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Resume

Mycolata har i de seneste ar udgjort et stadigt stigende problem i forbindelse med skum-
dannelse i aktiv-slamanleeg bade i Danmark og i udlandet. Kemira Water A/S er i
gjeblikket i feerd med at udvikle et nyt produktkoncept kaldet Kemira Water Bulk Control
100 (BC-100), som fagrst og fremmest har til formal at kontrollere Mycolata. BC-100 er i
denne forbindelse blevet testet i et fuldskaladoseringsforsag pa Oster Hornum
Renseanlaeg, hvor produktkonceptet viste sig at have den gnskede effekt: Udbredelsen af
Mycolata og skumdannelsen som fglge heraf blev reduceret vaesentligt pa anlaegget i
lobet af det 10 uger lange doseringsforlab. BC-100 viste sig ligeledes at have en
kontrollerende effekt pa tradformede bakterier, som ud fra morfologien blev identificeret
som Type 0041/0675 (gruppen Chloroflexi). Type 0041/0675 forekommer hyppigt i
danske renseanlaeg, hvor de ofte giver anledning til darlige bundfaeldningsegenskaber.
Men der findes pa nuveerende tidspunkt ikke en effektiv kontrolmetode til at bekeempe
dem, sa derfor kunne denne iagttagelse veere interessant. BC-100 pavirkede dog
samtidig flokbakterierne i aktiv-slammet, hvorfor yderligere forsgg ma ivaerkseettes for at
klarlaegge effekten af BC-100 og dermed optimere behandlingen med dette produkt.

En gennemgang af dimensioneringen og driften af Jster Hornum Renseanleeg og
Hvilsom Renseanlaeg viste desuden, at begge anleeg er overdimensionerede i forhold til
den aktuelle belastning og drift. Dette giver mulighed for at omlaegge driften af anlaegget
og herved forsgge at kontrollere skumdannende Mycolata gennem processtyring. Ved at
forkorte den aerobe slamalder og i stedet skabe laengere perioder med anoxiske forhold,
vil dette give mindre favorable vaekstbetingelser for Mycolata, som derved vil kunne
udkonkurreres af andre bakterier i aktiv-slammet.



Abstract (Engelsk resume)

In the last couple of years Mycolata has become an increasing problem when it comes to
foaming in activated sludge wastewater treatment plants in both Denmark and other
countries. At the moment Kemira Water A/S is developing a new product concept called
Kemira Water Bulk Control 100 (BC-100). The purpose of this product is to control
Mycolata and thereby reduce problems with foaming. BC-100 has therefore been tested
in a full scale survey at Jster Hornum Wastewater Treatment Plant over a period of 10
weeks. The test showed that BC-100 can in fact control Mycolata and reduce foaming in
the process tank. It also revealed that BC-100 has an effect on the filaments identified as
Type 0041/0675 (Chloroflexi). This can be very useful information considering the fact
that Type 0041/0675 is one of the most common filaments creating bulking problems in
activated sludge wastewater treatment plants in Denmark. Unfortunately the product also
had a strong influence on the floc forming bacteria in the sludge. Therefore it is necessary
to conduct more experiments that can clarify the effect and efficiency of the product so
that the use of BC-100 as a control chemical against problems regarding filaments can be
optimized.

An analysis of the designs and processes at both @ster Hornum Wastewater Treatment
Plant and Hvilsom Wastewater Treatment Plant showed that both plants have a large
unused capacity that can be used for denitrification in the future. This may also help
controlling Mycolata.






Forord

Denne rapport udger et specialeprojekt i forbindelse med uddannelsen som
diplomingenigr i miljgteknik ved Aalborg Universitets (AAU) Sektion for Miljgteknik.
Rapporten tager udgangspunkt i de problematikker, der vedrgrer skumdannelse i aktiv-
slamanleeg forarsaget af tradformede bakterier tilhgrende gruppen Mycolata. Projektets
primaere formal har veeret at undersgge og klarleegge effekten af et nyt produktkoncept
kaldet Kemira Water Bulk Control 100 (BC-100), som har til hensigt at kontrollere
Mycolata i aktiv-slamanleeg. | denne forbindelse er der gennemfgrt fuldskala
doseringsforsgeg med BC-100 pa Jster Hornum Renseanleeg i samarbejde med Kemira
Water Danmark A/S.

| forbindelse med dette specialeprojekt vil jeg gerne takke professor ved Aalborg
Universitet Per Halkjaer Nielsen for vejledning i projektforigbet. Produktchef ved Kemira
Water Danmark A/S, Anna-Marie Bggh, takkes iszer for at have leveret de forngdne
meaengder af BC-100 og veeret seerdeles behjeelpelig med at gennemfgre fuldskala
doseringsforsgg pa Qster Hornum Renseanlaeg. Principal Scientist at R&D Inorganic
Coagulants ved Kemira Water Sverige A/S, Britt Nilsson, takkes ved samme lejlighed for
bl.a. at veere behjeelpelig med doseringsberegninger.

Desuden skal der lyde en stor tak til laborant Marianne Stevenson ved AAU for hjeelp i
laboratoriet og til ph.d. studerende Artur Tomasz Mielczarek ved AAU bl.a. for hjaelp med
at indhente data fra den Mikrobiologiske Database.

Anlaegspasser Vagner Andersen ved bl.a. @ster Hornum Renseanlaeg og laborant
Nezada Muhovic ved Hobro Renseanlaeg takkes for at tilsende slamprgver og data samt
veere behjaelpelige med sporgsmal vedrgrende anleeggene. Faggruppeleder Claus
Drensgaard fra Driftsenheden i Rebild Kommune takkes ligeledes i denne forbindelse for
at tilsende oplysninger om @ster Hornum Renseanlzeg.
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1. Indledning

| mange ar har tradformede bakterier i aktiv-slam skabt store driftsproblemer i forbindelse
med spildevandsbehandlingen i danske savel som udenlandske renseanlag.
Bakterietradene, som bestar af mange sammensatte bakterier, der i forleengelse af
hinanden danner de karakteristiske lange trade, kan resultere i, at separationsprocessen
af slam og udlgbsvand ikke fungerer optimalt. Derved risikeres det, at letslammet
sammen med det rensede spildevand lgber direkte ud i recipienten, hvor det bl.a. kan
skade vandmiljget (Nielsen et al., 1999).

1.1 Driftsproblemer relateret til tradformede bakterier

Typisk kan driftsproblemer, der skyldes tilstedeveerelsen af tradformede bakterier,
opdeles i to problemtyper: skumdannelse eller darlig bundfaeldning. Disse problemtyper er
vidt forskellige og relaterer sig oftest til forskellige typer af tradformede bakterier.

1.1.1 Skumdannelse

Problemer med skumdannelse skyldes oftest tradformede bakterier af arten Microthrix
parvicella og Actinobacteria indeholdende mycolic acid (Jenkins et al., 1993) ogsa kaldet
Actinomycetes eller Mycolata. Disse bakterier er i stand til at danne et tykt skumlag pa
hele procestanken, som kan opsta i lgbet af bare en enkelt nat. Dette kan resultere i
slamflugt og samtidig bevirke, at der sker en staerk kvalitetsforringelse af udlgbsvandet
(Kragelund et al., 2006).

Et stigende tradindeks (TI) grundet Microthrix kan indikere, at anlaegget trues af
skumdannelse. Det kan dog vaere svaert at bedemme omfanget af Mycolata i slammet pa
samme made, da disse filamenter er meget sma og oftest befinder sig inden i flokkene.
Der vil sédledes kunne ske en pludselig og voldsom opblomstring af Mycolata, selvom
dette i farste omgang ikke vil kunne ses af TI. Det kan derfor veere sveert at forudsige,
hvornar skumdannelsen finder sted, men dette skyldes tilige, at arsagerne il
skumdannelsen endnu ikke er fuldt klarlagt (Kragelund, 2006).

En primaer arsag til skumdannelsen er, at Microthrix og Mycolata begge er Gram-positive
bakterier. De har derfor en hel eller delvis hydrofob celleoverflade, som bevirker, at
bakterierne s@ger veek fra vandfasen. | stedet vedheefter tradene sig gasboblerne i
slammet og bliver derved transporteret op til vandoverfladen, hvor de danner skum
(Eikelboom, 2002). Disse skumdannende bakterier er desuden i stand til selv at
producere hydrofobe partikler og overfladestoffer, som menes at stabilisere gasboblerne
og derved virke fremmende pa skumdannelsen (Kragelund, 2006).

1.1.2 Darlig sedimentation

Der kan veere flere arsager til, at sedimentationen af slammet ikke forlgber efter
hensigten, men overordnet kan disse problemer inddeles i to kategorier; sedimentations-
problemer der skyldes tilstedeveerelsen af for fa eller for mange tradformede bakterier
(Jenkins et al., 1993).



De tradformede bakterier skaber stabilitet i slamflokkene og er saledes medvirkende til, at
der dannes store sedimenterbare flokke. | en ideel slamflok virker de tradformede
bakterier saledes som rygraden i flokken, hvorpa flokbakterierne fastheefter sig. For fa
tradformede bakterier i slammet kan derfor medfare, at der dels er mange enkeltceller i
vandfasen, og dels kun dannes meget sma slamflokke - sakaldte pin point-flokke. De sma
flokke og frie celler sedimenterer ikke tilfredsstillende og kan tilmed skabe en uklar
vandfase over det sedimenterede slam. Modsat bevirker for mange tradformede bakterier
i slammet, at tradene kan skabe et netvaerk mellem slamflokkene, som resulterer i, at
slammet far sveert ved at bundfaelde (Jenkins et al., 1993).

1.2 Tradformede bakterier der skaber skum- og sedimentationsproblemer

Ved Aalborg Universitet udfgres der i gjeblikket et forskningsprojekt i samarbejde med
Dansk Spildevandsteknisk Forening og i alt 47 danske renseanlaeg. Projektet, som kaldes
Den Mikrobiologiske Database, straekker sig fra 2006 til og med 2010 (Nielsen pers. kom.,
2007) og har bl.a. til formal at skabe et overblik over, hvilke tradformede bakterier der
typisk findes i det aktive slam i danske renseanleeg (Nielsen et al., 2007). Idet de
tradformede bakterier i dag anses for at vaere en af de mest almindelige arsager til
driftsproblemer i danske savel som udenlandske renseanleeg (Nielsen et al., 1999),
forsgger projektet ligeledes at klarleegge hvilke tradtyper, der pavirker driften af
anlaeggene og hvordan.

Darlige bundfaeldningsegenskaber er et af de problemer der ofte kan relateres til
forskellige tradformede bakterier. TI > 2 pa en skala fra 0 til 5 giver typisk anledning til
forringede eller darlige bundfeeldningsegenskaber. | de slamprgver fra 2007, hvor Tl var
over 2, blev de tradformede bakterier identificeret som en given morfotype ifalge
Eikelbooms manual (2002). Den hyppigste tradformede bakterie var Type 0041/0675,
som var til stede i alle anleeg i varierende maengde. Analyse med genprober bekraeftede,
at type 0041/0675, som var dominerende trad i mange anlaeg, iseer tilhgrer gruppen
Chloroflexi. | denne gruppe findes flere arter, som er forskellige af udseende, bade hvad
angar laengde, tykkelse og tilstedeveerelsen af paveekster (Mielczarek et al., 2008).

Microthrix var ligeledes en hyppigt forekommende tradformet bakterie, som var til stede i
mere end halvdelen af anleeggene og den dominerende art i omkring 35 %.
Tilstedeveerelsen af Microthrix synes normalt, at veere afheengig af arstiden, da der ofte
ses flest om vinteren. Denne tendens var dog mindre tydelig i 2007, hvilket kan skyldes,
at der i 2007 ikke var sa store temperatursvingninger i arets Igb (Mielczarek et al., 2008).
Arsagen til, at Microthrix ikke var den dominerende tradformede bakterie i langt de fleste
anleeg, er formentlig, at der doseres PAX som kontrolkemikalie i mange anlaeg, hvor der
er begyndende problemer i form af darlige bundfaeldningsegenskaber og/eller
skumdannelse grundet Microthrix. Doseringen af PAX synes dog ikke at kunne kontrollere
type 0041/0675 (Chloroflexi), hvorfor det i stedet ofte er denne trad, som dominerer i
anleeg med PAX-dosering. Der findes i gjeblikket ingen effektive kontrolmetoder til at
bekaempe Chloroflexi (Mielczarek et al., 2008).
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| Igbet af 2007 oplevede flere af de deltagende anlaeg ogsa skumproblemer forarsaget af
Microthrix og Mycolata, men dette var dog langt mindre udbredt end sedimentations-
problemerne (Stevenson pers. kom., 2008). Heller ikke Mycolata kan pa nuvaerende
tidspunkt kontrolleres effektivt.

1.2.1 Mycolata

| Igbet af det seneste arti er der blevet rapporteret et stadigt stigende antal tilfeelde af
skumdannelse forarsaget af Mycolata i savel traditionelle som industrielle renseanlaeg i
Danmark (Kragelund et al., 2007 A). Mycolata er morfologisk set let genkendelig, da
bakterier af denne type danner trade med aegte forgreninger. Disse immobile filamenter er
almindeligvis korte, bgjede og findes typisk i bundter i og omkring slamflokkene.
Cellediameteren er oftest 0,5-0,7 ym, og filamenterne kan blive op til 200 um lange.
Mycolata er Gram-positiv og oftest Neisser negativ men kan tillige fremsta Neisser-positiv
med poly-P granuler ind i cellerne (Eikelboom, 2002). Gram-farvninger i forbindelse med
mikroskopering af slammet er meget anvendelige til at afslgre omfanget af Mycolata og
dermed forudsige skumdannelse (Kragelund, 2006).

Mycolata deekker over en hel raeekke af forskellige arter, som ud fra morfologi opdeles i
Gordonia amarae (GALO - tidligere kaldet Nocardia amarae, NALO) og Skemania
piniformis (PTLO) (Kragelund et al., 2007 A). GALO og PTLO kan ud fra morfologien
adskilles fra hinanden, idet forgreningerne er af forskellig st@rrelse og placering, se figur
1. Forgreningerne pa Gordonia amarae sidder vinkelret pa stammen og er oftest af
vilkarlig leengde. P& Skemania piniformis-filamenterne udgar forgreningerne fra stammen i
vilkarlige vinkler, og oftest er forgreningerne kortere gverst pa stammen end ved roden,
hvilket giver et fyrretree-lignende udseende (Kragelund et al., 2007 A). Selvom det lyder
enkelt, er en morfologisk identifikation af Mycolata dog ikke altid sa lige til. Dette skyldes,
at filamenterne ligeledes kan fremstd som en mellemting mellem de to beskrivelser,
uforgrenede trade, kugle- eller stavformede bakterier. Det varierende udseende formodes
at veere relateret til transformationen mellem forskellige vaekststadier (Soddell & Seviour,
1990). Det er derfor ofte ngdvendigt at anvende mere avancerede molekyleerbiologiske
metoder for at opna en korrekt identifikation.

Figur 1: Slamflok med Gordonia amarae (tv) og Skemania piniformis (th).
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Opblomstringen af Mycolata kan komme pludseligt og fgre ofte til skumdannelse i starre
eller mindre omfang. Men Mycolata har i modseetning til Microthrix oftest kun en meget
begraenset indvirkning pa slammets bundfeeldningsegenskaber. Dette skyldes at
filamenterne er meget sméa og derfor ikke danner bro mellem flokkene pa samme made
som Microthrix. Samtidig bevirker den hydrofobe overflade, at Mycolata typisk findes i et
langt stgrre omfang i skummet sammenlignet med det aktive slam. Ofte er Mycolata
saledes ikke den dominerende trad i aktiv-slammet i laengere perioder (Eikelboom, 2002).

Nyere undersggelser har vist, at Mycolata kan leve af en bredere vifte af substrater end
Microthrix. Det menes dog, at fedt og fedtlignende substrater er den primaere fgdekilde for
Mycolata i traditionelle renseanlaeg (Kragelund et al., 2007 A; Eikelboom, 2002). Idet fedt
ligeledes er hydrofobt, vil sadanne substrater sgge veek fra vandfasen og op til
vandoverfladen. Pa denne made kan der skabes seerdeles gode vaekstbetingelser for
Mycolata i skumlaget (Eikelboom, 2002). Spildevand med en relativ hgj temperatur (>15
°C), som indeholder fedt og andre hydrofobe komponenter, anses for at give gode
veaekstbetingelser for Mycolata (Jenkins et al., 1993; Eikelboom, 2002). Men ogsa anleeg,
som ikke opfylder dette, har vist sig at have problemer med skumdannelse forarsaget af
Mycolata. Det er derfor sveert at fastsla preecist hvilke procesparametre, der har betydning
for forekomsten af Mycolata, hvilket ydermere ger det vanskeligt at bekeempe denne
bakteriegruppe.

1.2.2 Microthrix parvicella

| de seneste ar har Microthrix veeret en af de hyppigst forekomne tradformede bakterier i
danske renseanleeg (Nielsen et al, 2007), og pa verdensplan anses bakterien i dag for at
skabe de stgrste problemer med letslam og skum i aktiv-slamanlzeg (Nielsen et al, 1999).
Microthrix kan foruden at veere skumdannende tillige have en negativ indvirkning pa
bundfeldningen af slammet, idet tradene kan stikke ud fra slamflokkene og derved
pavirke flokstrukturen, se figur 2 (Kragelund, 2006).

Figur 2: Bgjede trade af Microthrix parvicella, som primzert
befinder sig i slamflokkene, hvor fra de stikker ud.
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Microthrix har vist sig kun at leve af lange komplekse fedtsyremolekyler, som den kan
omseette bade vha. ilt og nitrat. Samtidig er den i stand til at oplagre store maengder fedt
under anaerobe forhold for sa senere at omseette substratet under aerobe eller anoxiske
forhold. Denne egenskab ger Microthrix i stand til at konkurrere med de mange andre
bakterier i slammet, som kun kan optage og udnytte fedtsyrerne under aerobe forhold
(Nielsen et al, 1999). Da fedt typisk udger omkring en tredjedel af det organiske
materiale, som findes i spildevandet (Nielsen et al, 2007), bevirker dette, at Microthrix for
det meste har rigeligt med substrat til radighed og derfor kan trives szerdeles godt i
slammet.

1.2.3 Tradformede bakterier med paveekster

| de danske renseanlaeg, hvor slammet i 2006 blev undersagt i forbindelse med Den
Mikrobiologiske Database, har tradformede bakterier med paveekster - heraf iseer Type
0041/0675 - vist sig at vaere hovedansvarlige for slammets darlige bundfaeldnings-
egenskaber, nar Microthrix ikke er dominerende.

De tradformede bakterier med paveekster er ofte helt eller delvist gemt inde i
slamflokkene (se figur 3), og det kan derfor veere svaert umiddelbart at vurdere deres
omfang (Nielsen et al, 2007). Det er samtidigt vanskeligt at identificere de mange arter,
hvilket tillige gar det sveert at undersgge deres forskellige egenskaber og levevis. Dog har
nye undersggelser fastslaet at Type 0041/0675, Type 1851 og Type 1701 iseer lever af at
nedbryde proteinholdige partikler i spildevandet, mens de i nogen grad ogsa omsaetter
forskellige former for sukkerforbindelser (Nielsen et al, 2007).

*

-~
!

Figur 3: Tradformede bakterier med paveekster, som dels
danner flokkens rygrad, og dels stikker ud af slamflokken.

Pa nuveaerende tidspunkt findes der ingen velegnede kontrolmetoder til at reducere
antallet af tradformede bakterier med pavaekster (Nielsen et al, 2007). Viden om tradenes
vaekstbetingelser kan derfor vise sig at vaere en stor fordel i forbindelse med udviklingen
af selektive metoder til at kontrollere de forskellige typer tradformede bakterier med
paveekster.
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1.3 Kontrolmetoder til bekeempelse af trddformede bakterier

Der findes flere forskellige metoder til kontrol af tradformede bakterier, hvoraf nogle
rammer bakterierne generelt, mens andre metoder er mere selektive overfor bestemte
bakterietrade. Af generelle doseringsmidler kan bl.a. naevnes ozon, brintperoxid og klor
(Jenkins et al., 1993), mens selektorer og dosering af PAX-14 er eksempler pa selektive
metoder, der har til formal at kontrollere bestemte typer af tradformede bakterier.

Dosering af klor, som benyttes i stort omfang i USA (Jenkins et al., 1993), har vist sig at
veere en effektiv metode til at kontrollere veeksten af de tradformede bakterier (Nielsen et
al., 1999). Ifglge Jenkins et al. (1993) bgr klor dog generelt kun doseres til aktiv-
slamanlaeg som en ngdlgsning. Dette skyldes bl.a., at det i praksis kan vaere vanskeligt at
bestemme den rette maengde klor, idet formalet med klordoseringen er at kontrollere de
tradformede bakterier, der stikker ud fra flokkene, men pa samme tid undga
deflokkulering eller inhibering af de gavnlige flokbakterier (Séka et al., 2002). Risikoen for,
at der dannes miljgskadelige biprodukter i form af klorerede forbindelser, er et andet
problem ved dosering af klor (Kragelund, 2006). Hvis det er ngdvendigt at dosere klor i en
lzengere periode for at opna en effektiv reduktion i antallet af tradformede bakterier,
anbefales det derfor i stedet at overveje andre lgsninger (Jenkins et al., 1993).

Princippet bag selektorer bygger pa flere kilders teori om, at de flokdannende bakterier
optager og lagre substrat hurtigere samt har maksimale veeksthastigheder ved hgje
substratkoncentrationer i forhold til mange tradformede bakterier, som foretraekker noget
lavere substratkoncentrationer (Jenkins et al., 1993). Den hgje substratkoncentration i
indlgbet til renseanlaegget er saledes en fordel for de flokdannende bakterier, mens den
lave substratkoncentration i udlgbet, giver mange tradformede bakterier en fordel.
Specielt letomsaetteligt stof har vist sig at give problemer, hvis ikke dette omseettes ved
en hgj substratbelastning. Selektorer har derfor til formal at skabe kraftige
substratgradienter gennem aktiv-slamanlaegget for derved at give favorable
veekstbetingelser for flokbakterierne og samtidig haemme veeksten af bestemte
tradformede bakterier. Nar aktiv-slammet inden den lave substratkoncentration i
beluftningstanken ledes gennem en zone med hgj substratkoncentration, vil dette
favorisere veeksten af flokbakterier. Dette skyldes formentligt ogsa, at mange typer
flokbakterier har en stgrre oplagringskapacitet end mange tradformede bakterier. Dertil
kommer at flokbakterierne formodes at vaere mere modstandsdygtig overfor sult (Jenkins
et al., 1993).

Selektorer kan veere enten aerobe, anoxiske eller anaerobe, hvoraf de to sidstneevnte
typer er de mest effektive. Typen af selektor afhaenger af den aktuelle
anleegskonfiguration og spildevandssammenseetningen samt hvilke tradformede
bakterier, der skal kontrolleres. | anoxiske selektorer benyttes det, at letomsaetteligt
substrat omseettes under denitrifikationsprocessen. Idet kun en mindre del af de
tradformede bakterier er i stand til at denitrificere, skaber de anoxiske forhold et
selektionspres til fordel for de denitrificerende flokbakterier. Anaerobe selektorer
selekterer derimod de organismer, der kan optage substrat under anaerobe forhold
herunder primeert fosforakkumulerende bakterier. De anaerobe forhold kan kontrollere de
fleste typer tradformede bakterier, dog ikke Microthrix (Jenkins et al., 1993).
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PAX-14, som anvendes til bekaempelse af Microthrix, er en polyaluminiumklorid-
oplgsning, som kan binde fosfor kemisk. Det bgr derfor ikke doseres inden kemisk
fosforfeeldning, da denne feeldningsproces sa ikke virker optimalt (Pedersen og Sarensen,
udateret). Det vides ikke med ngjagtighed, hvordan PAX-14 virker pa Microthrix, men
forsgg har vist, at aktiviteten af det exoenzym, som bakterien udskiller, bliver kraftigt
reduceret efter doseringen af PAX-14. Derved forhindres bakterien i at nedbryde de
komplekse fedtsyrer, som den lever af, og den vil derfor med tiden blive udkonkurreret af
de @vrige bakterier i aktiv-slammet (Nielsen et al., 2005). Allerede efter 10-15 dages
dosering med PAX-14 kan der oftest observeres forbedrede bundfeeldningsegenskaber,
og maengden af skum er tilmed reduceret. Det anbefales dog at fortsaette med doseringen
i mindst 3 uger for at sikre en vedvarende effekt.

1.3.1 Kontrol af Mycolata med Bulk Control 100

Mycolata er i flere tilfaelde forsggt kontrolleret med bade aerobe, anaerobe og anoxiske
selektorer afthaengigt af typen af renseanleeg. | kritiske tilfeelde er dosering med klor eller
brintperoxid ligeledes blevet anvendt for at opna en reduktion i antallet af Mycolata.
Implementeringen af selektorer er imidlertid ofte en bekostelig affeere, mens dosering
med klor eller brintperoxid som naevnt kan resultere i dannelsen af miljgskadelige
biprodukter (Jenkins et al., 1993). Der findes endnu ikke et middel pa markedet, som
effektivt kan kontrollere vaeksten af Mycolata (Kragelund et al., 2007 B). Men i et forseg
pa at imgdekomme en stigende efterspgrgsel er Kemira Water netop nu i faerd med at
udvikle et nyt produktkoncept, som har til formal at reducere antallet af Mycolata og
derved afhjeelpe skumproblemer (Nilsson & Eskilsson, 2007).

Produktet, som kaldes Kemira Water Bulk Control 100 (BC-100), er en blanding af
kalciumklorid (10 w%), polyamine polymer (5w%) og vand. Produktets indhold af
kalciumklorid har to funktioner, idet kalciumklorid dels er medvirkende til at forbedre
flokstrukturen i slammet, og dels seenker frysepunktet for produktet ned til -10 °C.
Polyamine polymeren, som udggr den vigtigste del af produktet, har til hensigt at fa
Mycolata i vandfasen til at flokkulere. Derved bevirker densitetsforggelsen, at Mycolata
forbliver i slammet, og som felge heraf reduceres skumdannelsen (Nilsson & Eskilsson,
2007). Udover at afhjelpe skumproblemer forbedrer BC-100 ligeledes slammets
egenskaber, idet det kan afhjeelpe problemer med spredt vaekst i form af frie celler.
Desuden kan BC-100 i akutte situationer saenke slammets volumenindeks (Nilsson &
Eskilsson, 2007). Datablad og leverandarbrugsanvisning for BC-100 findes i bilag 1.

BC-100 er forelgbig blevet testet i enkelte fuldskala doseringsforsgg i svenske aktiv-
slamanlaeg. Disse forsgg har givet gode resultater, idet BC-100 viste sig at kunne
kontrollere skumdannelse i anleeggene, som var forarsaget af Mycolata. Det vides dog
endnu ikke helt, hvordan BC-100 virker pa Mycolata, hvorfor yderligere forsgg til
klarleegning af dette er nedvendigt (Kragelund et al.,, 2007 B). Ydermere har nye
undersggelser vist, at bakteriegruppen Mycolata bestar af mange forskellige bakterier,
som ikke kan skelnes fra hinanden ved direkte mikroskopering (Kragelund et al., 2007 A).
Udfra de forseg, som er foretaget i de svenske aktiv-slamanlaeg, er det saledes sveert at
vurdere, hvorledes BC-100 egner sig til bekaempelse af Mycolata i danske anlaeg, hvor
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lignende skumproblemer ses, men hvor bakteriesammensatningen maske er anderledes.
For at kunne klarlegge dette, er det saledes ngdvendigt at foretage lignende
fuldskalaforsgg i danske anleeg, hvor Mycolata er dominerende.
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2. Projektformal

Formalet med dette specialeprojekt er at undersgge, hvorvidt skumdannende bakterier
tilhgrende gruppen Mycolata kan kontrolleres ved dosering af BC-100 i aktiv-slamanlaeg.

2.1 Projektafgreensning

Ud fra problemformuleringen opdeles dette projekt i to dele, som fgrst behandles szerskilt
og dernaest sammenlignes og diskuteres. | det fglgende beskrives og afgraenses
projektet.

Del I: Dosering af BC-100 pa @ster Hornum Renseanlaeg og Hvilsom Renseanlaeg
Virkningen af BC-100 pa skumdannende Mycolata undersgges. Produktkonceptet BC-
100 testes i fuldskala pa hhv. Jster Hornum Renseanlaeg ved Stegvring og Hvilsom
Renseanleeg ved Hobro. Disse to danske aktiv-slamanleeg har begge oplevet
skumdannelse i starre eller mindre omfang forarsaget af Mycolata. Anleeggene er derfor
oplagte muligheder til at teste effekten af BC-100 pa Mycolata i fuldskala under danske
forhold. | forbindelse hermed undersgges falgende:

e Udbredelsen af skummet fglges ved lgbende at male leengden og tykkelsen af
skumlaget

e Slammets bundfzeldningsegenskaber vurderes ud fra slamvolumenindeks (SVI)

e De dominerende bakterier i slam og skum identificeres vha. mikroskopering og
metoden Fluorescerende in situ Hybridisering (FISH)

e Andelen af levende skumdannende tradformede bakterier og flokbakterier
undersgges vha. metoden Live/Dead Staining (LDS)

e Aktiviteten af skumdannende tradformede bakterier og flokbakterier undersgges
vha. metoden CTC.

Pa selve anlaeggene observeres det saledes, hvordan doseringen af BC-100 overordnet
pavirker skumdannelsen og bundfeeldningsegenskaberne i anlaegget. Desuden udtages
der slam- og skumprgver to gange om ugen fgr, under og efter doseringen af BC-100, og
heraf unders@ges mikrobiologien i anleegget.

Del II: Forslag til driftsoptimering der begreenser skumdannelse forarsaget af Mycolata
Dimensioneringen og driften af bade @ster Hornum Renseanlzeg og Hvilsom Renseanlaeg
analyseres med henblik péa driftsoptimering, der kan afhjeelpe problemer med
skumdannende Mycolata.
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3. Beskrivelse af renseanlaeg

3.1 @ster Hornum Renseanlaeg

@ster Hornum Renseanlaeg ved Stgvring er et en-tanks renseanlaeg (sequential batch
reactor) med en rensekapacitet pa 1100 PE og en aktuel belastning pa ca. 750 PE, som
udelukkende stammer fra husspildevand. Afhaengigt af regnvandsmaengden modtager
renseanlaegget en degnvandmaengde svarende til 226-524 m>. Renseanlaegget bestar af
en grovrist med tilknyttet sandfang, en ringkanal, et overlgbsbassin samt en
slamlagertank. Nar spildevandet ankommer til anleegget, ledes det ferst gennem
grovristen og sandfanget, hvorved sand og grovere bestanddele i spildevandet
tilbageholdes. Dernzest ledes spildevandet videre til ringkanalan (procestanken), som
skiftevis fungerer som luftningsbassin og sedimentationstank. | ringkanalen, hvor
fiernelsen af fosfor, ammonium, COD og SS finder sted, cirkulerer og beluftes spildevand
og aktiv-slam vha. to rotorer. Herved omseetter det aktive slam COD og omdanner
ammonium til nitrat gennem nitrifikation. Tilsaetning af jernklorid sikrer, at der samtidig
sker en udfeeldning af jernfosfat. Denitrifikation finder ikke sted pa anlaegget. Anleeggets
opbygning ses af figur 4.

Til overlgbhshassin

Skumafskasrming Cwverskudsslam |
Slamlagertank

Fist og a4
sandfang

Indlab WT"

+
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N l”‘%
Eeluftning, ¢
Diosering Dosering  Udlgh
af jernkdorid af BC-100

Figur 4: Principskitse over @ster Hornum Renseanlaeg. Under doseringsforsgget doseres BC-100
umiddelbart efter den ene rotor.

Spildevandet tilledes ringkanalen og beluftes ind til en fastsat vandstand pa 1,2 m er naet.
Det gvrige spildevand ledes til overlgbsbassinet, indtil der igen er plads i ringkanalen.
Efter endt beluftning bundfeelder slammet i ringkanalen i ca. 1 time (driftspause), fgr
kippen til overlabet abnes. Det rensede spildevand udledes til recipienten, ind til
vandstanden er sanket til 1 m. Kippen er lukket under beluftningen, og der tilledes ikke
spildevand i bundfaeldningsperioden. Overskudsslammet, som én gang i dggnet udtages
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vha. pumper, udger 20 m® om ugen. Overskudsslammet pumpes i forste omgang til
slamlagertanken, hvor det koncentreres, inden det kares til Aalborg Renseanlaeg Ost,
hvor det afvandes og tarres. Draenvandet i slamlagertanken ledes tilbage til ringkanalen.
Slamalderen varierer omkring 41-47 dage (Andersen pers. kom., 2007).
Anlaegskonfiguration og procescyklus for @ster Hornum Renseanlaeg ses af tabel 1

Tabel 1: Anlaegskonfiguration og procescyklus for @ster Hornum Renseanlaeg (Andersen pers. kom.
2007; Rebild kommune, 2007).

Parameter Vaerdi Enhed
Dimensioneret belastning 1100 PE

Aktuel belastning 750 PE
Volumen af ringkanal (drift) 475 m®
Volumen af overlgbsbassin - m?

Tid pr. cyklus 8 timer
Beluftningstid (aerob opholdstid) 6 timer/cyklus
Sedimentationstid 0,751 timer/cyklus
Udledning af renset spildevand 1 timer/cyklus
Slamkoncentration 2,5 kgSS/ m?
Slamalder ca. 44 dage
Udtaget overskudsslam 20 m>/ugen
Minimumstemperatur i procestank (2007) 8 °C

Middel pH i procestank 7,7 -

For at sikre en tilfredsstillende bundfaeldning doseres der normalt ogsa PAX XL-342
under beluftningen, men denne dosering blev stoppet forud for doseringsforsgget med
BC-100. Dette havde til formal at skabe favorable vaekstbetingelser for Mycolata og
derved fremprovokere skumdannelse i anlaegget, saledes at doseringsforsgget kunne
seettes i gang.
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3.2 Hvilsom Renseanlaeg

Hvilsom Renseanleeg, som ligger naer Hobro, er ligesom Jster Hornum Renseanlaeg et
ringkanalssystem, der anvender nitrifikation men ikke denitrifikation. Renseanlaegget har
en rensekapacitet pa 600 PE og tilledes kun husspildevand. Anleegget bestar af en
grovrist med tilknyttet sandfang, en ringkanal samt en slamlagertank. Anleeggets
opbygning ses af figur 5.

Fist og
sandfang
Indlgib W LUdl@t
—
4 N
Slamfang

Eeluftning

Slamlagertank

Figur 5: Principskitse over Hvilsom renseanlaeg

Som pa QOster Hornum Renseanlaeg ledes spildevandet forst gennem grovristen og det
tilkknyttede sandfang og derneest videre til ringkanalan, hvor de biologiske processer finder
sted. Spildevandet og aktiv-slam beluftes her indtil vandstanden i procestanken har naet
et niveau pa 1 m. Beluftningen sker vha. en enkelt rotor for at sikre en optimal nitrifikation.
Efter beluftningen far slammet lov til at sedimentere i ca. 30 min (driftspause), mens der
stadig tilledes spildevand. Ved en vandstand pa 1,3 m abnes kippen til overlgbet, og det
rensede spildevand ledes ud i recipienten. Det bundfeeldede slam pumpes fra
ringkanalens slamfang til slamlagertanken, hvorfra det kagres til Hobro Renseanlaeg til
videre behandling (Muhovic, 2007). Anlaegskonfiguration og procescyklus for Hvilsom
Renseanlaeg ses af tabel 2.
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Tabel 2: Anleegskonfiguration og procescyklus for Hvilsom renseanlaeg (Muhovic pers. kom. 2007;

Mariager Fjord Kommune, 2007).

Parameter Veerdi Enhed
Dimensioneret belastning 600 PE

Aktuel belastning - PE
Volumen af ringkanal (drift) 301 m®

Tid pr. cyklus - timer
Beluftningstid (aerob opholdstid) - timer/cyklus
Sedimentationstid - timer/cyklus
Udledning af renset spildevand - timer/cyklus
Slamkoncentration 3,3* kgSS/ m?
Slamalder dage
Udtager overskudsslam - m>/ugen
Minimumstemperatur i procestank 10 °C

Middel pH i procestank

*Middelveerdien for den periode, hvor der blev modtaget praver fra anlaegget (efteraret 2007)

21



4. Metoder

4.1 Vurdering af skumdannelse og bundfaeldningsegenskaber

4.1.1Skummets udbredelse

Skummets udbredelse er et direkte billede pa problemets omfang og anvendes derfor
som et mal for effekten af BC-100. Anlaeggenes udformning ggr det imidlertid vanskeligt
at beregne det areal, som skumlaget daekker. Derfor er skummets udbredelse pa Jster
Hornum Renseanleeg i stedet blevet malt ud fra leengden af skumlaget efter
skumafskeermningen i kanalen. Skummet i Hvilsom blev i fgrste omgang bedemt pa
gjemal ud fra de ansamlinger af skum, der var spredt i hele kanalen.

4.1.2 Slamvolumenindeks

Slamvolumenindekset (SVI) og/eller det fortyndede slamvolumenindeks (FSVI) kan ofte
give et fingerpeg om slammets bundfaeldningsegenskaber. | begge anleeg er SVI eller
FSVI derfor labende blevet beregnet for at undersage hvorvidt BC-100 har betydning for
bundfeeldningen af slammet. Normalt anses slam med et SVI under 150 mL/g eller et
FSVI under 120 mL/g for veerende slam med gode eller tilfredsstillende
bundfaeldningsegenskaber (tabel 3). Hvis SVI eller FSVI overstiger disse vaerdier, anses
slammet for at have forringede bundfaeldningsegenskaber, mens slam med SVI eller FSVI
over hhv. 200 mL/g og 160 mL/g betegnes som darligt bundfaeldende (Nielsen, 2007).

Tabel 3: Oversigt over sammenhangen mellem SVI eller FSVI og bundfaeldningsegenskaber
(Nielsen, 2007)

Bundfeaeldningsegenskaber

Gode Tilfredsstillende Forringede Darlige
SVI <100 100-150 150-200 >200
FSVI <90 90-120 120-160 >160

4.2 Metoder til identifikation af tradformede bakterier

4.2.1 Mikroskopering

Undersogelse af slamprgver i mikroskop er den metode, som typisk benyttes til
karakterisering af aktiv-slammet pa renseanlaeg. Til dette formal anvendes manualerne
fra Eikelboom (2002) og Jenkins et al. (2004) (Nielsen et al., 2007). Manualerne giver en
grundig beskrivelse og billedlig gengivelse af de forskellige tradformede bakterier, deres
udbredelse og indvirkning pa flokkene samt kvaliteten af slamflokkene og diversiteten af
dyrelivet i slammet. Dette gor det muligt ud fra morfologien at identificere de tradformede
bakterier og bedgmme slammets karakter.
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Maengden af tradformede bakterier mellem flokkene afggr hvilket Tl, der bedst betegner
praven. Tl angives saledes med et tal pa en skala fra 0 til 5, hvor 0 svarer til, at der ingen
trade observeres, mens 5 svarer til rigtig mange trade.

Da den morfologiske beskrivelse af de tradformede bakterier ikke altid er tilstraekkelig til at
fastsla, hvilke arter der er til stede i slammet, kan farvemetoder som Gram- og
Neisserfarvning anvendes. Ved Gram- og Neisser-farvningerne overfgres og udspredes
en drabe prove til et objektglas, hvorpa der anvendes forskellige farvereagenser
afheengigt af, hvilkken farvemetode, der benyttes. Ved Gram-farvningen anvendes
reagenserne krystalviolet og safranin, som farver bakterierne afhaengigt af strukturen af
cellevaeggen. De bakterier, som er Grampositive, vil saledes farves violette eller bla,
mens Gramnegative bakterier farves rgde (lversen, 2005). Ved Neisser-farvningen, som
benyttes til at pavise fosforholdige korn inde i bakterierne, anvendes methylen bla og
krystalviolet. Disse farvereagenser vil farve de fosforholdige korn bla i positive bakterier,
mens de negative vil fremsta brunlige. Visse bakterier, som ligeledes er positive, kan dog
ogsa fremsta grabla. De farvede preeparater undersgges i lysmikroskop ved 1000 gange
forstarrelse og gennemlysning (Nielsen, 1997).

Under hele projektforlgbet er aktiv-slam- og skumprgver fra Jster Hornum Renseanlaeg
og Hvilsom Renseanleeg blevet mikroskoperet. Hensigten hermed var dels at
karakterisere aktiv-slam og skum mht. dets tilstand, og dels at undersgge hvor stor en
andel Mycolata udger af den samlede population af trédformede bakterier. Desuden blev
der lavet Gram- og Neisser-farvninger for at underbygge den morfologiske identifikation af
tradene. Det skema, der er anvendt til karakterisering af slammet, findes i bilag 2.

4.2.2 Fluorescerende in situ hybridisering

Fluorescerende in situ hybridisering er en molekylaerbiologisk metode, der kan anvendes
til at visualisere, identificere og lokalisere mikroorganismer i prever fra renkulturer savel
som komplekse miljger.

Metoden bygger pa, at RNA-prober kan traenge ind i en bakterie, som efterfglgende
hybridiserer ribosomalt RNA (rRNA) direkte i ribosomerne (Madigan & Martinko, 2006).
Sekvenserne for rRNA er seerdeles anvendelige ved denne metode, da disse
nukleotidstrenge indeholder bade sekvenser, der er identisk for alle bakteriearter, og
sekvenser, som er unikke for en enkelt art. Proberne kan saledes designes med
forskellige specificiteter, saledes at en specifik probe kun rammer én enkelt specifik
bakterieart, som derved kan identificeres i prgven (Lee et al., 1998).

Pa proberne er der som markgr pasat fluorokromer, som bevirker, at de prober, der er
traengt ind i cellen og efterfalgende hybridiserer rRNA, vil fa hele cellen til at lyse op, nar
prgven undersgges i fluorescensmikroskop. Dette skyldes, at markaren vil fluorescere,
nar preven belyses med den rette bglgelaengde. Typisk anvendes der i denne
sammenhaeng markgrer af typen Fluos eller Cy3, som fluorescerer hhv. grgnt og redt
(Lee et al., 1998).
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Da Mycolata deekker over flere arter, er det en stor fordel at kunne identificere disse
tradformede bakterier yderligere, idet identifikationen saledes ger det muligt at fastsla,
hvilke arter der pavirkes af BC-100, og hvilke arter, der ikke pavirkes. | forbindelse med
identifikation af Mycolata er fglgende 16S rRNA oligonucleotid genprober blevet anvendt:

e Myc-657 (Davenport et al.,2000) — der rammer Mycolata
e GOR-596 (De los Reyes et al., 1997) — der specifikt rammer Gordonia
e Spin-1449 (Eales et al., 2006) — der specifikt rammer Skermania

Det fylogenetiske trae, som fremgar af figur 6, viser et udvalg af kendte Mycolata
sekvenser og illustrerer specifikationen af de anvendte 16S rRNA genprober. | forbindelse
med FISH-analysen anvendes desuden proben EUB-mix (Daims et al., 1999), som en
positiv kontrol. Denne probe har til formal at ramme alle bakterier, og gar det derfor muligt
at kontrollere, hvorvidt de gvrige prober giver et falsk negativt signal (Kragelund et al.,
2007 A). En mere uddybende beskrivelse af forsgget findes i bilag 3.

Gordonia terrae, AF154833
Gordonia namibiensis, AF380930 Gor596
Gordonia sputi, X80634
Gordonia amarae, X80635
Gordonia amarae, AF020332 Gam205
Skermania piniformis, DQ070478 H
Uncultured Skermania sp., DQ070476 Spin1449
Millisia brevis, AY534742

Williamsia muralis, Y17384
Mycobacterium asiaticum, M29556 Myc657
Nocardia asteroides, X80606
Rhodococcus rhodochrous, X79288

Dietziamaris, X79290 MyCGS?

Tsukamurella paurometabol, X80628

Turicella ofitidis, X73976
— Corynebacterium glutamicu, Z46753

Streptomyces mirabilis, AF112180
Streptomyces albulus, AB024440

0.10

Figur 6: Stamtreeet er baseret pd 16S rRNA for udvalgte Mycolata med forgrenet morfologi
tilherende Actinobacteria fylum. Skalaen svarer til 10 % sekvensforskel, og treeet er beregnet pa
basis af metoden neighbor-joining i ARB (Kragelund et al., 2007 A)

4.3 Metoder til bestemmelse af bakteriernes overlevelse og aktivitet

Skumdannelsens udvikling og slammets karakter er to indikatorer, som kan anvendes til
at bedgmme effekten af BC-100. Men ved samtidig at undersgge den fysiologiske effekt,
som BC-100 har pa Mycolata, er der muligt at fa en starre indsigt i, hvorfor skummets
udbredelse og karakter forandres, samt at forklare de forandringer der ses i forhold til Ti,
SVI osv.
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4.3.1 Live/Dead staining

Live/dead staining (LDS) er en farvemetode, som anvendes til at detektere samt skelne
levende og dgde celler i komplekse miljger savel som renkulturer. | metoden benyttes to
forskellige farvereagenser; SYTO9 og propidiumiodid, som farver cellernes nukleinsyrer
forskelligt, afhaengigt af om cellemembranen er intakt eller ej (Jin et al., 2005).

LDS-metoden tager udgangspunkt i, at alle levende celler har en intakt cellemembran,
mens dede celler antages at have en delvist gdelagt cellemembran, som er let
gennemtreengelig for forskellige stoffer. Nar proven tilseettes farvereagenserne, vil alle
celler med intakt cellemembran savel som gdelagt cellemembran tillade reagenset
SYTO9 at treenge ind i cellen, mens kun en gdelagt cellemembran er permeabel for
reagenset propidiumiodid. SYTOS9 vil séledes farve nukleinsyrer i bade levende og dgde
celler, mens propidiumiodid kun vil farve nukleinsyrer i dgde celler (Jin et al., 2005).

De farvede celler undersgges efterfalgende i et fluorescensmikroskop, hvor farvningen
med SYTO9 og propidiumiodid resulterer i hhv. gren fluorescensfarvning af de levende
bakterier, som kan ses ved 480-500 nm, og en rgd fluorescensfarvning af dede bakterie,
som kan ses ved 490-500 nm. Ved at anvende en bglgelaengde pa 490-500 nm er det
muligt at observere begge farver samtidigt, hvilket fremgar af figur 7. | de dgde celler vil
propidiumiodid reducere effekten af SYTQO9, saledes at det rgde fluorescenssignal i dade
celler vil overskygge den grgnne fluorescensfarvning i disse celler (Jin et al,. 2005).

Figur 7: Billede af LDS-farvning taget ved en bglgeleengde pa 490-500 nm.

Far, under og efter doseringsforlabet blev der pa aktiv-slam- og skumprgverne anvendt
LDS. Andelen af levende Mycolata og flokbakterier blev undersggt ved at blande
cellesuspension og LDS-oplgsning i forholdet 1:1, og lade farvereagenserne virke i 15
min. Efterfelgende blev den farvede cellesuspension filtreret ned pa sorte 0,22 micron
polycarbonat filtre, som blev skyllet igennem med en PBS-oplgsning for at fjerne
overskydende farve. Hvert filter blev forsigtigt overfart til et objektglas, hvorpa der blev
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lagt en drabe citifluor og et deekglas. Disse preeparater blev dernsest undersagt i
fluorescensmikroskop, hvorved andelen af dade celler blev bestemt. En mere detaljeret
beskrivelse af metodens anvendelse findes i bilag 4.

4.3.2 Respirationsaktivitet malt med CTC

CTC er en metode, der benyttes til at bestemme, hvorvidt bakterierne er metabolisk aktive
eller ej. Metoden bygger pa, at aktive bakterier optager og reducerer en elektronacceptor
- ofte ilt - i forbindelse med respirationsaktivitet. Metode benytter saledes 5-cyano-2,3-
diolyl-tetrazoliumchlorid (CTC), som elektronacceptor, idet CTC reduceres gennem
respirationselektrontransportkeaeden til tungtoplgselige CTC-formazankrystaller (CTF). Nar
cellerne optager CTC og respirerer, vil CTC omdannes til CTF, som fluorescerer rgdt i
metabolisk aktive celler (Vollertsen et al, 2001), nar de undersgges i et
fluorescensmikroskop ved en bglgeleengde pa 450 nm (Polysciences Inc, 1999).
Bakterier indeholdende fluorescerende CTF-krystaller ses af figur 8. Ved at kombinere
CTC med lysmikroskopi og LDS er det muligt at bestemme det samlede antal bakterier
samt hvor stor en del af bakterierne, der er bade levende og aktive (Vollertsen et al.,
2001).

Figur 8: Billede af fluorescerende CTF i cellerne.

For doseringsforlgbet blev der pa aktiv-slam- og skumprgver fra @ster Hornum
Renseanlaeg anvendt CTC. Den aktive andel af Mycolata og flokbakterier blev undersagt
ved at fortynde cellesuspension med sterilfiltreret vand i forholdet 1:1 og dernaest tilsaette
5 yL CTC-oplgsning pr. mL fortyndet preve og lade det inkubere i 30-60 min ved
stuetemperatur. Efterfglgende blev 20 pL af den farvede cellesuspension overfgrt til hvert
af de tre objektglas, hvorpa der blev lagt et deekglas. Disse preeparater blev derpa
undersagt i fluorescensmikroskop for at bestemme andelen af aktive celler. En mere
detaljeret beskrivelse af metodens anvendelse findes i bilag 5.
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5. Effekten af dosering med BC-100 pa @ster Hornum Renseanlag

Dosering og behandlingsperiode med BC-100 afhaenger af maengden og den biologiske
tilstand af det aktive slam i anleegget samt slamalderen (Kemira Water, 2006), men
doseringsforsgg har vist, at en standard behandlingsperiode pa 10 uger er ngdvendig for
at komme skumproblemerne til livs. Selve doseringen baseres pa slammaengden i
anlaegget. Det anbefales at dosere BC-100 svarende til 0,5 veegtprocent polyamine
polymer pr. kg MLSS i procestanken. For at opna den optimale effekt af produktet bar der
allerede i Iabet af det fgrste degn i behandlingsforlgbet doseres sa meget BC-100 (100 ml
BC-100/kgMLSS), at denne polyamine polymerkoncentration opnas (Nilsson & Eskilsson,
2007). Pa dster Hornum Renseanleeg svarer dette til 0,25 g BC-100/L SS ved en
slamkoncentration pa 2,5 g SS/L. | de efterfglgende uger doseres der kun BC-100
svarende til den maengde polyamine polymer, der udtages med overskudslammet. Dette
svarer til, at der for en slamalder pa 10 dage doseres 10 % af doseringen pa farstedagen.
Nar der i nogle uger er blevet doseret den lave dosering, anbefales det igen at dosere
100 ml BC-100/kgMLSS en enkelt dag. Efterfglgende anvendes den lave dosering i
resten af behandlingsperioden (Nilsson & Eskilsson, 2007).

BC-100 doseres pa vaeskeform for derved at opna en nem handtering af produktet samt
en optimal opblanding i slammet. Vasken, som er gullig, har en pH pa 5-7 og en densitet
pa 1140 kg/m®. Ifelge klassificeringen af produktet udger BC-100 hverken en sundheds-
eller miljgmaessig trussel (Kemira Water, 2006).

5.1 Doseringsforlgb

Pa Jster Hornum Renseanleeg blev doseringen af BC-100 pabegyndt 83 dage efter, at
doseringen med PAX XL-342 blev stoppet. Der var pa dette tidspunkt en kraftig
skumdannelse i ringkanalen. Doseringen af BC-100 blev beregnet pa baggrund af en
slamkoncentration pa 2,5 gSS/L i anleegget og en doseringsperiode pa i alt 10 uger. |
lobet af det farste degn blev der saledes doseret 111,6 L BC-100 for at opna den rette
polymerkoncentration i anlaegget. For at kompensere for den stofmaengde, der udtages
med overskudsslammet, blev der i de efterfglgende 36 dage doseret 2,8 L BC-100/dag
under beluftning. Derneest blev den hgje dosering gentaget en enkelt dag for
efterfglgende at vende tilbage til den lave dosering. Efter 7 ugers dosering var der en
doseringspause pa 3 uger, som blev efterfulgt af 3 ugers dosering med 2,8 | BC-100/dag.
En oversigt over doseringsforlgbet ses af tabel 4.

Fra @ster Hornum Renseanleeg er der bade far, under og efter doseringsforlgbet blevet
udtaget et par mL aktiv-slam og en skumprgve to gange om ugen, som blev sendt med
posten til Aalborg Universitet. Pa praveflaskerne er der fra renseanlaegget side blevet
noteret dato, SV og TS. Desuden er skummet udbredelse og karakter blevet beskrevet.
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Tabel 4. Doseringsforlgh pa @ster Hornum Renseanlzeg.

Doseringsperiode Antal dage Dosering af BC-100
Doseringsstart 1 111,6 L/dag
1. doseringsperiode 36 2,8 L/dag
Midtvejsdosering 1 111,6 L/dag
2. doseringsperiode 11 2,8 L/dag
Doseringspause 21 0 L/dag
3. doseringsperiode 21 2,8 L/dag
| alt 91 413,6 L

5.2 Indvirkning pa skumdannelsen

7 uger efter doseringsstop med PAX-XL342 fandt en begyndende skumdannelse sted,
som i ugerne efter tiltog stet. | starten var der saledes et skumlag pa ca. 1 meters laengde
efter skumafskaermningen, men efter blot to uger var dette skumlag vokset til 5 meter i
lzengden. Skumlaget daekkede ved doseringsforsggets start et omrade svarende til
ringkanalens bredde og 6 meter efter den ene skumafskaermning (se figur 10). Skumlaget
var pa dette tidspunkt 15 cm tykt. Skumlagets udbredelse fgr, under og efter doseringen
med BC-100 fremgar af figur 9-13.

Doseringen med BC-100 havde straks en stor effekt pa skumlagets udbredelse, idet
skumlaget i lgbet af den ferste uge blev reduceret til kun at vaere 2 meter langt men
stadig lige sa bredt som ringkanalen. Skummet blev samtidigt mgrkere i farven samt mere
vadt og tungt. | de efterfglgende 4 uger var skummets udbredelse nogenlunde stabil, idet
skumlaget varierede mellem 2,5-3,5 meter (se figur 11). 5 uger efter doseringsstart med
BC-100 fandt den hgje midtvejsdosering sted, hvor der i lgbet af et enkelt dagn igen blev
doseret 111,6 L BC-100. Den hgje dosering havde igen stor indvirkning pa
skumdannelsen, idet skumlagets laengde i Igbets af kun 2 uger blev reduceret til under
0,5 meter i leengden og kun ca. 1 meter i bredden. Doseringen med BC-100 havde
saledes en meget tydelig effekt pa skummets udbredelse, men da doseringsforsgget blev
stoppet 12 dage efter midtvejsdoseringen, tiltog skumdannelsen hurtigt igen. | lgbet af
doseringspausen pa kun 21 dage voksede skumlaget til 4 meter i laengden og til igen at
veere lige sa bredt som ringkanalen. Til trods for at doseringen med BC-100 blev
genoptaget, forblev skumlaget omkring dette niveau i 3. doseringsperiode (se figur 12). |
doseringsforsggets sidste uge var skumlaget endda vokset til 6-7 m, hvilket svarer il
udgangspunktet for doseringsforsgget. | slutningen af doseringsforsgget begyndte
personalet pa Oster Hornum Renseanlzeg at fijerne skumlaget, hvilket det sidste
datapunkt i figur 13 viser.
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Figur 9: Oster Hornum Renseanlaeg for skumdannelsen (Baggh, 2007).

Figur 10: Skumdannelse pé anlaegget ved doseringsstart (dag 83)

29



30

Figur 11: Skummets udbredelse efter 3 ugers dosering med BC-100 (dag 105)

Figur 12: Skummets udbredelse en uge inde i 3. doseringsperiode (dag 160)
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Figur 13: Skummets udbredelse fra doseringsstop med PAX XL-342 frem til og med dosering af BC-
100

5.3 Indvirkning pa bundfeeldningsegenskaber

Slammet fra Dster Hornum Renseanlaeg bundfeeldede generelt hurtigt og efterlod en klar
vandfase. Bedgmt ud fra SVI havde slammet ogsa generelt gode eller tilfredsstillende
bundfaeldningsegenskaber, idet SVI Ia under 100 mL/g (se figur 14). | doseringsforlgbet la
SVI generelt stabilt omkring 50 mL/g helt frem til midtvejsdoseringen pa dag 120. Efter
denne hgje dosering med BC-100 forekom der en let stigning af SVI, som indikerer, at
bundfeeldningsegenskaberne blev lettere forringede i forhold til fer midtvejsdoseringen.
Dette haenger nok sammen med, at flokkene pa dette tidspunkt var blevet meget sma og
som felge heraf bundfeeldede darligere.

SV la nogenlunde stabilt omkring 200-250 mL/L helt frem til ugerne far
doseringsforsggets start. Pa dette tidspunkt, hvor opblomstringen af Mycolata havde
fundet sted, steg SV til 290 mL/L. | ugerne efter doseringsstart med BC-100 faldt SV igen,
hvilket tyder pa, at BC-100 har en positiv indvirkning pa slamflokkenes tyngde, selvom
dette ikke umiddelbart kan ses pa SVI grundet manglende malinger. Ca. 2 uger efter
doseringsstart skete der en stabilisering af SV, sa det nu la stabilt omkring 200-220 mL/L.
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Da midtvejsdoseringen fandt sted pa dag 120 skete der en stigning af SV, som
formegentlig skyldes, at der er fundet en deflokkulering sted.
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Skumdannelse Doseringsstart Midt\fejs-J Doserings-  Genstart dosering
med BC-100 dosering palse med BC-100

Dage efter doseringsstop
med PAX-XL342

Figur 14: Udviklingen af SV og SVI fra doseringsstop med PAX XL-342 frem til og med dosering af
BC-100

Tarstofmalingerne, som fremgar af figur 15, 14 generelt mellem 2,4 g/L og 6,2 g/L som
hhv. laveste og hgjeste veerdi. Dette udsving synes rimeligt, da der er tale om et lille
anleeg, hvor sma forskelle i udledte vandmangder og slamudtag kan have relativ stor
indflydelse pa indholdet af tarstof. Der er dog tvivl om, i hvor stor grad disse TS-malinger
er forbundet med fejlkilder, idet der undervejs er blevet observeret maleresultater, som 14
udenfor den normale skala for sadanne malinger. Disse data er saledes ikke medtaget i
figuren. Det data som fremgar af figur 15 forventes kun at veere behaeftet med en eller
flere systematiske fejl, som saledes har pavirket datamaengden generelt, og derfor ikke
som sadan har indflydelse pa forholdet mellem de forskellige malinger.

32



TS5 [gfL]
T -

80 120 150 180

Skumdannelse Doseringsstart Midtvejs-J Doserings-  Genstart dosering
med BC-100 dosering pause med BC-100

Dage efter doseringsstop
med PAX-XL342

Figur 15: Udviklingen af TS fra doseringsstop med PAX XL-342 frem til og med dosering af BC-100.

5.4 Mikroskopering af aktiv-slam og skum

5.4.1 Karakterisering af slammet for dosering med BC-100

| de farste 5 uger efter at doseringen med PAX-XL342 blev stoppet, skete der kun relativt
fa eendringer med aktiv-slammet. Generelt 14 Tl pa 1,5-2, og den altdominerende trad var
morfologisk set Type 0041/0675, mens andre trade med paveekster - herunder Type 1851
- fandtes i et sekundaert omfang. Langt hovedparten af tradene var lange, tynde, let
buede og buede trade med pavaekster, som befandt sig inde i flokkene, hvorfra de stak
ud. Men der fandtes desuden en del andre trade med pavaekster, som varierede bade i
lzengde og tykkelse. Stgrstedelen dannede rygsgijlen i flokkene, men en del af tradene
med pavaekster befandt sig ligeledes i bundter mellem flokkene.

Slamflokkene, som generelt var faste og kompakte i strukturen, havde en irreguleer til
rund flokform og varierende i storrelse (0,15-0,5 mm). De fleste flokke var dog rimelig
store. Tradene havde kun en meget begreenset negativ indvirkning pa flokstrukturen, idet
de enkelte steder dannede bro mellem flokkene og i fa tilfeelde tilmed skabte en delvis
aben flokstruktur. Betydningen og omfanget af denne brodannelse syntes dog begraenset
og var saledes ikke et maerkbart problem pa dette tidspunkt.
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6 uger efter doseringsstop med PAX-XL342 blev der for fgrste gang observeret
tradformede bakterier, der ud fra morfologien kunne identificeres som Mycolata. Pa dette
tidspunkt var tradene med pavaekster dog stadig dominerende, mens Mycolata kun var
sekundeer.

| den 7. uge skete der en opblomstring af Mycolata, som for alvor satte gang i
skumdannelsen. Under denne opblomstring, var Mycolata tydeligvis dominerende, mens
Type 0041/0675 var sekundeer. | de efterfglgende slampraver blev Type 0041/0675 dog
igen dominerende. Dette skyldes nok, at Mycolata efter opblomstringen er sagt veek fra
vandfasen og op i skumlaget, hvor udbredelsen er fortsat.

5.4.2 Identifikaton af tradformede bakterier

Da der ud fra morfologi ferste gang blev identificeret Mycolata i prgverne fra Jster
Hornum Renseanleeg, blev der ligeledes lavet FISH-analyse pa slamprgven for at
identificere de forgrenede filamenter. Prgven var positiv for EUB-mix og Myc-657 men
negativ for bade GOR-596 og Spin-1449. Det kunne ud fra disse resultater saledes kun
konkluderes, at filamenterne tilhgrte gruppen Mycolata, men det er uvist, hvilke specifikke
arter der er tale om. Resultaterne fremgar af tabel 5.

Tabel 5: Resultater for identifikation af Mycolata

Alle bakterier
(EUB-mix)

Mycolata
(Myc-657)

Skermania
(Spin-1449)

Gordonia
(GOR-596)

Identifikation af Mycolata

+

+

Aktiv-slammet fra @ster Hornum Renseanlaeg viste sig som naevnt at indeholde mange
trade med paveekster, som ud fra morfologien bl.a. blev identificeret som Type
0041/0675. Disse tradformede bakterier siges oftest at tilhgre gruppen Chloroflexi, men
dette er ikke altid tilfeeldet. Tradformede bakterier af denne type kan ogsa tilhgre gruppen
Aquaspirillum og TM7. Til identifikation af Type 0041/0675 og lignende trade blev der
anvendt tre gruppespecifikke prober. Den generelle probe EUB-mix fungerede som
reference:

EUB-mix — der har til formal at ramme alle bakterier
Cfx-mix — der rammer Chloroflexi

Floc-997 — der rammer Aquaspirillum

TM7 — der rammer TM7

Prgven var som forventet positiv for EUB-mix, mens tradene med paveaekster viste sig at
tilhare hhv. Chloroflexi og Aquaspirillum. Omkring 2/3 af tradene med pavaekster tilhgrte
saledes gruppen Chloroflexi, mens ca. 1/3 tilhgrte gruppen Aquaspirillum. Praven var ikke
positiv for TM7, hvilket tyder pa, at hverken Type 0041/0675 eller lignende trade tilharte
denne gruppe. Resultaterne fremgar af tabel 6.
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Tabel 6: Resultater for identifikation af Type 0041/0675

Alle bakterier Chloroflexi | Aquaspirillum TM7
(EUB-mix) (Cfx-mix) (Floc-997) (TM7-905)
Identifikation af
Type 0041/0675 + + + -

5.4.3 Effekten af dosering med BC-100

Pa trods af opblomstringen af Mycolata la Tl konstant pa 1,5-2 helt frem til
doseringsforsggets start. Tl skyldes saledes primeert tilstedevaerelsen af Type 0041/0675,
idet Mycolata oftest gemte sig i slamflokkene og derfor kun havde en meget begraenset
indvirkning pa TI. Andelen af Type 0041/0675 forsvandt efter en maneds dosering med
BC-100, hvilket gjorde at Tl faldt til 1, hvor der blev resten af doseringsperioden (se figur
16).
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Figur 16: Udviklingen af Tl fra doseringsstop med PAX XL-342 frem til og med dosering med BC-100.
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Selvom Mycolata ikke pavirkede slamflokkene ved at skabe brodannelse, havde disse
trade alligevel en indvirkning pa flokkenes struktur. Dette skyldes, at Mycolatas grenede
morfologi nogle steder abnede flokkene, sa de blev mere diffuse i strukturen. Dette var
iseer tilfeeldet yderst i en del af flokkene. | de fleste flokke var flokstrukturen stadig
kompakt i ugerne op til doseringsforsggets start, men dette aendrede sig isaer forst i 1.
doseringsperiode, hvor flokkene blev mere diffuse at se pa. Lige efter midtvejsdoseringen
syntes flokkenes tilstand dog forveerret, idet mange flokke pa dette tidspunkt var meget
abne og ’slimede’ (se figur 17).

. 4 4 1 ‘
Figur 17: Flokke med Mycolata. Fgr doseringen med BC-100 var flokkene endnu kompakte trods
tilstedeveerelsen af Mycolata (tv), men i 1. og 2. doseringsperiode blev flokkene mere &bne og
diffuse (hhv. i midten og tv.).

| takt med at omfanget af Type 0041/0675 tog til i ugerne op til doseringsforsaggets start,
titog ogsa brodannelsen, og flokkene blev mere irregulaere, men samtidig skabte de
tradformede bakterier med paveaekster ligeledes grundlag for dannelsen af mange store
flokke. | Igbet af 1. doseringsperiode forsvandt mange af disse trade, hvilket bevirkede, at
slamflokkene blev rundere. Men efterhanden som doseringen forsatte, bevirkede det lille
omfang af trdde ogsa, at flokkene ikke laengere blev holdt sa godt sammen. Dette
resulterede i, at der blev feerre store flokke og langt flere sma og abne flokke.

| lgbet af doseringspausen og den 3. doseringsperiode syntes slamflokkenes tilstand at
veere forbedret. Flokkene var pa dette tidspunkt igen mere ’'samlede’ og kompakte i
strukturen, men der var stadig en del ’slim’-dannelse. Omfanget af Mycolata og Type
0041/0675 tog ogsa lidt til pa dette tidspunkt, men dette havde kun begreenset indflydelse
pa det samlede TI.

| lgbet af doseringsforlgbet var der oftest kun f& Mycolate i vandfasen mellem flokkene,
men i enkelte prover blev der observeret en del, hvilket ikke umiddelbart kunne saettes i
sammenhaenge med doseringsforigbet. Andelen af frie celler var dog stort lige efter
midtvejsdoseringen, hvilket kunne tyde pa forgiftning.

Det dannede skumlag bestod naesten udelukkende af Mycolata og meget sma slamflokke
samt uorganiske partikler.
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5.4.4 Gram- og Neisserfarvninger

Generelt var Mycolata tydeligt Gram positiv, men fra omkring en uge inde i
doseringsforlgbet blev der observeret en gendring i Gramfarvningen af Mycolata. Selvom
den overvejende del af Mycolata stadig var Gram positive (ca. 75 %), farvede de
resterende Mycolata-kolonier ikke fuldsteendigt Gram positivt. | en del kolonier var
forgreningerne i stedet kun pletvis Gram positive. Dette tyder pa, at cellevaeggen i disse
celler har taget skade. Efter doseringspausen og i den efterfglgende 3. doseringsperiode
farvede alle Mycolata igen Gram positiv.

Figur 18: Mycolata som Gram positiv (tv.), delvis Gram positiv (i midten) og Neisser positiv med
granuler (th.).

Neisserfarvningen af Mycolata viste, at den pageeldende art var Neisser positiv med
granuler. Stgrrelsen og omfanget af disse granuler varierede meget bade i perioden op til
doseringen med BC-100 og under selve doseringen. Der var dog ikke nogen umiddelbar
sammenhaeng mellem doseringen af BC-100 og sterrelsen eller omfanget af granuler i
cellerne. Billeder af Gram- og Neisserfarvningen ses i figur 18.

Type 0041/0675 og lignende trade var Gram variable men primeert Gram og Neisser
negative. Dette aendrede sig ikke under doseringsforlgbet.

5.4.5 Dyr, frie celler og partikler

Der var fgr skumdannelsen mange dyr tilstede i slammet og en rimelig stor diversitet. Der
fandtes generelt en hel del flagellater, flere typer klokkedyr (se figur 19) og forskellige
kravlende og fritlevende ciliater (isaer Aspidisca spp.) samt en del hjuldyr. Desuden blev
der i flere praver ligeledes observeret fa bjernedyr og bagrsteorme (Acleosoma spp. og
Nais spp.), der greessede pa slamflokkene. Omfanget af amgber (iseer Heliozoa) og
forgrenede svampe varierede en del fra uge til uge.

| takt med at omfanget af Mycolata blev starre svandt dyrelivet ind til kun at omfatte en hel
del flagellater inde i flokkene, enkelte fritlevende ciliater og en del klokkedyr. Til gengeeld
skete der samtidig med Mycolata en opblomstring af amgber (Heliozoa) i bade slammet
og skummet. Under doseringen med BC-100 blev omfanget og diversiteten af dyr i
slammet stgrre og naede saledes op pa det niveau, der sas fgr opblomstringen af
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Mycolata. Lige efter midtvejsdoseringen var der dog igen et fald i antallet af dyr i praven,
men dette vendte igen lige fgr doseringspausen.

Feor skumdannelsen var omfanget af frie celler i aktiv-slammet lille til almindeligt, men
dette steg i takt med, at omfanget af Mycolata tiltog. Trods doseringen med BC-100
forblev der mange frie celler i slamprgverne. Der var generelt fa spirochaeter samt rigtig
mange organiske og uorganiske partikler i slammet bade far og under doseringsforsgget.

5.5 Fysiologisk effekt pa Mycolata ved dosering af BC-100

5.5.1 Indvirkning pé Mycolatas overlevelse

For at bestemme andelen af levende Mycolata og flokbakterier blev der fgr, under og efter
hele doseringsforigbet anvendt LDS pa slam- og skumpregverne fra @ster Hornum
Renseanlaeg. Da det blev observeret, at BC-100 tilsyneladende ogsa havde en effekt pa
Type 0041/0675 (Chloroflexi), blev overlevelsen af disse bakterier ligeledes undersggt. |
tabel 7 ses en oversigt over resultaterne, som i det falgende er beskrevet naermere.

Tabel 7: Bakteriernes overlevelsesgrad fgr, under og efter doseringen med BC-100

Mycolata i Mycolata i Type Flokbak-
slam skum 0041/0675 terier
For dosering med BC-100 +++ +++ ID 4+
1. doserings-periode ++ +++ - ++
Midtvejsdosering ++ ID - ++
2. doseringsperiode ++ ++ - ++
Doseringspause +++ +++ +* 4+
3. doseringsperiode +++ +++ +* 4+

ID: ingen data, -: Fa levende, +: lille del levende, ++: halvdelen levende, +++: Starstedelen levende,

*Der var kun fa Chloroflexi.
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Faer doseringen med BC-100 var 5-10 % af Mycolata dede i slammet (figur 20), mens kun
10 % var dade i skummet. Det var umiddelbart tilfeeldigt, hvor de dede celler befandt sig,
idet der typisk blev observeret spredte dade enkeltceller og ingen hele dade forgreninger.
Omkring 15 % af flokbakterierne var dade, og der var mange levende enkeltceller og sma
Mycolata-kolonier i vandfasen mellem flokkene. Disse frie celler var tydeligvis mere
udsatte, idet 20-25 % af dem var dgde.

Figur 20: Intensitetsbilleder af hhv. gran (tv.) og rad (th.) fluorescens, som viser andelen af hhv.
levende og dgde Mycolata i slammet fgr doseringen med BC-100

| slam- og skumprgverne, som blev udtaget dagen efter den hgje startdosering, var
mange af de Type 0041/0675, som stak ud fra flokkene, helt dede, og det samme var
tilfeeldet for mange af de frie celler og sma Mycolatakolonier i vandfasen. Men Mycolata
var tydeligvis langt mere hardfgre over for BC-100 end de gvrige trade og flokbakterier,
idet der sds mange eksempler pa dgde Type 0041/0675, der stak ud af flokkene ved
siden af levende Mycolata. Efter en uges dosering var ogsa kun 20 % af de Mycolata, der
stak ud fra flokkene eller |a frit i vandfasen, dgde. Dette tal steg dog til 50 % i Igbet af 1.
doseringsperiode, men i modsaetning til de gvrige trade var der pa dette tidspunkt stadig
Mycolata-kolonier frit i vandfasen, som var 90-100 % levende. Generelt var kun 20 % af
Mycolata i og omkring slamflokkene dede, mens kun omkring 15 % af Mycolata i
skummet var dgde.

Det lader til, at BC-100 havde en stor effekt pa Type 0041/0675 (Chloroflexi), da omkring
75 % af disse trade var dgde allerede i Igbet af den farste doseringsuge. Isaer de trade,
som stak ud og dannede bro mellem flokkene, syntes at veere pavirkede, idet 90 % af
disse trade var helt eller delvist dgde. | Igbet af 1. doseringsperiode blev antallet af Type
0041/0675 veesentligt reduceret, hvilket mange steder bevirkede, at flokkene blev
rundere. De trade med paveekster, der var tilbage i slammet, var stort set alle daede.
Mange af pavaeksterne pa Type 0041/0675 var ligeledes dgde, men der var stadig en del
levende pavaekster og flokbakterier omkring traden, selvom selve traden var ded. Type
0041/0675 klarede sig bedre i skummet, da op mod 50 % af dem stadig var levende her.
Der forekom tillige hele levende trade i skummet, hvilket ikke var tilfeeldet i slammet. Dette
er ikke overraskende, da BC-100 kun blev doseret direkte til slammet og dermed ikke
kom i umiddelbar kontakt med bakterierne i skumlaget.
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Desveerre pavirkede doseringen af BC-100 ikke kun de tradformede bakterier med
paveaekster, idet omkring halvdelen af flokbakterierne ligeledes dade. Det virkede samtidig
som om, flokkene som helhed blev mere diffuse og permeable i lsbet af 1.
doseringsperiode. Dette kan have gjort dem endnu mere pavirkelige overfor BC-100. En
stor del af flokbakterierne i de diffuse flokke var saledes dgde og efterlod de
tilbageveerende levende bakterier endnu mere udsatte. Iseer bakterierne i kanten af
flokkene var dgde, men ogsa mange af flokbakterierne inderst i flokkene var dgde.
Andelen af levende bakterier var langt starre i de relativt fa flokke, som endnu var teette
og kompakte.

Den hgje midtvejsdosering havde generelt en stor indvirkning pa alle bakterierne i
slammet. | dagene efter doseringen sa det ud til, at stort set alle Mycolata var dede (figur
21). Dette gjaldt ogséa enkeltceller og forgreninger af Mycolata i vandfasen. Mere end 50
% af flokbakterierne i de diffuse flokke var ogsa dede. Der var stadig kun meget fa Type
0041/0675 tilstede i slammet, og disse var ligeledes dade.

Figur 21: Intensitetsbilleder af hhv. gregn (tv.) og rgd (th.) fluorescens, som viser andelen af hhv.
levende og dade Mycolata i slammet fa dage efter midtvejsdoseringen

| 2. doseringsperiode var der i vandfasen primeert sma enkeltceller og langt faerre
forgreninger af Mycolata end set tidligere. Generelt var cellerne i vandfasen 100 % dade,
mens kun 50-55 % af Mycolata i slammet samlet set var dgde. Mycolata la nogle steder i
bundter, og her var det hele kolonier, som enten var levende eller dade. | nogle kolonier
var det kun spidsen af forgreningerne der var dede. Dette er positivt, da Mycolata vokser
fra spidsen og ud. | skummet var 35-50 % af Mycolata dade.

De dade flokbakterier, som i lgbet af 2. doseringsperiode udgjorde 40 %, befandt sig
stadig i hele flokken — bade yderst i kanten og inderst i kernen af flokkene. Dog var der en
tendens til, at kantbakterierne var helt dgde, mens en mindre del var dgde inderst i
flokkene. Flokkene var generelt stadig meget diffuse uanset stgrrelse, men de irreguleere
og langstrakte flokke syntes mest udsatte.
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Pa baggrund af flokkenes tilstand blev det vurderet, at holde en pause med doseringen af
BC-100 kun 11 dage efter den hgje midtvejsdosering. | de 3 uger, som pausen varede,
blev der saledes ikke doseret nogen form for kontrolkemikalie i anleegget. | Igbet af
doseringspausen sa det ud til, at bade Mycolata, flokbakterierne og Type 0041/0675 var
ved at komme sig. Umiddelbart blev der kun observere fa dgde Mycolata i slammet lige
efter doseringspausen, og i skummet var langt stgrstedelen af Mycolata ogsa levende.
Kun enkelte celler eller sma forgreninger var dede. Disse dade celler, som |a meget
spredt, udgjorde kun omkring 10 %. Omfanget af trade med pavaekster var stadig lille,
men der blev efter doseringspausen observeret enkelte levende trade.

Det var ogsa tydeligt at flokkene fik det bedre, idet der var nu kun 10-20 % dgde
sammenlignet med ca. 50 % fer doseringspausen. De fleste celler i flokkene, som endnu
var dgde efter doseringspausen, var stav- eller kugleformede og forholdsvis store
sammenlignet med de gvrige flokbakterier. Selvom en del flokke tilmed syntes mere
kompakte, var det stadig tydeligt, at der var meget slim eller lignende i de fleste flokke.
Bade den levende og dade fraktion var meget lille og cellerne 14 meget spredte i flokkene.
Pa baggrund heraf ma selve cellekoncentrationen i flokkene derfor ogsa veere reduceret i
forhold til i starten af forsgget. De fleste frie celler i vandfasen mellem flokkene var ogsa
levende.

Den 3. doseringsperiode blev ikke startet med en hgj dosering, hvilket tilsyneladende
bevirkede, at bakterierne generelt ikke blev lige sa pavirkede. Alt i alt var kun 10-15 % af
Mycolata dede. Dette gjaldt bade de kolonier, der befandt sig inde i flokkene og ude i
vandfasen. Der var endog dgde Mycolata inde i flokke, hvor mere end 50 % af
flokbakterierne var levende. Kun ca. 10-15 % af Mycolata i skumlaget var dgde. Disse
dade celler var typisk spredte enkeltceller og ikke hele forgreninger eller kolonier. Mange
steder var det cellerne yderst i forgreningerne, der var dede, men der blev ligeledes
observeret nogle helt dagde kolonier.

Doseringen af BC-100 i 3. doseringsperiode syntes heller ikke at pavirke flokbakterierne
sa voldsomt. Flokkene var i denne periode mere kompakte, og kun ca. 15-20 % af
flokbakterierne var dede i de fleste flokke. | nogle flokke var der dog stadig op mod 40 %
dade fordelt bade yderst og inderst i flokkene. Generelt var 50-60 % af Type 0041/0675
dede i starten af 3. doseringsperiode, men efter 2 uger med den lave dosering begyndte
de at komme sig. Da doseringsforsgget sluttede, udgjorde de dgde Type 0041/0675 kun
omkring 20 %. De levende trade la typisk meget sammenkrgllede inde i eller teet mellem
flokkene og havde kun fa eller ingen pavaekster. Der sas kun fa dede paveekster pa disse
levende trade.

| forbindelse med LDS var der flere gange problemer med baggrundsstgj, hvilket nogle
gange gjorde det sveert at bedemme det praecise omfang af levende og dgde bakterier.
Desuden var der stor forskel pa det rede og det grenne fluorescenssignal, idet det rgde
var langt kraftigere end det grgnne. Dette var vigtigt at have for gje, saledes andelen af
dade celler ikke blev overestimeret.
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5.5.2 Observeret respirationsaktivitet

Der blev for doseringen af BC-100 anvendt CTC pa aktiv-slam- og skumprgver fra begge
renseanlaeg, men dette gav ikke det forventede resultat. Nar de farvede praeparater blev
observeret i fluorescensmikroskop, var det kun de celler, der |a uden pa Mycolata-
kolonierne, som var aktive (se figur 22). De tilsvarende prgver, som blev undersggt vha.
LDS, bekraeftede, at over 90 % af Mycolata var levende i de pageeldende praver. Det var
derfor ogsa forventeligt, at en stor del af Mycolata ligeledes matte veere aktive. Da dette
ikke var tilfeeldet, lader det i stedet til, at CTC ikke kan treenge igennem celleveeggen pa
Mycolata. Pa baggrund af disse resultater vurderes det derfor, at CTC ikke kan benyttes
til at bestemme, hvorvidt Mycolata er aktiv. Metoden er derfor heller ikke yderligere blevet
anvendt i forbindelse med dette projekt.

Figur 22: Lysmikroskopibillede af skum (tv.), som viser alle celler, og det tilsvarende intensitets-
billede af rgd fluorescens (th.), som viser aktive celler. Ved sammenligning af de to billeder ses det,
at kun en meget lille andel af det samlede antal celler er aktive. De aktive celler er ikke en del af
Mycolata-filamenterne.

5.6 Diskussion

5.6.1 Skumdannelsen

Selvom det ikke altid kunne ses pa overlevelsesgraden af Mycolata i slammet og
skummet, var virkningen af BC-100 tydelig: Skumdannelsen blev vaesentligt reduceret
under doseringsforlgbet. | saer 1. og 2. doseringsperiode viste tydeligt, at doseringen med
BC-100 pavirkede bakterierne og dermed skumdannelsen. Samtidig viste forsgget, at
skumlaget tiltog kraftigt under doseringspausen, hvilket underbygger at BC-100 havde en
kontrollerende effekt pa Mycolata. | den 3. doseringsperiode var effekten dog langt
mindre, hvilket tyder pda, at en hgj startdosering er ngdvendig for at komme problemerne
til livs.

| prgverne var det tydeligt at langt sterstedelen af Mycolata befandt sig i skummet og ikke
i slammet. | skummet klarede Mycolata sig tilmed bedre, idet andelen af dede oftest var
lidt lavere her i forhold til i aktiv-slammet. Ved Igbende at fierne skumlaget, formodes det
derfor, at effekten af BC-100 ville kunne ses endnu hurtigere, og herved kunne en ny
skumdannelse efter endt dosering maske ogsa udskydes. Dosering af BC-100 direkte il
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skummet vha. et sprinklersystem er ligeledes en mulighed for at komme problemerne
hurtigere til livs. Dette ville treekke en del af skumlaget ned i slammet, hvor Mycolata
lettere kunne kontrolleres (se desuden kapitel 7).

5.6.2 Mycolata

Det er i tidligere studier blevet observeret, at BC-100 kun virker pa de arter, der er
positive for Mycolata-proben (Bagh pers. kom., 2007). Derfor var det vigtigt, at fa
identificeret disse bakterier. De skumdannende tradformede bakterier blev ud fra
morfologi og genprober identificeret som bakterier tilhgrende gruppen Mycolate, men det
var ikke muligt, at fastsla hvilke arter der var tale om. Det vides saledes heller ikke hvilke
preecis, hvilken type Mycolata BC-100 er blevet testet pa i dette casestudie.

BC-100 havde storst effekt pa Mycolata, der stak ud fra flokkene eller 1a i vandfasen
mellem flokkene. Dette kunne tyde pa, at flokkene ikke er sa permeable overfor BC-100
som fgrst antaget. Maden hvorpa Mycolata dede, var umiddelbar meget varierende. Der
blev observeret fa dade Mycolata i spidsen eller midt i forgreningerne. Men der forekom
ogsa hele dade forgreninger og ligeledes hele dgde kolonier, som tilmed 1& i bundter med
helt levende kolonier. De fleste dgde Mycolata forekom dog som tilfeeldigt spredte dgde
filamentstykker i stgrre kolonier.

| perioder sas der mange frie Mycolata-kolonier i vandfasen, hvilket kan skyldes, at
anleegtspasseren i starten af forlgbet af og til lod skummet cirkulere i ringkanalen under
beluftning. Dette kan have trukket Mycolata med ned i slammet, hvorfor omfanget af dem
i vandfasen dermed har syntes stgrre end det egentligt var tilfeeldet. Generelt var det
ogsa sveert at bedemme omfanget af Mycolata i slammet, fordi disse bakterier kan have
varierende morfologi i de forskellige veekststadier. Dette gjorde det til tider sveert at skelne
Mycolata fra de gvrige bakterier i flokkene. Den varierende morfologi var i seer tydelig i
forbindelse med FISH-analysen, hvor aflange stavformede enkeltceller i flokkene gav et
positivt signal for Mycolata-proben. Dette blev oftere observeret end hele forgreninger
med positivt signal.

Gramfarvningerne af Mycolata viste, at bakteriernes celleveeg aendrede sig under
doseringsforlgbet, hvilket ogsa tyder pa, at bakterierne tog skade af doseringen med BC-
100.

Antallet og diversiteten af dyr syntes at eendre sig afhaengigt af udbredelsen af Mycolata. |
de perioder, hvor der var mange Mycolata i aktiv-slammet, blev der typisk observeret
feerre dyr end det var tilfeeldet i de perioder, hvor udbredelsen af Mycolata var mindre
markant. Dette kunne tyde pa, at Mycolata maske har en negativ virkning pa diversiteten i
aktiv-slammet.
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5.6.3 Flokbakterier og Type 0041/0675 (Chloroflexi)

Bedomt ud fra LDS lader det til, at BC-100 havde en stor effekt pa flokbakterierne, idet
mere end halvdelen af flokbakterierne nogle steder var dgde under doseringsforigbet.
Samtidig blev flokkene diffuse og svagere under doseringsforsaget.

Allerede i lgbet af 1. doseringsperiode havde BC-100 en stor indvirkning pa
flokbakterierne. Dette kunne tyde pa, at doseringen har veeret for kraftig. Flokkene blev
under doseringsforlgbet mere abne, diffuse og ’slimede’. Det blev derfor undersggt med
genprober, om der var tale om kolonier af zoogloea eller lignende bakterier i
slamflokkene. Desvaerre kunne FISH-analysen ikke bekrzefte dette, idet de formodede
slimdannende bakterier ikke var positive for de anvendte prober. Det kan saledes heller
ikke forklares, hvad flokkenes ’slimede’ udseende skyldes.

Lige efter midtvejsdoseringen var det tydeligt, at flere flokbakterier dade, og der var tilmed
flere frie celler. Dette tyder pa, at doseringen har virket forgiftende pa flokbakterierne.
Selve doseringen blev beregnet pa baggrund af en slamkoncentration pa 2,5 gSS/L. Da
den hgje startdosering og midtvejsdosering fandt sted blev slamkoncentrationen i
anleegget malt til hhv. 5-6 og 3 g TS/L. Den beregnede doseringsmaengde var derfor for
lav i forhold til den aktuelle slamkoncentration i @ster Hornum Renseanlaeg. Bedemt ud
fra flokbakteriernes reaktion, tyder det dog pa, at den anvendte dosering var tilstreekkelig
og maske endda for hgj. Den hgje midtvejsdosering, som fandt sted da slam-
koncentrationen var veesentligt lavere end ved den hgje startdosering, resulterede
formentligt i en overdosering, der forgiftede aktiv-slammet.

Effekten af BC-100 var dog starst pa Type 0041/0675 (Chloroflexi), idet de trade, der stak
ud fra flokkene, allerede efter kun en uges dosering var helt eller delvis dgde. Mange
steder sas hele dede Type 0041/0675-trade med levende pavaekster, hvilket samtidig
tyder pa, at BC-100 specifikt havde en starre effekt pa Chloroflexi sammenlignet med de
gvrige bakteriegrupper. Idet Type 0041/0675 klarede sig bedre i skummet, bekraefter
dette ogsa, at det netop var BC-100 og ikke andre faktorer, der pavirkede denne tradtype.

Sterstedelen af de trade, der stak ud fra slamflokkene og dermed havde betydning for TlI,
dade allerede i starten af doseringsforlgbet. Men Tl var dog lezenge uaendret, hvilket kunne
tyde pa, at Type 0041/0675 (Chloroflexi) maske udger en pulje af langsomt nedbrydelig
biomasse i slammet.

5.7 Konklusion

Ud fra doseringsforaget pa Q@ster Hornum Renseanleeg kan det konkluderes, at BC-100
kan anvendes som kontrolkemikalie mod Mycolata. Dette begrundes med, at skumlaget
forsvandt, og andelen af levende Mycolata i bade aktiv-slammet og skummet blev
reduceret som folge af doseringen med BC-100. Men bedemt ud fra karakteriseringen af
aktiv-slammet og LDS virker BC-100 maske for kraftigt pa flokkene i forhold til virkningen
pa Mycolata. Flokkene blev meget diffuse og fik et ’'slimet udseende under
doseringsforsgget. Det var dog ikke muligt at klarlaegge arsagen til dette. BC-100 havde
starst effekt pa Type 0041/0675 (Chloroflexi), idet disse trade dede langt hurtigere og i
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langt starre omfang end de @vrige bakterier, som blev undersggt. Dette tyder pa, at BC-
100 maske kan veere velegnet som kontrolkemikalie mod Type 0041/0675 (Chlorofilexi).

De skumdannende bakterier viste sig at tilhgrer gruppen Mycolata men det vides ikke
hvilke arter, der er tale om. Det var heller ikke muligt at bestemme Mycolatas aktivitet, idet
CTC umiddelbart ikke kunne treenge ind i cellerne. CTC kunne derfor ikke anvendes som
en metode til at bestemme andelen af aktive Mycolata under doseringsforlgbet

5.8 Perspektivering

| forbindelse med dette doseringsforsag blev der i Igbet de fgrste to sammenhaengende
perioder doseret BC-100 i 7 uger, hvilket resulterede i, at skumlaget blev reduceret til
under en meter. Men samtidig blev flokbakteriernes tilstand pavirket i en sadan grad, at
det blev besluttet at holde en doseringspause. Hvorvidt skummet ville vaere forsvundet
helt, hvis doseringen havde fortsat i 1-2 uger vides saledes ikke. Det vides heller ikke, om
problemet herved ville veere lgst fuldstaendig, eller om en ny skumdannelse alligevel
havde fundet sted. Da disse blot er to af mange uafklarede spergsmal vedrgrende
effekten af BC-100 pa skumdannelse forarsaget af Mycolata, er det oplagt at lave
lignende fuldskala doseringsforssg med BC-100. | denne forbindelse kunne det samtidig
veere interessant neermere at undersgge, om BC-100 ogsa kan kontrollere bakteriearter
tilhgrende gruppen Chloroflexi.

Idet en del af flokbakterierne dgde som folge af doseringen med BC-100 kunne det i
fremtidige studier undersgges (evt. i andre anleeg), om de dede flokbakterier omfatter
bestemte bakteriegrupper som f.eks. nitrifikanter, denitrifikanter eller fosforakkumulerende
bakterier. | sa fald ma det klarlaegges, i hvilket omfang dette kan pavirke den biologiske
rensning af spildevandet. Udlgbsveerdierne for N, P og COD kan i dette tilfeelde anvendes
som den fgrste indikator pa, at der er problemer med den biologiske rensning.
Efterfolgende kan genprober benyttes til at bestemme andelen af de forskellige
bakteriergrupper, og disse tal kan derpa sammenlignes med veerdier for lignende anlaeg
med tilsvarende konfiguration og drift. Til dette formal kan data fra Den Mikrobiologiske
Database over Danske Renseanleeg med fordel anvendes. Hvis det viser sig, at BC-100
har en kontrollerende effekt pa bakterierne generelt, ma doseringsmeengde og metode
genovervejes, saledes at overdoseringer undgas, og behandlingen saledes optimeres.
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6. Skumdannelse pa Hvilsom Renseanlaeg

Den fgrste skumdannelse forarsaget af bakterier pa Hvilsom Renseanlaeg fandt sted i
august maned, hvor temperaturen var relativt hgj, men den fortsatte helt hen til oktober,
hvor udtagningen af slamprgver blev pabegyndt. Formalet med at fglge anlaegget var at
opstarte endnu et doseringsforssg med BC-100, men idet skummet forsvandt fra
anlaegget relativt hurtigt og pludseligt, blev dette ikke aktuelt. De indsamlede data fra
anleegget er dog medtaget her med henblik pa at beskrive driften af anleegget og forsege
at klarleegge, hvorfor skummet pa anlaegget umiddelbart forsvandt af sig selv. Pa figur 23
ses skumdannelsen pa Hvilsom Renseanlaeg, da den var pa sit hgjeste.

Fra anlaegget blev der udtaget aktiv-slam- og evt. skumprgver 1-2 gange om ugen i den
periode, hvor der var skum i anleegget, samt i de efterfglgende uger efter skummet var
forsvundet. Pa proveflaskerne blev der fra renseanlaegget side noteret dato, SV (evt. SVI)
og SS.

Figur 23: Skumdannelse forarsaget af Mycolata pa Hvilsom Renseanlaeg i oktober 2007.

6.1 Z£ndring af bundfaeldningsegenskaber og skummets udbredelse

Den pludselige og meget kraftige reduktion af skum syntes umiddelbart sveer at forklare.
Men da pH i anleegget blev undersggt, viste det sig, at pH under beluftning og i
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sedimentaionsperioden la pa hhv. 5,8 og 5,45 da skummet forsvandt. Dette er meget lavt
for et aktiv-slamanlaeg, og det antages derfor, at den lave pH har haft en negativ effekt pa
forekomsten af de skumdannende bakterier.
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Figur 24: Udviklingen af SV og SVI fra tidspunktet for farste prgvetagning
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Figur 25: Udviklingen af slamkoncentrationen (SS) fra tidspunktet for fgrste prgvetagning.
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Bedegmt ud fra SV og SVI, havde aktiv-slammet pa anleegget generelt tilfredsstillende
bundfaeldningsegenskaber. Som det fremgar af figur 24, |a SVI konstant under 100 mL/g i
hele prgveudtagningsperioden, mens slamkoncentrationen malt som SS varierede i labet
af prgvetagningsperioden mellem 2,2 g SS/L og 5,2 g SS/L (se figur 25).

6.2 Mikroskopering af aktiv-slam og skum

6.2.1 Identifikation og omfang af tradformede bakterier

De dominerende trade i slammet, som ogsa gav anledning til skumdannelsen, blev ud fra
morfologien identificeret som Mycolata, mens de sekundeere trade, som kun udgjorde
omkring 10 %, vurderedes primeert at tilhgre Type 0041/0675.

For at bekreefte identifikationen af de skumdannende tradformede bakterier, blev der
anvendt genprober med forskellige specifikationer. FISH-analysen viste, at EUB-mix
havde sveert ved at treenge ind i de forgrenede filamenter. Denne probe gav saledes et
usikkert positivt signal. Til gengeeld var prgven tydeligt positiv for proben Myc-657, som
rammer gruppen Mycolata. Filamenterne var endvidere negative over for den
artsspecifikke probe GOR-596, der rammer Gordonia, men tydeligt positiv over for Spin-
1449, som specifikt rammer Skermania. Det kan ud fra FISH-analysen derfor
konkluderes, at skumdannelsen i Hvilsom Renseanlaeg skyldes trade tilhgrende gruppen
Mycolata og arten Skermania. Resultaterne af FISH-analysen fremgar af tabel 8.

Tabel 8: Resultater for identifikation af Mycolata

Alle bakterier Mycolata Skermania Gordonia
(EUB-mix) (Myc-657) (Spin-1449) (GOR-596)
Identifikation af Mycolata (+) + + +

Som en del af karakteriseringen af slammet blev Tl vurderet under mikroskoperingen af
slamprgverne. Udviklingen af Tl i hele pra@vetagningsforlgbet fremgar af figur 26. | starten
af forlgbet steg Tl fra 3 til 5, hvor det toppede. Pa dette tidspunkt var skumdannelsen pa
anleegget ligeledes pa sit hgjeste. Men kun omkring 2 uger efter forste prgveudtag skete
der en veaesentlig reduktion i skumdannelse savel som TIl. Dette forte til, at Tl efter kun 3
ugers prgvetagning endte pa 1, alt imens skummet fuldstaendigt forsvandt kun 17 dage
efter det forste prgveudtag. | de efterfalgende uger, hvor der ikke sa hyppigt blev udtaget
prover, steg Tl igen til 4 for efterfglgende at falde til 1, men der blev ikke laengere
observeret skum i anleegget. | den periode, hvor der var skum pa anlaegget og Tl > 2, var
Mycolata tydeligvis dominerende, men med skummet forsvandt ogsa Mycolata i slammet
og vandfasen. Dette betad, at Mycolata i den efterfglgende periode kun var sekundaer og
udgjorde < 10 %. Den pludselige stigning i Tl efter 32 dage skyldtes overraskende nok
ogsa Mycolata, men i de efterfalgende pragver var Mycolata igen reduceret til kun at
udgere den sekundeere tradtype. Den pludselige opblomstring af Mycolata kan ikke
umiddelbart forklares.
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Figur 26: Udviklingen af Tl fra tidspunktet for farste prgvetagning.

| slammet stak mange Mycolata ud fra flokkene, men som neevnt befandt langt
stgrstedelen sig i vandfasen mellem flokkene. Hvorvidt Mycolata dannede bro mellem
flokkene, var derfor oftest sveert at vurdere. Men sammenlignes SVI med TI, ses det, at et
hgjt Tl ikke umiddelbart gav anledning til darlige bundfeeldningsegenskaber. Dette tyder
pa, at de sma Mycolata-kolonier ikke havde en brodannende virkning. Mycolata pavirkede
dog nogle steder flokstrukturen i kanten af flokkene, hvilket her medfgrte en diffus og
aben flokstruktur, men generelt var de irreguleere flokke kompakte og havde en fast
flokform. Flokkestgrrelsen var varierende, men det var tydeligt, at de mindre flokke var
mere kompakte end de stgrre. Efter Mycolatas forsvinden havde tradene stort set ingen
indvirkning pa flokkene, og kun enkelte steder skabte de lange trade med pavaekster lidt
brodannelse mellem nogle flokke, men set i forhold til TI og SVI syntes dette ikke at have
nogen negativ effekt pa slammet.

6.2.2 Gram- og Neisserfarvninger

Da Mycolata var dominerende, var disse filamenter tydeligt Gram-positive, men da
skummet forsvandt, var de fa Mycolata, der var tilbage i slammet, oftest Gram negative.
Denne endring tyder pa, at de tilbageveerende Mycolata har taget skade, og at
filamenternes cellevaeg er blevet gdelagt. | de efterfelende prgver viste Gramfarvningen
ikke et entydigt resultat. Nogle Mycolata farvede séledes negativt, andre positivt, men
stgrstedelen var en blanding mellem de to.

Ved Neisser farvningen farvede Mycolata negative, og afviger derfor fra Mycolata i Oster
Hornum Renseanlaeg. Dette bekraefter, at der er tale om forskellige arter i de to anlaeg.
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Langt starstedelen af Type 0041/0675 og lignende trade var Gram-negative, men enkelte
lidt tyndere trade var Gram-positive. Generelt var disse trade Neisser-negative. Tradene
endrede ikke karakter undervejs.

6.2.3 Dyr, frie celler og partikler

Under hele preovetagningsforlgbet kunne omfanget af organiske og uorganiske partikler
betegnes som almindeligt, mens udbredelsen af frie celler, spirochaeter og dyr aendrede
sig samtidig med Mycolatas forsvinden. Antallet af frie celler og spirochaeter aendrede sig
saledes fra at vaere hhv. fa og almindeligt til at veere massivt. Antallet af dyr aendrede sig
ligeledes, idet der til at starte med kun blev observeret fa dyr i form af flagellater og
enkelte klokkedyr samt kraviende ciliater. Lige efter skummets forsvinden var der
tydeligvis flere klokkedyr og fritlevende ciliater, om end antallet stadig var lavt. Undervejs
blev der desuden observeret et enkelt bjgrnedyr og en stor orm, hvilket tyder pa en
relativt hgj slamalder. | de efterfglgende prgver var omfanget af dyr igen aftaget, og der
blev kun observeret flagellater og amgber i slammet.

6.3 Diskussion

6.3.1 Skum og bundfeeldningsegenskaber

Erfaringer fra andre renseanlaeg har vist, at en lav slamkoncentration kan have en negativ
indvirkning pa Mycolata (Bagh pers. kom., 2007). Dette har maske ogsa var tilfaeldet i
Hvilsom Renseanlaeg, hvor SS |a omkring 2,2g SS/L pa det tidspunkt, hvor skummet
forsvandt. Den lave slamkoncentration kan saledes veere en medvirkende arsag il
skummets forsvinden, men den primaere arsag formodes at vaere pH-faldet. De @vrige
typer tradformede bakterier syntes mere hardfgre overfor den lave pH i anlaegget, idet
maengden af Type0041/0675 forblev ueendret pa trods af de skrappe betingelser.

Veerdierne for SVI var generelt lave, men ved malingen af SV efter pH-faldet blev det
observeret, at vandfasen var lidt uklar. Dette svaev skyldes sandsynligvis dels
tilstedeveerelsen af Mycolata i vandfasen og dels deflokkulering af slamflokkene grundet
forgiftning. Svaevet tyder pa, at der kan veere en hgj slamkoncentration i det vand, som
ligger over det bundfeeldede slam i anlaegget. Dette er selvfolgelig ikke gnskeligt, idet
anlaegget herved risikerer slamflugt, nar det rensede vand udledes via overlgbet.

Tilseetning af BC-100, kunne veere en Igsning pa problemet. Ud over at sld Mycolata ihjel,
formodes det, at polymeren i BC-100 kunne samle de mange Mycolata, som befandt sig i
vandfasen mellem flokkene. Densiteten ville herved kunne forgges, og Mycolata ville
saledes blive trukket ned gennem vandet og sedimentere sammen med slamflokkene.

6.3.2 Lav pH

Andringen af pH er en faktor, som har stor betydning for driften af et aktiv-slamanlaeg.
Det formodes, at pH-faldet ikke kun havde en indvirkning pa Mycolata. Nyttige
bakteriegrupper som nitrifikanterne er sandsynligvis ogsa blevet pavirket af det sure miljg,
hvilket kan have forringet rensningsgraden af spildevandet. Det kunne saledes veaere
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interessant at underseoge dette, ved at sammenligne ind- og udlgbsdata fra perioderne
for, under og efter pH-faldet.

Arsagen til pH-faldet er ikke fundet, men en medvirkende arsag kunne vaere, at slammet i
slamlagertanken har ligget for leenge. Hvis dette har givet anledning til en
lzengerevarende anaerob nedbrydning af slammet, kan der i tanken veere skabt et surt
miljg. Det dreenvand, der ledes fra slamlagertanken og tilbage i procestanken, kunne
saledes give anledning til et pH-fald i procestanken. Det virker dog usandsynligt, at dette
skulle veere den direkte arsag til den lave pH-veerdi.

Den lave pH kan ligeledes skyldes lav alkalinitet i vandet, og da kveelstoffjernelsen i
anleegget kun omfatter nitrifikation, kan dette bevirke, at alkaliniteten falder yderligere. Lav
alkalinitet vurderes dog kun, at kunne vaere en medvirkende faktor til pH-faldet og saledes
ikke den konkrete arsag.

En tredje mulighed er, at der er sket en forgiftning af slammet gennem det tilledte
spildevand. Da der her er tale om et lille anleeg, er det sandsynlig, at en forholdsvis lille
men meget sur forurening af det tilledte spildevand har haft stor indvirkning pa pH i
anleegget. Dette lader umiddelbart til at veere den mest sandsynlige arsag til pH-faldet.

Den lave pH kan som naevnt veere g@delseeggende for hele den biologiske rensning i
anleegget, og derfor er anlaegget siden pH-faldet blevet tilfgrt kalk for at haeve pH og
dermed skabe bedre betingelser for mikrobiologien i anlaegget.

6.4 Konklusion

| dette casestudie, som vedrgrte Hvilsom Renseanlaeg, var det desveerre ikke muligt at
undersgge effekten af BC-100 pa skumdannende Mycolata. Dog blev der gjort andre
iagttagelser, hvoraf det bl.a. kan konkluderes, at udbredelsen af skum og omfanget af
Mycolata forsvandt ved lav pH. Samtidig med pH-faldet zendredes Mycolatas
cellevaeggen, hvilket ogsa bekreefter den negative indvirkning, som det sure miljg havde
pa disse skumdannende bakterier. Den lave pH-veerdi formodes derfor at havde en
kontrollerende virkning pa skummet i anlaegget, men det anbefales ikke at anvende pH-
styring som kontrolstrateqgi.

Vurderet ud fra SVI havde tilstedeveaerelsen af Mycolata i vandfasen mellem flokken
umiddelbart ingen indflydelse pa slammets bundfaeldningsegenskaber, men de Mycolata,
der befandt sig i vandfasen mellem flokkene, misteenkes for ikke at bundfaeelde sammen
med slamflokkene.

De skumdannende bakterier tilhgrte gruppen Mycolata og herunder arten Skermania.
Dette blev farst vurderet ud fra morfologien og dernaest verificeret vha. geneprober.
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6.5 Perspektivering

Selvom det ikke var muligt at undersgge effekten af BC-100 pa Mycolata i Hvilsom
Renseanlaeg, har dette casestudie alligevel givet en bedre indsigt i, hvordan pludselige
pH-fald kan have en szerdeles kontrollerende effekt pa Mycolata. Idet der ikke blev lavet
LDS pa slam- og skumprgverne fra Hvilsom Renseanlaeg er det dog sveert at vurdere,
hvor stor en andel af Type 0041/0675, der var levende efter pH-faldet. Det kunne saledes
veere interessant at lave tilsvarende studier, hvor pH-veerdiens indflydelse pa tradenes
tilstand blev undersggt i laboratorieforsag ved at udsaette slamprgverne for forskellige pH-
veerdier eller pH-forlgb og dernaest undersgge andelen af levende bakterier med metoder
som LDS. Herved vil det maske kunne undersgges, om de tilbageveaerende trade er
levende, eller om de er dgde og blot sveert nedbrydelige, som det syntes at veere tilfeeldet
i Oster Hornum Renseanlaeg.
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7. Forslag til driftsoptimering med henblik pa kontrol af Mycolata

Denne gennemgang af renseanlaeggene har til formal at undersgge, hvordan anleeggene
er designet i forhold til den aktuelle belastning og samtidig vurdere om driften af
anleeggene kunne optimeres med henblik pa at afhjeelpe problemer med skumdannelse
forarsaget af Mycolata.

7.1 Analyse af anlaegsdesign og drift

7.1.1 Dimensionerings- og beregningsgrundlag

@ster Hornum Renseanlaeg og Hvilsom Renseanlzaeg er dimensioneret til en belastning pa
hhv. 1100 PE og 600 PE, men som det fremgar af tabel 1 og 2 i kapitel 3, er den aktuelle
belastning pa Jdster Hornum Renseanlaeg vaesentlig mindre, hvilket ogsa formodes at
veere tilfaeldet for Hvilsom Renseanlzeg. Desveerre har det i forbindelse med dette projekt
ikke veeret muligt at skaffe det oprindelige dimensioneringsgrundlag for de to renseanlaeg.
Ydermere er der en raekke parametre vedrgrende den nuvaerende belastning og drift af
anlaeggene, som heller ikke har veeret tilgeengelige. Dette bevirker, at beregnings-
grundlaget for analysen bygger pa en raekke antagelser, som forventes at veere
realistiske, men som samtidig bidrager til analysens usikkerhed.

Bade QOster Hornum Renseanleeg og Hvilsom Renseanlzeg er design- og procesmaessigt
forholdsvis simple anlaeg. Renseprocesserne pa begge anlaeg omfatter pa nuveerende
tidspunkt kun nitrifikation, og pa @ster Hornum Renseanlaeg anvendes der desuden
kemisk fosforfjernelse. Dimensioneringen og driften af anlaeggene vurderes derfor ud fra,
om nitrifikationsprocessen kan forlgbe optimalt. Hvorvidt anleeggene er dimensionerede
korrekt i forhold til de aktuelle forhold, bedemmes saledes ud fra den aerobe slamalder i
anlaeggene. Beregningsgrundlaget for analysen af de to anlaeg fremgar af tabel 9 og 10,
mens den anvendte beregningsmetode findes i bilag 6.

Tabel 9: Beregningsgrundlag for analyse af @ster Hornum Renseanlag:

Parameter Veerdi Datagrundlag
Arbejdsvolumen, Vi 475 m3 Oplyst af anlaegget
Slamkonc., Xaktiv-siam
- vinter 5 kgSS/m® Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)
- sommer 3 kgSS/m® Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)
Flow,Qjng 400 m3/d@gn Antagelse (Andersen pers. kom., 2007)

BOD-belastning, mgop,ing 46 kgBOD/dagn Middelvaerdi for 2007, oplyst af anlaegget
Udbyttekonstant, Y s 0,8 kgSS/kgBOD Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)
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Tabel 10: Beregningsgrundlag for analyse af Hvilsom Renseanlaeg:

Parameter Veerdi Datagrundlag
Arbejdsvolumen, Vi 301 md Oplyst af anlaegget
Slamkonc., Xaktiv-siam
- vinter 5 kgSS/m® Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)
- sommer 3 kgSS/m® Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)
Flow,Qing 120 m®dagn Beregnet: 600 PE 4 0,2 m® PE ,ang/d@gn
BOD-belastning, mgop,ing 36 kgBOD/daggn Beregnet: 600 PE a 0,06 m? PEgop/dagn
Udbyttekonstant, Y s 0,8 kgSS/kgBOD Antagelse (Vollertsen pers. kom., 2008)

7.1.2 Dimensionering i forhold til aktuel belastning

Ved en temperatur pa 5 °C er den ngdvendige aerobe slamalder pa omkring 20 dage
(bilag 6). Da temperaturen i begge anleeg selv ikke i vintermanederne formodes at veere
lavere end dette, antages det, at en aerob slamalder pa 20 dage er rigeligt til at opna en
tilfredsstillende nitrifikation aret rundt. Om sommeren, hvor temperaturen er hgjere, er den
ngdvendige aerobe slamalder kun omkring 10 dage.

| begge renseanlaeg viste beregningerne (bilag 6), at den aerobe slamalder bade om
vinteren og om sommeren er mere end dobbelt sa lang i forhold til, hvad der er ngdvendig
for at opna en tilstraekkelig nitrifikation. Den lange aerobe slamalder vidner saledes om, at
anlaeggene er overdimensionerede i forhold til den nuvaerende belastning. De beregnede
veerdier fremgar af tabel 11

Tabel 11: Resultatoversigt for begge anlaeg

@ster Hornum Hvilsom

Parameter Renseanleeg Renseanleeg
Slammasse, Mgjam

- vinter 2375 kgSS 1505 kgSS

- sommer 1425 kgSS 903 kgSS
Slamproduktion, Fsp 36,8 kgSS/dggn 28,8 kgSS/dggn
Aerob slamalder, 0,.,0p

- vinter 65 dage 52 dage

- sommer 39 dage 31 dage
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7.2 Forslag til kontrolmetoder til bekeempelse af Mycolata

Som beskrevet i afsnit 1.3 Kontrolmetoder til bekeempelse af tradformede bakterier findes
der flere forskellige metoder til populationskontrol af tradformede bakterier i aktiv-
slamanlaeg. Generelt kan disse kontrolstrategier inddeles i tre typer: kemisk kontrol, fysisk
kontrol og processtyring. | det falgende beskrives og vurderes disse tre kontroltyper i
forhold til bekeempelse af skumdannende Mycolata pa Jster Hornum Renseanlaeg og
Hvilsom Renseanlaeg.

7.2.1 Kemisk kontrol

Dosering af kemiske produkter som kontrolmtode har generelt til hensigt, at draebe
bakterierne enten direkte eller indirekte.

Dosering af klor draeber bakterierne mere direkte, og kan derfor anvendes som akut
lgsning, hvis der pludselig opstar en massiv opblomstring af Mycolata. Men det frarades
at gaore dette, hvis der findes andre alternativer. Doseringen med klor er generel vanskelig
at optimere, og idet begge renseanlaeg er relativt sma, vil blot en lille overdosering kunne
fa alvorlige konsekvenser for det aktive slam.

Doseringen af BC-100 kan derimod anvendes som en vedvarende kontrolmetode for
Mycolata. Selvom doseringsforsgget pa Oster Hornum viste, at BC-100 ligeledes
pavirkede flokbakterierne, forventes det, at doseringen med dette produkt kan optimeres
saledes, at det far den gnskede effekt. Som beskrevet tidligere kunne dosering af BC-100
gennem et sprinklersystem veere Igsningen. Herved kunne BC-100 doseres direkte til
skummet, og dermed virke mere direkte og effektivt pa problemet.

7.2.2 Fysisk kontrol

Skumdannende Mycolata kan kontrolleres fysisk ved manuelt at fierne skumlaget pa
procestanken eller spule skumlaget med vand. Ved at fierne skummet fiernes ogsa en
stor del af grundlaget for yderligere skumdannelse, men dette Igser sandsynligvis kun
problemet, hvis det geres kontinuerligt. For selvom langt sterstedelen af Mycolata
befinder sig i skummet, vil der stadig veere en stor pulje i aktiv-slammet, som kan give
anledning til ny skumdannelse. Ved at spule skummet med vand, tvinges de
skumdannende bakterier ned i vand- og slamfasen. Her er levebetingelserne for Mycolata
mindre favorable, bl.a. fordi de ma konkurrere med de @vrige bakterier om substrat. Ved
at tvinge Mycolata ned i vandfasen er der samtidig st@grre mulighed for, at de bundfeelder
sammen med slamflokkene. Men sandsynligvis vil Mycolatas hydrofobe overflade tvinge
disse bakterier til at sage op mod overfladen igen, sa snart det er muligt.

Ved at fjerne skummet og/eller spule det ned i vand- og slamfasen symptombehandles
problemet kun. Det er saledes ikke at forvente, at disse kontrometoder vil kontrollere
Mycolata pa laengere sigt.

7.2.3 Processtyring

Princippet bag kontrol af tradformede bakterier gennem styring af procesbetingelserne er
at styre tilgeengeligheden af elektronacceptorer og elektrondonorer for biomassen i
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anlaegget. Dette er ligeledes princippet bag selektorer. Nar bakterierne omsaetter substrat
under aerobe, anoxiske eller anaerobe forhold benytter de forskellige elektronacceptorer.
Denitrifikanterne benytter eksempelvis nitrat som elektronacceptor under anoxiske forhold
og omdanner herved nitrat til frit kveelstof. Mycolata foretraekker aerobe forhold men kan
ligeledes omseette substrat under anoxiske forhold (Eales et al., 2006). Det har dog vist
sig, at anleeg med denitrifikation — og dermed skiftende aerobe og anoxiske forhold — kun
sjeeldent har problemer med skumdannende Mycolata (Nielsen pers. kom., 2008).

Idet den aerobe slamalder i bade Jster Hornum Renseanlzeg og Hvilsom Renseaneelg er
mere end dobbelt sa lang som ngdvendigt, er det muligt at reducere beluftningstiden med
50 %, uden at dette burde fa indflydelse pa omsaetningen af ammonium. For begge
anleeg vil det derfor vaere muligt at omleegge driften, saledes at spildevandet beluftes 50
% af tiden (aerob) og omrgres 50 % af tiden (anoxisk) (Vollertsen pers. kom., 2008). En
sadan driftsomlaegning ville skabe ufavorable vaekstbetingelser for Mycolata, idet disse
bakterier som naevnt bedst omsaetter substrat under aerobe forhold. Konkurrencen om
substrat vil saledes vaere skeerpet, og dette vil forhabentligt bevirke, at Mycolata
udkonkurreres af andre bakterier i aktiv-slammet. Hertil kommer dog, at Microthrix, som
ofte ogsa giver anledning til driftsproblemer i form af skumdannelse, trives saerdeles godt
under de skiftende aerobe og anoxiske forhold. Driftsomlaegningen, som har til hensigt at
lgse et problem, kunne saledes samtidig give anledning til et andet.

Der er dog andre fordele ved denne form for driftsomleegning, hvoraf implementeringen af
denitrifikation i anlaegget er et af de centrale. Erfaringen viser, at nitrifikation og
denitrifikation tidsmaessigt kraever nogenlunde samme slamalder for at kunne forlgbe
(Vollertsen pers. kom., 2008). Den lange slamalder bevirker saledes, at der er rigelig med
tid til, at begge processer kan na at finde sted, og dermed forurenes recipienten ikke med
uhensigtsmaessige mellemprodukter som ammonium og nitrit. Samtidig antages det, at
bionedbrydeligheden og maengden af det organiske materiale i begge anlaeg er velegnet
til denitrifikation. Denne antagelse bygger pa, at der er tale om sma lokale anlaeg, hvor
transporttiden i aflgbssystemet er sa kort, at kun en lille del af det letomsaettelige
organiske materiale bliver omsat, inden det nar renseanlaegget (Vollertsen pers. kom.,
2008). Der burde saledes bade veere et hgjt BOD/COD-forhold og C/N-forhold i det
tiledte spildevand og dermed tilstreekkeligt med letomsaetteligt substrat til de
denitrificerende bakterier.

7.3 Forslag til driftsoptimering

| de foregaende afsnit er der givet flere forslag til, hvordan problemet med skumdannende
Mycolata kan gribes an. Set i forhold til den made anleeggene drives nu, vurderes det, at
en omlaegning af driften til ogsa at omfatte denitrifikation er den bedste lgsning. Dette bgr
dog eventuelt til at starte med kombineres med dosering af BC-100 og/eller fysisk kontrol,
indtil processerne i anleegget fungerer optimailt.

Overdimensioneringen af procestanken pa begge renseanlaeg giver samtidig mulighed for
at omlaegget driften af anlaegget med minimale omlaegningsomkostninger. Dette skyldes,
at en af de starste driftsomkostninger ved et aktiv-slamanleeg, er at skabe aerobe forhold
gennem beluftning. Ved at reducere den aerobe slamalder og dermed beluftningstiden
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kan der ud over en forbedret rensning af spildevandet tilmed opnas en veesentlig
besparelse i driftsomkostninger. Installeringen af omrgrer i anleegget er selvfglgelig en
driftsomlaegningsudgift, som ma paregnes. Men den strgmbesparelse der opnas ved at
omrgre spildevandet i stedet for at belufte, vil pa sigt antageligt kunne betale de
omkostninger, der er forbundet med driftsomlaegningen. Hvis driften af anlaeggene
omleegges saledes, at der beluftes 50 % af tiden og omrgres 50 % af tiden, vil der kunne
opnas en besparelse pa op mod 30 % i driftsomkostninger (Vollertsen pers. kom., 2008).

| forbindelse med driftsomlaegningen er det rent praktisk en fordel at oprense ringkanalen.
Erfaringer viser nemlig, at der ofte er store sandaflejringer i procestanken, som bevirker,
at den aktuelle kapacitet af anlaegget er vaesentligt mindre end den beregnede. Dette
skyldes, at nogle sandfang ikke er effektive nok til at tilbageholde sand osv., og dermed
ender det i selve procestanken (Vollertsen pers. kom., 2008).

7.4 Perspektivering i forhold til driftsoptimering

Ved hjeelp af Den Mikrobiologiske Database over Danske Renseanlaeg kunne det vaere
interessant at undersgge, hvorvidt der findes sammenhaenge mellem anlaegstyper/
rensemetoder, anlaegskonfiguration og driftsproblemer forarsaget af bestemte typer
tradformede bakterier som eksempelvis Mycolata. Sadan viden kunne med fordel
anvendes til at forbygge og l@se problemer, der relaterer sig til tradformede bakterier.
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BILAG 1: Datablad og Leverandgrbrugsanvisning for BC-100
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Kemwater™

BC-100

Bulking Control 100 - et produkt til kontrol af
tradformige bakterier

BC-100 er en unik blanding af uorganiske salte og organiske
polymerer. Produktet anvendes i biclogiske renseanlseg for at
fremme en god biologisk funktion samt for at reducere og forhindre
forekomsten af uenskede tradformige bakterier.

For at fremme en enkel handtering og gode blandingsegenskaber
tilbydes BC-100 i vaeskeform.

Dosering:

Dosering og behandlingstid bestemmes af anlseggets sterrelse og
tilstanden i den biologiske proces og skal afgeres i samarbejde
med Kemira Water Danmarks personale.

Materiale af messing skal undgas.

Leveringsform:
BC-100 leveres i IBC-container eller tankbil.

pH 5-7

Krystalisationstemperatur <-10¢C

Densitet ved 20 °C 1 140 kg/m?

Farve Gullig veeske

Leveringsform Bulk, 800 /1000 | palletanke, 200 | tromler, 25 | dunke
Producent Kemira Kemi AB, Kemwater

Denne tekniske information er kun vejledende

Kemira Water Danmak A/S 2008-01-18

KEMIRA WATER DANMARK indgar i Kemirakoncernen
KEMIRA WATER DANMARK A/S

G-Vej 3 Telefon 33 13 67 11
2300 Kebenhavn S Telefax 33 13 85 42
Danmark www.kemira.dk
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Kemira

1.

2.

LEVERANDYJRBRUGSANVISNING

Produkt
Handelsnavn:
Anvendelsesomride:

Leverander;

Telefon nodsituation:

Sammensathing
Kemisk navn:
Stofnavn:

Calcium chloride

Epiklorhydrin-
dimetylamin-
kopolymer
Fareidentifikation
Mzerkning:
Akutvirkning:
Kronisk virkning:
Miljavirkning:
Forstehjaelp
Generelt:

Hud:

Ajne:

Indtagelse:
Indinding:
Brandslukning
Brandfare:
Slukningsmidler:

- Brug ikke:

Serlige farer:

Beskyttelse af brandmandskab:

Spild / uheld
Personbeskyttelse:
Miljebeskyttelse:
Opsamling:

EINECS nr.:

BC-100
Kemwater BC-100

Bulking Control 100 - et produkt til kontrol af traidformige bakterier

Kemira Water Danmark A/S
G-Vej 3, 2300 Kabenhavn S
Kontaktperson: Annette Ejsing
Telefon: 33 1367 11

82121212

CAS nr:
10043-52-4
233-140-8
42751-79-1

Producent:

Telefon:
PR nr:

Indhold % :
10- 19 %

2-10%

Kemira Kemi AB

P.O. Box 902

251 09 Helsingborg, Sverige
+464217 1000

Klassificering:
Irriterende

Xi, R36
R52/53

Ikke klassificeret som verende farlig for helbred eller milja

Vis denne leverandarbrugsanvisning til laege

Grundig afvaskning med vand og sxbe

Skyl med vand

Kontakt lege ved storre maengde indtagelse

Ingen risiko som krever farste hjalp.

Produktet er ikke brandbart
Alle
Ingen specielle risici

Ingen swerlige krav

For personlig beskyttelse se under afsnit 8

Minimer udbredningen gennem indd@mning med inert absorbtionsmiddel (sand, grus)

Smi mengder kan spules til aflabet med rigelig mangder vand. Store maengder:
informer redningstjeneste ved udslip til vandlgb, mark eller aflob
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Kemira

LEVERANDGJRBRUGSANVISNING

7. Handtering / lagring BC-100
Hindtering: For personlig beskytielse se under afsnit 8
Opbevaring: Opbevares i original-beholdere. Materialer som skal undgis: ingen specielle farer

8. Pavirkning / personlige veernemidler
Pavirkningsmuligheder:

Personbeskyttelse: Arbejdsplads og arbejdsmetoder udformes si direkte kontakt med produktet undgis

- Indinding: -

- Hender: Gummi- eller plasthandsker  Gennembrudstid PVC: > 6 timer  Neophren > 6 timer
- Ojne: Beskytielsesbriller eller ansigtsskaerm

- Hud: Ingen serlige krav

Nodbruser og ojenskylleflaske bor forefindes pa arbejdsstedet.
9. Fysisk-kemisk egenskaber

Udseende, lugt: Gul med ubetydelig Tugt Viskosilet: -
Massefylde: ca 1,2 griem3 Opleselighed i vand:  Ubegranset
Flamme punkt: Ikke brandbart pH verdi: 5-7
Kogepunkt: ca 100 °C Frysepunkt: <-10°C
10. Stabilitet og reaktivitet
Forhold, der skal undgis: Stabil ved normale forhold
Materialer, der skal undgas: Ingen specielle risici
Stabilitet:
11. Toksikologiske oplyshinger
Oral LD30, rotie {mg/kg): Calcium klorid: 1.000 mg/kg Epiklorhydrin-dimetylamin-kopolymer: 5.000 mg/kg
Hygiejnisk grenseverdi::
Generelt:
Indinding:
Hudkontakt:

Kontakt med éjnene:
Indtagelse:

12. Miljgoplysninger
Nedbrydelighed:
Bioakkumulering:
Pkotoxicitet:
Yderligere information:

13. Bortskaffelse



Kemira

LEVERANDORBRUGSANVISNING

14. Transportoplysnindger

BC-100

Ikke klassificeret som farligt gods i henhold til ADR

UN nr.:

PG:

RID / ADR klasse:
FARESEDDEL:

15. Markning
Klassificering efter EU:
Optaget pi miljostyrelsens liste:
R-s@(ninger:

S-smetninger:
EINECS Nr.:
CASNr.:

16. Andre oplysninger
Sarlig uddannelse:
Anvendelsesbegrensning:

Referencer:

IMDG:
EMS:

Ingen
Ingen

Ingen, men der skal instrueres grundigt i brug al produktet for arbejdet

Ingen under I8 fr mé arbejde med produktet i.flg Arbejdsministeriets bekendtgarelse
nr. 239 af 6/4-05, bilag 2 A

Bekendtggrelse nr. 329 af 16. maj 2002 om klassificering, emballering, merkning,
salg og opbevaring af kemiske stoffer og produkter

Bekendtgarelse nr. 923 af 28/09/2005 om listen over farlige stoffer

Bekendtggrelse nr. 21 af 16, januar 1996 af lov om kemiske stoffer og produkter
Bekendtgarelse nr. 559 af 04/07/2002 om serlige pligter for fremstillere, leverandérer
og importerer mv. af stoffer og materialer efter lov om arbejdsmilje

Bekendtggrelse nr. 619 af 27/06/2000 om affald

Arbejdstilsynets bekendtgerelse nr. 292 af 26 april 2001 om arbejde med stoffer og
materialer (kemiske agenser)

Arbejdstilsynets bekendtgarelse nr. 301 af 13. maj 1993 om lastsettelse af kodenumre
Arbejdstilsynets bekendtggrelse nr. 239 af 6. april 2005 om unges arbejde
AT-Vejledning C.0.1 April 2005: Graensevaerdier for stoffer og materialer
Miljastyrelsens bekendtggrelse nr. 1049 af 27. oktober om begransning af VOC i
produkter til overfladebehandling og billakering

EU forordningen 1907/2006 (REACH)

Liste over alle relevante risikos®tninger:

R 36 Irriterer @jnene
R 52/53 Skadeligt for vand-levende organismer, kan fordrsage skadelige
langtidseffekter i vandmiljaet

Udskrevet: 30-01-2008
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BILAG 2: Mikroskopering af aktiv-slam- og skumprgver

Renseanlaeg:

Slamprgve fra: Udtaget, dato: Mikroskoperet, dato:

1. Tr&dformede bakterier

Tradindeks: 0 1 2 3 4 5
| | | | | | |
Tradtyper:
%-andel Y%-andel
Beggiatoa Type 0041/0675
H. Hydrosis Type 0092
M. parvicella Type 021N
N. limicola Type 0803
Nocardia Type 0914
Thiothrix Type 1851
Anden: Anden:

2. Flokstruktur

Tradenes pavirkning af flokstruktur: | | | |
Ingen/ringe Bro mellem Skaber aben
pavirkning flokke struktur

Flokstgrrelse: | | | |
<0,15 mm 0,15-0,5 mm >0,5 mm

Flokform:

Fast eller

Svag

3. Dyr

Rund eller
Irregulaer

Diffus eller
Kompakt

Antal pr. deekglas

1-5

5-20

20-100

>100

Amgber (tilfgj typer)

Flagellater

Fritsvemmende ciliater

Fastsiddende ciliater

Kravlende ciliater

Fritlevende ciliater

Andet

4. Diverse

Antal pr. deekglas

Ingen

F&

Alm.

Massiv

Organiske partikler/fibre

Uorganiske partikler

Frie celler

Spirochaeter

Zoogloea

5. Farvninger
Gram:

Neisser:
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BILAG 3: Forsggsmanual til FISH-analyse

Formal
Identifikation af de skumdannende Mycolata og Type 0041/0675

Kemikalier
e 96 % ethanol
e Demineraliseret vand
e 0,1 MHCI

Lysozym-oplgsning (laves i 2 mL Eppendorfrar)
e 20 mg lysozym
e 200 uL 0,5MEDTA
e 200 pL 1,0 M Tris-HCl-oplgsning, pH 7,5
e 600 uL MilliQ-vand

Achomopeptidase (AP) (laves i 2 mL Eppendorfrar)
e 8 pL AP-stamopl@sning
e 2000 pL AP-buffer (0,01 M NaCl og 0,01 M Tris-HCI)

Hybridiserings- og vaskebuffer

e FA

¢ MilliQ vand, autoklaveret

e 5MNaCl

e 1 Mtris-HCI

e 10 % SDS

o EDTA
Prober:
Specifakation Probenavn % FA
Bakterier, generel probe EUBmix Underordnet
Mycolata, gruppespecifik probe Myc-657 30 % FA
Skermania, arts-specifik probe Spin-1449 35 % FA
Gordonia, arts-specifik probe Gor-596 30 % FA
Chloroflexi, gruppespecifik probe Cfx_mix 35 % FA
Aquaspirillum, gruppespecifik probe Floc-997 35 % FA
Phylum candiclate division TM7 TM7-905 20 % FA

Materialer og Apparaturer

e Hgnsergr + propper Armann-objektglas:

2 mL Eppedorfrer
Amann-objektglas

Pincet

50 mL centrifugergr

Serviet

Varmeskab (46 °C og 37 °C)
Vandbad (48 °C)
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Fremgangsmade

A) Fixering

Da Mycolata er Gram positiv fixeres prgven i et hansergr med 96 % ethanol i forholdet 1:1 og opbevares i
fryseren ved -20 °C indtil videre brug.

B) Immobilisering pa Amann-objektglas

1.

15 pL af den fixerede prgve overfares til hver af brgndene pa et Amann-objektglas (se tegning).

2. Proverne tgrres 15-30 min i varmeskab ved 46 °C, for at sikrer en god binding af praven til glasset.

Praven skal veere fuldsteendig ter inden naeste trin.

C) Permeabilisering

Da Mycolata her en celleveeg, der kan vaere svaert gennemtraengelig for genproberne, ma der forud for
hybridiseringen foretages en permeabiliserings-procedure, nar der anvendes prober, som har til hensigt at
ramme Mycolata eller undergrupper af Mycolata.

1.

Lysozymbehandling

= 15 uL lysozym-oplasning overfgres til hver af brendene.

= Amann-objektglasset leegges vandret i et 50 mL centrifugerer. | rgret leegges forinden et
stykke serviet fugtet med demineraliseret vand. Dette geres for at undga, at enzym-
opl@sningen skal fordampe og dermed @ge enzymkoncentrationen.

= Centrifugergret placeres vandret i et varmeskab ved 37 °C i 30 min.

* Prgven vaskes med demineraliseret vand og tgrres i varmeskab ved 46 °C inden neeste
trin. NB: vask ikke direkte i breandene men lad vandet Igbe henover dem, sdledes at preven ikke
vaskes af glasset.

Acromopeptidasebehandling

= 15 uL Acromopeptidase-oplasning overfgres til hver af brgndene.

= Amann-objektglasset leegges vandret i et 50 mL centrifugerer. | rgret laegges forinden et
stykke serviet fugtet med demineraliseret vand.

= Centrifugergret placeres vandret i et varmeskab ved 37 °C i 30 min.

= Prgven vaskes med demineraliseret vand og tarres i varmeskab ved 46 °C.

Behandling med saltsyre

= 15 uL 0,1 M HCI overfares til hver af brendene.

= Amann-objektglasset lsegges vandret i et 50 mL centrifugerer. | rgret laegges forinden et
stykke serviet fugtet med demineraliseret vand.

= Centrifugergret placeres vandret ved stuetemperatur 10 min.

* Prgven vaskes med demineraliseret vand og terres i varmeskab ved 46 °C.

Slutteligt placeres pragven 1 min i 96 % ethanol og tarres efterfglgende.

Den permeabiliserede prave opbevares i fryseren ved -20 °C indtil videre brug

D) Hybridisering

1.

Til dette trin skal der forberedes en hybridiseringsbuffer, hvor indholdet af formamid svarer til de
prober, som anvendes. | skemaet herunder ses opskriften for de anvendte hybridiseringsbuffere,
som laves i 50 mL centrifugerar.

8 uL hybridiseringsbuffer overfgres til hver brend pa Amann-objektglasset

1 uL (af hver) probe overfares nu til hver brgnd direkte ind i bufferen (Hvis der anvendes mere end
én probe i brandene er reekkefglgen underordnet)
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4. Amann-objektglasset leegges vandret i centrifugergret. | roret laegges forinden et stykke serviet f
ugtet med de resterende buffer. Dette ggres for at undga, at hybridiseringsbufferen i brendene skal
fordampe under opvarmningen.

5. Centrifugeraret placeres vandret i et varmeskab ved 46 °C i minimum 90 min.

% FA FA MilliQ vand | 5 M NaCl (uL) 1 M Tris-HCI | 10 % SDS
(uL) (uL) (uL) (L)

20 400 1200 360 40 2

30 600 1000 360 40 2

35 700 900 360 40 2

E) Vask

1. Vaskebufferen forberedes i minimun 30 min fgr hybridiseringen er afsluttet, da bufferen skal
opvarmes til 48 °C i varmebad inden anvendelse. Vaskebufferen forberedes saledes, at den svarer
til den anvendte hybridiseringsbuffer. De forskellige kemikalier overfgres til 50 mL centrifugerar,
som fyldes ad 50 mL med demineraliseret vand. | skemaet herunder ses opskriften for de anvendte
vaskebuffere:

NaCl EDTA 5 M NaCl (uL) 1 M Tris-HCI | 10 % SDS
% FA (mol) (uL) (uL) (uL)
20 0,225 500 2150 1000 50
30 0,112 500 1020 1000 50
35 0,080 500 700 1000 50

2. Efter hybridiseringen tages Amann-objektglassene forsigtigt ud af Centrifugergrene med en pincet.

3. Et par mL af vaskebufferen bruges til "forvask”. Igen vaskes der ikke direkte i brgndene, i stedet
lader man lidt af bufferen Igbe henover dem, saledes at prgven ikke vaskes ud af brgndene.

4. Amann-objektglasset placeres efterfglgende lodret i den opvarmede vaskebuffer i centrifugergrret.
Raret saettes lodret i et varmebad ved 48 °C i 15 min.

5. Efter vaskeproceduren tages Amann-objektglassene op med en pincet og vaskes forsigtig pa begge

sider med demineraliseret vand for at fijerne saltpartikler og vaskebuffer.

F) Fluorescensmikroskopering

Nar Amann-objektglassene er helt tgrre kan de undersgges i fluorescens-mikroskop. For at forbedre
fluorescenssignalet laegges en drabe citifluor i hver af brendene og efterfelgende Isegges et stort deekglas
over brgndene.
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BILAG 4: Forsggsmanual til LDS

Formal

Bestemme andelen af Mycolata i det aktive slam og skum, der er levende, for, under og efter doseringen af

BC-100.

Kemikalier

Til samtlige LDS-forsgg benyttes et kit kaldet L13152 LIVE/DEAD ® Baclight™ Bacterial Viability Kit *10
applicator sets*. Kittet indeholder reagenserne SYTO9 farve (komponent A), Propidiumiodid (komponent B)
og BacLight mounting olie (komponent C).

Udover kittet anvendes;

Demineraliseret vand (dH,0) til stockoplgsningen.

e HyQ Phosphate Buffered Saline (PBS)

o Sterilfiltreret milliQ-vand

e Aktiv-slam og skum

Materialer

e Homogenisator e Stopur

e 20 mL engangssprgjte e Stanniol

e 0,20 ym sterilfilter e 0,22 micron polycarbonat filter

e 15 mL centrifugerar o Citifluor

e Eppendorfrgr o Objektglas

e 1-5 mL pipette + spidser e Dakglas

e 40-200 L pipette + sterile spidser e Immersionsolie

e 5-40 uL pipette + spidser

Fremgangsmade

1. Forbered en stamoplagsning ved at oplgse pipetten med komponent A og pipetten med komponent
B i 5 mL sterilfilteret demineraliseret vand i et 15 mL centrifugerear.

2. 2 mL slam overfgres til en grov homogenisator, hvor det homogeniseres blidt i 2 min. Dernaest
overfgres 100 pL slam fra hver af de homogeniserede prgver (hhv. slam og skum) ftil et
eppendorfrgr, hvor LDS-oplgsningen tilseettes cellesuspension i forholdet 1:1.

3. LDS-oplgsningen og cellesuspensionen blandes grundigt. Eppendorfragret pakkes ind i stanniol og
henstilles i 15 min.

4. Der fremstilles nu i alt tre praeparater efter proceduren gennemgaet i punkt 5-9.

5. 2 mL PBS-oplasning forberedes af 200 ul PBS og 1800 ul sterilfiltreret milliQ-vand.

6. Med en pipette overfgres 50 pl farvet cellesuspension til 1 mL PBS-oplgsning i et Eppendorfrar.

7. Dette blandes grundigt og filtreres ned pa et sort 0,22 micron polycarbonat filter for at undga
baggrundsstgj fra LDS-oplgsningen. Efterfglgende filtreres yderligere 1 mL PBS-oplgsning gennem
filteret, for at vaske overskydende farve veek.

8. Filteret overfares forsigtigt til et objektglas, hvorpéa der laegges en drabe citifluor og et deekglas.

9. Preeparaterne observeres i fluorescensmikroskop, hvor andelen af levende Mycolata bestemmes

for et givent omréde 5 steder pa hvert praeparat. Levende bakterier (gren fluorescens) observeres
ved en bglgeleengde pa 480-500 nm, mens dgde bakterie (r@d fluorescens) observeres ved 490-
500 nm. Flokbakteriernes tilstand noteres ligeledes.
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BILAG 5: Forsggsmanual til CTC

Formal

Bestemme andelen af Mycolata-filamenterne i det aktive slam og skum, der er aktive, fgr, under og efter
doseringen af BC-100.

Kemikalier
En stamoplasning af 5-cyano-2,3-diolyl-tetrazoliumchlorid (CTC) fremstilles ved at oplgse 100 mg CTC i 6,6
mL milliQ vand eller dobbelt destilleret vand. Desuden anvendes demineraliseret vand (dH,O), aktivt-slam

0g skum.
Materialer
e Homogenisator e 5-40 pL pipette
e 20 mL engangssprajte o sterile pipettespidser
e 0,20 um sterilfilter e Stopur
e 50 mL centrifugergr o Objekiglas
e 15 mL centrifugerar e Dakglas
e 1-5mL pipette ¢ Immersionsolie
Fremgangsmade
1. 2 mL slam overfgres til en grov homogenisator, hvor det homogeniseres blidt i 2 min.
2. 1 mL slam fra hver af de homogeniserede prgver (slam og skum) overfgres til et 15 mL
centrifugergr, hvor det fortyndes med 1 mL sterilfiltreret demineraliseret vand.
3. 10 pL CTC-oplgsning overfares til centrifugeraret indeholdende de 2 mL fortyndet slamprave.
4. Dette inkuberes i 30 minutter til 1 time ved stuetemperatur under omrgring pa ca. 200 rpm. Pa et
rystebord opnas en passende omrgring.
5. Med en pipette overferes 20 pl fra blandingen til hvert af tre objektglas, hvorpa der laegges et
deekglas.
6. Preven observeres i mikroskop, hvor andelen af aktive Mycolata (red fluorescens) bestemmes for

et givent omrade 5 steder pa hvert preeparat. Andelen af aktive bakterier findes enten direkte i
fluorescensmikroskop og/eller ved billedanalyse, hvor et lysmikroskopibillede (alle filamenter) og et
intensitetsbillede (aktive filamenter) fra det samme omradde sammenholdes. Flokbakteriernes
tilstand noteres ligeledes.

69



BILAG 6: Metode til analyse af anleegsdesign og drift

Formal

Formalet med at analysere dimensionering og drift af ringkanalen pa begge anlaeg, er at
vurdere, om anlaeggene er overdimensionerede i forhold til den nedvendige aerobe
slamalder for tilfredsstillende nitrifikation. Hvis dette er tilfeeldet, kan en driftsomleegning,
der giver en leengere anoxisk opholdstid, maske lade sig gere. En laengere anoxisk
opholdstid ville samtidig gere det muligt at omlaegge driften af anlaegget til ogsa at
omfatte denitrifikation. Dette ville mindske udledningen af kveelstof til recipienten og
dermed forbedre kvaliteten af det rensede spildevand.

Dimensionering i forhold til nitrifikation

For at kunne beregne den aerobe slamalder (B.erob) | @anlaeggene, er det ngdvendigt farst
at beregne slammassen (mgam) i ringkanalen og den daglige slamproduktion (Fsp).
Forholdet mellem disse to parametre svarer til Ba¢rop:

Baerob = Msiam/Fsp

Slammaengden i anlaeggene findes ud fra arbejdsvolumen (Vgix) i tanken og
slamkoncentrationen (Xaxtiv-siam):

Mgjam = Vdrift *Xaktiv-slam

Vgt er det volumen, der er taget i anvendelse, nar beluftningen stoppes. Dvs. nar
vandstanden nar et fastsat niveau, som far styringen af anlaegget til at standse rotoren. |
@ster Hornum Renseanlaeg og Hvilsom Renseanlaeg standser rotoren ved en vandstand
pa hhv. 1,2 m og 1 m, hvilket svarer til et arbejdsvolumen pa 475 m® og 301 m* hhv.

Xaktiv-slam a@ngivet som suspenderet stof i procestanken har typisk en veerdi pa 4-6
kgSS/m3, hvilket ofte afhaenger af arstiden. Typisk er Xakiiv-siam pa 5 kgSS/m3 om vinteren
og 3 kgSS/m® om sommeren. Jo stegrre slamkoncentrationen er, desto mindre
tankvolumen kraeves der, og derfor er dette en vigtig parameter i forbindelse med
procesoptimering (Vollertsen pers. kom., 2008). Da omseaetningen af bl.a. kveelstof
gennem nitrifikation og denitrifikation typisk stiger i takt med en temperaturstigning
(Henze et al., 2006), betyder dette, at den ngdvendige slamkoncentration i anlaegget er
lavere om sommeren end om vinteren.

Den daglige biologiske slamproduktion beregnes pa baggrund af omsat BOD i anleegget
og den observerede udbyttekonstant for den biologiske slamproduktion (Y ops):

Fsp = Yobs(MBoD,ind — MBoD,ud)
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Hvor mgop.ind — Meop,ug Svarer til den daglige BOD-belastning i hhv. ind- og udigb_ Idet
stort set alt BOD oftest omseettes, regnes der her i stedet med BOD-belastningen af
anlaegget i indlgbet.

Yobs €r et udtryk for, hvor stor en del af der organiske stof i spildevandet, der anvendes til
ny biomasse. Yqps afleeses af figur 27, som funktion af slambelastningen svarende til
forholdet mellem massen af BOD, der tilledes anlaegget, og massen af slam i aktiv-slam,
som udledes (Henze et al.,2006). ldet slambelastningen ikke er kendt, anvendes i stedet
en antaget veerdi for Yos pa 0,8 kgSS/kg BODyieer, hvilket normalt er et godt bud
(Vollertsen pers. kom., 2008)

Udbyttekonstant

kgSS/kgBOD  kgCOD(B)/kg
tilfart COD(S) tilfert

A

1,0 | Raspilde-

R ERs

0.8 71

+————F————+——+—+—+—+—+—» Slambelastning
0,1 0,5 1,0 kgBOD/(kgSS-d)

Figur 27: Observeret udbyttekonstant i aktiv-slamanleeg plottet mod slambelastningen (Henze et al.,
2006)

Ud fra Baer00 kan det vurderes, om anlaegget er overdimensioneret i forhold til, hvad der er
ngdvendigt for at opna en tilfredsstillende nitrifikation. For at nitrifikationen kan finde sted,
er det ngdvendigt med en relativ hgj slamalder. Dette skyldes, at de nitrificerende
bakterier vokser langsomt i forhold til mange af de gvrige bakterier i det aktive slam
(Winther et al., 2004). Af figur 28, som ofte anvendes i dimensioneringssammenhange,
kan den ngdvendige aerobe slamalder ved forskellige temperaturer aflaeses.
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Ngdvendig aerob slamalder
A Oxa for nitrifikation (dagn)

20 4
151 Fuld nitrifikation
10
5| Ingen nitrifikation
Temperatur
0 | | |
>
5 10 15 20

Figur 28: Sammenhang mellem temperatur og den ngdvendige aerobe slamalder, som er ngdvendig
for at opna en tilfredsstillende nitrifikation (Henze et al., 2006).

Driftsomlsegning til denitrifikation

Bade bionedbrydeligheden og maengden af det organiske stof i spildevandet har stor
betydning for denitrifikationen. Hvis driften af anlaegget omlaegges til ogsa at omfatte
denitrifikation, kraever dette, at der er tilstraekkeligt med letomsaetteligt organisk materiale
i spildevandet.

Ud fra forholdet mellem BOD og COD i indlgbet vurderes det, hvorvidt det organiske
materiale i spildevandet er let eller sveaert nedbrydeligt. Her benyttes det som
tommelfingerregel, at hvis BOD/COD < 0,45, sa regnes det organiske materiale i
spildevandet for sveert nedbrydeligt. Er BOD/COD > 0,5, regnes det organiske materiale
for let nedbrydeligt (Vollertsen pers. kom., 2008).

Nitrifikanterne kraever ikke organisk materiale, men mange andre bakterier vil under den
aerobe opholdstid anvende det organiske materiele som kulstofkilde. Hvis der under
aerobe forhold omsaettes for meget letomsaetteligt organisk materiale, risikeres det, at der
ikke er nok til, at denitrifikationen kan finde sted. Det er derfor vigtigt, at denne pulje er
tilstraekkelig til, at alle disse mikrobiologiske processer kan finde sted. For at opna en
tilfredsstillende biologisk fiernelse af kveelstof er det som udgangspunkt ngdvendigt med
et C/N-forhold pa minimum 10-12 g C/g N.
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