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Phosphat kan genindvindes fra spildevand ved hjeelp af bakterier.
Viden om, hvilke bakterier der kan optage og oplagre phosphat,
deres levevis og deres betydning er vigtig for, at man kan optimere
driftsbetingelserne for disse bakterier pa renseanlaeggene.

iologisk fjernelse af phos-
phat pa renseanlaegge-
ne sker ved hjeelp af en
seerlig gruppe bakterier,
som kan optage store maengder
phosphat, hvis de rette driftsforhold
er til stede. Bakterierne optager
oplgst phosphat fra spildevandet og
opbevarer det som lagre af lange
keeder af phosphat, kaldet polypho-
sphat. Dermed bindes en stor del af
spildevandets phosphat i biomas-
sen (kaldet det “aktive slam”) uden
brug af kemikalier. Slammet kan
derefter direkte bruges som gad-
ning efter afvanding eller overfgres
til rddnetank for biogasproduktion
og videre forarbejdning med henblik
pa at genindvinde rent phosphat.

Phosphat i spildevand kan fore-
komme oplegst, udfeeldet med Ca?",

Mg?*, Fe3* og AI®*, eller bundet i or-

ganiske forbindelser. Koncentratio-
nen af phosphat i dansk spildevand
er 5-10 mg P/I, og for at overholde

de geeldende EU-regler ma det ren-
sede spildevand hgjst indeholde til

0,5-1 mg P/I.

Den biologiske phosphatfjernelse
har flere fordele frem for kemisk
feeldning. Farst og fremmest skal
der ikke tilseettes kemikalier,

som er dyrt og giver anledning

til “kemisk slam”, der fylder op i
renseanleegget. Dernaest bindes
phosphat pa en made i bakteri-
erne, som nemt kan genoplgses
som phosphat i modsaetning til
kemisk feeldet phosphat. Det giver
en bedre biotilgeengelighed som
gadning. Desuden kan phosphat
nemmere genindvindes som struvit
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eller calciumphosphat (se artiklen
side 21), nar slammet har veeret i
en radnetank. | dag er der cirka 75
danske renseanlaeg, som har hel
eller delvis biologisk phosphatfjer-
nelse, og de renser over halvdelen
af det danske byspildevand.

Seerlige bakterier fjerner
phosphat i renseanlaeg

Nogle specielle bakterier, polyphos-
phat-akkumulerende organismer,
er ansvarlige for optag af store
meengder phosphat i biomassen.
Indtil for nyligt har vor viden om
identitet og karakteristika af disse
bakterier veeret meget sparsom.
Arsagen er, at man ikke kan isolere,
dyrke og studere dem i laboratori-
et, da de, ligesom langt de fleste
bakteriearter i naturen, har seerlige
veekstbetingelser, som endnu ikke
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Sammensaetningen af phosphatforbindelser %%
Figuren viser ssmmensaetningen af phosphatforbindelser i 80% -
indlgbsspildevandet til Ejby Mglle renseanleeg, Odense.
70% -
Det totale indhold er pa cirka 10 mg P/I. Prgverne har
gennemgaet en reekke analyser, der samlet viser, hvorle- 60% -
des phosphat er bundet. Spildevandet indeholder en stor
andel af oplgst og meget let adsorberet phosphat, en orga- 50% -
nisk bundet fraktion og en fraktion bundet til reducerbart
jern. Renseprocessen sikrer efterfglgende, at den relative 40% 1
andel af oplgste og letadsorberede phosphater forsvinder
0/,
og omdannes, mest til polyphosphat, i det aktive slam. 30%
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En stor del af den phosphat, som kommer ind med
spildevandet, kan opsamles i visse bakterier som poly-
phosphat. Disse bakterier kaldes polyphosphat-akku-
mulerende organismer (PAO). Man kan sikre tilstede-
veerelse af disse organismer ved at skabe skiftende iltfri
(anaerobe) og iltede (aerobe) forhold pa renseanlsegge-
ne. | den anaerobe fase optager de substrat fra spilde-
vandet og lagrer det, typisk som PHA. Energien hertil far
de fra nedbrydning af polyphosphat og glykogen.

er kendt. Vi kan derfor kun studere
bakterierne i det aktive slam med
indirekte metoder. For eksempel
kan man identificere dem med
DNA-baserede metoder, man kan vi-
sualisere dem med avancerede mi-
kroskopimetoder, og man kan bruge
en reekke forskellige teknikker, for
eksempel isotoper, til at undersgge
deres levevis.

De senere ar har vi i MiDAS-pro-
jektet studeret mikrobiologien i
danske renseanleeg. Vi har fundet,
at alle anleeg har en overrasken-
de ens artssammenseaetning, og
at der i et typisk anleeg findes
2.000-3.000 bakteriearter, hvoraf
langt de fleste findes i meget sma
meaengder. De vigtige bakterier,
som er til stede i en maengde over

| den efterfglgende iltede fase, hvor der ikke er noget
eksternt substrat til stede, optager de phosphat igen
og vokser. Det sker ved at bruge PHA som energi- og
kulstofkilde. Man hgster dagligt biomasse med hgjt
phosphatindhold fra den aerobe tank. Det kan direkte
bruges som gadning pa markerne eller kan overfagres
til rddnetanke, hvor polyphosphat frigives som phos-
phat og efterfglgende kan udfaeldes som struvit eller
calciumphosphat.

cirka 0,1%, udggres af cirka 180
sleegter og 200 arter. Vi har via
ReCoverP-projektet fokuseret pa
at identificere og karakterisere
nye polyphosphat-akkumuleren-
de organismer, og vi kender nu 5
bakteriesleegter, der har denne
egenskab. De udggr samlet typisk
5-10 % af biomassen i anleeg med
biologisk phosphatfjernelse.
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Maengden af polyphosphat i bakterier
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Maengden af polyphosphat i bakterier kan bestemmes
med en kombination af teknikker kaldet FISH-Raman.
Med en metode kaldet fluorescerende in situ hybridise-
ring (FISH) kan man identificere og visualisere bestemte

Raman skift (cm™)

bakteriearter ved hjeelp af seerlige fluorescerende markg-

rer og fluorescensmikroskopi. Markgrerne kreever, at man
kender bakteriernes DNA-profil. Med Raman mikrospek-
troskopi kan man identificere og kvantificere bestemte
kemiske stofgrupper direkte i de enkelte bakterieceller.

At sikre tilstedeveerelse af polyphos-
phat-akkumulerende organismer pa
renseanleeg kreever seerlige drifts-
forhold: skiftende anaerobe (iltfrie)
og aerobe (iltede) forhold, samt
tilstedeveerelse af organisk substrat
under de anaerobe forhold. Disse
organismer er nemlig ret unikke
ved, at de er i stand til at optage og
oplagre substrat under anaerobe
forhold, som de sé efterfglgende
kan benytte til veekst, nar ilt er
tilstede. Renseanlaeggene hand-
terer dette ved at have en tank,
hvor slammet holdes anaerobt

med tilfgrsel af spildevand i et par
timer, hvorefter slammet fgres over
i en anden tank og iltes i et par
timer. | den anaerobe fase optager
de fleste polyphosphat-akkumu-
lerende organismer kortkeedede
fedtsyrer (for eksempel eddikesyre),
og oplagrer dem som energirige
oplagsstoffer (poly-hydroxyalkano-
ater, PHA). Det koster energi, og
den far bakterierne fra nedbrydning
af deres oplagrede polyphosphat
og glykogen, som begge er dannet i
den tidligere aerobe fase. | den ef-
terfglgende aerobe tank er der ikke
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noget oplgst substrat, da der ikke
tilfgres spildevand, sa her forbruger
de polyphosphat-akkumulerende
organismer det oplagrede PHA til
veekst og til at danne glykogen.
Samtidig optager de oplgst phos-
phat og danner nye lagre af poly-
phosphat. Dermed opkoncentreres
der store maengder af phosphat i
organismerne, og det kan sammen
med overskudsslammet hgstes og
overfgres til rddnetank eller afvan-
des og benyttes som ggdning.

Opdagelse af nye organismer
Indtil for nyligt har man anset en
bestemt bakteriesleegt, Candidatus
Accumulibacter, for at veere den
dominerende polyphosphat-akku-
mulerende organisme i danske ren-
seanlaeg. Imidlertid har vi opdaget,
at 2 andre sleegter ogsa er vigtige i
de danske anleeg, nemlig Dechlor-
omonas og Tetrasphaera. Da disse
bakteriearter ikke nemt kan isole-
res, har vi pavist, at de faktisk er
polyphosphat-akkumulerende ved at
kombinere to metoder direkte i det
aktive slam. Den ene metode (kal-
det FISH) benyttes til at maerke og

Ved at kombinere de to metoder kan man se, om de er
polyphosphat-akkumulerende organismer ved at kvanti-
ficere deres indhold af polyphosphat og andre polymerer
som PHA og glykogen under forskellige driftsforhold.

Figuren til hgjre viser, at cirka 50 % af al phosphat i det
aktive slam findes som polyphosphat i polyphosphat-ak-
kumulerende organismer, og resten findes primaert som
udfeeldede jern- og calciumphosphater.

visualisere bestemte bakteriearter
med fluorescensmikroskopi, mens
den anden metode er en spektro-
skopimetode (kaldet Raman), som
kan identificere og kvantificere be-
stemte kemiske stofgrupper direkte
i de enkelte bakterieceller. Ved at
kombinere de to metoder kan man
kvantificere organismernes indhold
af polyphosphat og andre polymerer
under forskellige driftsforhold.

Det har vist sig, at Candidatus
Accumulibacter og Dechloromonas
har en levevis, der passer godt
med den traditionelle forstaelse

af polyphosphat-akkumulerende
organismer beskrevet ovenfor, hvor-
imod Tetrasphaera har en noget
anden levevis. Bakterier i denne
sleegt foretraekker aminosyrer og
kulhydrater som substrat. De ak-
kumulerer ikke PHA eller glykogen,
men kan fermentere kulhydrater og
dermed ogsa vokse i den anaerobe
fase. De bruger tilsyneladende
deres optag og akkumulering af
phosphat i den aerobe fase som

en ekstra energikilde, som de kan
benytte under anaerobe forhold.

Poly-P



Feelles for de fleste polyphosphat-
akkumulerende organismer er
ogsa, at de i varierende omfang er
involveret i fiernelse af nitrogen fra
spildevandet via denitrifikation, hvor
de benytter nitrat som elektron-
acceptor i stedet for ilt og danner
lattergas (N,0) eller dinitrogen (N,)).
De er derfor vigtige for bade fjer-
nelse af phosphat og nitrogen i de
danske renseanleeg.

Konkurrence mellem biologisk
og kemisk phosphatfjernelse
P& de danske renseanleeg har det
hidtil veeret meget uklart, hvor

stor en del af phosphatfjernelsen,
der sker henholdsvis biologisk

og kemisk. Vi har derfor udviklet

en ny metode (baseret pa NMR =
kernemagnetisk resonans) til at
kvantificere den totale maengde po-
lyphosphat i det aktive slam. Nar vi
sammenholder disse tal fra de dan-
ske anleeg, kan vi se, at der typisk
bindes 20-50 % af slammets totale
phosphatindhold som polyphosphat
via polyphosphat-akkumulerende
organismer. Resten er kemiske
udfeeldninger og phosphat bundet i
det organiske materiale.

Bliv studerende
for en dag

Hvis man for eksempel ser pa
sammensatningen af phos-

phat i aktivt slam fra Ejby Mglle
renseanleeg, som har en god
biologisk phosphatfjernelse, sa
indeholder slammet 37 g P/kg
tarstof, hvor det meste er bundet
som polyphosphat i polyphosphat-
akkumulerende organismer. Her
er Candidatus Accumulibacter
vigtigst, men de andre nye poly-
phosphat-akkumulerende organis-
mer bidrager ogsa veesentligt til
fjernelsen. Der findes endvidere
stadig nogle polyphosphat-akku-
mulerende organismer, som er
ukendte.

Resultaterne fra dette rensean-
leeg og en reekke andre danske
anleeg viser, at en relativ stor
andel af phosphat i det aktive
slam findes pa andre former end
den foretrukne polyphosphat.

Det kan delvis skyldes, at noget
phosphat kommer ind pa anleegget
via spildevandet som udfeeldet
phosphat (iseer jern og calcium) og
forbliver pa denne form. Denne del
kan vanskeligt genindvindes som
“rent” phosphat. En del phosphat

bliver imidlertid udfeeldet med jern
eller aluminium pa de fleste anleeg
for at supplere den biologiske
fjernelse, sa man sikrer en lav
udlgbskoncentration af phosphat.
Hvis den biologiske fjernelse og
efterfglgende genanvendelse skal
maximeres, skal disse kemikalietil-
seetninger derfor reduceres mest
muligt fremover.

Optimering af biologisk
phosphatfjernelse

En velfungerende biologisk phos-
phatfjernelse kan sikres ved, at
renseanleegget er korrekt designet
og driften optimal. Overvagning af
mikrobiologien kan hjeelpe med

at sikre en god drift, da vi nu ved,
hvilke bakterier der skal veere til
stede og i hvilke meengder. Vi er i
gang med at udvikle DNA-baserede
metoder til kontinuerlig analyse

af deres tilstedeveerelse, sa det
kan sikres, at de er til stede i rette
meengder. Endvidere kan vor nye
viden om deres levevis hjeelpe til
at sikre tilstedeveerelse af det rette
substrat (eddikesyre, aminosyrer
og kulhydrater) i de rette tanke i
anleeggene. [ |
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