt med en generationstid pa 8—60 timmar, vilket kan jimforas med E. coli som
har en generationstid pa ca 20—30 minuter under optimala forhallanden.

Klassificeringen av nitrifierande bakterier baserade sig linge pé hur bakterierna ser ut i
mikroskop, vilket ocksa avspeglas i sliktenas namn. De autotrofa ammoniumoxiderarna
finns inom sléktena Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrosovibrio och
Nitrosolobus medan nitritoxiderna delas in 1 sldktena Nitrobacter, Nitrospira,
Nitrospina och Nitrococcus. Under senare dr har omklassificeringar diskuterats och de
baseras till stor del p4 molekylarbiologiska studier av ribosomala RNA gener som
anvénds for sldktskapsbestamning. Speciellt de autotrofa nitrifierarna ar svéra att isolera
frén sin miljo och flera stammar gér till och med inte att odla i renkultur pa
laboratorium. Detta gor att den enda framkomliga vigen i manga fall &r att studera dem
med molekylédrbiologisk teknik, som inte baserar sig pa odling.

a)

Figur 2. Ammoniumoxiderande bakterier fotograferade med svepelektronmikroskop: a)
Nitrosospira sp. och b) Nitrosomonas sp. Skalstrecken motsvarar 1 um. (Foto: Agot Aakra)



Material och metoder

Forsoksblocken, forsoksuppstallning och provtagning

Forsoket utfordes i Block 2 och 3 (B2 och B3) av de totalt sju blocken i det biologiska
reningssteget pd Henriksdals reningsverk. Medelflodet av inkommande vatten var
0,42 m*/s med ett maxflode av 1,1. Recirkulering av processvatten frén zon 6 till de
anoxiska zonerna 1-3 (Fig. 1) skedde med ett konstant flode av 1,8 m’/s, vilket
motsvarar en intern recirkulationsgrad av drygt 4. Temperaturen 6kade under
forsoksperioden fran 10 till 17°C. Den storsta temperaturokningen var under forsokets
tvé sista manader dé temperaturen 6kade fran 13 till 17°C. Ovriga karaktiristika for
inkommande vatten finns redovisat i Tabell 1.

Tabell 1. Inkommande vatten under férséksperioden

Parameter Medelvirde = SD*
(mg/l)
Tot-N 33+3,8
NH4-N 26+3,1
Tot-P 3,8+0,5
COD 210+ 19

*) Standardavvikelse, n=152

Forsoksblocken drevs under ar 2001 enligt tva olika strategier under 22 veckor fran
vecka 5 till vecka 26 (Tab. 2). Den strategi som tillimpades 1 Block 3 dr den som
Henriksdal normalt anvénder 1 alla luftningsbassdnger. Under forsoket var zonerna 4
och 5 alltid luftade medan zon 6 luftades under tva perioder i bada blocken beroende pa
utgdende ammoniumhalt. Med on-line métare mattes kontinuerligt syrehalterna i zon

4 — 6 (Danfoss), slamhalt i biosteget (Cerlic) samt utgaende ammonium (Contronic).
Provtagning skedde som stickprov pa slamfasen i slutet av luftningsbassidngen samt i
returslammet och som dygnsprov in och ut fran blocken. Stickproven togs ut en gang
per vecka medan dygnsprov togs ut under vardagar samt som ett samlingsprov under
helgerna. Under de sista 5 veckorna togs stickproven endast ut varannan vecka.

Tabell 2. Driftstrategi for férsdksblocken

Block  Driftstrategi

B2 Hog slamélder genom en slamhalt pa ca 3 500 mg/l, syrehalt 2 mg/l och utgdende NH4-N mindre &n
1 mg/l.

B3 Lagre slamalder genom en slamhalt pé ca 2 500 mg/l, syrehalt 2—4 mg/l och utgdende NH4-N mellan
1-3 mg/l.




Potentiell nitrifikationshastighet

Den potentiella nitrifikationshastigheten bestimdes med tre upprepningar for varje prov
enligt den metod som anvinds vid Vandkvalitetsinstitutet i Danmark (Avprevning av
screeningmetoder for nitrifikationshemning, 1993). Metoden bygger pa att syre och
NH,"-N finns i éverskott varmed potentialen for nitrifikationshastigheten bestdms
genom att analysera produktionen av NO; N vid 20°C (Tab. 3).

Populationsstudier av ammoniumoxiderande bakterier

Sammanséttningen av de ammoniumoxiderande populationerna i respektive
forsoksblock undersoktes med molekyldrbiologiska metoder, vilka bygger péd att DNA
frén alla organismer i slammet extraheras och renas. DNA-fragment fran
ammoniumoxiderande bakterier i proverna uppforokas dérefter specifikt med
”polymerase chain reaction” (PCR). Dessa DNA-fragment undersoks sedan med
avseende pa sekvensen med en sa kallad fingeravtrycksmetod (se "Denaturerande
gradientgel elektrofores [DGGE] nedan), vilken ger ett kvalitativt uttryck pa
bakterieforekomst och méngfald i proverna. En generell beskrivning av konceptet
redovisas 1 Figur 3. For kvantifiering av ammoniumoxiderande bakterier anvéndes en
annan, liknande metod for uppforékning av DNA (se “Kvantifiering av nitrifierande
bakterier med realtids-PCR”, nedan).

1. DNA-extraktion 2.PCR

Ett DNA fragment i

Slampr.ov med kom.plex manga kopior. De

blandning av organismer har samma storlek
men olika ursprung

= - 1 = _=
PR | | Ll
Varje kolumn &r ett prov som uppvisar 3. Separation med DGGE.

ett bandmonster; ett “fingeravtryck”.

Figur 3. Koncept for DNA-baserade populationsstudier analyserade med DGGE.

DNA extraktion

DNA extraherades fran vartannat stickprov under forsokets forsta atta veckor och sedan
fran samtliga stickprover med tre upprepningar av varje prov. For extraktion anvindes
en fardig sats (FastDNA Spin kit for Soil, Bio101, Qbiogene, Kanada) med principen att
forst mekaniskt sld sonder alla celler med sma glaskulor och sedan rena det frisatta
DNA:t med en affinitetskolonn.

Vid provtagning i forsdksblocken togs 100 ml aktivt slam frén respektive block och
fordelades 1 10 ror. Slammet centrifugerades vid 6 000 rpm i 10 minuter. Supernatanten



hilldes av och slampelletten forvarades vid -20°C. Ett ror per stickprov delades upp i tre
delar och DNA extraherades enligt tillverkarens protokoll. Fran respektive extraktion
16stes DNA:t upp 1 100 pl sterilt pyrogenfritt vatten.

Mingden DNA efter extraktionen bestdmdes fluorimetriskt med hjélp av ett fargdmne,
PicoGreen (Molecular Probes, USA), som fluorescerar vid bindning till dubbelstriangat
DNA. Koncentrationsbestimningen utfordes i huvudsak enligt anvisningar fran
tillverkaren. Fluorescensen mittes med en fluorospektrometer (FLUOstar, BMG
LabTechnologies) pa de spidda DNA-extrakten och pa standardprover med kénda
DNA-koncentrationer i en mikrotiterplatta.

Detektion av DNA med PCR

Vid PCR kopieras forst det DNA som finns i provet och sedan kopieras kopian och det
ursprungliga DNA:t och s vidare 1 30-35 omgangar, vilket ger en fordubbling av
DNA-mingden i varje omgang. Stora kvantiteter DNA kan dé fas fran ursprungligen
smé méngder, vilket underldttar analysen. Vilket DNA som skall kopieras viljs utifran
de startmolekyler (primrar) som initierar kopieringen. For att hitta
ammoniumoxiderarna anvéndes en del av en av de ribosomala RNA generna (16S
rRNA) som mélmolekyl. Denna gens uppbyggnad ér korrelerad till sldktskap hos
organismer.

Efter extraktion av DNA frdn aktivt slam uppforokades DNA fran
ammoniumoxiderande bakterier med PCR (“polymerase chain reaktion”) i tvé steg.
Forst amplifierades ett langre fragment av 16S rRNA genen med generella primrar, som
binder till DNA frén alla bakterier. Déarefter amplifierades ett kortare DNA-fragment
(465 baspar) lokaliserat inom det storre fragmentet med specifika primrar for
ammoniumoxiderare (Kowalchuk m fl, 1997).

DNA extrakten spidddes 100 ganger och 2 pl sattes till 23 ul av en PCR-mix med 1 uM
generella primrar, 0,2 pM nukleotider och 0,05 U enzym (Tag-polymeras; Pharmacia
Biotech) for att utfora kopieringen. Uppforokningen av DNA skedde i en PCR-maskin
(Minicycler; MJ Res. Inc.) dér proverna forst varmdes till 94°C och dérefter bestod
varje cykel av 30 s vid 94°C, 30 s vid 45°C, 1 min vid 72°C. Efter 30 cykler avslutades
uppforokningen med 10 min vid 72°C. Till f6ljande PCR spéddes provet 50 ginger och
2 l sattes till 23 pl av en ny PCR-mix innehallande specifika primrar {or
ammoniumoxiderande bakterier och nukleotider och Tag-polymeras enligt ovan. Det
specifika DNA:t kopierades i 35 cykler (2°°) enligt ovan, men med 57°C istillet for
45°C, och forvarades sedan vid —20°C.

Denaturerande gradientgel elektrofores (DGGE)

Karaktirisering av de ammoniumoxiderande populationer gjordes genom att kvalitativt
bestimma genetisk diversitet i slamprover med DGGE, som é&r en sd kallad
fingeravtrycksmetod. Med DGGE kan man analysera de identiskt lika langa DNA-
fragment, som amplifierats med PCR genom att separera dem i en denaturerande gel.
Beroende pa fragmentens sammanséttning kommer de att denaturera, det vill sdga det
dubbelstringade DNA:t gér isédr och blir delvis enkelstringat, olika snabbt vilket
betyder att de bromsas upp pé olika nivéer i gelén under elektrofores. De bandmonster
som uppstér blir ett fingeravtryck av sammanséttningen av bakterier i respektive prov.



PCR-fragmenten som erhallits med de specifika primrarna for ammoniumoxiderare
(Kowalchuk m fl, 1997) separerades i polyakrylamidgeler bestdende av 7 %
polyakrylamid och TAE (40 mMTris; 20 mM natriumacetat; 1 mM EDTA; pH 7,5) med
30-60 % denaturant. Definitionen for 100 % denaturant var 7 M urea och 40 % (v/v)
formamid (Muyzer m fl, 1993). Gradienten i gelerna erholls med 475 Gradient Delivery
System (BIO-RAD). Elektroforesen kordes vid 130 V under 13 h vid 60°C med DGGE-
utrustning frdn BIO-RAD. DNA fragmenten fargades med etidiumbromid och belystes
med UV-ljus for fotografering.

Kvantifiering av nitrifierande bakterier med realtids-PCR

Ammoniumoxiderande bakterier kvantifierades med en PCR-baserad metod dér
uppforokningen av DNA detekteras samtidigt som den sker (i realtid). For detta
dndamél anvéndes det sé kallade TagMan systemet (Heid m fl, 1996) som baseras pa att
en fluorescerande molekyl (sond) forst faster vid mal-DNA:t och sedan klyvs bort fran
detta ndr det amplifieras, varvid ljus avges. Sonden kan bara fasta pd det DNA som den
ar skapad for och den avgivna ljusmédngden blir darfor ett matt pa hur mycket DNA av
en viss sort det finns i provet vid start. Primrarna och den fluorescerande sonden som
anvindes kan bara foroka upp DNA frdn ammoniumoxiderande bakterier och dr ddrmed
specifika for denna grupp (Hermansson och Lindgren, 2001).

Real-tids PCR utfordes enligt Hermansson och Lindgren (2001). Uppfordkningen av
DNA specifikt frin ammoniumoxiderare analyserades i en PCR maskin som méter
fluorescensen i PCR reaktionen (ABI prism SDS 7000; PE Applied Biosystems).
Fluorescensdata analyserades med hjilp av dataprogrammet PrimerExpress (PE Applied
Biosystems) och antalet genom frdn ammoniumoxiderare per ml rdknades ut fran en
standardkurva bestdende av DNA fran en renkultur av Nitrosomonas europaea. Antalet
bakterieceller kan dérefter berdknas utifran kinnedom om genomstorleken och
antagandena att varje genom innehaller en kopia av 16S rRNA genen och att varje cell
innehaller 1 genomsnitt 1,3 genom/cell.

Slamegenskaper

Slamvolym och slamvolymindex

Slamvolymen (SV) bestdmdes genom att 1000 ml slam blandades med 1000 ml
kranvatten. Vatten- och slamfasen blandades 1 en 5 | dunk genom skakning under

30 sekunder for att undvika flotation vid matning. Dérefter hilldes blandningen upp i en
1000 ml médtglas med 78 mm diameter for att sedimentera. Slamvolymen léstes av efter
30 minuter. Slamvolymindex (SVI) berdknades som kvoten av slamvolymen och
slamhalten (SS) 1 provet. Testet motsvarar spadd slamvolymindex (DSVI).

Mikroskopisk karaktérisering av filamenthalt

Filamenthalten bestdmdes genom mikroskopering i faskontrastmikroskop (Nikon
Optihot-2) 1 100 och 400 géngers forstoring enligt det forenklade schema f6r
filamentforekomst som Jenkins m fI (1993) utvecklade. Filamenthalten bestimdes bade
som total filamenthalt och halten filament som sticker ut frn flocken i en sex-gradig
skala ddr 1 ar lagsta filamenthalten.



Potential fér fosforldckage
Slammets potential for fosforlickage bestdmdes 1 alla stickprover genom att 1,5 1 slam
frén slutet av luftningsbasséngen fick std med omrorning i en 2 1 bdgare med tillsats av
0,5 ml attiksyra. Prov togs ut vid start och efter 8 timmar och filtrerades med veckfilter
och med milliporfiltrering 1 GFA-filter. Fosforhalten bestimdes dérefter som totalfosfor
1 det filtrerade provet enligt tabell 3. Potentialen {for fosforldckage definierades som
skillnaden mellan start- och sluthalt. Forloppet studerades dessutom vid tre tillfallen
(vecka 6, 13 och 20) i prov fran respektive forsoksblock genom att forsforhalten
bestdmdes efter 0, 20, 40 och 60 min och sedan varje timme under 8 timmar.

Kemiska analyser

Samtliga kemiska analyser utfordes vid Stockholm Vatten AB:s laboratorium (Tab. 3).

Tabell 3. Metoder for kemiska analyser

Parameter

Analysmetod

Noggrannhet (%)

Ammonium, NH,;-N

Nitrat, NOs-N

Fosfor, PO4-P

Fosfor, tot-P

Fosfor, tot-P

Fosfor, tot-P

COD¢,

Fria syror, VFA

Suspenderad substans, SS

Glodforlust, GF
(VSS)

pH

Kjeltec-titrering.
AN 300

Summan nitrit+nitrat. FIA-metod.
SS EN ISO 13395/ASN 143-02/90

Spektrofotometrisk metod.
SS 028126-2

Uppslutning med kaliumperoxodisulfat.
Spektrofotometrisk metod, 0,01—1,0 mg/1.
SS 028127-2

Uppslutning med kaliumperoxodisulfat. FIA,
1,0-12,5 mg/l.
ASN 5470

Uppslutning med salpetersyra. ICP.
SM 4500-P B:4 och SS028126-2

Uppslutning med kaliumdikromat och syra.
Spektrofotometrisk metod.
SS 028142-2 mod

Bindning till etylenglykol. Reagens: FeCl;
och hydroxylammoniumamin.
Spektrofotometrisk metod.

Enligt VAV:s metod.

Filtrering genom MGA-filter.
SS 028112-3

Glodgning 2h i 550°C.
SS EN ISO 872-1

Gelelektrod.
SS-EN 12 176

4% vid 12,5 mg/l
20 % vid 1 mg/l

12 % vid 1 mg/1
5 % vid 15 mg/l

5 % vid 0,25 mg/1

5 % vid 0,30 mg/1

5 % vid 0,9 och 9 mg/1

10 % vid 1,7 % av TS

4 % vid 500 mg/1
10 % vid 25 mg/1

4 % vid 200 mg/1
15 % vid 50 mg/l

10 % vid analys av ink. Avl
30 % vid analys av utg. avl
5 % vid analys av slam

10 % vid analys av ink. avl
30 % vid analys av utg. avl
5 % vid analys av slam

2% vidpH 9




Resultat

Drift och reningsresultat

Forsoket pagick under 152 dagar mellan vecka 5 och 26. I tabell 4 &r olika
driftparametrar och reningsresultat for de tva forsoksblocken sammanstillda. Blocken
fungerade lika bra med avseende pa kvévereningsgraden, som var nira 80 %.

Tabell 4. Reningsresultat och driftparametrar for férsdksblocken

Parameter Enhet B2 B3 Antal
(Medelvérde + SD¥*) (Medelvirde + SD*) matvarden
Slamalder (luftad) dygn 13+3,8 8,7+2,1 22
Slamhalt mg/1 3300 + 340 2300 + 250 22
Luftflode m’/h 3900 + 520 4100 + 620 152
Kvévereningsgrad % 79+6,1 77+5,0 152
Utgdende NH4-N mg/l 0,51 £0,62 0,65 +0,92 152

*) Standardavvikelse

Under forsoksperioden drevs forsoksblocken enligt planerna. Vid forsokets start drevs
Block 2 som Block 3. Dérefter hdjdes slamaldern i Block 2 successivt medan syrehalten
sanktes och efter 4 veckor hade 6nskad slamhalt uppnatts (Fig. 4). Slamdldern i Block 2
okade kraftigt under forsokets forsta del for att sedan minska och stabilisera sig vid ett
véarde runt 13 — 14 dygns luftad slamélder. Dessa svingningar berodde pa
instéllningstider for att fa onskad slamhalt. Hoppen som skedde under vecka 11, 14 och
19 berodde pa dndring av antal luftade zoner. Vid tva tillfillen under forsokets ging
stannade en slamskrapa i eftersedimenteringsbasséngen till Block 2. Detta uppticktes
under vecka 15, dag 75, och under vecka 23, dag 137. Efter det sista haveriet
observerades tidvis flytslam 1 eftersedimenteringsbassangen 1 Block 2.
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Figur 4. Luftad slamalder i forsokslinje B2 (m) och B3 (e ).
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Under forsoket varierades antal zoner som luftades for att uppréatthalla driftbetingelserna
for utgdende ammoniumhalt (Tab. 5). Ammoniumhalten i Block 3 var oftast betydligt
lagre &n de dnskade 1-3 mg NH4-N. Under veckorna 5—10 och 15—18 luftades zon 46 i
bada blocken medan endast zon 4-5 luftades de 6vriga veckorna. Den utgéende
ammoniumhalten 1 bada blocken var for hoga under veckorna 11-14, vilket var orsaken
till att ytterligare en zon bdrjade luftas igen. Block 3 drevs med hogre syrehalt 4n Block
2. For att halla de hogre syrehalterna i B3 kriavdes det 7 % mer luft (Tab. 5).

Tabell 5. Borvarde for syrehalten i de luftade zonerna i Block 2 och 3

Zon Syrehalt B2 Syrehalt B3
(mg/1) (mg/1)

4 2,0 3,0

5 2.0 2-3!

6 2,0 2,0

Y'Vecka 5-10, 2,5; vecka 11, 3; vecka 12-21, 2,5; vecka 22-26 2 mg/l.
? Giller vecka 5-10 och 15-18; vriga veckor var syrehalten 0 mg/1.

Nitrifikationsstudier

Den aktuella nitrifikationshastigheten, som berdknades genom massbalanser av kvive
frdn dygnsmedelprov, visade att B3 hade en hogre hastighet redan efter en vecka

(Fig. 6). Hastigheten i B2 var ca 2 mg N/g VSS/h under hela forsdket medan
hastigheten 6kade 1 B3. Mot slutet hade B3 dubbelt s& hog nitrifikationshastighet som
B2. Blocken hade samma potentiella nitrifikationshastighet under den forsta halvan av
perioden, men sedan hade B3 en hogre hastighet jimfort med B2 (Fig. 6). Den
potentiella nitrifikationshastigheten per volymenhet var diremot konstant hogre i B2 dn
1 B3 redan tva veckor efter forsokets start (resultat visas ej). De potentiella
hastigheterna var i medeltal 2,4 + 0,9 hogre dn de aktuella nitrifikationshastigheterna i
B2, medan skillnaden i B3 var 1,9 = 1,1. I B3 fanns en trend att skillnaden mellan
potentiell och aktuell hastighet minskade under forsokets gang.
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Figur 5. Aktuell (—) och potentiell (---) nitrifikationshastighet per g VSS i linje B2 (w) och B3 (e ).
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DNA -extrakten, som var utgangspunkten for populationsstudien och kvantifieringen av
ammoniumoxiderare, var av god kvalitet och bestod av kromosomalt DNA med en
genomsnittlig storlek stdrre 4n 5000 baspar, enligt analys med agarosgelelektrofores
(visas ej). Figur 6 indikerar att totalmédngden DNA per gram VSS 6kade under
forsokstidens gang, fran januari till juni. Fran vecka 8 till vecka 14 1lag dock DNA
mingden pé en relativt konstant nivd. Trenden &r likartad for bada forsokslinjerna, som
inbordes inte skiljer sig at. Under forsokstiden 1&g DNA-médngden inom intervallet
mellan 100 och 400 pg DNA g VSS. Det ér viktigt att uppméirksamma att det handlar
om total-DNA, vilket inkluderar DNA fran alla organismer och inte enbart fran
bakterier.
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Figur 6. Den totala mangden DNA extraherad fran aktivt slam per gram VSS for férsokslinje B2
(w) och B3 (e ) berdknad med "Picogreen” som fargmarkoér. Matvardena ar angivna som
medelvarde av tre oberoende DNA extraktioner + standardavvikelse.

Amplifieringen av det specifika fragmentet frdn ammoniumoxiderare gav hogt utbyte
utan forekomst av andra band én det forvintade (Fig. 7a). Sammanséttningen av
ammoniumoxiderare dndrade sig inte under forsokets gang och var ocksa lika i de tva
blocken (Fig. 7b). Enligt jamforelse med bandmdnster fran renkulturer skulle slammet
kunna innehalla ammoniumoxiderare av sliktet Nitrosomonas. De band som syntes i
slamproverna var i position mest lika Nitrosomonas marina eller Nitrosomonas
eutropha. 1 prov fran Block 3 under vecka 8 syntes ocksa svaga band som 1&g pa
motsvarande niva som banden fran Nitrosomonas europaea i alla tre DNA extrakt.
DNA-fragment, som lag i nivd med dem fran bakterier tillhdrande det
ammoniumoxiderande sldktet Nitrosospira detekterades aldrig.
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Figur 7. Gelfotografier. a) Specifikt genfragment f6r ammoniumoxiderare fran PCR av slamprov
fran B2 vecka 15 i triplikat (brunn 2—4) och storleksmarkér 100-baspars stege (brunn 1).

b) DGGE av ammoniumoxiderare i slam fran B2 och B3 vecka 14 och 22. Tva band
detekterades i varje prov (pilar). Referensorganismer: Nitrosomonas europaea/Nitrosospira
multiformis (brunn 1), Nitrosomonas eutropha (brunn 2), Nitrosomonas marina (brunn 3),
Nitrosomonas europaea (brunn 4), Nitrosomonas sp. pH4,2 a/23 (brunn 5) och Nitfrosomonas
sp. Env. C19 (brunn 6).

Antalet ammoniumoxiderare per gram VSS var 1,0 x 10° + 0,4 x 10® respektive 1,3 x 10°
+0,4 x 10%1 de bada forssksblocken (Fig. 8). Blocken var identiska med 2,0 x 10° celler
per ml slam. Antalet ammoniumoxiderande bakterier relaterat till totalmdngden DNA
var konstant under hela perioden. Block 2 hade i 3,9 x 10° celler/pg total DNA medan
B3 hade 4.9 x 10°. Den specifika nitrifikationshastigheten, uttryckt som méngd oxiderat
kvéave per cell och timme, var i stort sett konstant under hela forsdksperioden och
skiljde sig inte nimnvart at mellan de tva forsokslinjerna. Medelhastigheten i B2 och B3
var 5,7 X 10° respektive 4,6 X 10° mg N/cell/h, vilket motsvarar 0,41 respektive 0,33
pmol N/cell/h. Utifrdn den aktuella nitrifikationshastigheten 1 blocken var den specifika
hastigheten 0,15 och 0,17 pmol N/cell/h i Block 2 och Block 3. Det fanns en tendens till
att den specifika hastigheten 6kade i B3 under de sista fem veckorna.
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Figur 8. Antalet ammoniumoxiderande bakterier per gram VSS i forsokslinje B2 (m) och B3 (e ).
Matvardena ar angivha som medelvarde + standardavvikelse av antalet baserat pa tre
oberoende DNA extraktioner med fem matningar per extrakt.
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Slamegenskaper

Under de forsta 5 veckorna av forsoket var slamvolymindex i blocken lika, men 6kade
darefter 1 Block 2 (Fig. 9). Mot slutet av forsoket forsdmrades slamegenskaperna 1 bada
blocken. Storst fordndring skedde 1 Block 2.
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Figur 9. Slamvolymindex (SVI) i forsdkslinje B2 () och B3 (e ).

Filamenthalten, bade bestdmd som utstickande och total filamenthalt, var hogre i Block
2 dn 1 Block 3 under storre delen av forsoksperioden (Fig. 10). Filamenthalten var
relativt konstant under forsoket med en variation mellan 3,5-5 for total filamenthalt och
3—4 {or utstickande filamenthalt. Under de sista fyra veckorna dkade filamenthalten 1
Block 3, varvid det dterigen inte fanns nigon skillnad mellan blocken. Halten korta,
flyktiga fettsyror (VFA), som indikerar forekomst av langre fettsyror, var under
detektionsgransen (<30 mg/l) under hela forsoket.
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Figur 10. Subjektiv filamenthalt i férsékslinje B2 (m) och B3 (e ): a) total filamenthalt och b)
utstickande filamenthalt.
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Fosfor

Den 16sta fosforhalten som studerades dels i1 utgadende vatten och dels i returslammet
varierade kraftigt under forsoket och var 0,1-0,7 respektive 0,1-0,9 mg/1 (Fig. 11).
Halterna 1 utgédende avloppsvatten och i returslammet f6ljde varandra. Under de forsta
10 veckorna var det ingen skillnad mellan blocken men dérefter var halten hogre i
Block 3. Potentialen for fosforfrigorelse i slammet bestamdes till mellan 1,5-5 mg/l och
det observerades ingen skillnad mellan blocken. Nagot samband med hoga 16sta
fosforhalter 1 utgdende vatten och en hog fosforpotential fanns inte. Den hogsta
potentialen var i borjan av forsoket da frigorelsen i slammet fran Block 2 var hogre én
den i Block 3. Dérefter sjonk virdena och skillnaden mellan blocken upphorde.
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Figur 11. Lost fosforhalt i returslam, bestdmd som total-fosfor i filtrerat prov, i forsokslinje B2 (w)
och B3 (e ). Medelvardet i inkommande vatten var 0,33 mg P/I, vilket & markerat i figuren.
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Diskussion

En forutsittning for att kunna vilja driftstrategi for effektiv nitrifikation dr att forstd hur
olika processer fungerar och eventuellt samverkar i1 en aktivslamprocess med
kvdverening. Att enbart optimera, styra och dvervaka en aktivslamprocess utifran
kemiska och fysikaliska parametrar kan betyda att aktivslamprocessens potential inte
utnyttjas till fullo. Yuan och Blackall (2002) menar att vi bor ldgga till optimering av
slampopulationen, men tyvérr saknas mikrobiologisk data 1 stor utstrackning. Att
optimera slampopulationens sammanséttning och egenskaper borde vara en mélséttning
vid design och drift av reningsverk.

Mikrobiologin i aktivslamprocesser ir till stora delar outforskad och slammet innehéller
en blandning av kanske hundratals olika bakterier och andra mikroorganismer. Denna
blandkultur uppstér spontant i och med att det kommer in organismer till reningsverket
via ledningsnétet. Variationer i inkommande vatten gor aktivslamprocessen dynamisk
och bakteriefloran kommer sténdigt att anpassa sig och forindra sig till de rddande
betingelserna. Néar processen fordndras kan ockséd sammanséttningen av bakterier 1
slammet dndras. De som &r konkurrenskraftiga och trivs i aktivslamprocessen tillvixer
och utgor tillsammans med organiskt material det aktiva slammet, medan de 6vriga
foljer med utgaende vatten eller dor. Processen gynnar for organismer som bidrar till
flockbildningen eller kan vara en del av slamflocken.

Nitrifierande bakterier har en begrdansad formaga att flockulera, men de forekommer
som klumpar i slamflockarna (Seviour, 1999). De klarar ocksa alternerande aeroba och
anaeroba miljoer. Nitrifierande bakterier har darfor inga problem att dverleva och
tillviaxa i aktivslamprocesser, sa ldnge som de faktorer som gynnar dem &r
tillgodosedda.

Faktorer som styr nitrifikationen

Nitrifierande bakterier har en ldgre tillvixthastighet jamfort med de bakterier som bryter
ner organiskt material i aktivslamprocesser. For att de nitrifierande bakterierna skall
arbeta optimalt i en aktivslamprocess dr slammets aeroba uppehallstid, den acroba
slamaldern, den mest kritiska faktorn med tanke pé bakteriernas ldngsamma tillvaxt.
Tillvaxthastigheten hos ammoniumoxiderare &r lagre 4n hos nitritoxiderare, vilket gor
att slamaldern maste anpassas till de ammoniumoxiderande bakterierna i slammet for att
undvika att forlora nitrifikationen (Blackall och Burrell, 1999). Risken for utspolning &r
mycket stor om slamaldern underskrider 5 dygn enligt flera studier (Seviour, 1999).
Slamaldern tillsammans med vattnets aeroba uppehéllstid och nitrifikationshastigheten
paverkar nitrifikationsgraden och styr dimensioneringen vid reningsverk med biologisk
kvavereduktion. Nitrifikationshastigheten dr beroende av ett antal miljofaktorer:

e syrehalt
e temperatur
e pH/alkalinitet

e himmande dmnen
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Av dessa faktorer dr det framst syrehalten vi kan kontrollera. Syrehalten och slamaldern
samverkar pd sd sétt att vid en 1ag slamalder bor den 16sta syrehalten vara hdgre an vid
hog slamalder for att uppnd samma nitrifikationsgrad. Den kritiska slamaldern vid ett
reningsverk kan darfor varieras med hjilp av syrehalten. I detta projekt vid Henriksdals
reningsverk var syrehalterna 2,0 och 2,8 mg/l 1 medeltal i B2 respektive B3 under
forsoksperioden och den aeroba slamdldern var relativt hog (13 respektive 9 dygn).
Nitrifikationsgraden var god under hela forsoket och den aeroba slamaldern 1 bada
blocken var dirmed hogre dn den kritiska slamaldern. Hur nira den kritiska slamaldern
processerna var gar inte att avgora eftersom slamaldern aldrig varierades. Daremot var
det tydligt att Block 3, med den ldgre slaméldern, hade en ldgre nitrifikationsgrad dn
Block 2 under veckorna 11-14 da luftningen i den sista aeroba zonen stidngdes av 1 bada
blocken. Halten ammonium i utgaende vatten 6kade och var ndstan 7 mg N/I fran Block
3, vilket var dubbelt s& mycket som frdn Block 2.

Val av slamélder styrs ocksé av temperaturen eftersom tillvixthastigheten minskar vid
sjunkande temperatur. I Sverige ar darfor slamaldern ofta hogre 4n vad som ar vanligt i
manga andra ldnder. Temperaturen under forsoket var mellan 10 och 17°C och den
aeroba slaméldern pd 9 dygn i Block 3 var hogre &n den kritiska slamdldern dven nér det
var som kallast. Temperaturens inverkan pé nitrifikationen syntes nir luftningen i den
sista aeroba zonen stdngdes av veckorna 11-14 och 19-26. Vid forsta tillféllet var det
for kallt och ammoniumhalten 1 utgdende vatten 6kade, och da mest 1 Block 3, medan
farre antal aeroba zoner var fullt tillrdckligt vid slutet av forsoket.

Nitrifierande bakterier vixer normalt mer 1dngsamt i reningsverk 4n i renkulturer eller i
andra miljoer (Blackall och Burrell, 1999). Det beror formodligen péd férekomst av
himmande dmnen i avloppsvattnet och for ldga syrehalter. Flera svenska reningsverk
har rapporterat hamning av nitrifikationen, men ingen hdmning kunde noteras i férsdken
vid Henriksdals reningsverk. Vid hdmning syns det tydligt att ammoniumhalten i
utgaende vatten hastigt 6kar. I manga fall gar det inte att avgéra vad som hdmmat
processen. Det aktiva slammet kan ofta hdmta sig snabbt nir halten av det himmande
amnet minskar. For att fa igdng processen om nitrifikationen slagits ut kan man ympa
”friskt” slam frén en annan del av verket eller ett annat reningsverk.

Populationsstudier av ammoniumoxiderande bakterier

I undersdkningen av slamalderns och syrehaltens effekter pa de nitrifierande
bakteriepopulationerna i aktivslamprocessen vid Henriksdals avloppsreningsverk var
mélsittningen att f4 kunskap om savél populationsstruktur ur ett kvalitativt perspektiv,
det vill séga vilka arter eller stammar som fanns i slammet, som antalet av bakterierna.
Genom att rdkna nitrifierarna gavs ocksa mgjligheter att berédkna den nitrifierande
aktiviteten per bakteriecell och att teoretiskt berdkna andelen ammoniumoxiderande
bakterier av totala bakterieantalet utifran vissa forutsittningar.

De ammoniumoxiderande populationerna bestod éver tiden

De ammoniumoxiderande populationerna var lika i B2 och B3, trots olika
driftstrategier, och sammansittningen forandrades inte heller 6ver tiden enligt DGGE-
profilerna. Utan att analysera banden fran DGGE-profilerna ndrmare gar det inte att
med sdkerhet uttala sig om artsammanséttningen, men enligt jimforelse med
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bandmdonster fran renkulturer domineras slammet av band liknade dem frén slaktet
Nitrosomonas. Detta slikte framtrader oftast i niringsrika miljoer och ir vanligt
forekommande i aktivt slam (Wagner m.fl., 1995; Mobarry m.fl. 1996; Schramm m.fl.,
1996). I naturliga ekosystem, som mark, sjoar och vattendrag, ar Nitrosospira det
vanligaste sldktet av ammoniumoxiderande bakterier (Hiorns m.fl., 1995; Stephen m.fl.,
1996; Kowalchuk m.fl., 1997).

I slammet fran Henriksdals reningsverk var DGGE-profilerna mest lik profilerna av de
fran Nitrosomonas marina eller Nitrosomonas eutropha. 1 en undersdkning av 11
reningsverk (6 med aktivslamprocesser och 5 med biofilm) 1 Tyskland pévisades
nitrosomonader i alla verken medan nitrosospiror endast fanns i tva av dessa (Purkhold
m.fl., 2000). Populationen av ammoniumoxiderande bakterier undersoktes under ett ars
tid av Dionisi m.fl. (2002) 1 ett kommunalt reningsverk. Alla gensekvenser fran
slamproverna kom frén sléktet Nitrosomonas. 1 ett vattenreningssystem med en
fluidiserande badd som renade vatten med ldga ammoniumhalter identifierades
ammoniumoxiderare enbart fran sliktet Nitrosospira med FISH (Schramm m.fl., 1998).
Systemet liknade dock mest miljon i1 en niringsfattig sdtvattensjo.

Med DGGE péavisas forekomsten av de bakterier vars DNA ir extraherbart med
extraktionsmetoden och som ocksa sedan amplifieras vid PCR-reaktionen. I denna
studie, liksom 1 andra med samma metodik, dr det omdjligt att veta i vilken utstrdckning
extraktionsmetoden &r selektiv. Vi vet dock fran andra forsok att DNA frén bade
nitrosomonader och nitrosospiror kan extraheras fran olika jordprover med samma
metod som anvints i denna studie (Béckman m.fl. manuskript; Nyberg m.fl.
manuskript). De primrar som anvéndes for PCR-amplifiering ar framtagna for
ammoniumoxiderande bakterier, men det har visat sig att de inte alltid &r sa specifika
utan ocksé kan amplifiera sekvenser fran andra bakterier (Stephen m.fl., 1996). I
undersokning av populationerna i slam frén B2 och B3 kan dérfor ndgon annan
organism detekterats pa grund av otillrdckligt specifik bindning av primrarna, eller s&
kan nidgra ammoniumoxiderare blivit uteslutna. Det forra problemet kan dock sparas om
man sekvenserar banden i DGGE-profilerna.

Antalet ammoniumoxiderande bakterier féréndrades inte

Antalet ammoniumoxiderare var ca 2 x 10° celler/ml prov (1 x 10° celler/g VSS), i bade
forsokslinje B2 och B3 (Tab. 6). Nivan lag relativt konstant under férsoket och de olika
driftsstrategierna i B2 och B3 pédverkade inte antalet ammoniumoxiderande bakterier.
Utifrén aktivitetsmédtningar antog Jones och Sabra (1980) att en forhojd slamélder skulle
leda till en 6kning i antalet ammoniumoxiderare. Bada forsoksblocken vid Henriksdal
visade en oregelbunden periodicitet i antalet ammoniumoxiderande bakterier, men
forandringarna var sma. De berodde med stor sannolikhet pa en naturlig variation av
populationsstorleken eftersom monstret var det samma for antalet celler per volymenhet
som for antalet per g VSS.

I denna studie har vi anvint realtids-PCR framfor allt beroende pa svarigheter att
direktdetektera eller odla nitrifierande bakterier pa laboratorium. Den ér tillsammans
med den av Dionisi m.fl. (2002), sa vitt vi vet, de enda langtidsstudier av
ammoniumoxiderande bakterier i aktivslamprocesser som har genomforts med en
kvantitativ PCR-metod. Liksom vid vanlig PCR é&r det ocksa vid realtids-PCR och
kompetetiv PCR svért att uppskatta huruvida primrar och sond ger en under- eller
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Overskattning av det verkliga antalet bakterier. Enligt en databassokning hade primrarna
och sonden riktade mot ammoniumoxiderande bakterier i denna studie en god
specificitet.

Tabell 6. Sammanstallning av olika metoder som anvants for kvantifiering av ammonium-
oxiderande bakterier (AOB) i aktivslamprocesser

Metod Mal-organism Antal (celler/ml) Anmérkning Referens
FISH' Nitrosomonas spp. 6,5x10° Industriellt avlopp Wagner m.fl.,
(slakteriavfall & godsel) 1995
Antikroppar Nitrosomonas 8,4x10° Laboratorieskala Jones, 1981
europaea
MPN? AOB 43x10' Laboratorieskala Jones, 1981
MPN AOB <7,2x10° Kommunalt avlopp Strom m.fl.,
1976
MPN Nitrosomonas och 2,7x10" Industriellt avlopp Kowalchuk
Nitrosospira (kalvgddsel) m.fl., 1999
cPCR’ AOB 52x10" Industriellt avlopp Kowalchuk
(kalvgodsel) m.fl., 1999
cPCR Nitrosomonas oli- 4,3 x 10*- 4.1 x 10° Kommunalt avlopp Dionisi m.fl.,
gotropha liknande 2002
Realtids-PCR  AOB 9,9 x 10°- 3,6 x 10° Kommunalt avlopp Denna studie

Y »Fluorescent In Situ Hybridization”, en fluorescerande nukleinsyramolekyl som binder till RNA eller
DNA i ett fixerat miljoprov. Studeras i fluorescens- eller konfokal-lasermikroskop. Anvinds for att
identifiera en viss grupp organismer “’pa stéllet” i ett prov.

? »Most-Probable-Number-Method”, odling av bakterier fran ett miljéprov i en spadningsserie dir man
berdknar det sannolika antalet bakterier som ursprungligen fanns i provet.

3 »Competitive PCR”, PCR metod med samtidig amplifiering av DNA fran prov och frén en intern
standard med kénd DNA-koncentration.

Dionisi m.fl. (2002) rdknade antalet ammoniumoxiderare med kompetetiv PCR baserad
pa amoA genen (gen som kodar for ett enzym i ammoniumoxidationen) med
provtagning en gang i manaden i ett kommunalt reningsverk och fann att antalet inte
varierade under aret (Tab. 6). Nitrosomonas oligotropha-liknade ammoniumoxiderare
dominerade i den process som undersoktes och metoden var darfor utvecklad for att
kvantifiera dessa, vilket medfor en risk for att antalet ammoniumoxiderare
underskattades ndgot. Antalet i den studien var mellan 10 och 100 ganger ldgre &n vad
som uppmittes vid Henriksdal bade pa volym och VSS basis. Wagner m.fl. (1995)
bestdmde antalet ammoniumoxiderande bakterier med FISH i en aktivslamprocess, som
behandlade slakteriavfall och godsel, och fann mellan 100 och 500 ganger fler celler dn
vad som uppméittes vid Henriksdal. Eftersom FISH bygger pa delvis andra
forutsittningar #n realtids-PCR ér det dock svért att direkt jimfora resultaten. Aven
Kowalchuk m.fl. (1999) detekterade ett hogt antal ammoniumoxiderare med cPCR 1 en
aktivslamprocess som var avsedd for rening av kalvgddsel (Tab. 6).

Antalet ammoniumoxiderare som bestimdes i forsoksblocken vid Henriksdals
reningsverk var ca 1000 ganger hogre dn vad som har uppmaétts med MPN-metodik i en
annan studie (Strom m.fl., 1976). Detta dr inte sd underligt med tanke pé att man vid
MPN-bestamning i regel fir en underskattning av antalet ammoniumoxiderare, dels
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beroende pé att metoden bygger pé odling och dels eftersom det &r svart att sla sonder
bakterieaggregaten. Jones (1981) visade att MPN gav 10-1000 génger ldgre antal
ammoniumoxiderare i jdmforelse med bestamning med antikroppar. I en undersokning
av Kowalchuk m.fl. (1999) var dédremot antalet ammoniumoxiderare lika oavsett om det
bestimdes med MPN eller cPCR, vilket kan tyda pa att en stor del av
ammoniumoxiderarna i dessa prover var aktiva och darfor odlingsbara (Tab. 6).

Andelen ammoniumoxiderare av bakterierna i slammet

DNA extraktionerna visade en viss 6kning totalmidngden DNA/g VSS 6ver tidsperioden
frén januari till juni 1 bada forsokslinjerna. Vid de flesta tillfdllena var méngden ndgot
storre i B3 4n i B2. Okning av den totala DNA miingden paverkade inte antalet
ammoniumoxiderare over tiden, som ju lag pa en relativt konstant niva. Andelen
ammoniumoxiderare tenderade darfor att oka i1 forsoksblocket med ldgre slamélder.

I studien gjordes inga bestimningar pa det totala bakterieantalet i proverna, men vid
antagandet att allt extraherat DNA kom fran bakterier uppskattades antalet bakterier till
5,3x 10" och 4,2 x 107 celler/ml i B2 respektive B3 (under forutsittning att bakterierna
hade en genomsnittlig genomstorlek av 4,6 x 10° baspar och 2,1 genom per cell;
Madigan m.fl., 1997). Den teoretiska uppskattningen av andelen ammoniumoxiderare
vid Henriksdal var 3,8 % i Block 2 och 4,7 % 1 Block 3. Andelen nitrifierare i en typisk
aktivslamprocess anses vara mellan 2 och 5 % av biomassan (Randall, 1992). I den
senaste versionen av "Activated Sludge Model" (ASM3) uppskattades de nitrifierande
bakterierna till 2-3 % av den totala biomassan i aktivslamprocesser i kommunala
reningsverk (Koch m.fl., 2001). Nyare studier med kvantitativ PCR visar ddremot pa att
andelen ammoniumoxiderande bakterier kan vara sd ldg som 0,0033 % (Dionisis m.fl.
2002). Dessa vdrden och de 1 denna studie ar betydligt lagre &n dd Wagner m.fl. (1995)
uppskattade andelen ammoniumoxiderare i aktivt slam till 15 %. De hoga vérdena
riaknades fram utifrdn antalsbestimning med FISH. Prov togs dock endast vid tva
tillfallen 1 ett industriellt reningsverk med ovanligt hdga ammoniumhalter i
inkommande vatten (ca 760 mg N/1).

Lagre slamalder kan ge effektivare nitrifikation

Halten suspenderad substans (SS) och organiskt material (VSS) var, som vintat, lagre i
B3, pé grund av den ldgre slamaldern. Det medforde att den potentiella
nitrifikationshastigheten per VSS var hogre dir 4n 1 B2. Slammet var darmed aktivare i
B3 4n i B2 och skillnaden mellan blocken syntes tydligt efter halva forséksperioden
(Fig. 5). Nitrifikationshastigheten, liksom denitrifikationshastigheten, brukar 6ka nir
slaméldern sénks sd ldnge man inte underskrider den kritiska slamaldern (Jones och
Sabra, 1980). Daremot kan nitrifikationsgraden 6ka nir slamaldern okar. Fran forsok
med satsvis biologisk behandling i en reaktor (SBR-teknik) fann man att
nitrifikationshastigheten (ammoniumoxidation till nitrit) 6kade med sjunkande
slamalder vid aerob drift, men nir reaktorerna drevs med alternerande aeroba/anaeroba
forhallanden syntes indikationer pa att syrehalten kanske hade storre effekt pa
ammoniumoxidationen dn slamaldern (Pollice m.fl., 2002).

Berdkningarna frdn massbalanser av kvéve visade att de aktuella
nitrifikationshastigheterna i bassdngerna redan efter en vecka var hogre 1 B3 och mot
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slutet av forsoket var den aktuella hastigheten dér néstan lika stor som den potentiella.
Det omsattes alltsa mer kvdve per VSS 1 blocket med ldgre slamélder och hogre
syrehalt. Skillnaden i nitrifikationshastighet hade dock ingen effekt pa kvévereningen,
som var lika god 1 badda blocken.

Nitrifikationshastighet per cell

De aktuella och potentiella nitrifikationshastigheterna och de uppmatta virdena pa
antalet ammoniumoxiderande bakterier anvéndes for att berdkna den nitrifierande
hastigheten per cell, den sa kallade specifika hastigheten. Den var densamma oberoende
av slamaldern 1 blocken under storre delen av forsoket. Det fanns dock en tendens till att
den specifika nitrifikationshastigheten i slammet 6kade i Block 3 under de sista fem
veckorna. Det tyder pa att en driftstrategi med lagre slamélder och hogre syrehalt skulle
kunna hgja aktiviteten per cell.

I denna studie var den potentiella specifika hastigheten 0,41 och 0,33 pmol/cell/h i B2
respektive B3 medan den aktuella specifika hastigheten var 0,15 och 0,17 pmol/cell/h,
som medelvirden for hela forsoksperioden. Hastigheterna var betydligt hogre dn de
0,00022 pmol/cell/h som Wagner m.fl. (1995) uppmiitt i studier med FISH, men 1
samma nivd med vad som har uppmidtts for renkulturer av nitrifierare under optimala
forhallanden. Det kan tyda pa att antalet ammoniumoxiderare i denna studie
underskattades. En annan aspekt &r att antalet i denna studie berdknats utifrin DNA och
da ar formodligen inte alla celler som detekterats aktiva. Den specifika hastigheten
skulle darmed vara énnu storre dn den vi uppmiitte.

Sedimenteringsegenskaperna opaverkade av slamaldern

I forsoken vid Henriksdals reningsverk var det vdsentligt att ocksa titta pa
slamegenskaperna nér effekten av slamalder pa nitrifikationen utvdrderades. Goda
slamegenskaper kdnnetecknas av snabb sedimentering och kompaktering av slam med
stabila flockar. I en aktivslamprocess dr den biologiska aktiviteten koncentrerad till
flocken. Flockar renar dven vattnet genom att partiklar, som ar sé létta att de inte kan
sedimentera av egen kraft, adsorberas till flockarna. Reningsgraden ar darfor helt
avhingig flockens egenskaper.

I studien mittes slamvolymindex (SVI) som matt pa sedimenteringsegenskaperna och
halten av filamentbildande organismer bestimdes. Slamvolymindex och filamenthalt &r
vanliga parametrar att kontrollera for att uppticka problem med slamsvéllning tidigt.
Slamsvillning innebér att slammet sedimenterar langsamt och inte kompakterar i
sedimenteringsbassidngen. Det finns ett antal andra sedimenteringsproblem forutom
slamsvéllning, men det tillsammans med skumning ar de i sérklass vanligaste bekymren
1 aktivslamprocesser over hela vérlden (Seviour, 1999b). Bidde slamsvillning och
skumning beror oftast pa 6kad forekomst av filamentbildande bakterier. De
filamentbildande bakterierna dr dock en normal del av flocken och vid ladga halter spelar
de en viktig roll for flockens struktur dar de fungerar som armering (Jenkins, 1993).

Hbéga halter av filament trots acceptabelt SVI

Skillnaden i slamegenskaper mellan forsdksblocken var mindre én forvéntat. Under
forsta delen av forsoket var slamvolymindex mellan 100 och 140 ml/g i bada blocken,
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vilket dr acceptabla nivaer. Brytpunkten for da slamsvillning kan férvéntas anses vara
vid slamvolymindex stdrre d4n 150 ml/g (Jenkins m.fl., 1993). Block 3, som hade ligre
halt suspenderad substans, hade sedan ldgre slamvolymindex &n B2, men mot slutet av
forsoket var slamvolymindex storre an 150 ml/gi bada blocken (Fig. 9). Block 2 hade
flytslam i1 sedimenteringsbassangen fran vecka 15 och framat. En trolig orsak kan vara
att en av slamskraporna vid flera tillféllen stod still i det forsoksblocket. For ovrigt
fanns det inga sedimenteringsproblem i forsoken.

Den totala filamenthalten var relativt hog under hela forsoket. Den 6kade 1 B3 mot
slutet, vilket ledde till att den skillnad som tidigare fanns mellan blocken férsvann.
Beddmningarna fran den forenklade, subjektiva skalan enligt Jenkins m.fl. (1993) gav
virden mellan 3,5 och 5 for total filamentforekomst under forsdksperioden. Det betyder
att det fanns manga filament i alla flockar. Frekvensen 1-5 filament per flock (grad 3)
och uppat motsvarar ett spatt slamvolymindex (DSVI) stérre &n 150 ml/g (Seviour,
1999). Sambandet mellan slamvolymindex och filamenthalt har diskuterats (Jenkins,
1993). I denna studie korrelerade SVI positivt med bade total och utstickande
filamenthalt 1 Block 3 (Fig. 12), medan det inte fanns nagot samband alls 1 Block 2. I
blocket med hog slamélder (B2) var filamenthalten genomgéende hog, medan SVI
gradvis dokade under forsoksperioden. Andra faktorer, till exempel flockstorlek och
flockkompakthet, kan ocksa ha inverkat pd SVI.
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Figur 12. Samband mellan slamvolymindex och total (m) samt utstickande filamenthalt (e ) i
forsoksblock B3 med lag slamalder. R=0,83 for total filamenthalt och R=0,80 for utstickande
filamenthalt.

Slamsvéllning dr ett komplext problem och det finns flera teorier 6ver vad det beror pa.
De filamentbildande bakterierna har i alla fall en avgdrande roll. Det finns idag mer 4n
30 kinda olika typer av filamentbildare som bidrar till slamsvéllning och av dessa ér det
ca 10 som stér for minst 90 % av rapporterade incidenter (Blackall, 1999). Filamenten
har olika morfologi och olika férméaga att vixa ut ur flocken. De har dérfor olika effekt
pa sedimenteringen. Utstickande filament fran flocken gor att flockarna hakar i varandra
medan filament inuti flocken skapar halrum och hindrar kompakteringen. I férsoken vid
Henriksdal var halten utstickande filament vanlig i B3 och mycket vanlig i B2 under
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storre delen av forsoket. I slutet var dock den utstickande filamenthalten hogre 1 B3 én i
B2.

Halten korta, flyktiga fettsyror mittes varje vecka, men var alltid under detektionsnivan
(<30 mg/l). En 6kad VFA-halt indikerar hydrolys i sedimenteringen. Det kan betyda att
slammet ocksd innehaller langre fettsyror, vilka anses gynna filamentbildare som
"Microthrix parvicella". Korta fettsyror kan 1 sin tur leda till spontan denitrifikation i
sedimenteringen vid nirvaro av nitrat och orsaka flytslam.

Ibland lackte slammet fosfor

Vid Henriksdals reningsverk har personalen tidigare noterat att det ibland plotsligt
frigors fosfor fran slammet i sedimenteringsbassdngen. Detta bidrar till hgjda
fosforhalter 1 utgdende vatten och i slutdnden till 6kad anvéindning av
fallningskemikalier. Orsaken till fosforlickage antogs vara kopplad till hog slamalder.

Fosforhalten i bade utgéende vatten och i returslammets vitskefas varierade kraftigt
under forsoket och B3 hade hogre halter av totalfosfor i returslammet én B2. Studien
visar att relativt stora miangder fosfor tidvis frigors fran slammet, vilket gor att
fosforhalterna i vattnet 6kar efter det biologiska steget. De hogre fosforhalterna i
blocket med den ldgre slaméldern skulle kunna bero pé biologisk fosforaktivitet. Det
finns bakterier som lagrar fosfat i cellerna som polyfosfater och frigdr detta i anaeroba
miljoer da de samtidigt tar upp korta fettsyror som acetat (Bond och Rees, 1999).
Tillvdxt av dessa organismer gynnas av en ldgre slamélder snarare &n en hog. Det fanns
inget samband mellan fosforhalt i slammet och potentialen for fosforldckage. I
potentialtesten var det ingen skillnad pé fors6ksblocken. Det var endast under tiden som
slamhalten byggdes upp i B2 som potentialen var hdg, men nir dverskottsslamuttaget
stabiliserades sjonk den och B2 och B3 var sedan s& gott som identiska med avseende
pa potential for fosforlickage. Antagandet att en hogre slamalder skulle ge ett storre
fosforlackage fran slammet stimde alltsa inte utifrdn de data som presenteras.

De tre métningar som gjordes av potentiell fosforfrigérelse med étta provpunkter,
istéllet for enbart start och slutvérde, under dtta timmar visade att slammet sldpper ifran
sig det mesta av fosforn tidigt under inkuberingen. Fran kurvorna i denna studie avges
fosfor snabbare frdn slammet i B3 &n B2 under inkuberingens forsta halvtimme.
Péstaendet dr spekulativt da det endast baseras pa en mitpunkt, men per g VSS ar
hastigheten néstan dubbelt s& hog. Mer information om fosfordynamiken skulle kunna
erhéllas om testet utformades annorlunda med téta provtagningar under en kortare
inkubering. D4 skulle dven hastigheten kunna beréknas.

Den praktiska betydelsen for reningsverken

Det omsattes mer kvédve per VSS 1 blocket med ldgre slamélder och hogre syrehalt, men
kvévereningsgraden var densamma som i blocket med hogre slamélder och lagre
syrehalt. Den forstndmnda strategin medgav ett visst ammoniumléckage fran verket och
en storre energiforbrukning till bldsmaskinerna medan den senare strategin innebar att
det fanns 40 % mer slam 1 systemet. | fors6ken vid Henriksdals reningsverk blev inte
slamegenskaperna sdmre vid drift med hogre slamélder. Att driva processen med
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mycket slam 1 biosteget gav mindre problem &n forvéntat. Val av driftsstrategi handlar
om det enskilda verkets forutsattningar och mal. De fragor de driftsansvariga vid ett
reningsverk bor stélla sig ér:

e Vad kan vi vinna pa att ha ett slam med effektivare nitrifikation?

e Har vi rdd med ammoniumlédckage vid utsldppskravkrav pa 10 mg N/1?
e Vad betyder energiférbrukningen?

¢ Finns det problem med slamsvéllning eller skumning?

e Vilken kapacitet har sedimenteringsbassdngerna?

e Vad betyder en 6kad eller minskad slamproduktionen?

e Hur mycket fosfor frigors fran det biologiska reningssteget?

Nitrifierarnas antal och sammanséttning

Att de ammoniumoxiderande populationerna inte fordndrades i sammanséttning eller
antal tyder pa att de &r vil anpassade for miljon vid Henriksdals reningsverk. Inom den
variation av slamalder och temperatur som forsoket gjordes var populationen
ofordndrad, vilket betyder att den dr tdimligen robust. Stora fordndringar i
artsammansattning eller antal skulle kunna paverka den genomsnittliga
tillvaxthastigheten av nitrifierande bakterier i aktivt slam. En séddan skillnad skulle ha
direkt effekt pa styrning och optimering av processen med till exempel slamalder. Att
nitrifierarpopulationen inte fordndras dr ocksé positivt om man skall kalibrera en modell
for ett specifikt verk.

Filamentbildare och slamsvéllning

Forskare har forsokt hitta drifts- och miljofaktorer som péverkar forekomsten av
filament, men dessa &r inte entydiga. Ibland kan slamegenskaperna vara bra trots hoga
filamenthalter, som visats 1 denna studie. Att regelbundet mikroskopera slammet i en
aktivslamanldggning kan dock rekommenderas. Alla verk kommer forr eller senare att
drabbas av problem med slamsvéllning eller skumning och genom att kénna till
slammets utseende och variationen i filamentférekomst och koppla det till 6vriga
driftsparametrar kan en referensram for det egna verket byggas upp. Det kan vara ett
verktyg for att skapa driftsstrategier sa att filamenthalten kan kontrolleras (Rothman,
1998). Plotsliga eller gradvisa fordndringar 1 slammets utseende kan vara en
varningssignal.

Fosfor och kemisk féllning

Under forsoksperioden var fosforhalterna ut frén biosteget hogre én vad som gick in.
Orsaken till de tidvis hoga, fosforhalterna i utgdende vatten borde studeras vidare for att
kunna optimera reningen av fosfor i efterfoljande filtersteg. Att fosfor frigors sporadiskt
1 slammet betyder att doseringen av fillningskemikalier i efterfdllningen skulle kunna
regleras battre. En forutséttning for det dr att det finns ett sétt att detektera nér fosfor
slapper fran slammet. Kraven pé fosforreduktion dr mycket hdga idag och
fallningskemikalier dr en dyr utgift for reningsverken. Om efterfallning kan optimeras
for att mota fosfortopparna i vattnet skulle det gé att géra en del besparingar.
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Ekonomi

De hogre syrehalterna som krivs vid drift med en ligre slamélder &r en stor utgiftspost
for ett reningsverk. For att producera 1 m® luft/h pa Henriksdal tgér ca 0,025-0,035
kW (Waltin, 2000). For att uppratthélla de hogre syrehalterna i Block 3 kriavdes det
ungefir 1400 m’® luft/h vilket motsvarar ett 5kat energibehov pé 370 000 kWh/4r,
berdknat pa hela anldggningen. En annan faktor som paverkar driftkostnaden negativt
for strategin med den ldgre slamaldern ar behandling for 6verskottslam. En process med
en hog slamalder producerar mindre slam @n en med 1ag, men eventuella problem med
flytslam i1 en process med hog slamalder innebér ocksa dkade arbetskostnader.

Varfér var det inte sé& stor skillnad?

Det fanns aldrig nagra stora skillnader mellan blocken i forsdket med olika slamaldrar
och syrehalt med avseende pé de biologiska och kemiska parametrar som méttes. Varfor
blev det ingen storre skillnad? Frdgan dr om denna likhet bara var en tillféllighet? Hade
forsoken fortsatt under en ldngre period hade det kanske blivit annorlunda. Det visar pa
betydelsen av att driva forsok under lang tid — gérna ett ar. Skillnaden i slamélder och
syrehalt mellan de tva blocken kanske var for liten for att verkligen kunna kallas tva
olika driftstrategier? Det Oppnar for intressanta funderingar 6ver hur vida ramarna
egentligen dr. Hur ménga driftsansvariga vet var grianserna gar i sitt verk? Tva andra
viktiga fragor dr hur minga parametrar som maste foljas och hur ofta bor man méta
dessa for 6vervakning. Det finns en tendens att allt fler prover tas och att allt fler "on-
line mitare" installeras. Det vdsentliga vid driften av ett reningsverk kanske hellre &r att
bygga upp en kunskapsbas over verket sd att man vet inom vilket omrade driften &r
stabil och vet vilka de kritiska parametrarna é&r.
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Slutsatser

Tva olika driftstrategier, en med hog slamélder och lag syrehalt och en med lag
slamélder och hog syrehalt, provades i tva block vid Henriksdals reningsverk. Syftet var
att utvirdera dessa med avseende pa de nitrifierande bakteriernas kapacitet och
sammansittning samtidigt som eventuell negativ inverkan pa slamegenskaperna och
fosforreningen undersoktes. Vi drar foljande slutsatser frén studien:

o Det fanns inga stora skillnader mellan driftstrategierna utifrdn de kemiska och
biologiska parametrar som mittes.

o Ligre slamalder gav effektivare nitrifikation. Det omsattes mer kvive per VSS i
blocket med lag slamalder &n det med hdg, men kvévereningsgraden var densamma.

o De var ingen skillnad i de ammoniumoxiderande populationernas antal eller
sammansdttning trots olika slamdldrar och detta forandrades inte heller dver tiden.
Diaremot var andelen ammoniumoxiderande bakterier i slammet ndgot hogre i
blocket med ldgre slamalder liksom aktiviteten per cell i slutet av forsoket.

o Slamegenskaperna forsdmrades inte vid drift med hogre slamalder. Filamenthalten
var relativt hog 1 bada forsoksblocken, men hog filamenthalt var inte alltid entydigt
med daliga sedimenteringsegenskaper.

o En lag slamélder bidrog till att mer fosfor frigjordes i1 biosteget. Orsaken borde
studeras narmare.
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