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1 Sammenfatning

Formalet med BIO2BOOST?2 har vaeret at frembringe et robust, billigt og hygiejnisk po-
demateriale, som kan bruges i forbindelse med opstarten af nye biologiske filtre til
drikkevandsproduktion. Malet var, at opstartstiden for biofiltre skulle reduceres fra ty-
pisk 2 - 3 maneder til 2 - 4 uger ved tilsaetning af podemateriale svarende til et volu-
men pa under 2 % af det samlede filtermateriale.

Der er blevet udfgrt forsgg pa laboratorieskala, pilotskala og fuldskala.

o I laboratoriet blev tre filtermaterialer sand, anthrazit og Filtralite® podet med et
nitrifiserende bakterie konsortium og sammenlignet i kolonneforsgg. Resulta-
terne viste, at omsaetningen af ammonium var uafhaengig af de tre materialer,
hvorimod der blev observeret en hgjere koncentration af nitrit for behandlingen
med sand.

o I pilotskalaforsgg blev opstarten af nye filtre sammenlignet for henholdsvis po-
det Filtralite® og eksisterende filtersand fra Kage vandveerk. Det eksisterende
filtersand havde en tydelig positiv effekt p8 ammonium fjernelsen, hvorimod
det podede Filtralite® ingen effekt havde, sammenlignet med en kontrol ko-
lonne uden podning. Pa det eksisterende filtersand var koncentrationen af bak-
terier ca. 100 gange stgrre, hvilket sandsynligvis er arsagen til resultatet.

o Under fuldskala forhold pd Kgge Ny Vandvaerk blev podet sand og podet Filtra-
lite® sammenlignet. Allerede efter 4 uger var ammonium-koncentration under
graensevaerdien for drikkevand bade i filtre med og uden podemateriale. Der blev
ikke observeret en positiv effekt ved tilsaetning af podemateriale. Dette kan skyldes
en generel lav koncentration af ammonium i ravandet pd under 0,5 mg/L.

Den generelt hurtige opstart i bade pilot og fuldskala kan dog have skjult en eventuelt po-
sitiv effekt af starterkulturen p@ ammonium-omsaetningen. Det vil derfor vaere hensigts-
maessigt ogsa at teste metoden pa et vandvaerk, hvor der forventes en langsom opstarts-
tid. Desuden, vil det vaere vigtigt at gge antallet af bakterier pd podematerialet.

Projektet har veeret et samarbejde mellem KLAR og HOFOR vandforsyning, Kriger A/S,
som er en national og international vandvaerksradgiver/leverandgr og GEUS som forsk-
ningsinstitution.
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2 English summary

The purpose of BIO2BOOST?2 has been to develop a solid, inexpensive and hygienic inocu-
lated filter material, which can be used for decreasing start-up time of new biological gran-
ular media filters. The aim of the project was to reduce the time from the typical 2 — 3
months to 2 — 4 weeks by adding a filter material that had been inoculated by nitrifying
bacteria. The total volume of added inoculated material should remain under 2 % of the to-
tal volume of filter material.

Experiments were conducted at laboratory, pilot and full-scale:

e In the laboratory, three inoculated filter materials (sand, Filtralite® and anthrazit)
were compared in small column experiments. The results revealed that the removal
of ammonia was unaffected by the treatments, whereas for nitrite there was ob-
served a higher concentration in the sand treatment.

e At pilot scale, the effect on the start-up time was compared for new filters, with
added inoculated Filtralite® and with added filter material taken from the existing
Kgge waterworks. Existing filter material revealed a positive effect on the ammonia
removal, whereas no effect was seen from inoculated Filtralite® as compared to the
control column which received no inoculated material. The bacterial concentration
on the existing filter material was approximately 100 times higher compared to the
inoculated Filtralite, and is the most likely reason behind the results.

e At full-scale at Kgge new waterworks inoculated sand and inoculated Filtralite®
were compared. We found that within four weeks the ammonia concentration was
below the Danish drinking water guideline of 0.05 mg NH4*/L for filters with or
without inoculated filter material. There was not observed any significant positive
effect from the inoculated treatments. The concentration of ammonia varied
throughout the experiment, but was generally lower than 0.5 mg/L. For 3 out of 7
measurements, it was even below 0.1 mg/L. The low ammonium loading rate was
most likely a contributing factor for, that the filter met the regulatory limit of 0.05
mg/L relatively fast.

The relatively rapid startup of the filters could have hidden a potential positive effect from
the inoculated filter material. It would therefore be beneficial to test this setup at water-
works with an anticipated slower startup. In addition, it would be important to increase the
total number of bacteria on the inoculated filter material.

The project has been a collaboration between KLAR and HOFOR water supplies, Krliger A/S
and GEUS.
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3 Introduktion

I Danmark indvindes stgrstedelen af vores drikkevand fra grundvandet, og derfor er der flere
steder et stort treek p@ grundvandsressourcerne. I dette projekt er det blevet undersggt
naermere, hvorvidt det er muligt at reducere opstartstiden af nye sandfiltre, som typisk er
forbundet med et stort forbrug af rdvand, som almindeligvis ledes til aflgb eller recipient,
indtil vandkvalitetskravene for drikkevand er opfyldte. Den normale procedure ved indkgring
af et nyt sandfilter, er at lede rdvand til filteret, og efterfslgende vente p3, at filtermaterialet
naturligt koloniseres af ravandets mikroorganismer. Dette er en forholdsvis langsom proces,
der influeres af koncentrationen af bakterier i rdvandet samt de betingelser ravandets sam-
mensatning giver bakterierne, og vandvaerkets filterdrift under opstartsperioden.

Inden vandet kan udledes til forbrugeren skal det leve op til drikkevandskriterierne. I Europa
er den maksimale graensevaerdi 0,5 mg NH4/L og 0,1 mg NO,/L, men i Danmark har man
skaerpet graensevaerdierne yderligere til 0,05 mg NH4/L og 0,01 mg NO,/L. Disse greense-
veerdier er ngdvendige, for at undgd mikrobiel vaekst i distribueringssystemet, som kan re-
sultere i fjernelse af ilt, akkumulering af toksisk nitrit (NO3), darlig lugt og smag samt kor-
rosion (Zhang et al., 2009).

Oxidationen af ammonium sker ved nitrifikation, som klassisk set er en to-trins bakteriel
proces, hvor ammonium omdannes til nitrit og efterfglgende til nitrat (Figur 1). Oxidationen
af ammonium til nitrit udfgres hovedsageligt af en gruppe bakterier, som samlet kaldes AOB
(ammonium oxiderende bakterier). Den efterfglgende oxidation af nitrit til nitrat udfgres
tilsvarende af en gruppe bakterier, som kaldes NOB (nitrit oxiderende bakterier). Nyere stu-
dier har dog fundet, at der findes bakterier, som kan oxidere ammonium til nitrat i et trin,
disse kaldes comammox bakterier, og er klassificeret i gruppen Nitrospira (Daims et al.,
2016).

AOB  NH; + 1,9 0, + 0,069 CO, — 0,0172 C5H,0,N + 0,983 NO; + 0,966 H,0 + 1L97H*

NOB NO; + 0,00875 NH{ + 0,035 CO, + 0,00875 HCO; + 0,456 0, + 0,00875 H,0 — 0,00875 CsH,0,N + 1,0 NO;

Figur 1. Nitrifikation opdelt pa to reaktioner, hvor 1 mg ammonium giver 0,2 mg AOB bio-
masse og 0,1 mg NOB biomasse (Zhang et al., 2009).

Det er et velkendt problem, at opstarten af nye filtre kan tage fra uger til maneder - og i
sjeeldne tilfaelde lykkedes det ikke at etablere nitrifikationsprocessen i filteret. Bakteriel oxi-
dation af ammonium via nitrit til nitrat er en relativ simpel og udbredt proces i filtre. Alligevel,
er den sveer at kontrollere, og derfor er det vanskeligt at forudsige hvor lang tid opstarten
af et vandrensningsfilter tager. Graham et al. (2007) beskriver biologisk nitrifikation som
uforudsigelig og skrgbelig som fglge af det mutualistiske forhold mellem AOB og NOB, hvor
en akkumulering af toksisk nitrit kan have en negativ effekt pd det bakterielle samfund i
filtret.

Idéen bag BIO2BOOST?2 har veeret at udvikle en naturlig biologisk starterkultur til drikke-
vandsfiltre, som kan sikre en stabil, effektiv, hurtig og repetérbar opstart af omsaetningen
af ammonium, nitrit og mangan i nye sandfiltre. Ved at forkorte opstartstiden vil der veere
store gkonomiske besparelser. Projektet har veeret en fortsaettelse af BIO2BOOST projek-
tet, hvor der blev udviklet en starterkultur, som reducerede opstartstiden af filterkolonner i
pilot-skala med ca. 10 dage ved at tilseette 4,5% podet filtermateriale af det samlede filter
volumen (Albers et al., 2018; Sgrensen, 2017).
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Projektgruppen har bestdet af 1) KLAR og HOFOR vandforsyning, der kender til de prakti-
ske udfordringer og vandveaerksdrift; 2) Krliger, som er en national og international vand-
veerksradgiver/leverandgr, der kan arbejde med forretnings- og eksportmuligheder, og 3)
GEUS som forskningsinstitution med en staerk viden indenfor miljgbioteknologi og mikrobi-
ologi i grund- og drikkevand. I projektet var fglgende faser planlagt: Opformering og for-
bedring af starterkulturer i laboratoriet, pilotforsgg, lsbende myndighedsinformation og -
behandling samt fuldskalaforsgg pa Kgge nyt Vandvaerk (Figur 2).

- p ~

[ase 1 ‘ Fase 2 ‘ Fase 3
4 ) 4 N o
*Opdyrkning af | ePodet filtralite | eOpdyrkning af
starterkultur pa sammenlignes podet
forskellige med filtermateriale til
filtermaterialer eksisterende opstart af Kgge
eSammenligne filtermateriale vandveerk
effekten af fra Koge eMonitering af
podet vandveerki Kgge vandvaerk
filtermaterialer pilotkolonner pa opstart
pa NH, Kgge vandvaerk
fiernelsen i
kolonneforsgg
\ J & J

Figur 2. Projektaktiviteterne inden for BIO2BOOST?2 opdelt i tre faser, hhv.: laboratoriefor-
sgg (fase 1), pilotforsgg (fase 2) og fuldskalaforsgg (fase 3).

3.1 Marked og/eller anvendelsesmuligheder

Der findes ca. 2500 vandvaerker i Danmark, hvoraf 5-10 % arligt renoveres eller etablerer
nye drikkevandsfiltre. Hvis den gennemsnitlige indkgringstid kan reduceres fra de typiske
2-3 méneder, vil dette veere til gavn for grundvandsressourcen og gkonomien i Forsynin-
gerne.

Overslagsmaessigt spildes i Danmark 5 - 10 millioner m? drikkevand &rligt til indkering af
renoverede eller nye drikkevandsfiltre. Samtidig ansl8s forbrugt ca. 1 mio. kWh arligt i
denne indkgringsperiode samt et ikke kendt antal mandskabstimer, som kan nyttigggres
bedre i Forsyningerne.

P& nuvaerende tidspunkt findes der ikke et produkt som kan afhjeelpe denne uforudsigelige
opstart af vandvaerker. I dette projekt blev der ikke vist en effekt af tilsat podemateriale.
Dette kan dog skyldes, at forholdene i Kgge var for optimale, og at effekten af behandlin-
gen derfor udeblev.
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3.2 Neaeste skridt

I dette projekt er vi ikke kommet en mulig Igsning naermere, men det videre fremtidige ar-
bejde kunne indbefatte:

e Teste den udviklede metode af pa flere vandveerker.

e Optimere det bakterielle konsortium med fokus pa hgjere koncentration samt sam-
mensatningen af disse bakterier.

e Sammenligne rdvandet fra vandveerker med og uden opstartsproblemer med hen-
syn til f.eks. bakteriesammensaetning og koncentration, uorganiske parametre og

grundvandsgeologi, for herigennem bedre at kunne forsta de faktorer, som pavirker
opstartstiden.

3.3 Formidlingsplan

Projektet har vaeret praesenteret i nedenstaende medier:

e Artikel i Danskvand, februar 2018, side 38-39.

e Praesentation ved Dansk Vandkonference 13-14 november, 2018, ved Florian Wag-
ner, Kriger.

e Praesentation ved Vandforum, 24 april 2019, ved Tina Bech, GEUS.

Grundet manglende effekt af den udviklede biologiske starterkultur, er der i projektgrup-
pen ikke planer om yderligere praesentationer af Bio2Boost2.
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4 Projektet

4.1 Formal

Formalet med BIO2BOOST?2 har vaeret at frembringe et robust, billigt og hygiejnisk po-
demateriale, som var testet og klart til produktion og salg i det danske og internatio-
nale drikkevandsmarked. Malet var, at opstartstiden for biofiltre skulle reduceres fra
typisk 2 - 3 maneder til 2 - 4 uger ved tilsaetning af et podet filtermateriale svarende
til et volumen pd under 2 % af det samlede filtermateriale.

4.2 Output

Outputtet af projektet skulle have veeret en opkoncentrering af relevante hurtigtvoksende
nitrificerende bakterier (f.eks. Nitrosomonas, Candidatus Nitrotoga og Nitrosospira ) pa fil-
termateriale, som kunne reducere opstartstiden. Dette podemateriale ileegges filteret med
nyt filtermateriale lige inden opstart. I opstartsfasen vil denne gruppe af hurtigt voksende
bakterier b&de kolonisere filteret samt omsaette ammonium og nitrit til nitrat, mens filteret
langsomt koloniseres af den mere langsomt voksende Nitrospira, som over tid bliver den
mest dominerende bakterie i filteret, da denne har en konkurrence fordel i det naeringsfat-
tige miljg i filteret.

Teoretisk burde kvantiteten af nitrificerende bakterier pa podematerialet svarer til et sparet
volumen ravand. Derfor har koncentrationen af nitrificerende bakterier i ravandet sandsyn-
ligvis stor betydning for effekten af podematerialet samt en general opstartstid. P& nuvae-
rende tidspunkt foreleegger et podemateriale, som mangler yderlig udvikling.

4.3 Projektresultater

4.3.1 Sammenligning af filtermateriale

Forsyningernes vandrensningsfiltre bestar hovedsageligt af traditionelle filtermaterialer
som sand, men anthrazit bruges ogsa nogen steder. Et nyere alternativ hertil er Filtralite®,
som fremstilles ved at opvarme ler til 1200°C, hvorved der sker en ekspansion og en af-
braending af organisk materiale. Det meget porgse materiale resulterer i et stort overflade-
areal sammenholdt med sand og anthrazit. Tabel 1 giver en oversigt over de tre filtremate-
rialer, som er brugt i dette projekt.
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Tabel 1. Oversigt over de tre typer af filtermateriale.

Oprindelse Densitet | Stgrrelse

g/cm?3 Mm
Filtralite® Ler 0,57 1,5-2,5
Anthrazit | Kul 0,84 1,4-2,5
Sand Kvarts 1,75 0,8-1,4

For at kunne vurdere om de tre filtrematerialer havde en forskellig indvirkning pa kolonise-
ringen af bakterier pa partiklernes overflade samt hvorvidt der var en varierende vedhaeft-
ning, og herved gget risiko for udvaskning fra filteret, er disse tre filtermaterialer sammen-
lignet ved fglgende forsag:

e Opdyrkning over 60 dage i sterile flasker, hvor de tre filtermaterialer blev sammen-
lignet ved I) omsaetning af ammonium og nitrit, II) kolonisering af overfladen, og
ITI) kvantificering af AOB og NOB.

e De tre podede filtermaterialer testedes derefter under flow i sma kolonner, hvor
koncentrationen af ammonium, nitrit og nitrat blev fulgt Igbende.

Opdyrkning af nitrificerende bakterier sker ved brug af et klassisk ammonium mineral me-
die (AMM), som er brugt i en raekke forsgg (Krymmel and Harms, 1982; Spieck et al.,
2006). Dette medie indeholder vigtige uorganiske forbindelser, som er ngdvendig for nitri-
fikationen og herigennem opbygning af AOB og NOB biomassen. Fra det tidligere
BIO2BOOST projekt blev koncentrationen af ammonium reduceret til 1/10 af den oprinde-
lige opskrift, heraf navnet 1/10 AMM oplgsning (Figur 3). Denne reduktion skyldtes et gn-
ske om at opdyrke bakterier, som trives ved lave koncentrationer af ammonium. Koncen-
trationen svarer til 18 mg NH./L.
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Composition of the ammonium-containing mineral
medium for enrichment of nitrifiers and
production of the “biosand”

Medium stock solution

NH,CI 54,0 mg (1 mM)
KH,PO, 54.4 mg (0.4 mM)
KCI 74.4 mg (1.0 mM)
MgSO, x 7H,0 49.3 mg (0.2 mM)
CaCl; x 2H,0 147.0 mg (1.0 mM)
NaCl 584.0 mg (10.0 mM)

Trace elements solution 1.0 ml
Distilled water ad 1000 ml

Trace elements solution:
MnSO, 0.02
H;BO; 0.8
ZnS0O, 0.15
(NH,)¢Mo,0,, 0.03
FeSO, 35
CusQ, 0.1

HCl 0.025

Figur 3. Sammensatningen af 1/10 AMM mineral medie til dyrkning af nitrificerende starterkul-
turer.

Indledningsvist blev der taget udgangspunkt i det podede sand, som blev udviklet fra fil-
termateriale fra Islevbro vandvaerk i det tidligere BIO2BOOST projekt. Dette havde stdet
ved 10°C i ca. et ar, hvorefter der blev tilsat nyt 1/10 AOB oplgsning. I forste omgang var
der en langsom omsaetning, men denne blev gradvist hurtigere ved gentagne tilseetninger
af nyt medie.

For at kunne sammenligne de tre filtermaterialer, blev der opsat triplikat batchforsgg i 250
mL sterile blue-cap flasker. Hver flaske indeholdte 3 g inokuleret kvartssand og 27 g Filtra-
lite®, anthrazit eller sand samt 100 mL 1/10 AMM oplgsning. Der blev Igbende tilsat ny
1/10 AMM oplgsning i takt med omsaetningen fra ammonium og nitrit til nitrat. Efter 30 og
60 dage blev der udtaget en lille delprgve fra flaskerne, som blev brugt til at visualisere
bakterier pd overfladen (Figur 4) samt kvantificere AOB og NOB (Figur 5). Desuden blev
omsaetningshastigheden sammenlignet efter 60 dage (Figur 4).

Omsaetningen af ammonium og nitrit efter 60 dage afhang af filtermaterialet. I Figur 4 ses
den stgrste fjernelse af ammonium med Filtralite® efterfulgt af henholdsvis anthrazit og
sand. Grundet den stgrste ammonium fjernelse ved Filtralite® s8s ogsa en midlertidigt ni-
trittop ved dette materiale, hvorimod de andre to filtermaterialer forblev under ca. 0,2 mg
NOy/L. For sand forblev koncentrationen af nitrit hgjere sammenlignet med anthrazit og
Filtralite®. Desuden, kan det hurtige fald i ammonium ogsa skyldes en sorption til filterma-
terialet.
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Figur 4. Sammenligning af starterkulturen pa de tre filtermaterialer: Filtralite®, anthrazit og
sand, hvor I) fjernelse af NH4 og NO; fra 1/10 AOB mediet er afbilledet inden for 100 timer. II)
Bakterier pd overfladen af de tre filtermaterier er afbilledet med fluorescens mikroskopi efter 60
dages opdyrkning med 1/10 AMM oplgsning.

Fjernelsen af nitrit athang af maangden af NOB, og som det ses i Figur 5, var koncentratio-
nen af NOB (Nitrobacter og Nitrospira) efter 60 dage netop mindre for sand. Specielt kon-
centrationen af Nitrobacter adskilte sig fra de to andre materialer, hvilket indikerer, at
denne gruppe af bakterier kan veaere vigtig for fjernelsen af lavere nitrit koncentrationer.
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Figur 5. Koncentrationen af AOB, NOB (Nitrobacter + Nitrospira) og total antal bakterier (base-
ret pa qPCR under antagelse af et gen per celle) pa henholdsvis Filtralite®, anthrazit og sand ef-
ter 30 og 60 dages opdyrkning pd 1/10 AMM.

Under opdyrkningen af nitrificerende bakterier ses i Figur 5, at stgrstedelen af bakterierne
ikke tilhgrer de to grupper AOB og NOB, som de er defineret i dette setup. 16S kvantifice-
ringen daekker alle bakterier, og er udregnet under den antagelse, at der kun er et 16S
gen i hver bakterie. For de tre materialer ses, at det totale antal bakterier er mellem 10°
og 107 bakterie/g tgrt materiale. For AOB er koncentrationen varierende fra ca. 5000 til
50.000 AOB bakterier/g efterfulgt af henholdsvis Nitrospira og Nitrobacter. Den stgrre op-
formering af AOB kan forklares ved, at der dannes ca. dobbelt sa meget biomasse i om-
dannelsen af ammonium til nitrit sammenholdt med omdannelsen af nitrit til nitrat (Figur
1).

Kvantificeringen af gener er baseret pa tagman qPCR med fglgende primersaet: 16S
(1369f, 1492r) (Suzuki et al., 2000), 16S AOB (CTO 189 A/B/C) (Hermansson and
Lindgren, 2001), Nitrospira (Nspra-675, Nspra-746) (Graham et al., 2007) og Nitrobacter
(Nitro-1198, Nitro-1423) (Graham et al., 2007).

Efter de 60 dages opformering blev de tre nitrificerende bakteriesamfund yderligere testet i
et laboratorie-baseret kolonnesystem med kvartssand (h20 x @1.6 cm) ved 10°C og et
konstant flow pé’l 4,8 mL/h, hvilket svarede til en opholdstid pg ca. tre timer. Kolonnerne
blev tilfgrt 2 % podet filtermateriale (volumen) ved indlgb, og nitrifikationen blev efterfgl-
gende fulgt gennem 27 dage ved kvantificering af ammonium, nitrit og nitrat koncentratio-
nen i udlgbet (Figur 6 og 7).
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e & O @

Filtralite Anthrazit Sand Kontrol

LI B |

Figur 6. Forsggssetup i kolonner pakket med nyt sand, hvor de tre podet materialer (Filtra-
lite®, anthrazit og sand) blev sammenlignet i duplikat. Podemateriale svarende til 2 % af kolon-
nens volumen blev placeret ved kolonnens indlgb; de to kontrolkolonner indeholdt kun sand.

NH4 NO2 NO3

mg/L

mg/L
mg/L
|

Dag
—&— FilA
@ FilB
—@— AntA

- AntB
—— Sand'A

= Sand B
—&— Kontro
- Kontrgl B
Figur 7. Omsatning af 1/10 AMM (yderligere 6X fortyndet), hvor koncentrationen af ammo-

nium, nitrit og nitrat sammenlignes for fire behandlinger i duplikater: podet Filtralite® (Fil A, Fil
B), podet anthrazit (Ant A, Ant B), podet sand (Sand A, Sand B) og en kontrol (ikke podet).

Indlgbskoncentrationen af ammonium varierede fra 3,5 til 4,5 mg/L, hvilket skyldtes usik-
kerheder omkring afvejning og yderligere fortynding af 1/10 AMM oplgsningen (Figur 3). I
udlgb sds, at ammonium koncentrationen var ens uanset hvilket podemateriale, som blev
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brugt. For nitrit s3s der en hgjere koncentration ved behandlingen med sand sammenlignet
med Filtralite og anthrazit. Som tidligere beskrevet kan dette skyldes, at sand har en rela-
tiv lavere andel af NOB i forhold til AOB (Figur 5).

Generelt set var der kun sma forskelle i ammoniumkoncentrationen i udigbet mellem de
enkelte filtermaterialer. Dette er i modsaetning til opdyrkningsfasen, hvor der var en hurti-
gere fjernelse af ammonium ved behandlingen med Filtralite®. Denne effekt kunne dog
ikke ses i de efterfglgende kolonneforsgg. En mulig forklaring er, at i kolonneforsggene er
den podet maengde filtermateriale baseret pa volumen, og ikke vaegt som under opdyrk-
ningen, hvilket giver en lavere bakterieteethed i kolonnerne.

Overordnet ses en fijernelse af 2 mg NH./L efter 30 dage, hvorefter fjernelsen gar i sta.
Forklaringen hertil skyldes en kombination af fjernelsen af ilt i vandet samt et fald i pH.
Omkring dag 20 er pH reduceret fra 7 til 6, hvilket kan indvirke p& de mikrobielle proces-
ser, som foregdr optimalt mellem pH 7 og 8 (Zhang et al., 2009). Derudover, bruges til
nitrifikationen 4,33 mg O, for hvert mg-N fra ammonium, og O; kan meget vel blive be-
graensende efter at der er fjernet 2 mg NH4/L (Zhang et al., 2009).

4.3.2 Pilotforsgg pa Kgge vandveaerk

Pilotfilteranlaegget blev opstillet pa det eksisterende Kgge vandvaerk, og kolonnernes tillgb
blev forsynet med iltet rdvand fra vandveerket. En skematisk oversigt over anlaegget ses i
Figur 8. Effektiviteten af filtrene blev moniteret ved maling af ammonium, nitrit, og nitrat
pa indlgb, ved to dybder samt udlgbsvandet. Derudover, blev der udtaget filtermateriale i
kolonnerne under drift i 5 cm og 40 cm dybde pa dag 17 og 27, for at kunne kvantificere
AOB og NOB baseret pa DNA ekstraktioner.

Inden tilsaetning af podet Filtralite® og filtersand fra Kgge vandveerk blev de fem kolonner
skyllet for at fjerne fines/stgv, og Filtralite® blev vandmaettet. Der blev tilsat 2 % af s@j-
lens volumen svarende til ca. 0,8 L podemateriale, hvor podet Filtralite® blev tilsat til bade
behandling 1 og 2, hvorimod vandvaerkssandet kun blev tilsat to af sgjlerne (behandling
1). Flowhastigheden igennem testkolonnerne var identiske med den, som i vandvaerkets
normale sandfiltre. Hastigheden af vandet per sgjle var 100 L/time, hvilket svarer til en op-
holdstid p& 12 minutter, hvis man antager en porgsitet pa 0,50. Returskyl af systemet blev
foretaget hver fjerde dag med filtreret vand (8 min; 20 L/min).

Koncentrationen af ammonium, nitrit og nitrat er vist i Figur 9, som en funktion af dybden
(A, B og C). Da ravandet i Kgge indvindes fra forskellige boringer er der nogen variation
mellem de malte vaerdier i indlgb for henholdsvis ammonium, nitrit og nitrat, der varierer
mellem 0,15-0,25 mg NH4/L, 0,01-0,1 mg NO>/L og 2,7-3,6 mg NOs/L.
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Behandling1 Behandling 2 Kontrol

— 160 cm
iltralite
— 90 cm
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— 10
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Figur 8. Skematisk opstilling af pilotanlaegget opsat p& Kgge vandvaerk samt foto. Anlaegget
bestar af 5 kolonner (plexiglas cylindre, h200 x @18 cm) med nedadgdende vandgennemstrgm-
ning. Kolonnerne blev fyldt fra neden med 10 cm 3-5 mm kvarts, 10 cm 1,2-2 mm kvarts, 70
cm 0,8-1,4 mm kvarts og 1,5-2,5 mm Filtralite®. Podet Filtralite® er markeret med rgdt, og
sand fra det eksisterende vandvaerk er markeret med orange. En kontrolsgjle (uden podemate-
riale) sammenlignedes med behandling 1 (filtermateriale fra Kgge vandvaerk og podet Filtra-
lite®) og behandling 2 (podet Filtralite®). Under forsgget er der udtaget vandprgver fra rdvand
(indlgb) og fra 3 dybder: A (50 cm dybde), B (110 cm dybde) og C (udlgb).

Resultaterne fra pilotforsgget viste, at der overordnet set ikke var forskel pa ammonium
koncentrationen som funktion af dybden. Dette ses tydeligt ved sammenligning af kur-
verne fra udtag B og C, som er relativt ens, hvorimod udtag A har lidt hgjere koncentration
af ammonium over tid. Den hgje aktivitet i den gverste del af filteret stemmer overens
med andre studier (Tatari et al., 2017). Det betyder, at den stgrste omsaetning skete i den
gvre del af sgjlen. Resultaterne viste ogsa, at der ikke var nogen forskel mellem kontrolko-
lonnen og behandling 2 (podet Filtralite®). Derimod sas en tydelig effekt som fglge af til-
saetningen af det eksisterende filtermateriale fra Kgge vandvaerk. Allerede efter en uge sas
en reduktion af ammonium fra 0,15 til 0,10 mg NH4/L, hvorimod en tilsvarende reduktion i
kontrol og behandling 2 fgrst blev observeret efter ca. 28 dage. Det betyder, at filtermate-
rialet fra det eksisterende vandvand umiddelbart var i stand til at reducere ammonium
koncentrationen med 0,05 mg/L under de eksperimentelle flowhastigheder. Koncentratio-
ner under graensevardien pa 0,05 mg/L blev malt i udlgbet (C) efter ca. 20 dage for be-
handling 1, hvorimod det tog bade behandling 2 og kontrolsgjlen 33 dage.

Resultaterne for nitrit viste et lignende billede ved sammenligning af de tre behandlinger.
Tilseetning af filtermateriale fra Kgge vandvaerk resulterede i, at der ikke kom samme kort-
varige stigning i nitrit koncentrationen, som sas for behandling 2 og kontrol. Det betyder,
at pa trods af en stgrre omsaetning af ammonium til nitrit (AOB), er der allerede bakterier
til stede i dette filtermateriale, som kan omdanne nitrit til nitrat (NOB). Det er dog veerd at
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bemaerke, at bdde behandling 1 og 2 resulterer i nitritkoncentrationer under graenseveer-
dien p& 0,01 mg/L omkring dag 50, og at der ikke blev observeret en tilsvarende forskel
som for ammonium fjernelsen.

For nitrat s3s, at ravandet allerede indeholdte fra 2,7-3,6 mg NOs/L, hvilket kan forklares
ved en blanding af aerobt og anaerobt grundvand, som indvindes til vandveerket. Ved for-
sggets afslutning var der ca. 1 mg NOs/L mere i udlgbet fra sgjlerne sammenholdt med
indlgbskoncentrationen, hvilket svarer til omsaetningen af de 0,15-0,25 mg NHa4/L.
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Figur 9. Behandling 1 (vandvaerkssand og podet Filtralite®), behandling 2 (po-
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Figur 9. Fordelingen af NOB (Nitrobacter + Nitrospira), AOB (16S AOB) og totale antal bakte-
rier (16S) i pilotkolonnerne udtaget pd dag 17 og 27 i 5 cm og 40 cm dybde. Behandling 1 (ko-
lonne 1 og 2), behandling 2 (kolonne 3 og 4) og kontrol (kolonne 5)

Prgveudtag i dybden af prgvefiltrene tillod en bestemmelse af, hvorledes processerne
spredtes i kolonnerne som funktion af tid og behandling (Figur 9). Behandling 1 adskilte sig
fra de andre to behandlinger ved at indeholde Nitrobacter i 5 cm dybde p& dag 17, hvor-
imod de fem kolonner alle indeholdte Nitrospira, dog var koncentrationen hgjest for be-
handling 1. For AOB var koncentrationen mere sammenlignelig bdde mellem kolonnerne og
med dybden. P& dag 27 blev der fundet Nitrobacter i 4 ud af de 5 kolonner i 5 cm dybde,
og der er sket en spredning af Nitrospira med dybden.

Den hurtigere opstart ved behandling 1 kan forklares ved at sammenholde resultaterne i
Figur 8 og 9. Fundet af Nitrobacter i 5 cm dybde pa dag 17 samt en 10 gange hgjere kon-
centration af Nitrospira var hgjst sandsynligt arsagen til den stgrre ammonium og nitrit
fiernelse ved denne behandling. Dette pd trods af, at begge er NOB. Nyere forskning har
fundet, at arter inden for Nitrospira kan lave den komplette oxidation fra ammonium til ni-
trat (Daims et al., 2016). Derudover, indikerer den sammenlignelige koncentration af AOB
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for alle kolonnerne at denne bakteriegruppe ikke har haft en afggrende betydning for de
observerede forskelle mellem behandlingerne.

Forsgg pa at booste sandfiltre er kun rapporteret fa gange tidligere. Et studie af Stembal et
al. (2004) fandt at opstartstiden kunne reduceres til to uger i to nye sandfiltre, som be-
handlede forskelligt grundvand, ved at tilsaette en biomasse, som var isoleret fra den faste
suspension i skyllevand fra et filter fra et tredje vandvaerk. Dog mangler dette studie et
kontrolforsgg, for at se hvad opstartstiden havde vaeret uden behandling. I stedet refererer
de til en typisk opstartstid pa nogle maneder. Tilsvarende, i et andet studie af Lytle et al.
(2007) blev opstarten af et sandfiltre testet i pilotkolonner, hvor en kontrol blev sammen-
lignet med enten tilsaetning af eksisterende sand (7 % af total volumen) eller periodisk til-
seetning af partikler fra skyllevand. I det sidste studie blev der ikke fundet nogen effekt af

behandlingerne.

For at undersgge det podede Filtralite® og vandveerkssandet fra Kgge naermere, blev der
ekstraheret DNA til 16S amplikon sekventering, for at fa et billede af de bakterielle sam-

fund (Figur 10).
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Figur 10. Oversigt over de 20 mest udbredte bakterier fra triplikat DNA ekstraktion fra Kgge
filtersand (SA, SB, SC) og duplikat DNA ekstraktion fra podet filtermateriale (F2, F3). Fra podet
Filtralite® er der kun to prgver, fordi koncentrationen var for lav i den tredje DNA ekstraktion.
Tallene angiver den procentuelle fordeling.

Sekventeringen viste, at stgrstedelen (58-64 %) af bakterierne fra (det eksisterende) Kgge
filtersand bestdr af Nitrospira, hvilket stemmer overens med tidligere analyser af vand-
rensningsfiltre (Gllay et al., 2016; Tatari et al., 2017). Derimod var sammenszetningen af
det bakterielle samfund anderledes efter opdyrkning og selektering med 1/10 AMM medie,
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som blandt andet ikke laengere indeholdte Nitrospira. Relevante nitrificerence bakterier be-
stod af: Nitrosomonas (13,9 %), Candidatus Nitrotoga (10,5 %), Nitrosospira (2 %). Af
disse grupper tilhgrer Nitrosomonas og Nitrosospira AOB, hvorimod Candidatus Nitrotoga
tilhgrer NOB. Kendetegnende for disse tre bakteriegrupper er, at de er hurtigt voksende,
hvilket der blev selekteret for, ved at have en 1/10 AMM oplgsning pa 18 mg NHa/L.

Det vil sige, at pa trods af, at det nitrificerende samfund fra det tidligere projekt stod ved
10 grader i ca. et ar var det fortsat muligt at aktivere de relevante bakterier. Det stgrste
problem ved denne form for opdyrkning skal findes i at opna en tilstraekkelig hgj koncen-
tration pd podematerialet. Kvantificering af podet Filtralite® viste en koncentration af bak-
terier pa 3,4x107 bakterie /g tgrt Filtralite®, hvorimod filtermaterialet fra Kgge havde en
koncentration pd 5,18x10° bakterie/g tert sand. Det vil sige, at koncentrationen af bakte-
rier pa det eksisterende filtersand var ca. 100 gange hgjere. P& trods af en stgrre andel af
relevante nitrificerende bakterier i det opdyrkede materiale, s& medfgrte den lavere kon-
centration af bakterier, at der totalt set blev tilfgrt faerre nitrifiserende bakterier til kolon-
nerne. Denne forskel mellem de to materialer forklarer hgjst sandsynligt forskellen mellem
behandling 1 og 2.

Resultaterne fra pilotforsgget viste, at rdvandet fra Kgge resulterede i en relativ hurtig op-
start af kolonnerne, og at inden for 50 dage var bade ammonium og nitrit under graense-
veerdien for alle tre behandlinger. Denne hurtige opstart har muligvis skjult effekten fra det
opdyrkede podemateriale, som viste sig ikke at have nogen effekt sammenlignet med kon-
trolkolonnen. Til gengaeld var der en positiv effekt ved at bruge sand fra det eksisterende
filtermateriale pd Kgge vandvaerk grundet det hgjere antal bakterier samt sammensaetning
af bakterierne.

I modsaetning til det tidligere BIO2BOOST projekt viste dette forsgg ingen effekt af det op-
dyrkede podede Filtralite®. Der kan veere flere arsager til, at der ikke sds en effekt:

e I dette forsgg blev tilsat 2 % podet filtermateriale af det samlede volumen i mod-
seetning til 4,5 % i det tidligere forsgg

o I Bio2Boostl havde det opdyrkede sand en koncentration pd 2x10° bakterie / g
sand i forhold til 3,4x107 bakterie /g tert Filtralite® i dette studie.

e Forskelle i rdvandet kan medfgre en hurtigere kolonisering, hvilket resulterer i en
kamuflering af behandlingens effekt i dette studie.

e Forskelle i rAvandets ammonium koncentration kan ogsa resultere i manglende ef-
fekt. I Bio2Boostl var den gennemsnitlige koncentration 0,35 mg/L, hvorimod fra
dette forsgg var koncentrationen mellem 0,15 og 0,25.

e Kombinationen af r&vandets sammensaetning, det bakterielle samfund samt kon-
centrationen heraf vil alle tilsammen pavirke effekten af behandlingen og opstarts-
tiden.

4.3.3 Fuld-skala forsgg pa Kgge Nyt Vandveerk

I Maj 2018 blev indkgringen af det nye vandveerk i Kgge startet. Vandvaerket er designet
med to linjer, hver med iltning (Oxydator™) og to parallelle dual-medie filtre.

P& samme vis som i pilotforsgget blev det valgt at tilseette 2 % podet filtermateriale bereg-
net ud fra det samlede volumen. Da pilotforsgget havde vist manglende effekt med podet
Filtralite®, blev det valgt at teste bdde en opdyrkning pa sand og pa Filtralite®. En mulig
risiko ved brugen af podet Filtralite® er, at der i forbindelse med returskyl, kan udvaskes
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Filtralite® grundet en lav densitet, men risikoen er reelt meget lav, ndr materialet er vand-
meettet.

Derudover, blev det valgt at tage udgangspunkt i frisk filtermateriale fra det eksisterende
Kgge vandveerk, og lave en ny opformering af podemateriale. Teorien og opdyrkningen for-
blev den samme som fra BIO2BOOST projektet. I modsaetning til opdyrkningen i de tidli-
gere forsgg i dette projekt, blev der under den sidste stgrre opformering til Kgge Ny Vand-
veerk yderligere tilsat 0,3 mM NO;, for at hgjne andelen af NOB.

Opformering af podet sand og podet Filtralite®, som ultimativt svarede til 2 % af det sam-
lede filtervolumen medfgrte nogle praktiske udfordringer. I Figur 11 ses en oversigt over
opdyrkning fra 200 g til henholdsvis 450 kg sand og 330 kg Filtralite®. Processen startede
med 500 mL sterile blue-cap flasker og sluttede med 200L tgnder (Figur 12). Opdyrknin-
gen i de bla tender skete med cirkulation, for at sikre, at vandet blev iltet, og derved opti-
mere opformeringen af nitrificerende bakterier.
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Figur 11. Procesoversigt over opdyrkningen af 2% podemateriale til Kgge nyt vandveerk.
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Figur 12. Billeder fra opdyrkningen af podet filtermateriale. Materialet blev flyttet i 20L sorte
spande fra de fem 200 L bld tgnder til sandfiltrene.

A

filtralite

0,8-1,4 mm kvarts

1,2-2 mm kvarts

3-5 mm kvarts

Figur 13. Billede fra Kgge nyt vandvaerk samt skitse over forsggsplan. De fire filtre er ens bort-
set fra filter 2 og 5, hvori der er tilsat henholdsvis 2 % podet sand og 2 % podet Filtralite®.

Som skitseret i Figur 13, bestdr vandvaerket af fire sandfiltre og to iltningstanke fordelt pa
to linjer. For hver linje blev der udvalgt et kontrolfilter og et filter tilsat podet filtermateri-
ale, henholdsvis podet sand og podet Filtralite®.

De fgrste 20 dage kgrte anlaagget med nedsat flow. Dette skyldtes primaert, at vandet blev
sendt til det gamle vandvaerk i Kgge, hvor det blev renset igen, inden det blev udledt til
forbrugerne. Derudover, var der for hgjt kimtal i vandet, hvilket er almindeligt under op-
start af nye filtre. Det gennemsnitlige flow for hvert af de fire filtre var 5 m3/time. Efter de
ca. 20 dage blev flowet sat op til 40 m3/time for hvert filter.

Tilsvarende pilotforsgget skete der en hurtig opstart af de fire filtre. Koncentrationen af
ammonium i ravandet svingede mellem ca. 0,01 og 0,5 mg/L. Den relativt lave koncentra-
tion i kombination med den lave hydrauliske belastning gjorde, at ammoniumkoncentratio-
nen i de fire filtre 13 under graensevaerdien inden for de fgrste tre uger. Der skete dog en
svag stigning i ammoniumkoncentrationen i forbindelse med at flowet blev sat op efter dag
20, dog forblev koncentrationen under graenseveaerdien herfra. Under opstarten blev der
igen ikke observeret en effekt af de forskellige behandlinger. Mulige 8rsager hertil kan
vaere den lave koncentration af ammonium i r&vandet, samt en hurtig kolonisering af de
nye filtre med mikroorganismer fra ravandet.
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For nitrit s@s en stigning i koncentration omkring dag 10, hvilket sandsynligvis skyldtes, at
omseetningen af ammonium gik hurtigt i gang, men at NOB bakterier ikke havde kolonise-
ret filteret i tilstraekkeligt omfang. Nitrit koncentrationen faldt til under greenseveaerdien ved
dag 20, men i forbindelse med at flowet gges kom et mindre peak igen. Dette peak aftog
hurtigt, og omkring dag 44 var bade ammonium og nitrit under greenseveerdierne. For ni-
trat var koncentrationen i rdvandet og de fire filtre ens de forste 18 dage, hvor det varie-
rede fra 0-2 mg/L. I forbindelse med at hastigheden @ges, sas en stigning i nitrat koncen-
trationen. Stigningen til omkring 6 mg/L skyldes, at der blev indvundet iltet rdvand fra an-
dre boringer (og dermed en anden type ravand).
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Figur 14. Koncentrationer af ammonium, nitrit og nitrat over tid ved opstarten af Kgge ny
vandveaerk for to kontrol filtre og et med podet Filtralite® og et med podet sand. De fgrste to
vaerdier for ammonium i rdvandet burde vaere hgjere end udlgbskoncentrationen, og skyldes
hgjst sandsynligt fejl omkring prgvetagning eller analysen.

Der blev Igbende udtaget prgver til DNA og RNA bade under opformeringen af de to pode-
materialer sand og Filtralite®, samt under opstarten af de fire nye filtre. Disse prgver blev
16S amplikon sekventeret, og Figur 15 viser en procentuel fordeling af bakterier, som var
enten i ravandet, podet sand/Filtralite® eller i de nye filtre over tid.

Der blev ekstraheret bade DNA og RNA, fordi DNA viser, hvilke bakterier, der er til stede
(b&de levende og dgde), mens RNA indikerer, hvilke bakterier, der er aktive. Der er dog
studier, som viser, at RNA ikke er s3 anvendelig som mange ellers antager, da RNA mole-
kylet er ganske holdbart, og derfor ogsa kan findes i mindre aktive celler, eller i hgjere an-
tal i meget aktive celler (Blazewicz et al., 2013).
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Figur 15. Oversigt over fordelingen af bakterier fra DNA og RNA (cDNA) i: rdvandet, inokuleret
sand og Filtralite til henholdsvis dag 63 og 117, to kontrol prgver fra filter 2 og 5 (inden op-
start), udtag fra dag 23, 56 og 104 for henholdsuvis filter 1, 2, 5 og 6. Farverne er forskellige i
de to figurer, og henviser ikke til de samme grupper af bakterier.
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Fordelingen af bakterier fortzeller noget om de egenskaber, som det bakterielle samfund
har. Da dette projekt handler om nitrifikation, fokuseres der pa det phylum, som hedder
Nitrospirae. Denne gruppe af bakterier er relativt lille, og bestar kun af en familie Nitrospi-
raceae. Denne familie er domineret af Nitrospira, hvilken netop er meget relevant for pro-
cesserne i filtrene.

Under opdyrkningen blev der ekstraheret DNA og RNA p& dag 63 og 117, svarende til hen-
holdsvis afslutning pa trin 3 og trin 5 (Figur 11). For DNA sas en stigning af Nitrospira fra
dag 63 til dag 117. Derimod sas det modsatte for RNA, hvor Nitrospira udgjorde 80-90%
pad dag 63, men pa dag 117 er denne andel faldet til 5% for sand og 50% for Filtralite®.
Disse data indikerer, at enten skal opformeringen ske inden for ca. to maneder, eller ogsa
skyldes dette fald, at det ikke var muligt at forhindre, at andre bakterier kontaminerede
det nitrificerende samfund.

Ravandet, som sikkert er den vigtigste parameter for en succesfuld opstart indeholdte ca.
10% Nitrospira pa DNA niveau, hvorimod p& RNA niveau var det ca. 40% af det samlede
antal bakterier.

Fra de fire filtre s8s, at indholdet af Nitrospira pa DNA niveau steg fra ca. 5%, 10% til 30%
pd dag 23, 56 og 104. Tilsvarende for RNA s&s en stigning fra <5%, 25% til 50%. Udvik-
lingen i de fire filtre var sammenlignelige, og der kan i dette dataseet ikke ses nogen effekt
af podningen i filter 2 og 5.

4.4 Konklusion

Fra laboratorieforsggene sds, at der generelt kun var sma forskelle mellem de tre filterma-
terialer sand, anthrazit og Filtralite®. Under opdyrkningen blev observeret en hurtigere
fjernelse af ammonium ved behandlingen med Filtralite®. Denne effekt kunne dog ikke
genvises i sma kolonneforsgg, hvor der ikke blev observeret forskelle mellem de tre mate-
rialer.

Pilotskala forsgget viste, at der kan opdyrkes et konsortium af nitrificerende bakterier, men
at koncentrationen af disse pd nuvaerende tidspunkt ikke er hgj nok til effektivt at booste
opstarten af et nyt filter. Det eksisterende filtersand fra Kgge vandvaerk var bedre til at
booste opstarten, hvilket hgjst sandsynligt skyldes ca. 100 gange flere bakterier pa dette
materiale. Ud over antallet af bakterier vil sammensaetningen af disse ogsa have en betyd-
ning.

Tilsaetning af starterkulturer til nye sandfiltre pa8 Kgge Nyt Vandvaerk var ikke i stand til at
reducere opstartstiden for effektiv ammoniumfjernelse, sammenlignet med kontrolfiltre
uden tilseetning. Dog startede ammoniumfjernelsen generelt set meget hurtigt bade i filtre
med og uden starterkulturer, hvilket kan have maskeret en eventuel positiv effekt.

Det vil derfor vaere formalstjenesteligt at teste teknologien pa ‘problemvandvaerker’ hvor
opstartstiden er lang. P8 nuvaerende tidspunkt er der ikke nogle kendte parametre, som
indikere langsom opstart. Det ma dog forventes, at sammensaetningen af rdvandet og dets
indhold af bakterier og naeringsstoffer, ma have stor betydning.
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