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Forord

Overgodning, eller eutrofiering, ir ett 6kande miljoproblem i minga omraden.
For att motverka problemet har ménga svenska reningsverk byggts ut for kvive-
rening. Biofilmsprocesser blir mer vanliga i Svenska avloppsreningsverk. Med
anledning av detta har vi undersokt nitrifierande biofilmer med avseende pa ett
antal olika aspekter. Vi har studerat populationssammansittningen och nitrifi-
kationsaktiviteten i biofilmer i biobdddar fullskaleanliggningen pi Ryaverket
(Gryaab) i Goteborg och jaimfort med aktivtslamanliggningen pa Henriksdal i
Stockholm. Vi har ocksd haft mojlighet att bygga en pilotanliggning pd Rya-
verket, ddr vi har testat hur nitrifikationsbiofilmerna i biobiddar och pé rérliga
birare reagerar pa olika ammoniumhalter. Denna typ av experiment ir ovanliga
sa till vida att vi har kunnat studera bakterierna under realistiska forhallanden,
i avloppsvatten, men med kontrollerade ammoniumhalter. Bland annat har vi
intressanta resultat fran test av olika driftsstrategier.

Projektet dr ett samarbete mellan Goteborgs universitet (GU), Gryaab,
Linkopings universitet (LiU) och Chalmers tekniska hogskola (CTH).

Vi vill rikta ett stort tack till alla som bidragit till projektet. Ett flertal personer
pa Ryaverket i Goteborg har varit behjilpliga med provtagning, provanalyser och
vid byggandet, och inte minst underhallet och driften av pilotanliggningen.
Utan denna hjilp hade vi inte kunnat driva projektet. Vid GU har Pir Lydmark
och Robert Brunstrém utfort karaktiriseringar av nitrifikationspopulationerna
och analyserat och sammanstillt data, Magnus Lind gjorde snitten f6r mikro-
skopering. Vid LiU har Kristina Samuelsson, Stefan Kokalj och Jenny Stendahl
deltagit med populationsanalyser och dataanalyser. Sara Hallin och Asa Jarvis,
bada Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), Ultuna, deltog i den forsta delstudien
vid Henriksdalsverket. Projektet har finansierats framforallt av VA-Forsk, men
ocksa av VR och FORMAS.

Géteborg i juli 2006

Malte Hermansson
Fred Sérensson
Per-Eric Lindgren
Ann Mattsson
Torsten Wik
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Sammanfattning

Eutrofiering, eller évergodning, r ett 6kande miljoproblem. Eutrofieringspro-
blemet har identifierats av riksdagen som har angivit "Ingen 6vergédning” som
ett av sina 16 miljomal. Som ett led i att minska kvivetillférseln till ekosystemen
har ménga svenska reningsverk byggts ut for kviverening. Vi har i detta projekt
undersoke nitrifikationssteget i kvivereningen.

Kvivereningen ir en helt biologisk process. Nyckeln till en god processkon-
figuration (och driftstrategi) dr dirfor en god kunskap om de biologiska processer
som skall styras. Om det saknas kunskap om bakteriernas egenskaper och
potential vet vi inte mot vilka mal vi kan eller bor styra.

Biofilmsprocesser har blivit ett allt vanligare sitt att genomfora nitrifikationen,
den forsta delen av kvivereningen. Syftet med projektet var att underséka biolog-
iska processer och bakteriella populationer i nitrifierande biofilmer.

For att detektera nitrifierare maste moderna molekylirbiologiska metoder
anvindas. De klassiska mikrobiologiska metoderna som odling av bakterier pa
agarplattor och anrikningskulturer har mycket begrinsad anvindning vid under-
sokning av prover frin reningsverk och fungerar sirskilt daligt for langsamvixande
autotrofa organismer, som nitrifierare.

Deskriptiva studier 4r viktiga for att forsta hur nitrifikationen fungerar i
avloppsreningen. Men i fullskaleanldggningar 4r av naturliga skil méjligheterna
till experimentellt arbete mycket begrinsat. For att experimentellt manipulera
koncentrationen av ammonium, som ir den viktigaste faktorn som styr nitri-
fierarnas populationsdynamik och aktivitet byggdes en pilotanliggning.

Resultaten redogors for i sex olika rapporter och en doktorsavhandling. I kort-
het har vi undersokt:

Populationssammansittning hos ammoniumoxiderare (AOB) och nitritoxid-
erare (NOB) i aktivtslamanliggningen vid Henriksdalsverket undersoktes. Result-
aten jimfordes sedan med biofilmssystem.

Den nitrifierande biobadden vid fullskaleanliggningen vid Ryaverket, Géteborg,
undersoktes med avseende pd AOB och NOB pa olika djup i bidden, dven nitri-
fikationsaktiviteten per cell for bide AOB och NOB redovisas, liksom strukturen
pa biofilmen. Bade AOB och NOB minskar med djupet i bidden, vilket ir for-
vintat eftersom ammoniumhalten minskar med djupet. Men ocksd populations-
sammansittningen dndras, vilket betyder att bakterier med olika egenskaper
forkommer i en ammoniumgradient.

Vi kvantifierade AOB och NOB pié birarmaterial suspenderat i olika ammoni-
umbalter i pilotanliggningen och kunde berikna nitrifikationsaktivitet per cell.
Nigot overraskande var aktiviteten per cell hogre i biofilmerna i de ligre jimfort
med de hdgsta ammoniumbhalterna.

Biofilmer som flyttades mellan olika ammoniumkoncentrationer forindrar sin
populationssammansittning, men relativt sakta, medan den en potentiella nitri-
fikationshastigheten @ndras snabbare. Genom att variera ammoniumkoncentrat-
ionen under olika dagar i veckan under en lingre period, kunde vi visa hur olika
driftsstrategier kan utnyttjas for att fa en hogre nitrifikationspotential.
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Summary

Eutrophication is an increasing environmental problem and has been identified
by the Swedish parliament as one of the 16 major environmental issues that are
prioritized. Many Swedish wastewater treatment plants (WWTP) have imple-
mented nitrogen removal. In this project we have studied the nitrification step
of the removal process.

Nitrogen removal relies totally on biological processes. The key to a successful
treatment is therefore knowledge about the biology; lacking this we cannot expect
to have efficient running strategies or process configurations.

Biofilms are increasingly used for the nitrification process. The aim of this
project was to study the biological processes, such as population dynamics and
activity of nitrifiers in different biofilm systems.

To detect nitrifiers or, in fact, any bacteria in wastewater, we must use modern
molecular methods. Classical microbiology, using standard agar media are of very
limited relevance.

Descriptive studies of full-scale plants are necessary to understand how the pro-
cesses are working. However, full-scale plants cannot, for obvious reasons, easily
be used for experimental manipulations. As part of the project a pilot plant was
therefore built at Rya WWTP. Here we could control the ammonium concentrat-
ions by allowing nitrification biofilms to develop on biofilm carriers in aerated
tanks connected in series. The ammonium concentration decreased through the
tanks with highest concentration in tank 1 and lowest in tank 4 and we could
expose biofilms to different ammonium concentrations in a controlled fashion.

The results are reported in six papers and one PhD thesis, and are briefly sum-
marized here:

Ammonium oxidizer (AOB) and nitrite oxidizer (NOB) population structure
in active sludge were determined at Henriksdals WWPT and were compared with
the biofilm systems at Rya WWTP.

The nitrifying trickling filter (NTF) at Rya WWTP was investigated in the
ammonium gradient formed in the NTF with respect to AOB and NOB relative
numbers, absolute numbers, specific nitrification rates (per cell) and biofilm
structure. Both AOB and NOB decrease with depth, which is expected since the
ammonium decrease downwards. The AOB community structure change with
depth, showing that nitrifiers with different properties establish in the gradient.

AOB and NOB was quantified on suspended carriers in the pilot plant, specific
nitrification rates were, somewhat surprisingly, higher in the lower than the highest
ammonium concentration.

Biofilms that were moved between tanks with different ammonium concentrat-
ions changed their population structure relatively slowly, whereas the potential
nitrification rates shifted rather quickly after moving between tanks. By changing
the ammonium concentrations on a day to day basis, the nitrification potential
could be maintained on a high level. This indicates that the running strategies
can be designed to develop and maintain bacterial communities with elevated
nitrification potentials.



1 Bakgrund

11 Introduktion

Eutrofiering, eller 6vergddning, ir ett 6kande miljo-
problem. Eutrofiering innebir att ekosystem som
sjoar, floder eller kustomraden far ett sd stort tillskott
av ndringsimnen att produktionen av planktonalger
i vattnet okar mycket kraftigt. Algerna sjunker si
smaningom till botten. Nir bakterier pa botten i
sin tur bryter ner den stora sedimenterade algbio-
massan krivs s& mycket syre att det blir syrefritt i
bottenvattnet. I dessa omraden finns en stor aktivitet
av bakterier, men de syrefria forhillandena gor dére-
mot att djur och vixter inte kan leva hir, dirav det
nagot felaktiga begreppet "déda bottnar”. Vidare
finns risken att stora algblomningar orsakar toxin-
produktion vilket leder till bekymmer i mdnga om-
raden.

Allvaret med eutrofieringsproblemet har identifi-
erats av riksdagen som har angivit "Ingen 6vergdd-
ning” som ett av sina 16 miljomil. Riksdagen har
dessutom angivit delmal fér miljokvalitetsmalet:
"Senast dr 2010 ska de svenska vattenburna utslippen
av kvéveforeningar fran mdinsklig verksambet till haven
sider om Alands hav ha minskat med minst 30 % fréin
1995 drs niva.” (http://www.naturvardsverket.se/).

Algproduktion begrinsas oftast av antingen kvive
eller fosfor, mer sillan av kisel eller jirn (Pitois ez al.
2001). En expertgrupp gjorde nyligen, pa uppdrag
av Naturvardverket, en stor genomgéng av eutro-
fieringsliget i Sverige (Boesch ez a/. 2005). Bland
annat konstateras att i Visterhavet 4r kvive det be-
grinsande niringsimnet for algproduktionen och
vikten av att minska utslippen frin punktkillor
betonas, samtidigt som de diffusa utslippen maste
minskas.

Minga avloppsreningsverk i Sverige har infért
kviverening for att minska utslippen. Kraven pa
kviverening av avloppsvatten har dkat under senare
ar och kan antas komma att skirpas ytterligare under
kommande ar. Kvivereningen baserar sig helt pa bio-
logiska processer. Det blir vanligare att biofilmssystem
anvinds i avloppsrening, d.v.s. dir mikroorganismer

vixer och utfor en process fastsittande pa en yta, t.ex.
ien biobadd eller pa ett speciellt bararmaterial i vatten.
Vid skirpta krav och/eller platsbrist 4r det troligt
att biofilmprocesser dvervigs som komplement eller
alternativ till kviverening i aktivslamsystem, som idag
ir den vanligaste reningsmetoden. Kunskapen om de
speciella férutsittningarna som finns i mikrobiolog-
iska biofilmer ar fortfarande relative dalig. For att ut-
nyttja biofilmsprocesser maximalt och fa en s effektiv
rening som mojligt 4r det viktigt ate vi far en bred
och god kunskap om hur dessa processer skall drivas.

1.2 Kvaverening ar
en biologisk process

Medan fosforreningen vid avloppsrening i Sverige
oftast genomfors pa kemisk vig (fillning med jirn
eller aluminium) sker kvivereningen nistan ute-
slutande med biologiska processer.

Kvive forekommer naturligt i oxidationsformer
fran —III (ammonium, NH") till +V (nitrat, NO3").
Kvivgas dr den vanligaste formen av kvive pé jorden,
medan NHy*, NO,™ (nitrit) och NO;3™ dr de former
av kvive som anvinds som kvivekilla av de flesta
organismer. Medan alla organismer behéver kvive
for sin uppbyggnad, bland annat i proteiner och
DNA, kan en del bakterier anvinda olika kvive-
foreningar i sin energiomsittning, antingen som
energikilla (nitrifikation) eller som slutlig elektron-
acceptor i respirationskedjan (denitrifikation). Genom
dessa tva kopplade biologiska processer med tva
bakterietyper som utfér helt olika processer, nitrifi-
kation och denitrifikation, omvandlas ammonium-
kvivet i avloppsvattnet till kvivgas.

1.2.1 Nitrifikation

Nitrifikation sker genom tva processer, forst oxidation
av ammonium till nitrit och sedan vidare oxidation av
nitrit till nitrat. Processerna utfors av tva olika typer
av specialiserade mikroorganismer sa kallade nitrifi-
kationsbakterier. De tvd reaktionerna dr intimt koppla-
de, och de tva olika bakterietyperna som utfor dessa
processer lever titt tillsammans. Den forsta av reakt-
ionerna ir oxidation av ammonium till nitrit, vilken
utférs av ammoniumoxiderande bakterier (AOB).



Den f6renklade reaktionsformeln for detta steg 4r:
I\II_I4+ + 1% 02 - N027 +2H"+ Hzo

Nista steg i nitrifikationen 4r oxidation av den bild-
ade nitriten till nitrat:

NOZ_ + 1/2 02 - NOs_

Detta utfors av nitritoxiderande bakterier (NOB).
AG® for ammoniumoxidationen 4r —235 kJ mol,
medan for nitritoxidationen 4r energivinsten mycket
mindre (AG°= =54 kJ mol™). Detta betyder att NOB
far ut betydligt mindre energi an AOB per mol oxid-
erad kvive.

Nitrit i hogre koncentrationer ir giftigt for alla
organismer, dven for nitrifierare. Dirfér dr det
viktigt att nitrit inte ackumuleras i systemet. Detta
tillsammans med det faktum att NOB ir beroende
av vad AOB producerar ir en viktig anledning till att
de tvd bakterietyperna normalt lever i tit kontake
med varandra (Lydmark ez a/. 2006¢).

Biade AOB och NOB kriver mycket energi for att
tillviixa och detta tillsammans med att energiutbytet
ar relative délige gor att nitrifierare vixer mycket
lingsamt jimfért med andra bakterier, speciellt
heterotroferna som kan utnyttja den energi som finns
i organiskt material. Generationstiden for nitrifierare
dr dven under optimala forhallanden i laboratorier
sd lang som 7-10 timmar. Detta kan jimféras med
E. coli som kan ha en generationstid pd 20 minuter.
I reningsverk har generationstider for nitrifierare
uppmiitts till dagar eller till och med veckor (Bock
& Wagner 2001).

Nitrifikationsbakterier 4r ocksd notoriskt kidnsliga
for storningar i form av olika gifter. I konkurrens
om ammonium med heterotrofa bakterier kommer
AOB till korta. Diremot anvinder nitrifierare CO,
som kolkilla, medan heterotroferna ir helt beroende
av organiskt material bade som energi- och kolkilla.
Vill man gynna nitrifierare vid avloppsreningen krivs
hég syrehalt och ammoniumbhalt, men lag halt av
organiskt material sa att inte konkurrensen frin
heterotroferna blir for stor.

Taxonomiskt dterfinns AOB och NOB inom
grupper som Proteobacteria och Nitrospira. Alla
AOB har namn som bérjar pa Nitroso- och alla
NOB bérjar pd Nitro-. De flesta AOB finns inom
beta-Proteobacteria (Nitrosomonas, Nitrososospira,
Nitrosolobus och Nitrosovibrio), endast Nitrosococcus
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finns i gamma-Proteobacteria. Nistan alla AOB inom
beta-Proteobacteria har hittats i avloppsreningsverk
(Wagner ez al. 2002). AOB inom gamma-Prozeo-
bacteria har bara isolerats eller hittats i marina miljéer
och i saltsjoar (Koops ez al. 2003).

NOB finns inom alfa-Proteobacteria (Nitrobacter)
och inom det egna fylumet Nitrospira. Nitrobacter ir
anpassad for hoga nitrithalter och vixer relativt snabbt
(for att vara nitrifikationsbakterier) medan Nitrospira
ar bittre anpassad till aga nitrithalter och vixer sakta.
Foljaktligen hittas Nitrobacter endast i avloppsren-
ingsverk med (atminstone tidvis) hoga nitrithalter,
medan Nitrospira konkurrerar bittre vid laga nitrit-
halter (Schramm ez 2. 1999, Schramm ez al. 1996).

1.2.2 Anammox

Den vanliga nitrifikationen som beskrivs under 1.2.1
ovan ir en rent aerob process, d.v.s. syre ir ett absolut
krav. Det finns ocksd en anaerob ammoniumoxid-
ation (anammox) dir anaeroba bakterier oxiderar
ammonium men dir nitrit, och inte syre anvinds
som elektronacceptor:

NH,* + NO,”— N, + 2H,0

Eftersom det hir bildas kvivgas direkt i ett steg
och bara en bakteriegrupp ir inblandad 4r detta en
mycket intressant process for kviverening i avlopps-
reningsverk. Anammoxbakterier vixer dock mycket
langsamt och de processer de utfor 4r svarstyrda och
dirmed inte helt enkla att utnyttja. Anammox-
bakterierna beskrevs s sent som i bérjan av 1990-
talet (Mulder et /. 1995), iven om Broda redan
1977 foreslog att det borde finnas en bakterie med
denna fysiologi (Broda 1977). Anammoxprocessen
ar patenterad (Mulder 1992)

1.2.3 Denitrifikation

Denitrifikation dr den process dir bakterier anvinder
nitrat som slutlig elektronacceptor i andningskedjan
under bildning av kvivgas (N,). Denitrifierande
bakterier kan sigas "andas nitrat” pi samma sitt som
vi andas syre. Denitrifierarna anvinder mest olika
organiska molekyler som energikilla. Dirfor behovs
organiskt material for att kvivereningen skall fungera.
Denitrifierarna kan oftast anvinda andra elektron-



acceptorer in nitrat, t.ex. syre. I sjilva verket dr syre
en bittre elektronacceptor 4n nitrat eftersom cell-
erna fir ut mer energi genom att anvinda syre. Det
ar orsaken till att om syre finns tillgingligt viljer
bakterierna det. Denitrifikationsprocessen ir dérfor
beroende av att det inte finns syre i den del av re-
ningsverket dir denitrifikationen skall ske. Nitrifikat-
ionen ir diremot helt beroende av att det finns syre,
dessa helt motsatta krav pa syremiljon stiller krav
pa process-konfigureringen av ett reningsverk med
kviverening (se nedan for vidare diskussion). Denitri-
fikation kan utforas av medlemmar av ett stort antal
helt olika bakterieslikten. Detta i motsats till nitrifi-
kation, som bara utfors av en relativt begriansad grupp
av bakterier som 4r nira slikt med varandra. Som vi
skall se har detta betydelse for vilka metoder som kan
anvindas for att studera de olika grupperna.

1.3 Beskrivning av process-
konfigurationer fér kvave-
rening i avloppsreningsverk

1.3.1 Nitrifikation/denitrifikation

Principen for kviverening med hjilp av nitrifikation/
denitrifikation dr att avloppsvattnet méste recirkuleras

inom verket om inte stora mingder organiskt material
skall tillforas till avloppsvattnet. Detta krivs eftersom
de bakterier som utfor processerna har specifika krav
pé sin milj6 for att viixa och vara aktiva. Inkommande
avloppsvatten ir rikt pd organiskt material, och i
denna milj6 har nitrifierare svart act konkurrera med
heterotrofer, alltsd maste nitrifikationsteget ligga sent
i processen dir halten organiskt material ar ldg. Sam-
tidigt kréver nitrifikationen syre vilket t.ex. kan l6sas
genom att lata vatten rinna dver en yta (biobidd)
eller genom att blisa in luft i tankar med rérliga bio-
filmsbirare. I vattnet fran nitrifikationen dr ammoni-
um omvandlat till nitrat, men for att det skall bildas
kvivgas maste denitrifikationsbakterierna ha organ-
iskt material och dessutom syrefria férhallanden.
Antingen maste stora mingder organiskt material till-
sittas till vattnet for att stimulera denitrifikationen
eller sa kan vattnet recirkuleras till borjan av renings-
verket dir det organiska materialet inte dr nedbrutet.
Figur 1.3.1-1A visar en principskiss 6ver Henriksdals
reningsverk i Stockholm. Hir anvinds aktivt slam
och étercirkulation av vatten frin sedimenterings-
bassinger/sandfilter tillbaka till anoxiska bassinger
(utan luftillforsel) ddr denitrifikationen sker. I figur
1.3.1-1B visas Ryaverket i Goteborg, dir ungefir
hilften av vattnet efter sedimentering rinner ver en
biobddd for nitrifikation. Det nitrifierade vattnet
recirkuleras tillbaka till anoxiska bassinger i borjan
av aktivslamsteget for denitrifikation. For att kunna
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Figur 1.3.1-1. Schematiska bilder 6ver Henriksdals avloppsreningsverk (A) och Ryaverket (GRYYAB) (B) (modifierad

efter Lydmark 2006).
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designa ett vil fungerande effektivt reningsverk och
sedan driva det optimalt behévs alltsd kunskap om
de biologisk processer som skall styras.

1.3.2 Biofilmssystem

Det finns ett antal processtekniska losningar pa
kviverening, som generellt kan delas in i aktivslam-
processer och biofilmsprocesser. I anliggningar
som anvinder nitrifikation i aktivt slam maste slam-
dldern (solids retention time, SRT) hallas ling nog
for att de lingsamt vixande nitrifierarna skall hinna
dela sig innan de forsvinner ut ur systemet. I bio-
filmsbaserade processer diremot vixer nitrifierarna
pa en fast yta av nagot slag och hélls ddrmed mycket
effektivare kvar i systemet. I biofilmssystem anvinds
ett antal olika reaktortyper. Ett av dessa ir bio-
biddar, "trickling filter”, bestdende av plastmaterial
med stor yta over vilken avloppsvattnet far rinna,
vilket anvinds bl.a. pa Ryaverket. En annan princip
ar att ha rorliga biofilms birare, oftast av plast-
material, i suspension i avloppsvattnet. Det finns ett
antal olika typer av birare, t.ex. ’K1” och "Biofilm-
chip M” tillverkade av AnoxKaldnes, Lund.

Mainga reningsverk anvinder biofilmsprocesser
och det kan antas att det kommer att bli vanligare i
framtiden. Biofilmsprocesser dr ofta utrymmesspar-
ande och effektiva. For att kunna effektivisera och
verkligen utnyttja de mikrobiologiska biofilmspro-
cesserna optimalt maste mer detaljerad kunskap tas
fram genom forskning, vidareforiddlas och slutligen
overforas till branschen.

1.4 Tidigare undersdkningar av
nitrifikationen vid Ryaverket

Ett antal undersokningar har genomférts vid Rya-
verket i Goteborg for att forbittra kunskapsliget
och ge ett underlag for forbittringar. Hir refereras
endast till de som har speciell relevans for detta
projekt. Vi har tidigare, Persson ez a/. (2002) under-
sokt AOB populationer i verkets biobdddar och
jamfort experimentella data med simulerade virden
fran en modell som utvecklats tidigare (Wik 1999,
2000). Slutsatserna frin dessa tidigare undersokningar
visade:

e att det var en relativt lag diversitet bland AOB

* att simuleringarna av andelen AOB stimde re-
lativt vil 6verens med experimentella data

* att simulerade och mitta data bdda visade att den
potentiella nitrifikationen sjonk med djupet i bio-
bidden

* att den uppmitta nitrifikationshastigheten per
torrvike biofilm var relativt konstant pa olika djup
i biobddden, vilket innebir att biofilmen var lika
effektiv med avseende pé nitrifikation oavsett
jocklek eller position i biobddden.

Undersokningen gav en forsta bild av nitrifierarnas
diversitet och fordelning i biobddden. Emellertid
utvecklades under tiden ett antal nya prober for
identifiering av AOB och NOB (se vidare 3.1.1 for
diskussion av prober och identifikationsmetoder) som
borde ge utférligare information om diversiteten hos
nitrifierarna som vi misstinkte var hogre. Denna
undersékning gav en deskriptiv bild av biobidden
men vi hade ingen majlighet att experimentellt testa
dynamiken hos AOB och NOB populationerna.

2 Syfte och
prioriteringar, nytta
for reningsverken

Varfor dr det viktigt att mita populationsfor-
indringar? Nyckeln till en god processkonfiguration
(och driftstrategi) ar en god kunskap om de biologiska
processer som skall styras. Om det saknas kunskap
om bakteriernas egenskaper och potential vet vi inte
mot vilka mal vi kan eller bér styra.

Med de moderna molekylirbiologiska metoder
som finns tillgingliga kan bakterier detekteras utan
att behova odlas, och dirigenom kan vi fa en relativt
god bild av de bakteriepopulationer som finns i ett
prov. Miélet med arbetet att identifiera och framfor-
allt att kvantifiera olika bakteriegrupper, ir inte att
sitta namn pa s& méanga bakterier som mojligt.
Genom att identifiera bakterierna som “gér jobbet”
i reningsverket kan vi koppla "namnet” till kinda
egenskaper hos bakterierna. Det 4r denna koppling



till aktivitet och den potential som cellerna har inom
kviaveomvandlingen, som ir en viktig orsak till ident-
ifieringsarbetet. Genom att studera t.ex. vilka av de
olika AOB som vixer i olika delar av en biobadd kan
vi forstd hur férhallandena péverkar bakterierna.
Genom att systematiskt undersoka populations-
dynamiken (hur t.ex. olika AOB grupper vixer till
eller dor ut) kan vi ocksi fa en bild av hur bakterie-
samhillet (d.v.s. alla populationer tillsammans) ser
ut under vissa driftsbetingelser och sedan jimfora
denna bild med hur det ser ut under andra forhall-
anden. Detta ger en mojlighet att kunna forutsiga
vilka bakterier man kan férvintas fa under olika
driftsforhallanden och vilka egenskaper bakterierna
har, vilket ger mojligheter att styra processen sé att
bakterier med vissa egenskaper kan selekteras. Det
kan t.ex. vara fordelaktigt att gynna och forsoka halla
kvar bakterier som har hég nitrifikationshastighet vid
héga ammoniumbhalter for att ha en beredskap vid
plotsliga toppar, alternativt kan det vara fordelaktigt
att gynna populationer som har en god éverlevnads-
formaga vid liga ammoniumhalter och som kan
utnyttja dven mycket laga substrathalter.

Syftet med projektet var dirfor att undersoka bio-
logiska processer och bakteriella populationer i nitri-
fierande biofilmer. Vidare ville vi anvinda dessa data
for att verifiera, och om mojligt forbittra, existerande
matematiska modeller for nitrifierande biofilmer.
Den tidigare studien (Persson ez al. 2002) pekade pa
nya fragor och dven om Gverensstimmelsen mellan
simuleringar och uppmitta data var relativt god
var det klart att for att forbictra den matematiska
modellen, behévdes betydligt bittre kunskap om
relativt basala biologiska processer, i forsta hand
populationsdynamiken hos nitrifierarna vid olika
ammoniumkoncentrationer. I litteraturen finns f3,
om ens nagra, undersékningar dir relevanta férhall-
anden (d.v.s. naturligt avloppsvatten i fullskalean-
liggningar) har manipulerats. En pilotanliggning
dir ammoniumbhalten kunde kontrolleras samtidigt
som vi anvinde avloppsvatten frin fullskaleanligg-
ningen for att fa relevanta mitningar byggdes dirfor
upp for att vi skulle nd vart mal. Parallellt med det
experimentella arbete som méjliggjordes med pilot-
anliggningen, ingick ocksa i planen att undersoka
fullskaleanliggningens nitrifierande biofilmer.

Prioriteringar som gjordes i borjan av projektet (de-
finierade av de givna ekonomiska ramarna) syftade
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till att i forsta hand sikerstilla att pilotanliggningen
kunde byggas, och dels att vi kunde satsa pé att under-
soka de biologiska processerna som bedémdes som
det omrade dir kunskapsbristen i sarklass var storst.
Resultaten visar klart pé brister i existerande matem-
atiska modeller som inte var kiinda tidigare, och med
detta har vi skapat en god grund for att fortsitta
utvecklingen av bittre modeller.

Kunskapsuppbyggnad om kviverening ir, och
kommer att bli, viktig for reningsverk i Sverige i
framtiden. Det dr ocksa viktigt att dessa resultat inte
ar specifika for ett reningsverk utan 4r av karaktiren
generellt tillimpbar biologisk kunskap.

Resultaten publiceras i internationella tidskrifter
och kan anvindas for att forbdttra avloppsreningen
inte bara nationellt. Genom att kunskapen ir generell
kan biologisk rening, inte minst inom Sveriges nir-
omride inom EU, pa sikt forbattras. Det dr ocksa
viktigt att visa att branschen satsar pa avancerad
forskning inom avloppsreningsomradet, som utgor
en av de viktigaste biotekniska processerna i ett ut-
halligt samhille. Vi star i bérjan av denna bioteknik-
utveckling, och kan inte férvinta oss att redan ha
alla svar. Metoderna har inte funnits tillgingliga si
linge, och det tar tid att anpassa metoder och skapa
intresse for dessa och de resultat som kan uppnas i
avloppsrening. Det dr dérfér mycket glidjande att
VA-Forsk har satsat pa detta projekt. Vi hoppas att
branschen skall visa ett fortsatt intresse av att ta
fram, och se mojligheterna med avancerad biologi,
for att forbittra sina biologiska processer.

Syftet med undersékningarna och olika priorit-
eringar resulterade i féljande detaljplan och motiv
for det experimentella arbetet:

* Mitningar av populationssammansittning hos
ammoniumoxiderare (AOB) och nitritoxiderare
(NOB) i aktivtslamanliggning och i biofilms-
system for att undersoka vilka bakterier, och dir-
med vilken potential for nitrifikation, som finns
i olika delar av processen.

* Mitningar av relativa andelen och absoluta antalet
av AOB och NOB i en koncentrationsgradient av
ammonium i biobddd i fullskaleanliggning, for
att kunna rikna ut hur stor andel av biofilmen
som kan nitrifiera och den specifika nitrifikations-
hastigheten (per cell).

* Mitningar av specifika nitrifikationsaktiviteten
(per cell) i fullskala och i pilotanliggning, for att



undersoka under vilka férhéllanden biofilmens
bakterier dr effektivast.

* Undersokning av biofilmsstruktur i en koncentrat-
ionsgradient av ammonium i biobiddd i fullskale-
anliggning, detta kan i sin tur hjilpa till att for-
klara effektiviteten i olika biofilmer utsatta for
olika ammoniumbhalt.

* Mitningar av populationsdynamik vid kontroll-
erade ammoniumhalter (hdga och laga halter och
“upp- och "nerskift”) i avloppsvatten under lingre
tider (5 manader), for att underséka hur de olika
nitrifikationsbakterierna vixer till eller avdodas/
forsvinner.

* Mitningar av potentiell nitrifikationshastighet
under kontrollerade ammoniumbhalter i avlopps-
vatten (hoga och laga halter; varierande med olika
dagar hdga och laga halter) for att testa olika
driftsstrategier och for att jimfora aktivitetsfor-
andringar (troligen snabba) med foérindringar i
populationerna (troligen lingsamma).

3 Metoder

3.1 Analysmetoder

For att kunna detektera AOB och NOB i biofilmer
méste moderna molekylirbiologiska metoder an-
vindas. De klassiska mikrobiologiska metoderna som
odling av bakterier pa agarplattor och anriknings-
kulturer har visat sig ha mycket begrinsad anvind-
ning vid undersékning av prover frin reningsverk;
endast ungefir en procent av alla bakterier vixer
exempelvis pa agarplattor med standardmedier. De
bakterier som kan odlas i laboratoriet ir trots detta
viktiga ddrfor att dessa kan anvindas for att under-
soka fysiologi och genetik hos olika grupper, men det
dr svart att frin dessa undersokningar dra slutsatser
om hur bakterierna fungerar i sin naturliga miljo.
De DNA baserade metoderna har dppnat helt nya
méjligheter att gora relevanta mikrobiologiska under-
sokningar av avloppsvatten som inte fanns for bara
10 ar sedan. Nedan beskrivs kortfattat de viktigaste
av dessa metoder som anvinds inom detta projekt.
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3.11 Fluorescent in situ hybridisering

(FISH)

Fluorescent in situ hybridisering (FISH) 4r en metod
dir bakterier kan identifieras direkt under mikroskop,
utan att man behéver odla bakterierna. Genom att
anvinda avancerade mikroskop (se 3.1.2) kan FISH
ocksa anvindas for att kvantifiera specifika bakterie-
arter eller bakteriegrupper i ett prov.

I FISH anvinds en kort DNA kedja (ung. 20 bas-
par, kallas probe) som ocksa mirks med en fluorescer-
ande molekyl i ena dinden. DNA sekvensen anpassas
sa att den binder specifike till vissa bakteriers ribo-
somala RNA (rRNA). Eftersom det finns tusentals
ribosomer i en cell 6kar detta signalstyrkan och gor
det ldtt ate detektera enskilda celler i ett fluorescens-
mikroskop. Sekvensen hos bakteriers ribosomer dr
dels mycket konserverad i en del av ribosomen men
samtidigt variabel i andra regioner. DNA proberna
designas sa att de blir specifika for en viss del av ribo-
somen; om proben gors specifik for en konserverad
del kommer den att triffa och markera manga olika
bakterier, om diremot proben riktas mot en av de
mer specifika ribosomsekvenserna triffas och mark-
eras bara en liten snidv grupp av bakterier. P4 s sitt
kan prober med olika specificitet anvindas for att
detektera och iven kvantifiera alla bakterier, olika
grupper av bakterier, t.ex. nistan alla AOB, eller
enskilda arter.

Metoden kriver kinnedom om DNA sekvenserna
hos de bakterier man vill detektera. Det finns nu
en stor databas med rRNA sekvenser dir sekvens-
information kan himtas. Databasen uppdateras
kontinuerligt med nya sekvenser, inte minst darfor
att en stor del av bakteriesystematiken numera bas-
eras pé sekvensen hos bakteriernas rRNA. I de olika
undersokningarna har vi anvint 24 olika prober for
att karaktirisera AOB (13 prober), NOB (8 prober)
och anammox bakterier (1 prob), férutom ett antal
prober for storre grupper som Eubacteria, Archaea
och olika grupper av Proteobacteria. En mer detalj-
erad beskrivning av metoden finns i (Hallin ez al.
2005).

3.1.2 Avancerad mikroskopi (CSLM)

For biofilmer anvinds numera nistan alltid FISH
tillsammans med avancerad mikroskopi (confocal
scanning laser microscope, CSLM) ddr man optiskt



kan dissekera bilden inte bara i sidled utan ocksa i
djupled. Genom att mikroskopet kan sirskilja signaler
frin olika djup i 0,2 pm steg kan dven aggregat
av bakterier undersokas. Traditionella fluorescens-
mikroskop har inte denna méjlighet och ljus frin
olika nivéer ger en mycket oklar bild av ett aggregat.
Eftersom biofilmsprov i praktiken bestir av aggregat
och mikrokolonier av bakterier 4r anvindningen
av CSLM numera ett standardinstrument i biofilms-
forskning.

Vi har utvecklat en ny metod for att kvantifiera
bakterier med FISH och CSLM, (Hallin ez 4l
2005).

Genom att frysa och sedan snitta biofilmer direkt
fran biobadden kan vi ocksi fa en rumslig uppfatt-
ning om hur bakterierna fordelat sig i djupled i bio-
filmen. Snitten 4r ungefir 5 pm tunna och efter
analys i CSLM kan vi berikna hur olika bakterier;
AOB och NOB férdelar sig biofilmen. Detta har
gett helt ny information om biofilmens struktur, se
vidare 4.3. och (Lydmark ez /. 2006c¢).

3.1.3 Polymerase chain reaction (PCR)
och Denaturerande gradient-
gelelektrofores (DGGE)

Pa samma sitt som vi med FISH anvinder prober
for att specifike kinna igen olika bakterieceller, kan
man med metoden Polymerase Chain Reaction
(PCR) fa en stor mingd DNA-kopior frin just den
DNA-sekvens man vill studera. DNA:t som kopier-
ats finns nu i sa stor miangd att man kan analysera
det med olika metoder.

Ett sdtt som det kopierade DNA:t kan analys-
eras pd ir “Denaturerande gradientgelelektrofores”
(DGGE). Normalt kan gelelektrofores skilja pi DNA-
sekvenser med olika lingd. Alla PCR-produkterna
fran olika bakterier har emellertid i detta fall samma
lingd, och med DGGE, — en mer detaljerad separat-
ion — kan man separera och analysera sekvenser
fran olika bakterier. Detta gors i DGGE genom att
separera DNA-fragment med avseende pa den interna
sekvensen inom ett fragment. Till exempel kan man
skilja pa sekvenser dir skillnaden mellan dem bara
ir ett baspar.

Vi har anvint DGGE for att analysera ribosomala
gener hos AOB och dven for att analysera genen
for ett nyckelenzym hos AOB. DGGE-resultaten
ger en bild av mangfalden hos ett bakteriesamhiille.
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Genom att sekvensbestimma olika separerade DNA-
fragment kan vi ocksa fi exakt information om de
bakterier som finns i biofilmen. Foér mer detaljerad
beskrivning av DGGE se (Lydmark 2006; Lydmark
et al. 2006b).

3.1.4 Realtids-PCR

PCR anvinds normalt f6r att amplifiera en specifik
DNA sekvens frin en blandning av minga olika
DNA sekvenser. I si kallad realtids-PCR kan man
f en kvantitativ uppskattning av hur mycket av den
eftersokta sekvensen som fanns frin bérjan i provet
och vi kan sedan berikna t.ex. hur ménga AOB
celler som fanns. Realtids-PCR ir alltsi en alternativ
metod till kvantitativ FISH och vi har anvind
metoden for att mita antal AOB i fullskalebiobidden
(Lydmark ez al. 2006b). For mer detaljer se (Lydmark
2006; Lydmark ez al. 2006Db).

3.1.4 Modeller

Den matematiska modell som har anvints hir har
utvecklats tidigare (Wik 1999, 2000) och anvinder
temperatur, ammonium- och nitritkoncentrationer,
floden och alkalinitet som indatavariabler. Modellen
ger simulerade viirden pa bl. a. nitrifierande bakteriers
biomassa, nitratkoncentrationer i utgéiende vatten och
biofilmens tjocklek. For mer detaljerad beskrivning
se (Wik 1999, 2000).

3.2 Pilotanlaggningen

Deskriptiva studier 4r viktiga for att férsta hur nitri-
fikationen fungerar i avloppsreningen. Men i full-
skaleanldggningar dr av praktiska skil méjligheterna
till experimentellt arbete mycket begransat. En pilot-
anliggning byggdes dirfor for att dels kunna folja
upp tidigare undersokningar och dels experimentellt
manipulera koncentrationen av ammonium, som
genom att vara energikilla f6r AOB (och som killa
for nitrit aven helt avgorande for NOB) ir den viktig-
aste faktorn som styr nitrifierarnas populations-
dynamik. I figur 3.2-1 (nedan) visas pilotanligg-
ningen pd Ryaverket. I pilotanliggningens tankar
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finns biofilmsbirarmaterial pé vilket det utvecklas

en biofilm, eftersom vattnet innehaller hog halt
ammonium och luftas ger detta goda forutsittningar
for nitrifikation. I tank 1 till 4 minskar successivt
ammoniumbhalten, samtidigt som det inda 4r samma
vatten som det som matar fullskalebiobiddarna.
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Figur 3.2-1. A) Schematisk bild av piolotanléggningen,
Ryaverket med luftade tankar fyllda med biofilms-
béararmaterial (K1 i tank 2 och 4, och Biofilmchip M i
tank 1 och 3). Inkommande vatten &r samma som
matar fullskaleanldggningens biobdddar. Nitrifikation
i tankarna medfér en sjunkande ammoniumhalt i tank
1 till 4. Cylindrarna representerar pilotbiobdddar (1-4)
som matas av vatten fran valfria tankar, med olika
ammoniumbhalter under olika tidsintervaller.

B) Pilotanldggningen

C) En av tankarna uppifran, med bararmaterial.

D) Bararmaterial i burar som kan flyttas mellan
tankarna fér att studera populationsférandringar i
olika ammoniumhalter.

E) Doseringsanordningar férdelar vattnet dver
biobaddarna.

F) Pilotbiob&dddarna sett uppifran, plastmaterialet &r
detsamma som i fullskaleanldggningen (modifierad
efter Lydmark 2006).

Vi har utnyttjat detta och tagit prover pa biofilmerna
i de olika tankarna. Vi har ocksi latit flytta dver en
del av biofilmsmaterialet frin en tank till en annan
for att studera hur snabbt bakterierna kan dndra
sin populationssammansittning. Vi har férutom
tankarna dven anslutit pilotbiobiddar med samma



biobdddsmaterial som i fullskaleanliggningen. Dessa
biobidddar kan anslutas till olika tankar s3 att de
matas med vatten av olika ammoniumhalt. Genom
att ge biobidddarna olika ammoniumhalt under olika
bestimda tidsperioder kan vi testa olika driftsstrat-
egier. Figur 3.2-2 visar ett diagram med ammoni-
umbhalter i de olika tankarna, samt i inflédet till
tank 1. I tank 4 ir genomgiende ammoniumhalten
mycket lig. Detta ger alltsd mojligheter att testa hur
bakterierna paverkas av “svilt” i ett vatten som ar
relevant.

4 Resultat och diskussion

Forst ges en mycket kortfattad 6verblick av de veten-
skapliga delarbeten som ingér i projektet. Resultaten
redovisas sedan under rubriker som relaterar till de
biologiska fragestillningarna snarare in till de olika
tekniska systemen.

I Hallin ez al. (2005) redovisas metodutveckling
av kvantitativ FISH med hjilp av CSLM och under-
sokningar av forekomst av AOB och NOB i en aktivt-
slamanliggning. Metodutvecklingen gav ett for-
bittrat verktyg for analys av nitrifierarna och data
frin aktivslamanliggningen gav intressanta jim-
forelser med de biofilmssystem vi sedan undersokte.

I Lydmark ez al. (2006b) undersoktes fullskale-
anldggningens nitrifierande biobidd med avseende
pa AOB och NOB pi olika djup i bidden, dven

nitrifikationsaktiviteten per cell f6r bide AOB och
NOB redovisas.

I Lydmark ez al. (2006¢) fullfoljde vi undersdk-
ningen av fullskaleanliggningens biobidd genom att
studera biofilmsstruktur och dven AOB och NOB
populationerna pé olika djup i biobddden.

I Lydmark ez /. (2006d) kvantifierades AOB och
NOB pé bararmaterial suspenderat i olika ammoni-
umbhalter i pilotanliggningen. Nitrifikationsaktiv-
itet per cell redovisas.

I Lydmark ez al. (2006a) undersoktes experi-
mentellt hur de tvdi AOB populationer som visade
tydligaste dndringarna i de olika tankarna i pilot-
anliggningen (Lydmark ez /. 2006d), férindrades
nir de flyttades mellan olika ammoniumhalter.

I Brunstrém ez al. 2006 undersoktes hur nitrifi-
kationspotentialen hos biobiddar i pilotanliggningen
forindrades vid olika driftstrategier.

4.1 Nitrifiererande populationer
i undersékta avloppsrenings-
verk 1999-2005, generella

observationer

Ett stort antal FISH-prober anvints for att karake-
drisera AOB och NOB populationerna. Genom att
korstesta olika prober har vi kunnat pavisa ett antal
olika AOB populationer. En sammanfattning av dessa
resultat ges i tabell 4.1-1 (nedan). Genom att matcha
de olika sekvenser som proberna representerar mot
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Figur 3.2-2. Ammoniumkoncentrationer i tankarna 1-4 i pilotanldaggningen pa Ryaverket, mars till november 2004

(modifierad efter Lydmark et al. 2006d).
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Tabell 4.1-1 visar en del av de olika prober som anvénts. +/— visar om proben tréffar cellerna som testats. Samma
prov har testats med olika prober fér att underséka om cellerna tréffas av flera prober. Kombinationen av olika
prober som tréffar, eller inte tréffar, en cell ger en uppfattning om vilken art/grupp cellen tillhér. Denna art/grupp
syns i kolumnen “Sekvensspecificitet”. Populationsbeteckningarna (t.ex. llla) anges sa som den betecknas i
referensen, observera att samma beteckning kan betyda olika typer av organismer i olika referenser. “Traffar”
betyder det antal traffar som den speciella sekvenses (som definieras av probkombinationen) far i databasen
(Modifierad efter Lydmark 2006).

Prober
Te) N o)
. N g A S & °© & . Sekvens-
Population < - = 5 = > = - = o  Traffar fici
2 S & o 9 E E 3 © E specificitet
2 2 2 P4 P4 b4 P4 O 2 P4
3 la + -+ - - - - - - 82 N. europaea spp”
8. Ib + o+ - - - - - - - - 62 Nitrosomonas/
© Nitrosospira spp
e lla | + - - - - - - % - - 19 N. oligotropha
£ Ilb - - - - - - - + = = 75 Nitrosomonas spp.
o | e ¢ - - + - - - - - 23 N. europaea/
§ eutropha spp.
b Il ej € o= = = 4 = = = 5 N. communis/
S nitrosa spp.
(0}
~ IE! ej ej + - - - - + + - 7 Nitrosomonas spp.
©
£ b | & e - + - - - + + - 5 Uncultured AOB
>
- lllc ej € T R 7 Uncultured AOB
8 I + + + - - - - e + 4+ 7 N. oligotr*opha/
§ urea spp.
= Il + + + o+ - - - € + o+ 1 N. oligotropha/
£ urea spp.
= 11 + + o+ - + - - & - - 8 N. europaea spp.”
-§ v + + + - - -+ € - - 5 N. communis/
3 nitrosa spp.”
I ej e e - - - - A FAF 60 N. oligotropha/
§ urea spp.
& Il ej e e - - - -+ + - 16 Nitrosomonas spp.
E M | e e e - - - + - - - 5  N.communis/
jé" nitrosa spp
g \Y, ej e e - + - - - - - 23 N. europaea/
‘% eutropha spp.
Vv ej e e + - - - - - - 87 Nitrosomonas spp.

* Sekvensen matchar denna organism om ett baspar tilldts ha “mismatch”.

§ ej = proben inte testad.

3@ Passar ocksa Neu. Det finns nagra sekvenser som har en “mismatch”med Nso190 och som inte passar med
Neu.

bPassar Nso190 om en “mismatch” tillats, annars inga sekvenser som passar.

¢Passar Neu om en "mismatch” tillats, annars inga sekvenser som passar.

alla kinda sekvenser i RNA databaserna kan de tro-  pd ett fatal helt olika prober. Vi har ocksa kunnat de-
liga kandidaterna som triffas av en viss kombination  finiera undergrupper av bakterier, som verkar ha olika
av prober bestimmas. P4 sa sitt far vi mer information  fysiologi, inom en och samma stérre grupp. Detta till-
fran en hel serie prober 4n genom att bara forlita oss  for intressant information genom att nya populationer
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med nya eko-fysiologiska egenskaper kan identifieras
(se vidare resultat i sektion 4.2.2 och 4.3 ).

De nitrifierande populationerna i Ryaverkets bio-
bidd har undersdkts sedan 1999 (Persson et al. 2002)
och senare i olika undersékningar 2002 och 2003
(Lydmark ez al. 2006b; Lydmark ez al. 2006¢), dess-
utom har nitrifierarna i pilotanliggningen undersokts
2004-2005 (Brunstrom ez al. 2006: Lydmark ez al.
2006a). Detta ger en méjlighet att folja eventuella
langtidsindringar i nitrifierarpopulationerna (tabell
4.1-2). Eftersom de procentuella virdena pa olika
AOB populationerna i tabell 4.1-2 4r beriknade pa
olika sitt kan de inte direkt jimf6ras med varandra,
men det gir dndd att urskilja nigra trender. Den
relativt laga andelen AOB och NOB i aktivt slam
jamfort med biofilmssystemen dr uppenbar. Detta
ar naturligt eftersom aktivtslamflockarna utsitts
for en mycket varierad miljo under processen och
eftersom mingden tillgingligt organiskt material
tidvis 4r mycket hogt, vilket gynnar heterotrofa
baketeriers tillvixt pd bekostnad av nitriferarnas. Bio-
filmssystemen dr i vart fall designade att selektera
for nitrifierare vilket ocksé syns i den hoga andelen
av dessa bakterier. Médngfalden ir relativt lag i det
aktivtslamsystem vi undersokt, men detta ir inte en
generell trend i andra undersokningar (Daims ez al.
2001; Limpiyakorn ez al. 2005).

I undersékningen fran 1999 triffades inga celler
med proben Nsel472 (Tabell 4.1-2) medan den gav
positiva resultat i alla undersokningar senare. Denna
prob ir specifik f6r AOB Nitrosomonas europaea. N.
europaea har ett relative hogt K virde for ammonium
(d.v.s. den tar inte upp ammonium sd effektive vid
laga halter) och avloppsvattnet vid Ryaverket kan
darfor (tidvis) ha for lig ammoniumbhalt f6r att V.
europaea skall konkurrera framgangsrikt med andra
AOB. Strax fore den period 1999 nir V. europaea
inte kunde detekteras hade ammoniumrike rejeke
vatten frin slamavvattning borjat tillféras biobadd-
arna, men mdjligen hade inte detta hunnit paverka
nitrifierarna i biobdddarna 4n. Resultatet visar att
nitrifierarsamhillet 4r dynamiskt och kan dndras
dven over en lingre period. Forindringar inom en
grupp kan ocksa ses ver tiden. V. europaea-gruppens
medlemmar varierar mellan 2002 och 2003; ingen
av de tre V. oligotropha-populationerna i fullskalans
biobadd frin 2002 (Lydmark ez a/. 2006b) terfinns
2003 (Lydmark ez a/. 2006c¢), diremot finns det mer
likheter mellan V. europaea-populationerna i full-
skaleanlidggningen och pilotanliggningen 2004.

Tabell 4.1-2 visar relativa fraktionen av AOB och NOB jéamfért med totala antalet bakterier i olika delar av Ryaverket
och i Henriksdalsverket under perioden 1999-2005. Eftersom antalet totala bakterier &r méatt med olika farg-
ningsmetoder och dessa ger olika resultat &r vdardena endast att betrakta som trender.

AOB NOB

o N «© - N 0 o

Process Ar Metod fér E aO: 2 3 E E % g & g '3

totalantal 2 < 3 4 ] Z £ o 3 0 3

z 4 z z vz b

A. slam’ 2001 SYTO9 3-5 2-4 0 1-3 0 0 0 9-2 - 5-7

Biobadd? 1999 Eub388 16-45 0 16-45 0 = = = 0 =

Biobadd3® 2002 SYTO9 8-25  4-14 2-7  9-4 2-5 0 6-20 6-20 - 1113

Biobadd* 2003 Eub prob 20-45 20-45 2-10 0-3 0-11 10-28 9-26 - - 23-36
mix

SBBS 2004 Eub prob 28-31 14-30 3-5 0-4 8-10 5-12 13-20 12-17 | -5  33-52
mix

SBB?® 2005 Eub prob - - - 0-8 - 112 = =| = =
mix

' Aktivtslamanlaggning, Henriksdal (Hallin et al. 2005).
2 Biobaddar i fullskaleanlaggningen, Ryaverket (Persson et al. 2002).

3 Biobaddar i fullskaleanlaggningen, Ryaverket (Lydmark et al. 2006b).
4 Biobaddar i fullskaleanlaggningen, Ryaverket (Lydmark et al. 2006c).
5 Suspenderade biofilmsbérare i pilotanlaggningen, Ryaverket (Lydmark et al. 2006d).
¢ Suspenderade biofilmsbérare i pilotanlaggningen, Ryaverket (Lydmark et al. 2006a).
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4.2 Populationsdynamik hos
nitrifierare i biofilmen i en
substratgradient

I biobidddarna sker en i det nirmaste fullstindig nitri-
fikation, d.v.s. all ammonium omvandlas till nitrat.
Genom detta utvecklas en stark koncentrations-
gradient av ammonium med djupet i biobddden. Syre
tillf6rs fran botten av biobddden och syrehalten kan
antas vara hog genom hela bidden. Den viktigaste
faktorn som paverkar AOB och NOB population-
erna ir siledes ammoniumgradienten. Ett genom-
gdende tema i vira undersékningar har varit att
undersdka hur en gradient av ammonium styr nitri-
fierarpopulationerna i fullskalebiobiadden och genom
att manipulera avloppsvattnet i pilotanliggningen
har vi dir efterliknat de olika ammoniumkoncentrae
ionerna. Vi har i flera undersokningar studerat nitri-
fikationspopulationerna i dessa gradienter.

Generellt minskar fraktionen AOB av alla bakt-
erier med biobaddsdjupet (Lydmark ez a/. 2006b,
Persson ez al. 2002) medan NOB utgor en mer
konstant fraktion av bakteriesamhillet (Lydmark ez
al. 2006b; Persson et al. 2002). Detta kan férklaras
av att for AOB ir energikillan (ammonium) helt
extern och tillférs biobiddden utifrin och minskar
konstant med djupet. Energikillan f6r NOB (nitrit)
produceras av AOB vilket sker lokalt i biofilmen,
varfor tillgingen pd nitrit for NOB blir mer jimt
fordelad genom biobiddden.

Av AOB ir det framst tre grupper som ir intress-
anta. Dessa representeras av Nitrosomonas europea,
Nitrosomonas oligotropha och Nitrosomonas communis.
Aven om de nimnda arterna ir representanter for
sina grupper innehéller dessa grupper méinga arter
som troligen kan vara ganska olika med avseende pd
viktiga egenskaper (se vidare nedan).

De olika bakteriegrupperna och deras populations-
dynamik i de olika undersékningarna presenteras var
for sig for att fa ett bittre sammanhang genom de
olika deskriptiva och experimentella undersékning-
arna.

4.2.1 Nitrosomonas europaea-gruppen

N. europaea har hittats i manga avloppsreningsverk
(Gieseke et al. 2001; Okabe et al. 2004; Park &
Noguera 2004) och ir en av de mest studerade AOB,
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dess genom ir sekvenserat och mycket av dess fysio-
logi ar klarlagd (Arp ez al. 2002; Chain ez al. 2003;
Poughon ez al. 2001). Som tidigare nimnts (sektion
4.1) dr V. europaea anpassad till en hég ammonium-
koncentration, t.ex. har de ett hogt K for ammonium.
N. europaea forekommer i de 6versta delarna i bio-
biddden bide i undersékningarna 2002 (Lydmark
et al. 2006b) och 2003 (Lydmark ez al. 2006¢). De
forsvinner nistan helt redan pa tre meters djup i bio-
biddden. Det kan vara si att IV. europaea ligger pa
grinsen till sin formaga att tillviixa i Ryaverket och
kan vara en ”indikatorbakterie” f6r hdg ammonium-
koncentration.

I pilotanliggningen detekterades V. europaea ute-
slutande i tank 1 (med hégsta ammoniumkoncentrat-
ionen) vilket visar att pilotanliggningens tankar
kan anvindas som experimentsystem for fullskale-
anliggningen (Lydmark ez a/. 2006a). Det visar
ocksi att bakterickulturernas férdelning i en biobidd
vil kan jimforas med fordelningen i ett system av
serickopplade tankar med rorliga birare. Detta ir
fordelaktigt da de senare 4r betydligt enklare att
hantera experimentellt.

For att experimentellt verifiera hur N. europaea
reagerar pa olika ammoniumkoncentrationer an-
vindes pilotanldggningens tankar med rorliga barare.
Biofilmsbirare som varit i tank 4 (ligsta ammonium-
koncentration) flyttades till tank 1 (h6g ammonium-
koncentration) dir de hélls avskiljda fran ovriga
birare i en stdlbur, och jimfordes med kontrollbio-
filmer som var kvar i respektive tank (Lydmark ez al.
2006a). Resultaten visar att V. europaea reagerar som
forvintat och jamfort med kontrollerna som ir kvar i
respektive tank si 6kar de sin relativa andel av total-
antalet bakterier nir de flyttas till tank 1 medan
andelen inte forindras si mycket nir de flyteas till
tank 4 (figur 4.2.1.-1).

N. europaea dverlever alltsa “svilt” relative vil.
Resultaten visar ocksé att populationsforindringarna
tar relativt ling tid; en 6kning fran 0,5 % till ungefir
4,5 % tar 150 dagar och under de forsta 30 dagarna
sker ingen relativ 6kning, detta skall jimf6ras med de
relativt mycket snabbare forindringarna i nitrifikat-
ionsaktivitet som visas i sektion 4.4.

4.2.2 Nitrosomonas oligotropha-gruppen

I alla forhillanden, bide i biobidden i fullskalean-

liggningen och i pilotanliggningens olika tankar, var
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Figur 4.2.1-1 visar relativa andelen N. europaea péa suspenderade biofilmsbé&rare i olika tankar i pilotanldggningen.
“"H6g” och “Lag” betecknar bérare i tank 1 respektive tank 4. “Flytt lag — hég” betecknar barare som flyttats
frén tank 4 till tank 1 och “Flytt h6g — lag” betecknar barare som flyttats fran tank 1 till 4 (modifierad efter

Lydmark et al. 2006d).

N. oligotropha den storsta AOB-gruppen (Lydmark
2006). Som namnet antyder ir V. oligotropha an-
passad till laga ammoniumkoncentrationer (Koops
et al. 2003). N. oligotropha har detekterats i ménga
avloppsreningsverk, speciellt sidana didr ammoni-
umbhalterna ir relativt liga (Daims ez /. 2001;
Limpiyakorn ez al. 2005; Dionisi ez al. 2002; Gieseke
et al. 2003; Harms ez al. 2003). Gruppens fram-
gang ir emellertid troligen beroende p4 att det inom
N. oligotropha finns manga organismer med olika
egenskaper. Minst sex olika populationer inom V.
oligotropha gruppen detekterades under tvi—tre ar
men inte alla samtidigt (Lydmark 2006). Detta ir
intressant och indikerar att trots att bakterierna ir
nira slike har de olika fysiologi och krav pi ammoni-
um, syre, kidnslighet for nitrit och andra viktiga
faktorer (Daims er a/l. 2001; Limpiyakorn ez al. 2005;
Bollmann & Laanbroek 2002) (se dven sektion 4.3
och (Lydmark ez al. 2006¢).

De N. oligotropha-populationer frin fullskalebio-
bidden som kallas IIla och IIIb i (Lydmark ez al.
2006Db) visade relativt likartad och jimn fordelning
med djupet i biobddden i mitningen 2002. Populat-
ion IIlc ddremot var bara 3 % av alla AOB vid toppen
av biobddden men 17 % i botten. Population Illc
identifieras med samma FISH-prober som den V.
oligotropha-population i pilotanliggningen som kallas
IT i (Lydmark ez al. 2006d). Pilotanliggningens
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population II har ocksd samma fordelning i relation
till ammoniumkoncentrationen som IIlc med hogre
andel celler i tank 3 och 4 dir ammoniumbhalten 4r
lag i pilotanliggningen. Det tyder pa att likadana
eller mycket snarlika populationer utvecklas under
likartade férhallanden i bade biobddden och pilot-
anldggningen, dven med flera ar mellan mitningarna.

Aven om detta ir ett forvintat resultat dr det intress-
ant att pilotanliggningar med rorliga biarare uppen-
barligen ger en god bild av hur fullskaleanliggningen
kan fungera dven med avseende pa relativt komplic-
erade processer.

Det visar sig alltsd att V. oligotropha-gruppen
dominerar under alla olika férhillanden, men att det
ar olika populationer som tar over. I pilotanligg-
ningen fordelades (som diskuterats ovan) de tva V.
oligotropha populationerna I och II sd act I var stdrst i
tank 1 och 2 och Il var storst i tank 3 och 4 (Lydmark
et al. 2006d) (figur 4.2.2-1, nedan). Férdelningen
kunde bero pa skillnader i ammoniumkoncentrat-
ionen mellan tankarna, men skillnaden i ammonium-
halt i tank 2 och 3 var inte si stor. En faktor som
mojligen kan bidra till att forklara resultaten ir att
nitritkdnsligheten ir olika for de tva N. oligotropha-
populationerna, eftersom nitrithalten (som mittes
oregelbundet) var hégre i tank 1 och 2 4n i tank 3
och 4 under mitningarna i Lydmark ez a/. (20064d).
Diremot var nitrihalterna liga genomgéende i alla
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Figur 4.2.2-1. Fraktionen AOB (population |-IV) och NOB (population V-VI) av totalantalet bakterier i de olika
tankarna 1-4 i pilotanldgggningen. proverna &r tagna i november 2004 (modifierade efter Lydmark et al. 2006d).

tankar under tiden for experimenten som redovisas i
Lydmark ez al. (2006a) och dir var ocksi population-
erna lika i alla tankar. Det ir intressant att de olika
N. oligotropha populationerna verkar konkurrera
mest med varandra med paféljd att olika V. o/igo-
tropha-populationer tar éver vid olika forhallanden.
Diremot tycks inte andra AOB, som N. europaea
eller Nitrosomonas communis (se vidare nedan), verka
bli utkonkurrerade av V. oligotropha. Det kan vara
den stora skillnaden i affinitet och anpassning till
olika ammoniumkoncentrationer som styr den
mer storskalig fordelningen av AOB-populationer,
medan “intern konkurrens” inom N. oligotropha-
gruppen styrs delvis av andra faktorer. Vi har alltsa
kunnat detektera denna "interna konkurrens”, men
vi har bara i ett fall lyckats fi mer detaljerad informat-
ion om skillnaderna mellan de olika V. oligotropha-
populationerna, se sektion 4.3 och (Lydmark ez al.
2006c¢).

4.2.3 Nitrosomonas communis-gruppen

De N. communis-stammar som studerats pa laborat-
orier dr anpassade till en relativt hog koncentration
av ammonium (Koops & Pommerening-Roser 2001).
Vi har hittat V. communis i alla biofilmsprover men
inte i aktivt slam med proben NmlI (tabell 4.1-2).
Trots anpassningen till héga ammoniumkoncentrat-
ioner hos odlade V. communis ir andelen av dessa
AOB som vi hittar antingen oberoende av, eller
okande med ammoniumkoncentrationen (Lydmark
20006). Av de odlade N. communis kommer ingen
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frin avloppsvatten och det kan vara som med V.
oligotrapha att det finns olika eko-fysiologiska popul-
ationer inom gruppen. I Japan har det nyligen hittats
N. communis som anpassat sig till laga eller fluktuer-
ande syrehalter (Limpiyakorn ez /. 2004). Detta
tycks inte vara fallet med V. communis i vira under-
sokningar eftersom de dels finns dven i de oversta
lagren av biofilmen dir syrediffusionen inte ir ett
problem (Lydmark ez al. 2006¢) och det fanns heller
inga celler som triffades av NmlIlI i det delvis anoxiska
aktiva slammet i Henriksdal (Hallin ez 2/. 2005).

4.2.4 NOB

De dominerande NOB i Ryaverket och i aktivt slam
i Henriksdal 4r bakterier fran det egna fylumet
Nitrospira. Dessa NOB ir anpassade till laga nitrit-
halter och har visats vara helt dominerande i manga
avloppsreningsverk (Daims ez 2/. 2000; Dionisi ez al.
2002; Robinson et al. 2003; Schramm et al. 1999).
Tidigare ansags Nitrobacter vara typisk i avlopps-
reningsverk, men den finns egentligen bara i renings-
verk med mycket hoga nitrithalter (Coskuner &
Curtis 2002; Schramm ez al. 1998). Nitrospira ir
relativt okind, och inga odlingsbara stammar har
hittills hittats (Lydmark 2006). Tva olika Nitrospira-
typer har i andra studier kunnat urskiljas dir grupp
I 4r bdttre anpassad till hogre halter av nitrit dn grupp
II (Daims er al. 2006). Specifika prober skilde i
véra studier ut en liten population av NOB. De tvé
populationerna visade en svag tendens att reagera pa
nitrithalten pd motsatt sitt; population V 6kade med



okande nitrithalt, medan population VI minskade
(figur 4.2.2-1). Denna trend ir osiker pa grund av
fa och oregelbundna nitritmétningar, men ir dock
intressant eftersom det finns fi undersokningar som
beskriver forekomst och speciellt eko-fysiologin hos
NOB. Antalet NOB i grupp V kan eventuellt vara
overskattat eftersom denna identifierats med en FISH-
probe med relativt stor méilgrupp, som dven inne-
fattar vissa icke nitritoxiderande bakterier.

4.2.5 Ammoniumoxiderare inom Archaea

Tidigare antogs att organismer frin dominen Archaea
bara var specialiserade for extrema miljéer, men
Avrchaea har nu hittats i relativt stora antal i marina
miljer (Battin ez al. 2001). De forsta indikationerna
pi att det finns ammoniumoxiderande Archaea (AOA)
kom f6r tvi 4r sedan (Venter et 2/. 2004) och den
forsta AOA isolerades nyligen (Konneke ez al. 2005).
Det 4r intressant om det finns Archaea i reningsverk
och vil virt att undersoka vidare.

4.2.6 Anammox

Anammox processen ir strikt anaerob och fungerar
inte i ndrvaro av syre (Egli ez /. 2001). Dirfor var
det 6verraskande och intressant att vi hittade celler
som triffades av en anammox prob i den aeroba
miljon i biobddden (Lydmark ez /. 2006¢). Om det
forkommer mer syrefattiga mikromiljoer i biofilmen
didr dessa bakterier kan vara aktiva eller om det finns
mer syretiliga anammoxbakterier 4r i nuliget bara
intressanta spekulationer.

4.3 Biofilmsstruktur i en gradient

Tidigare antogs biofilmer vara enkla ansamlingar av
celler pd en yta, men med bittre mikroskop (CSLM)
kunde det visas att biofilmer som vixer pd i princip
alla ytor i kontakt med vatten, har en tredimensionell
komplex struktur. Biofilmen bestar av en matris av
extracelluldrt material vari celler och mikrokolonier
vixer. Biofilmen bestdr ocksé av halrum och kanaler
vilket gor att vatten kan strémma inne i biofilmen
och transportera niring och avfallsprodukter. Det dr
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fastslaget att bakterier kan utnyttja cell-cell signaler
som kan koordinera genuttryck hos ménga celler pa
en ging (Wimpenny ez al. 2000; Wuertz et al. 2004).
Det har ocksa visats att den struktur som biofilmen
uppvisar ir styrt av biologiska faktorer dir signalering
mellan cellerna ir viktig (Davies ez al. 1998). Det ir
ocksa klart att en cell som befinner sig i en biofilm
har en helt annan milj6 4n en cell som ir frilevande
i vattenfasen och exempelvis har frilevande och fast-
sittande celler olika proteiner i sitt cellmaskineri
(Otto et al. 2001).

Biofilmen ir inte homogent utspridd dver ytan pa
birarmaterialet, utan vixer flickvis. Biofilmen utsitts
for fysiska krafter som gor att storre eller mindre
delar slits bort, och dessutom ir biofilmen utsatt for
predation frin organismer som iter bakterier. Aven
fem ér efter starten av biobddden pa Ryaverket syns
en heterogen foérdelning av biofilm pa plastytan med
tomma ytor omvixlande med ytor med mycket bio-
film.

I en mindre skala kan vi ocksa se att biofilmen
ar heterogen. Genom att snitta biofilmen som sitter
pa biobidddsmaterialet kan vi studera strukturen
hos biofilmen. Figur 4.3-1 (nedan) frin biobiddens
oversta del visar att AOB och NOB vixer titt till-
sammans, men i separata mikrokolonier. Vi ser ocksd
vattenkanaler och hilrum, vilket visar en numera
klassisk bild av en biofilm.

Tjockleken pa biofilmen ir en viktig parameter
for nitrifikationshastigheten. Tunna biofilmer med
hég porositet har visats ge hogre nitrifikationshastig-
heter (Wijeyekoon ez al. 2004). Detta kan bero pa
mindre problem med diffusionshinder till de inre
delarna av biofilmen (Thoérn et al. 1996). Generellt
ar ocksa en tunn biofilm ett tecken pd att “nedbryt-
ande” faktorer som predation och ett vattenflode
river bort biofilmsdelar. Nedbrytningen av biofilmen
ger naturligtvis en mindre biomassa, men kan sam-
tidigt innebéra att de bakterier som finns kvar far
en storre aktivitet och hogre tillvixthastighet (Lee
1996).

Medeltjockleken pa biofilmen i biobidden pa Rya-
verket 4r 40—80 pum. Biofilmen blir betydlig tunnare
med djupet i biobidden (Lydmark ez 2. 2006¢). 1
litteraturen finns rapporter om betydligt tjockare bio-
filmer i andra verk (Egli ez al. 2003; Gieseke ez al.
2003; Okabe et al. 1999).

Ett av vara viktigaste resultat var att vi kunde visa
att olika populationer av AOB, och i mindre grad
NOB, fordelade sig ojamnt vertikalt i biofilmen
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Figur 4.3-1 visar ett tvérsnitt genom en nitrifierande biofilm i fullskaleanlaggningens biobadd pa den 6versta nivan
(0,5 m). FISH har anvénts for att detektera de olika bakterierna; AOB syns i turkos/bla farg och NOB i gulfédrg
medan grén farg betecknar celler som inte tréffas av vare sig AOB eller NOB proberna. Tjockleken pa biofilmen
ar ungefar 100 um (Lydmark 2006).

(Lydmark e al. 2006c¢). Population I av de tva V.
oligotropha-populationerna i biobidden aterfanns
hégre upp i biofilmen, nirmare ytan. Population 11
visade diremot inte nagon preferens for nagot bio-
filmsdjup. Detta visar att de tvd populationerna har
olika ekofysiologi trots att de dr nira slikt. Detta ar
ett av de forsta bevisen for att de olika V. oligotropha-
populationernas egenskaper paverkar den nitrifier-
ande biofilmen. Det fanns en trend att NOB generellt
var overrepresenterad i de inre delarna av biofilmen,
men detta ir inte statistiskt sikerstillt. Det ir intress-
ant att de relativt tunna biofilmerna pa Ryaverket
inda inducerar milj6férhallanden som ir olika i olika
delar av biofilmen, och att dessa férhillanden ir
s starka att bakterierna blir paverkade, samt att de
erbjuder si olika forhallanden att fyra olika AOB-
populationer samtidigt kan etableras i biofilmen och
overleva sida vid sida. Om vi spekulerar om orsakerna
till dessa resultat, kan det vara rimligt att AOB som
far sin energi frin ammonium i vattenfasen, dr mer
frekvent i de 6vre delarna av biofilmen, nirmare
vattenfasen, medan NOB som far sitt substrat frin
"lokalt” producerad nitrit dr Gverrepresenterad i de
inre delarna. AOB har ocksi generellt en hégre
tillvixthastighet an NOB och kan kanske genom
detta bittre st emot ett predationstryck, som troligen
dr storre pa ytan av biofilmen in lingre ner. I de
djupare delarna av biobddden var biofilmerna be-
tydligt tunnare, och den generella strukturen mer
pords och biofilmen innehdll ocksd mindre biomassa

(Lydmark ez al. 2006¢).
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4.4 Nitrifikationsaktivitet

Genom att vi har kunnat kvantifiera olika AOB och
dven NOB populationer kan vi berikna specifika
nitrifikationsaktiviteten per cell. Detta dr naturlige-
vis ett viktigt matt pd hur effektivt anliggningen
fungerar. Malet med reningsprocesserna ir att aktiv-
iteten per cell 4r sa hog som mojligt och samtidigt
naturligtvis sa uthallig som méjlig, med buftert mot
héga toppar av inkommande ammonium och stab-
ilitet mot stérningar av olika slag.

Den beriknade specifika aktiviteten i fullskale-
anliggningens biobidd var 5,1 fmol N cell™! h™! for
AOB, medan motsvarande siffra var 11,4 for NOB
(Lydmark ez al. 2006b). Pi de rérliga birarna i pilot-
anliggningen varierade AOB aktiviteten mellan 2—
16 fmol N cell™* h™!, och for NOB var aktiviteten
2-12 i de olika tankarna (Lydmark ez a/. 2006d).
I aktivslamanliggningen var motsvarande siffror
mellan 3—15 fmol N cell™' h™! f6r AOB (Hallin ez 4.
2005).

I laboratoriekulturer har AOB aktiviteten mitts till
mellan 1,2-23 f mol N cell™! h~!, medan i avlopps-
vatten varierar siffrorna av naturliga skil mer, hir
ligger aktiviteten mellan 0,03—56 fmol N cell! h™!
(se sammanstillning och referenser i (Lydmark
20006). Vira beriknade virden pa specifik aktivitet
for AOB ligger alltsa inom intervallet f6r bide laborat-
oriestudier och mitningar i avloppsreningsverk. For
NOB visar laboratorieresultat mellan 1,2-2,7 fmol
N cell™! h™! for Nitrospira i sotvattensediment, medan
de fd data som kommer frin andra avloppsrenings-
verk ir betydligt ligre; 0,01-0,025 fmol N cell™! h™!
(Gieseke et al. 2005; Schramm ez al. 1998). Dessa



sistnimnda ir fran “fluidized-bed reactors” och
”Sequencing Batch Biofilm Reactors” vilka kan vara
relativt olika jimfort med de system vi undersokt.
Vara uppmitta aktiviteter dr alltsi hoga for att
komma frén avloppsreningsverk, och om vi 6ver-
skattat antalet NOB (se tidigare) sa blir aktiviteten
per cell dnnu hégre.

Pi de rorliga birarna i de olika tankarna i pilot-
anliggningen beriknades specifika nitrifikationen
vid olika ammoniumhalter i inkommande vatten
(figur 4.4-1). Resultaten visar ndgot dverraskande
att cellaktiviteten f6r AOB i tank 1 (hdgst ammoni-
umkoncentration) ir ldgre 4n i de dvriga tankarna,
och speciellt intressant ir att denna inte 6kar vid
mycket hoga belastningar av ammonium utan ir
konstant ligst av alla tankar. Hogst aktivitet dter-
fanns i tank 2. Den hégre biomassan i tank 1 (fyra
ganger hogre dn i de andra tankarna) kan gora att
det uppstar diffusionsbegrinsningar i biofilmen,
kanske av syre som visade ligre virden i tank 1 dn i
de andra tankarna. Nir det giller NOB aterfanns
den hogsta specifika aktiviteten i tank 2, vilket kan
bero pé att AOBs nitritproduktion ger effekt nigot
senare i systemet. Resultaten visar att de olika popul-
ationerna i tankarna har olika férméga att ta hand
om toppar i ammoniumbelastningen.

I de jimforelser som tidigare gjorts mellan mit-
data och simulerade data frin en modell for nitri-
fierande biofilmer i biobiddden var slutsatsen att
experimentella och uppmitta data stimde relativt bra
overens (Persson ez al. 2002). Speciellt visade bada
likartade trender med djupet pa biobidden. Genom
att vi nu har utvecklat metoder sa att vi kan kvanti-
fiera AOB och NOB i biofilmen kan vi gora andra
jamforelser. Modellen och mitta data ger relativt
likartade trender nir det giller den relativa andelen
av AOB och NOB i biofilmen. Dir emot visar mod-
ellen ungefir hundra ginger storre biomassa in
mitningarna med FISH och realtids-PCR.

Eftersom ocksid mitningarna av tjockleken pa
biofilmen ger ligre virden in de simulerade, och
de specifika aktivitetsmitningarna ligger inom de
granser som andra undersokningar kommit fram till,
i alla fall f6r AOB, s verkar modellen &verskatta
biomassan. De nya resultaten ger en mojlighet att
genom vidare arbete forbittra modellen.
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Figur 4.4-1 visar specifika nitrifikationshastigheten per cell i de olika tankarna 1-4 i pilotanliggningen. Ovre
diagrammet visar AOB aktiviteten och nedre diagrammet visar NOB aktiviteten. Notera att vid en del av
mé&tningarna (*) & ammoniumbhalten relativt hég &ven i tank 4 (3—-4 mg NH,*-N per liter). Detta gér att dessa
mé&tningar kan ses mer som potentialméatningar (modifierad efter Lydmark et al. 2006d).
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4.5 Nitrifikation vid
olika driftstrategier

Genom att utnyttja pilotanliggningen kunde vi
undersoka hur olika driftstrategier kan paverka nitri-
fikationspotentialen (Brunstrom ez al. 2006). Nitri-
fikationspotentialen 4r hir nitrifikationshastigheten
nir biobidden under en kort tid férses med hog
ammoniumhalt (frin inkommande vatten, foére tank
1) s3 att inte all ammonium kunde nitrifieras 6ver
biobidddarna. Férindringar i ammoniumhalterna
gjordes genom att pilotanliggningens fyra biobiddar,
som bestdr av samma material som anvinds i full-
skaleanliggningen, fick vatten antingen fran tank 1
eller fran tank 4 (figur 4.5.-1).

Storsta skillnaden pé vattnet dr att ammonium-
halten 4r hog i vatten frin tank 1 och lig i vatten
fran tank 4. Efter en inledande period dir alla bio-
biddar fick samma vatten (tank 1) var nitrifikations-
potentialen lika hdg i alla biobidddarna. Direfter fick
biobidd 1 och 3 lag och 2 och 4 hég ammonium-
halt. Nitrifikationspotentialen fér 1 och 3 sjonk
snabbt ner till liga virden, medan de var ungefir
konstanta i biobidd 2 och 4. Nedgingen i 1 och 3
var stor redan under de forsta 25 dagarna. Detta
kan jimforas med populationsférindringarna dir
de biofilmer som flyttats frin tank 1 till tank 4 inte
forindrades speciellt mycket (se figur 4.2.1-1).

Efter 60 dagar indrades ammoniumhalterna igen;
biobadd 3 fick hég halt och biobidd 4 fick ldg halt,
medan 2 och 1 lag kvar pa hég, respektive lag hal.
Aven hir forindrades nitrifikationspotentialen som

forvintat och biobidd 4 sjonk ner till en lig potenti-
al medan 3 6kade upp till kontrollen.

Efter att biddarna hade stabiliserats pa sina re-
spektive nivéer gjordes ett nytt forsok (figur 4.5-2)
ddr biobiddd 1 varje vecka under tiden forsoket pa-
gick fick vatten frin tank 4 under sex dagar och
fran tank 1 under en dag (d.v.s. hog ammoniumhalt
1 dag, och lag 6 dagar). Biobidd 4 fick varje vecka
vatten fran tank 4 under fyra dagar och fran tank 1
under tre dagar (d.v.s. h6g ammoniumbhalt 3 dagar,
lag under 4 dagar). Biobadd 2 fick kontinuerligt hog
halt och biobidd 3 skiftades ner till en lig halt vid
forsokets borjan som en lig kontroll. Resultaten
visade att biobidd 4 (med 3/4 schemat) efter 60
dagar hade en nistan lika hog nitrifikationspotential
som biobidd 2, men att biobidd 1 (med 1/6 schema)
under samma tid inte dkade sin potential alls utan
lag kvar pa de laga nitrifikationspotentialer som bio-
bidd 3 fick.

Resultaten visar att periodvisa dndringar i ammoni-
umbhalten kan forindra potentialen for att ta hand
om plétsliga toppar i ammoniumkoncentrationer, om
perioden dd ammoniumbhalten 4r hog ir tillrackligt
lang. Forindringarna i aktivitet ar mycket snabbare
ir de populationsindringar som mittes tidigare (se
figur 4.2.1-1), vilket antyder att varje cell har en
formaga att dndra sin metabolism.

Nitrifikationshastighet
(g N m-2 dag-1)

Figur 4.5-1 visar nitrifikationspotential (baserat pa ammoniumkoncentrationer) i biobdddarna (BB) i pilot-
anldggningen. BB far vatten fran olika tankar i pilotanldgggningen och ddrmed olika ammoniumkoncentrationer.
Initialt far alla BB samma h6ga ammoniumkoncentration. Dag O far BB1 och 3 lag halt och BB2 och 4 hég halt,
vid dag 60 skiftas BB3 upp till hég halt och BB4 skiftas ner till Idg halt medan BB2 och BB1 fortsatter pa hég,
respektive lag halt (se texten fér vidare férklaring). Modifierad efter Brunstrém et al. 2006.
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Figur 4.5-2 visar nitrifikationspotential (baserat pa ammoniumkoncentrationer) i biobdddarna (BB) i pilot-
anldggningen. BB far vatten fran olika tankar i pilotanldggningen och ddrmed olika ammoniumkoncentrationer.
Skillnaden frén figur 3.5-1 &r att fran dagen 0O fick BB 1 och 4 vatten med omvéxlande héga och laga
ammoniumkoncentrationer under olika dagar de veckor férséket pagick (se texten fér vidare férklaring).

Modifierad efter Brunstrom et al. 2006.

5 Sammanfattande
diskussion

Pilotanliggningen, bade serien av tankar med rérliga
birare och pilotbiobiddarna, representerade pa ett
bra sitt de olika nivéerna i fullskaleanliggningens
biobddd, och vi kunde experimentellt studera pro-
cesserna och fick fram resultat som varit omajligt
att ta fram pa annat sitt.

En tydlig slutsats frin alla férsoken ir att populat-
ionerna representerar en basniva som bestimmer de
yttre ramarna for processen, men eftersom det var
tydligt att aktiviteten andrades mycket snabbare dn
populationssammansittningen kan varje cell ha ett
forvanansvirt stort intervall inom vilket de kan
forindra sin metabolism for att anpassa sig till for-
inderliga miljéforhallanden. Detta var tydligt bade
i biofilmsystemen pa Ryaverket och i aktivslam-
anliggningen pa Henriksdal. Denna anpassning av
metabolismen till nya férhallanden klarades av pa
30-40 dagar medan skiftningen av populationer tog
i storleksordningen 40—60 dagar.

Det ir tydligt att det gir att d4stadkomma en
hég nitrifikationskapacitet i en biofilmsanliggning
trots periodvis lag belastning genom att kontrollera
ammoniumbelastningen. Denna hogre nitrifikations-
kapacitet ir inte nédvindigtvis bara ett resultat av
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en populationsforskjutning utan tycks ocksé vara ett
resultat av att metabolismen hos nitrifierarna i
biofilmsanliggningen hélls pa en hogre nivdi. Men
eftersom vi inte har ett heltickande batteri av prober
sa kan vi inte med sikerhet veta hur alla nitrifierares
dynamik ser ut. En intressant fraga hir ir t.ex. om
det i en fluktuerande ammoniumhalt selekteras fram
speciella populationer som vi inte har detekterat dn.

Kartliggning av populationer éver tiden till-
sammans med en koppling till driftdata ger ett
verktyg att arbeta med f6r kidnna igen situationer
med bra eller dalig effektivitet, och for att styra pro-
cessen mot ett mal baserat pa kunskap. Hir behover
vi koppla ingiende kunskap om driftsparametrar
till avancerade biologiska metoder.

Vi kommer att gi vidare med ett antal delprojekt
for att f6lja upp detta projekt. Fortfarande ir det
s att det krivs betydligt mer biologiska kunskaper
for att modellerna skall bli riktigt virdefulla som
verktyg. Detta bor inte hindra oss frin att bygga
in det vi redan vet pa ett bittre sitt i nuvarande
modeller, inte minst for att det kan vara ett bra sitt
att definiera nya fragor och att fa in kunskapen i ett
gripbart system. Hir kan de nya metoder och an-
greppssitt som vixer fram inom forskningsomradet
”Systembiologi” vara en hjilp. I denna relativt unga
gren av biologin anvinds matematiska modeller for
att simulera fysiologiska processer inom en cell.
Modellerna kan i framtiden férbittras genom att
bygga pa bittre biologiska data om t.ex. strukturen



pa biofilmen inklusive var i biofilmen olika bakterier
vixer, bakteriell tillvixt, men ocksd overlevnad av
celler. Det senare skulle alltsa betyda att vi inte bara
gav en tillvixtkonstant for alla AOB utan en for varje
av de olika populationer som finns i biofilmen och
dessutom gav information om hur olika populationer
overlever under suboptimala- eller sviltforhallanden.

En friga som vi inte kunde stilla i detta projekt
men som ocksa dr viktigt f6r framtiden ir hur
mycket av populationsférindringarna som ir slump
och hur mycket som beror pa selektion. Hur mycket
dr sammansittningen av biofilmens bakterier styrt
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av vad som kommer till avloppsreningsverket under
olika tider och hur mycket beror pa att sjilva for-
hallandena i reningsverket ger en s stark selektion
att speciella kombinationer av populationer byggs
upp? Fa undersokningar har studerat detta, men det
ir centralt for frigan om vad som kan styras och
hur man skall styra processerna.

Att anvinda pilotanlidggningen for att testa prake-
iska driftsstrategier gav mycket intressanta resultat
som skulle kunna (efter fler tester) omsittas i prake-
iken.
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