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SAMMANFATTNING

Biochemical oxygen demand (BOD) ar ett matt pa mangden syre som forbrukas vid bakteriell
nedbrytning av organiskt material. Det ar kritiskt att kontrollera mangden organiskt material
som slapps ut till en recipient, eftersom det orsakar syrefattigt vatten och doéd bland
vattenlevande djur. For att analysera BOD i avloppsvatten & BOD7 den metod som enligt
svensk standard ska anvandas. Metoden &r tidskravande och oprecis. Den hér rapporten syftar
till att sammanfatta och utvérdera alternativa metoder for BOD-analys. Dessutom gors en
experimentell undersokning av analys med mikrobiella bransleceller for att utréna hur perioder
utan organiskt material paverkar en branslecells funktion som BOD-sensor. | experimentet
anvands acetat och glukos som organiska &mnen, vilka tillférs brénslecellen i en naringsldsning.
Under svéltperioderna tillfors endast néringslosning, utan tillsatt organiskt material.

Undersokningen av analysmetoder tyder pa att metoderna baserade pa bioreaktorer med
respirometri samt mikrobiella bréansleceller ar de tva mest lovande kandidaterna for att ersatta
standardmetoden BOD-;. Bada metoderna finns representerade pa marknaden, har snabb
analystid och beddms ha farre nackdelar &n 6vriga metoder.

Marknadsundersokningen visar att en stor del av avloppsreningsverken runtom i Sverige
skickar sina prover for BOD-analys till ett ackrediterat laboratorium. Nagra utfér analysen
sjalva pa plats, men manga patalar att BOD inte anvands som ett styrvérde for driften pa grund
av den langa analystiden. Andra analyser sasom TOC och COD anvands som en indikation pa
BOD-halt.

Experimentet med mikrobiella bransleceller visade att svaltperioder paverkar bakteriestammen
i matutrustningen negativt. Korta svaltperioder pa tio dagar hade dock relativt liten negativ
effekt, och paverkan pa utrustningens funktionalitet bedomdes som liten. For framtida studier
av mikrobiella bransleceller rekommenderar vi att mer komplexa kolkéllor anvands, forslagsvis
en blandning av olika organiska amnen. Vi foreslar ocksa att naringslosning utesluts under
svaltperioder.

Nyckelord: BOD, biochemical oxygen demand, mikrobiell bréanslecell, svéltperiod, biosensor,
avloppsreningsverk, glukos, acetat.



ABSTRACT

Biochemical oxygen demand (BOD) is a measure of the amount of oxygen consumed in
bacterial decomposition of organic matter. It is crucial to monitor the amount of organic matter
that is emitted to a recipient, as it deprives water of oxygen and causes death among aquatic
animals. The method used for analyzing BOD in wastewater is BOD7 according to Swedish
standard. This method is time consuming and imprecise. This report aims to summarize and
evaluate alternative methods for BOD analysis. In addition, an experimental study of microbial
fuel cells is performed to determine how periods without organic material affect the function of
a fuel cell as a BOD sensor. In the experiment, glucose and acetate are used as organic matter,
which is added to the fuel cell in a nutrient solution. During the starvation period only nutrient
solution, without organic matter, is added to the fuel cell.

The study of analytical methods indicates that the methods based on bioreactors with
respirometry and microbial fuel cells are the two most promising candidates to replace the
standard method BODy7. These are the dominant methods on the market, and they seem to have
fewer disadvantages than other methods.

The market survey shows that a large proportion of sewage treatment plants around Sweden
send their samples for BOD analysis to an accredited laboratory. Some do the analysis
themselves on-site, but many state that the amount of BOD is not used as a control value for
the process due to the long analytical time. Other analyzes such as TOC and COD are used as
an indication of BOD content.

The experiment with microbial fuel cells showed that periods with no organic material affect
the bacterial culture in the measuring equipment in a negative way. Short starvation periods of
ten days had a relatively small negative effect, and the impact on the equipment’s functionality
seemed to be small. In future studies of microbial fuel cells, we recommend the use of more
complex carbon sources, preferably a mixture of different organic substances. Furthermore we
suggest that nutrient solution is excluded during the starvation periods.

Keywords: BOD, biochemical oxygen demand, microbial fuel cell, starvation period,
biosensor, sewage treatment plant, glucose, acetate.



FORORD

Den héar rapporten ar slutprodukten av ett kandidatarbete pa Chalmers Tekniska Hogskola.
Arbetet utfordes vid Institutionen for Bygg- och miljoteknik, Avdelningen Vatten Miljo Teknik
av tva teknologer fran Vag- och vattenbyggnad samt tre teknologer fran Kemi och kemiteknik.

Vi vill rikta ett stort tack till var handledare Oskar Modin, docent pa Avdelningen for Vatten
Miljo Teknik pa Chalmers, som vaglett oss under projektets gang och har tillhandahallit
information om och fran det experimentella arbetet. Vi vill ocksa rikta ett stort tack till de
avloppsreningsverk och laboratorier som svarat pa var undersékning.
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1 INLEDNING

Varje dag spolas stora méangder vatten ned i samhallets avlioppsnét i form av spillvatten fran
exempelvis hushall och industrier, dagvatten fran hustak och vagar samt draneringsvatten fran
fastigheter (Svenskt vatten, 2016a). Detta resulterar i ett avloppsvatten som utan behandling
orsakar stora féroreningar da det slapps ut i en recipient. For att reducera miljopaverkan fran
avloppsvattnet ar det darfor viktigt att det renas innan det nar vattendrag. Framst renas vattnet
fran organiskt material, partiklar fran hushall, vaxtnaringsamnen som kvéave och fosfor samt
mikroorganismer som virus, bakterier och parasiter (Svenskt vatten, 2016b). For att
vattenreningen ska vara tillracklig kontrolleras inkommande och utgdende vatten vid
avloppsreningsverken regelbundet med avseende pa relevanta parametrar. Denna rapport
behandlar méatning av biologiskt nedbrytbart organiskt material, som orsakar syrefattigt vatten
och dod bland vattenlevande djur (Svenskt vatten, 2016b). Méangden syre som férbrukas vid
nedbrytning av det organiska materialet anges i biochemical oxygen demand (BOD) vilket
svarar mot mangden biologiskt nedbrytbart organiskt material (Naturvardsverket, 2010).

1.1 Bakgrund

Den metod som idag géller som standard vid BOD-analys, BODs eller BOD>, innebadr att ett
prov med val luftat vatten far st i en sluten flaska i ett morkt utrymme under en specifik
tidsperiod, varpa syrekonsumtionen mats. Det finns emellertid en del problem relaterade till
denna metod, sasom lang analystid (5 eller 7 dygn) och stor felmarginal (J. Liu & Mattiasson,
2002). Dessutom forsvaras analysprocessen av att metoden har ett begransat matintervall (0-6
mg/L), vilket innebdr att provet ofta maste spadas (Jouanneau m.fl., 2014; J. Liu & Mattiasson,
2002). Det maste samtidigt finnas tillrackligt mycket mikroorganismer som kan bryta ned det
organiska materialet (J. Liu & Mattiasson, 2002).

I och med ovan namnda problem med den konventionella metoden, finns det behov av nya
metoder for BOD-analys. Trots att manga olika BOD-sensorer har tagits fram har endast ett
fatal kommersialiserats, medan andra ar kvar i forskningsstadiet. En mojlig metod féor BOD-
analys ar att anvanda mikrobiella bransleceller (Microbial fuel cell, MFC) (Kim m.fl., 2003). |
branslecellen oxideras de organiska amnena i vattnet med hjalp av en biofilm av bakterier pa
anoden varvid upptagna elektroner, via en extern krets, flédar till katoden dar syre reduceras
(Logan m.fl., 2006). Elektroaktiva bakterier har i studier pavisat god férmaga att bryta ned
organiska syror och monosackarider (Koch & Harnisch, 2016). Tva vanliga &mnen att anvanda
vid studier av bréansleceller ar darfoér acetat, en organisk syra, och glukos, en monosackarid.
Glukos ar en komplexare molekyl, se bilaga 1, som stéller storre krav pa den bakteriella
sammansattningen for att kunna brytas ned (Koch & Harnisch, 2016).

Studier av bl.a. Kim et al. (2003) och Chang et al. (2004) har visat att BOD-analys med
utnyttjande av MFC har fordelar som Kkort analystid och stort matintervall relativt
standardmetoden, men annu finns det behov av ytterligare forskning inom omradet. I denna
rapport undersoks hur bakterierna i branslecellen reagerar pa perioder utan eller med begréansad
tillgang till organiskt material. En sadan svaltperiod kan till exempel férekomma vid driftstopp
eller underhall av apparaturen. Om stora delar av bakteriekulturen dor innebar det att
svaltperioden har paverkat branslecellen negativt. Det har ocksa véckts fragor om hur
bransleceller kan forvaras da de inte ar i bruk. En av dessa fragestallningar ar hur
branslecellerna reagerar pa tidsperioder med Gppen krets, alltsa utan elektronflode (Arends,
2017). En sadan period skulle kunna forsvara for elektroaktiva bakteriers dverlevnad.



1.2 Syfte och fragestallning

Projektet har som syfte att ge en Overblick av de metoder for BOD-analys som finns och
anvands i dagslaget. Rapporten syftar dven till att studera hur de elektroaktiva bakterierna i
mikrobiella bransleceller reagerar vid svélt samt hur snabbt de aterhamtar sig och aterfar en
stabil stromproduktion da organiskt material tillsatts igen.

For att fullgora ovanstaende, fokuserar studien pa féljande fragor:

o Vilka tekniker finns i dagslaget for att analysera BOD?

- Vilka anvands kommersiellt och vilka &r i forskningsstadiet?

- Vilka for- och nackdelar finns for respektive teknik? Hur skiljer de sig med
avseende pa analystid, matintervall, korrelation gentemot BODs;; och
platseffektivitet?

« Hur reagerar bakterierna i en elektrokemisk branslecell pa en svaltperiod?

- Hur snabbt aterhamtar de sig?

- Hur skiljer sig reaktionen for olika sammansattningar av det organiska
materialet? Mer specifikt, hur reagerar bakterierna med en feed innehallande
glukos jamfort med en som innehaller acetat?

- Pavilket satt skiljer sig responsen for éppen respektive sluten krets?

Var hypotes &r att bakterier kommer do nar de utsatts for svalt. Var utgangspunkt &r att cellerna
kommer beh6va en aterhdamtningsperiod innan de nar sin tidigare kapacitet. Vi tror ocksa att
cellerna med sluten krets kommer klara svéltperioder béattre an de med 6ppen krets, eftersom
bakterierna da kan fortsatta producera el.

2 METODER FOR BOD-ANALYS

| foljande avsnitt beskrivs och jamfors befintliga metoder for BOD-analys. Naturvardsverket
bestammer foreskrifterna, vilka senast uppdaterades 2016, som avloppsreningsverken i Sverige
maste forhalla sig till. Den metod som ska anvéandas & BODy- enligt Svensk standard SS EN
1899-1 (1SO 5815:1989, modified) (Naturvardsverket, 2016). Hur ofta analyser maste goras
bestdms av hur manga personekvivalenter som ar anslutna till avloppsreningsverket. Ett
avloppsreningsverk med en belastning motsvarande mer &n tiotusen personekvivalenter
behdver gora en dagsanalys BOD~ per vecka (Naturvardsverket, 2016). En sammanfattning av
metoderna med for- och nackdelar presenteras i tabell 1.

BODs/7, mikrobiella brénsleceller och bioreaktorer har som gemensam ndmnare att bakterierna
som anvands kan ympas fran slam. Det innebar en fordel for avioppsreningsverk, som alltsa har
en kalla till bakterier direkt tillganglig, men det innebar ocksd en nackdel eftersom
kompositionen av bakteriestammen varierar fran fall till fall.

2.1 BODs7— Standardiserad metod

BODs géller som amerikansk standard vid BOD-analys, medan svensk standard ar BOD7 (J.
Liu & Mattiasson, 2002). Metoderna &r identiska med undantag for analystiden, 5 respektive 7
dygn. BODs/7 innebér att val luftat vatten inkuberas i ett morkt utrymme under en bestdmd
tidsperiod, varpa syrekonsumtionen méts (Jouanneau m.fl., 2014; J. Liu & Mattiasson, 2002).

Den detektionsmetod som betraktas som standard vid BODs/7-analys ar en jodometrisk metod,
benamnd Winkler-metoden (Carpenter). Jodjoner tillsatts i ett prov och tillats reagera med syre
till molekylart jod. Ldsningen titreras sedan med en tiosulfatlosning. Titreringens andpunkt
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bestims med hjalp av stérkelse som indikatorsubstans. Méngden O kan sedan beréknas
(Carpenter).

BODs7 kraver laga koncentrationer av organiskt material, 0-6 mg/L, vilket innebar att provet
ofta maste spadas, och matningarnas variabilitet uppgar normalt till ca 20 % i certifierade
laboratorier. Metoden kréver stor arbetsyta (Jouanneau m.fl., 2014).

2.2 Manometrisk metod

Denna metod gar ut pa att, med hjélp av en trycksensor, mata den trycksankning som uppstar
nér mikroorganismer konsumerar syre for att oxidera det organiska materialet i ett prov.
Koldioxid som produceras under métningen absorberas med hjalp av kemikaliepellets i
provflaskans topp, vanligtvis NaOH. Tryckdatan Oversétts sedan till ett BOD-vérde (Caldwell
& Langelier, 1948).

Metoden har ett stort detektionsintervall, 0-700 mg/L, och ar forhallandevis enkel att utfora da
spadning inte ar nddvéandig. Analysen tar 5 till 7 dygn vilket ar ekvivalent med traditionell
BODs/7-analys, men matdata kan fas kontinuerligt under hela inkubationstiden. Metoden &r
platskravande, da provflaskorna behover forvaras en langre tidsperiod under relativt isolerade
forhallanden med hansyn till temperatur och solljus. Det finns pa marknaden flera
kommersialiserade system baserade pa denna metod (Jouanneau m.fl., 2014).

2.3 Biosensor baserad pa bakteriell bioluminiscens

Manga olika organismer kan genom omvandling av energi vid en enzymatisk reaktion sanda ut
ljus. Detta fenomen kallas bioluminiscens och har pavisats kunna utnyttjas for matning av BOD
(Sakaguchi m.fl., 2003). Reaktionen, vid bakteriell bioluminiscens orsakad av bakteriella
luminiscenta gener (lux-gener), ar enligt Sakaguchi et al. (2003) starkt relaterad till
syreforbrukning.

Sakaguchi et al. (2003) beskriver i artikeln “A rapid BOD sensing system using luminescent
recombinants of Escherichia coli” en sensor baserad pa luminiscenta rekombinanta Escherichia
coli-celler (E. coli) som reaktant i avloppsvatten. For att E. colin ska fa luminiscerande
egenskaper gors en genmodifikation med plasmider innehallande lux-gener. Da bakterierna
bryter ned det organiska materialet i ett prov avges en bioluminiscens vars ljusintensitet kan
matas och raknas om till motsvarande mangd BOD (Sakaguchi m.fl., 2003). I en studie fran
2007 tillverkades en ny biosensor baserad pa bioluminiscens med nyare teknik (Sakaguchi
m.fl., 2007).

Den forsta versionen ar enligt (Sakaguchi m.fl., 2003) tillampbar for koncentrationer pa 3-200
mg/L och métningarna tar 90-150 minuter att genomféra. Korrelationen med BODs var vid
denna studie relativt lag, determinationskoefficienten R? = 0.674 fran 5 prover (Sakaguchi m.fl.,
2003). Den senare versionen ger matdata efter ca 25 minuter, och detektionsintervallet &r ca 16-
60 mg/L. Denna version korrelerade béttre med BODs, determinationskoefficienten R? = 0.997
fran 7 prover (Sakaguchi m.fl., 2007). Sakaguchi et al. (2003) menar att eftersom endast en
sorts bakterie med luminiscerande egenskaper anvénds, 6kar matningarnas osakerhet om ett
prov innehaller amnen utéver de organiska @mnen som denna bakterietyp kan bryta ned. Enligt
tillverkarna ar métningarna enkla att genomféra (Sakaguchi m.fl., 2003, 2007). Jouanneau et
al. (2014) skriver att metoden kraver liten arbetsyta. Inget kommersialiserat instrument for
BOD-analys med luminiscenta bakterier har hittats.



2.4 Biosensor med immobiliserade bakterier

Denna metod beskrevs forst av (Karube, Matsunaga, Mitsuda, & Suzuki, 1977). Sedan dess har
metoden med immobiliserade bakterier undersokts extensivt, och manga typer av
instangningssubstrat har testats. Bakterierna kan till exempel sténgas in i ett polymernétverk,
mellan tva lager av polymerer eller adsorberas pa membran (Jouanneau m.fl., 2014).

Metoden gar ut pa att immobilisera bakterier som kommer i direkt kontakt med en typ av
elektrod som mater syrekonsumtionen (t.ex. en Clark-elektrod). Matningen genomfors bade
med och utan ett tillsatt prov, och BOD-halten fas genom att berakna forhallandet mellan de
erhallna matvardena (Jouanneau m.fl., 2014).

Maétningen tar 5-60 minuter att utfora, och metoden har ett brett matomrade pa 0-500 mg/L samt
teoretiskt god mojlighet till online-konfiguration. De flesta studier visar att biosensorer med
immobiliserade bakterier ger matdata mycket nara BODs7, R? ofta mellan 0.9 och 1. Det finns
fa rapporter om faltapplikationer (Jouanneau m.fl., 2014). En biosensor med immobiliserade
bakterier fran Forbes Marshall finns pa marknaden (Forbes Marshall, 2017). Denna typ av
sensor har generellt en livslangd pa nagon eller nagra veckor, vilket ar kort i forhallande till
andra metoder (J. Liu & Mattiasson, 2002). Denna korta livslangd kan delvis forklaras av
bakterietillvéaxt i instdngningssubstratet (Modin m.fl., 2017).

2.5 Mikrobiell branslecell

Principen med denna metod &r att anvénda bakterier som katalysatorer for att omvandla kemisk
energi fran organiska amnen till elektrisk energi. Detta sker genom oxidation av ett substrat dar
elektroner doneras till anoden, och en strom uppstar pa grund av potentialskillnaden mellan
anod och katod (Melnyk & Coates, 2011).

En utformning av en MFC é&r att anod och katod placeras i tva separata kamrar, dar
anodkammaren kan hallas syrefri for att forsdkra att elektroner doneras till anoden. De tva
kamrarna skiljs at av ett membran som kan sldppa igenom protoner samtidigt som det haller
anodkammaren syrefri (Melnyk & Coates, 2011). DA bakterierna oxiderar det organiska
materialet genereras en elektrisk strom som transporteras fran anoden, via en extern krets, till
branslecellens katod (Modin & Gustavsson, 2014). Vid katoden reduceras syre och vatten bildas
med protoner som diffunderat genom membranet (Melnyk & Coates, 2011). BOD-
koncentrationen kan antingen korreleras fran uppmatt strom eller laddning (Kim m.fl., 2003;
Modin & Gustavsson, 2014).

Detektionsgransen ar cirka 0-200 mg/L, och analystiderna varierar fran nagra minuter till nagra
timmar beroende pa branslecellens design (Modin & Gustavsson, 2014). Tidiga experiment av
Kim et al. (2003) visade att en enskild branslecell kan ha god korrelation till BODs (R?=0.999),
dock med ett Iagt antal prover (n=3). Andra studier tyder pa en bristande tillforlitlighet.
Experiment gjorda av (Weng & Lee, 2015) och (L. Liu m.fl., 2016) med samma forutséttningar
gav varierande resultat fran de olika bréanslecellerna, ibland &ven fran olika anoder i samma
branslecell, vilket troddes bero pa den kansliga biofilmen. En version av en mikrobiell
branslecell for BOD-analys, Online BOD Anlyzer, togs fram 2002 av ett sydkoreanskt bolag
och finns fortfarande tillganglig (KORBI Co., u.d.).



2.6 Redox-mediatorer

Metoden med redox-mediatorer bygger pa att syre avlagsnas fran ett prov samtidigt som en
mediator tillsatts. En vanlig mediator &r kaliumhexacyanoferrat (HCFqy) (Pasco, Baronian,
Jeries, & Hay, 2000; Yoshida et al., 2000). Mediatorn, HCFqu), fungerar som elektronacceptor
och reduceras till HCFy vid den metaboliska oxidationen av organiska &mnen (Yoshida m.fl.,
2000). I vanlig BOD7-métning ar syre den begransande faktorn for reaktionen. Om syre alltsa
ersatts med en redox-mediator kan analystiden forkortas avsevart (Pasco m.fl., 2000).

Genom att anvanda redox-mediatorer och avlagsna syre & BOD maétbart inom en timme med
en detektionsgrans upp till 300 mg/L (Jouanneau m.fl., 2014). Korrelationen mellan BOD-
varden fran utnyttjande av redox-aktiva substanser och BODs7 varierar ganska kraftigt mellan
olika studier, R? mellan 0.6 och 0.95 (Jouanneau m.fl., 2014). Enligt (Yoshida m.fl., 2000) och
(Pasco m.fl., 2000) ar det fordelaktigt med en metod dar syret helt avldgsnas, eftersom
matningarna darmed inte paverkas av syrekoncentrationen. Ingen marknadsford version av
denna typ av sensor har hittats.

2.7 Bioreaktor med respirometri

Biosensorer baserade pa bioreaktorteknologi ar en av de vanligaste metoderna pa den
kommersiella marknaden for online-métning av BOD i avloppsvatten (Jouanneau m.fl., 2014).
Likt referensmetoden maéter dessa biosensorer syrekonsumtionen, men avloppsvattnet ar har
syremattat. En syresond maéter respirationshastigheten, d.v.s. hastigheten med vilken
mikroorganismer konsumerar syre, for att bestdamma BOD i provet (Jouanneau m.fl., 2014).

Tekniken forekommer bade med satsreaktor och kontinuerlig reaktor (J. Liu & Mattiasson,
2002). Vid satsreaktor berdknas BOD fran ett respirogram som fas efter att avloppsvattnet
tillforts respirometern. | fallet med kontinuerlig reaktor matas avloppsvattnet kontinuerligt in i
reaktorn. Reaktorn ar en flodesreaktor med volym pa nagra liter (J. Liu & Mattiasson, 2002).

Den mikrobiella miljon i bioreaktorn &r anpassad for de organiska dmnena, och med aktivt slam
och en kontinuerlig tillférsel av organiskt material ger det en hdg koncentration av biomassa
(Jouanneau m.fl., 2014; J. Liu & Mattiasson, 2002). P& grund av detta blir analystiden kortare,
och responstiden har generellt visats vara mindre an 45 minuter. Bioreaktorer har i regel en
mycket vid detektionsgréans. Enligt tillverkaren Kelma stracker sig detektionsgrénsen for deras
sensor RODTOX NG upp till 500 000 mg/L (KELMA, u.a.).

2.8 Summering av metoder
| tabell 1 f6ljer en sammanstélining av ovan n&mnda metoder med for- och nackdelar.



Tabell 1: Analysmetoder med foér- och nackdelar.

Metod
BODsy;

Manometri

Bakteriell
bioluminiscens

Immobiliserade
bakterier

Mikrobiell
branslecell

Redox-mediator

Bioreaktor

Fordelar
Val beprévad metod
(standard)
Ger riktigt BODs/7-vérde

Stort méatintervall (0-700
mg/L)

Val beprévad metod
Kommersialiserad version
finns

Kort analystid (25-150
min)

Stort matintervall (0-200
mg/L)

Kraver liten arbetsyta
Latt att anvanda

Kort analystid (5-60 min)
Stort matintervall (0-500
mg/L)

Hog korrelation med BODs
Direkt BOD-matning
Online-matning moéjlig
Kommersialiserad version
Kort analystid (30-315
min)

Stort matintervall (0-200
mg/L)

Online-matning moéjlig
Kommersialiserad version
finns

Kort analystid (15-60 min)
Stort matintervall (0-300
mg/L)

Paverkas inte av
syrekoncentration

Kort analystid (< 45 min)
Stort mitomrade (0-

500 000 mg/L)

God repeterbarhet (< 5 %)
Direkt BOD-métning
Kommersialiserad version
finns

Online-métning mojlig

Nackdelar
Lang analystid (5-7 dygn)
Hog matosakerhet (upp till 20 %)
Kraver stor arbetsyta

Lang analystid (5-7 dygn)
Kraver stor arbetsyta
Indirekt BOD-métning

Indirekt BOD-matning

Ingen kommersialiserad version

Mycket fa rapporterade faltapplikationer
Endast en bakterietyp med luminiscerande
egenskaper — métningar forsvaras av &mnen
som denna bakterietyp inte kan bryta ned
Uppskattat BOD7-vérde

Fa rapporterade faltapplikationer
Kort livslangd
Uppskattat BOD7-vérde

Indirekt BOD-métning

Fa rapporterade faltapplikationer

Uppskattat BOD7-vérde

Elektroaktiva bakterier konkurrerar med andra
bakterier — maétosikerhet

Indirekt BOD-métning

Korrelation med BODs varierar kraftigt mellan
olika studier

Fa rapporterade faltapplikationer

Uppskattat BOD7-vérde

Kraver extra tillsats av kemikalier

Kraver stor arbetsyta
Uppskattat BOD7-véarde



3 MARKNADSUNDERSOKNING

Marknaden domineras som tidigare ndmnts av BODs och BOD;. Det finns dock andra
instrument som av olika tillverkare tagits fram genom aren och som idag finns tillgangliga. |
tabell 2 jamfors sex olika instrument for BOD-analys med avseende pa exempelvis
systemkonfiguration, analystid och matomrade. De instrument som undersokts har kortare
analystid an den konventionella BODs/;7-metoden.

3.1 Metod av marknadsundersékning
En tabell med modeller for BOD-analys som finns tillgangliga pa marknaden uppfdrdes.

Tabellen dr en aktualiserad version av tabellen “Commercially available BOD instruments” frdn
(J. Liu & Mattiasson, 2002).

Ett formular med fragor om svenska avloppsreningsverks rutiner kring BOD-analys skickades
via mejl till 17 avloppsreningsverk runtom i Sverige, av vilka 10 stycken svarade. Urvalet
bestod av avloppsreningsverk framst beldgna vid storre stdder. Dessutom efterstravades att
uppnd en stor geografisk spridning. Aven tvd svenska ackrediterade laboratorier fick
formularet, varav det ena svarade. Alla fullstandiga svar kan ses i bilaga 2. Formularet bestod
av foljande fyra fragor:

o Vilken metod anvéander ni for att analysera BOD-halten eller skickar ni till ackrediterat
laboratorium?

o Hur lang analystid har metoden och kanner ni ett behov av att ha en snabbare metod?

« Vad heter modellen pa utrustningen som eventuellt anvands?

« Har ni diskuterat att byta metod och till vad i sa fall?

3.2 Resultat av marknadsundersokning
| tabell 2 redovisas kommersialiserade analysinstrument. Nagra av de instrument som fanns pa
marknaden 2002 finns inte langre idag, medan andra instrument har tillkommit.



Tabell 2: Kommersiellt tillgangliga BOD-instrument.

Modell:

Tillverkare

Systemkonfiguration

Bakteriekultur

Analystid [min]

Matomrade [mg/L BOD]

Reperterbarhet [+%]

Referens

BIOX-1010

Endress+Hauser

Bioreaktor

Bakterier isolerade

fran avloppsvatten

3-15

5-100 000

(Hauser, 2007; J.
Liu & Mattiasson,
2002).

BioMonitor

LAR AG

Respirometer

Aktivt slam

34

1-200 000

(LAR - PROCESS
ANALYSERS AG,
u.d.;J. Liu &
Mattiasson, 2002)

RODTOX NG

Kelma

Respirometer

Aktivt slam

0-500 000

<5

(KELMA, u.; J.
Liu & Mattiasson,
2002)

EZ-BOD

Bioscience, inc.

Respirometer

Aktivt slam

15-60

(Liu Mattiasson
2002) , (Bioscience,
u.d.; J. Liu &
Mattiasson, 2002)

BOD Analyser

Forbes Marshall
Immobiliserade

bakterier

40 (+2h
forberedelsetid)

20- 20 000

10

(Forbes Marshall,
2017).

Online BOD
Anlyzer

KORBI Co., Ltd
Mikrobiell
branslecell.
Aktiva bakterier
30

0.1-200 (max.

100 000)

(KORBI Co.,
ud).



Undersokningen visade att den enda metod som anvandes av avloppsreningsverken var BODy.
Merparten av de tillfrdgade avloppsreningsverken skickade sina BOD-analyser till ackrediterat
laboratorium, men nagra utférde analyserna pa plats. Flera avloppsreningsverk patalade att
driften inte styrs efter BOD-matningarna utan av andra parametrar. Stockholms vatten och
avfall uppgav att de mater slam- och fosforhalt for att fa en indikation pa BOD medan Gastrike
vatten uppgav att deras matningar pa chemical oxygen demand (COD(Cr)) och total organic
carbon (TOC) ger en indikation pa BOD-halt som de kan anpassa driften efter. Gryaab
spekulerade i att COD(Cr)-metoden kan komma att forbjudas pa grund av hélsopaverkan fran
kvicksilver och kromat. Anledningen till att BOD-analyserna inte styrde driften sades vara den
langa analystiden da vissa far vanta i upp till tre veckor med transporttider och svarstider
inrdknade, och att de da ar inaktuella.

Simsholmens avloppsreningsverk utfor analysen sjalva med en WTW Oxi 538 Laboratory
Dissolved Oxygen Meter, vilket &r en detektor anpassad for BOD-. Kappala avloppsreningsverk
har pabdrjat processen med att ackreditera sig sjalva och i framtiden ska analyserna ske med
hjalp av en Skalar SP2000-3. Anledningen &r att de vill undvika transporter och pa sa satt
minska analystiden. Skalar SP2000-3 ar en mer automatiserad variant pa den standardiserade
BOD7-metoden for att underlatta analysen. Gryaab skickar delvis prover till ackrediterat
laboratorium men gor aven egna analyser med utrustning fran Hach modell: LCK 554 som utfor
BODs-analyser.

4 EXPERIMENT

En metod for att analysera BOD é&r, som tidigare namnts, mikrobiella brénsleceller. |
bransleceller oxideras de organiska &mnena i vattnet enligt ekvation 1 (Jouanneau m.fl., 2014)
av en biofilm av bakterier pa anoden varvid upptagna elektroner, via extern krets, flodar till
katoden dar syre reduceras, ekvation 2 (Logan m.fl., 2006).

N,P,.MN
Oxidation: X,+S——C0,+T,+H" +e” Q)
Reduktion: 0, +H* +e~ - H,0 )

X,: Initial biomassa

S: Organisk kolkilla

0,:Syre

N:Kvave

P:Fosfor

MN: Mineraler

T,: Omvandlingsrodukter av biologisk nedbrytning
C0,: Koldioxid

H,0:Vatten

Genom att méta den strém som skapas i kretsen, eller den laddning som transporteras dver ett
tidsspann, kan méatvérdena korreleras till aktuell halt av BOD (Kim m.fl., 2003).

4.1 Experimentell metod
Det laborativa arbetet utfordes av Oskar Modin, docent pa Avdelningen Vatten Miljo Teknik
pa Chalmers.



4.1.1 Design av MFC

De mikrobiella branslecellerna kan ses i figur 1. Anoden var uppbyggd av stalmesh, grafitfolie
och kolfibervav. P& anoden skapades biofilmen av bakterier genom tillforsel av aktivt slam.
Katoden bestod av stalmesh, glasfiberfilter och kolfiberpapper med kolnanopartiklar som
katalysator. Varje cell var 5 cm lang och 4 cm i diameter. Varje katod och anod hade en area
pa 12.56 cm?.

_~ O,

- BOD Hy0 &

Stalmesh

© (¢]
M A W d

Stalmesh Elektroaktiv biofiim Kolfiberpapper med kolnanopartiklar som katalysator

Grafitfolie

Kolfibervav Glasfiberfilter

Figur 1: Principstruktur for en mikrobiell branslecell (Modin, 2017).

Atta stycken mikrobiella bransleceller stélldes upp i fyra processlinjer, tvé med acetat-feed och
tva med glukos, se tabell 3. Bilder pa experimentuppstéllningen kan ses i bilaga 3.

Tabell 3: De fyra processlinjerna med numrering och respektive organiskt material.

Organiskt material Linje MFC-nummer
Acetat ‘ A Ooch1l
Acetat ‘ B 2och 3
Glukos ‘ C 4och5
Glukos ‘ D 6 och 7

Processlinjernas uppstallning kan ses i figur 2.

10



X2 X2

- -

Brénsleceller Bréansleceller

T, S

. UT # UL

‘ Pump ‘v ‘ Pump % ‘ Pump ‘ { Pump ‘

Glukos Acetat

Figur 2: Skiss av processlinjer (Modin, 2017).

4.1.2 Drift

Forsoksperioden inleddes med att varje linje ympades med 15 mL aktivt slam fran Rya
avloppsreningsverk. Slammet hade forvarats i kylskap i cirka 6 veckor. Darefter mattes den
elektriska spanningen som branslecellerna producerade déver 1000 ohms-resistorer, kopplade
till varje branslecell. Ett matvérde registrerades var 30:e sekund.

| branslecellerna pumpades vatten runt i en slinga med ett flode pa cirka 40 mL/min. Den totala
volymen i varje linje ar cirka 160 mL (inklusive bransleceller och slang). Varje dag mellan
08:45-08:50 pumpades naringslésning innehallande organiskt material in till varje linje, med
en koncentration av 40 mmol kol/L. Under svaltperioderna tillsattes inget organiskt material i
naringslosningen. Recept pa naringslosningen kan ses i bilaga 4.

Efter 10 dagar utfordes ett polariseringstest, dar olika resistorer testades. FOr varje resistor
loggades det uppmatta spanningsvardet var femte sekund under minst 15 minuter. Syftet med
testet var att bade fa en hog stromproduktion och matbart spanningsutslag, eftersom bada dessa
parametrar ar viktiga ur matsynpunkt. De resistorer som testades var 3000, 1000, 510, 200, 100,
51, och 10 Q samt Gppen krets, och slutsatsen drogs att 100 Q -resistorer gav optimal balans
mellan strém och spanning.

Efter 24 dygn inleddes den forsta svaltperioden. Under denna tid togs prover pa det in- och
utgaende vattnet for att kontrollera att pH lag inom ett for bakterier lampligt omrade. Under
svéltperioderna innehdll feeden inget organiskt material, alltsa inget acetat eller glukos. Efter
tva dygn fran svaltperiodens borjan kopplades resistorerna ur for processlinje B och D, medan
processlinje A och C fortfarande holls kopplade till resistorer pa 100 Q.

Efter 10 dagar avslutades svéltperioden, resistorerna till linje B och D kopplades in och samtliga
linjer injicerades ater med organiskt material. Efter ytterligare 10 dygn inleddes en ny
svaltperiod. Denna gang kopplades resistorerna i processlinjer A och C ur.
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4.1.3 Beradkningar
Spéanningen U som brénslecellerna producerade méttes och eftersom resistansen R var kand
kunde strommen | beraknas med Ohms lag:

U=R-I ©)

Laddningen for ett dygn raknades sedan ut genom att integrera stromkurvan. Den teoretiskt
maximala laddning som fas om allt organiskt kol oxideras till strom, Qteoretisk, beraknades enligt:

Qteoretisk = F n-4 (4)

dar F &r Faradays konstant, vilken anger laddningen hos 1 mol elektroner och n ar antalet mol
som tillsattes via naringslésningen varje dag. F och n multiplicerades med 4 eftersom kolet i
acetat och glukos avger 4 elektroner vid fullstdndig oxidering.

Den coulombiska effektiviteten, #», anger kvoten mellan den verkliga laddningen och den
teoretiskt maximala. # berdknades enligt:

_ Querklig (5)

Qteoretisk

Stromdensitet uttrycks som medelvérdet av stromproduktion dividerat med anodarea.

Variationskoefficienten mellan de olika dygnen beraknades for bade laddning per dygn och
maximal strém som kvoten av standarddevationen o och medelvérdet p:

C, = (6)

z
u
4.1.4 Statistisk analys
For att testa om det fanns nagon signifikant skillnad mellan linjernas elproduktion fore och efter
en sviltperiod gjordes ett “paired student’s t-test” for varje brinslecell. For alla tester valdes 95

% konfidensgrad. Nollhypotesen Ho: i1 = 2 testades mot Ha: p1 # 2. Ett t-vérde rdknades ut
enligt:

|21 —%2|
o ()
51,52
ng np
dar x = medelvarde av antingen laddning/dygn eller maximal spanning under ett dygn, s =

varians och n = antal matpunkter. Index 1 och 2 refererar till innan respektive efter svaltperiod.
Antalet frihetsgrader, df beraknades sedan enligt:

t =

df =" -1 ®)

2

Ett kritiskt virde tas fran en “t-tabell” utifran den valda signifikansnivan. Om t-vardet ar hogre
an det kritiska vérdet forkastas nollhypotesen.
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T-testet utfordes i Excel med funktionen TTEST. Dar fas direkt ett p-varde. Om detta p-varde
ar mindre an 0.05 kan nollhypotesen forkastas med 95 % konfidensgrad, det vill sdga systemet
har undergatt en férandring.

4.2 Resultat av experiment

Da experimentet inleddes skedde en tillvéixt av bakterierna pa anoden. Detta &r observerbart da
den maximala strommen stiger for varje dygn som passerar, se figur 3. Nar en stabil
bakteriekultur uppstatt planar kurvan ut. Ur figur 3 kan utlasas att for de snabbaste
branslecellerna, A(0) och A(l), ar tid fran uppstart till stabilitet 9 dygn. Cell D(7) ar
langsammast och har en tillvaxttid pa 14 dygn. | bilaga 5 redovisas grafer av
stromproduktionen for varje brénslecell efter polariseringstest.

4 _x‘IO'4
A(0)
35F|—A0
B (2)
—B@)
3F C4)
—C(5)
—D(6)
g of
=
o
n 151
1k
0.5
0r T
_05 1 1 1 1 1 1 1 1 |
0 2 B 6 8 10 12 14 16

Dygn

Figur 3: Stromproduktion for respektive MFC under de 15 forsta dygnen for experimentet.
Stromproduktionen okar i borjan av varje dygn, da organiskt material tillsétts, och minskar da
allt organiskt material ar forbrukat. Stromproduktionen gar i dygnsvisa cykler eftersom de
tillférs organiskt material en gang per dag.

Pa grund av en mjukvarukrasch som skedde mellan datumen 2017-02-28 och 2017-03-03
saknas matdata for de forsta dygnen efter den forsta svaltperioden. Efter svaltperiod tva kan
ingen matbar tillvaxtperiod observeras. Stabilitet tycks uppnas redan under det forsta dygnet.
Det ska dock namnas att for acetat stiger stromproduktionen nagot hdgre under det forsta dygnet
an det varde som stromproduktionen sedan stabiliseras vid, se figur 4. Aven om det for glukos
inte uppvisar samma stromproduktionsstabilitet som for acetat aterfinns det inte nagot som
liknar den tillvaxtkurva som syntes vid experimentets uppstart.
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Figur 4: Strémproduktion fér respektive MFC efter den andra svéltperioden. Dygn 52-62.
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Under svéltperioderna kunde strémproduktion observeras for de celler med sluten krets nér
néringslosningen tillférdes och under det foljande dygnet. Maxvardet for dessa toppar avtog
under svéltperiodens gang. Fenomenet illustreras i figur 5. Se dygn 26 till 35.

%107 MFC(0)

1.8

16

1.2

O 1 1 1 1 1 1 1 i i i 1 1 1 1 1 1 1 | I 1 L 1 1 1 1 1

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
Dygn

Figur 5: Strémproduktion fér MFC (0) dygn 16-66.

Variationskoefficienten varierar for laddningen mellan 1.48 % och 20.84 % och for
maxstromproduktionen mellan 1.11 % och 11.56 %. Den coulombiska effektiviteten varierar
mellan 7.65 % och 16.50 %. Den coulombiska effektiviteten &r i samtliga fall hogre for
branslecellerna som tillfors acetat an for de som tillfors glukos. Fullstandiga resultat redovisas
i tabell 4.
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Tabell 4: Sammanstallning av medelvarde, standarddeviation och variationskoefficient fér laddning per dygn samt maximal strom under ett dygn,
coulombisk effektivitet och stromdensitet. Period O refererar till perioden innan forsta svaltperioden, 1 till perioden efter forsta svaltperioden och
2 till perioden efter andra svaltperioden.

Linje  Period MFC Organiskt  Medelvarde Standard- Variations- Medel- Standard- Variations- Coulombisk  Strém-

material laddning [C] deviation koefficient varde  deviation koefficient effektivitet densitet

laddning laddning strém  strém stréom [A/m?]
[C] [mA]  [mA]

A 0 Oochl  Acetat 112.30 7.35 6.54 % 151 0.050 3.30 % 15.81 % 1.20

B 2och3  Acetat 86.27 17.63 20.43 % 1.46 0.024 1.66 % 12.15 % 1.16

C 4och5  Glukos 72.00 2.69 3.74 % 1.17 0.034 2.93 % 10.14 % 0.93

D 6och7  Glukos 75.70 7.56 9.99 % 1.17 0.042 3.61% 10.66 % 0.93

A 1 Oochl  Acetat 109.97 6.22 5.65 % 1.42 0.049 3.43 % 15.49 % 1.13

B 2och3  Acetat 86.05 6.04 7.02 % 1.41 0.024 171 % 12.12 % 1.12

C 4och5  Glukos 69.28 7.42 10.72 % 1.10 0.047 4.25 % 9.76 % 0.88

D 6och7  Glukos 76.93 10.17 13.22 % 1.17 0.013 111 % 10.83 % 0.93

A 2 Oochl  Acetat 117.18 4.34 3.70 % 1.38 0.050 3.62 % 16.50 % 1.10

B 2och3  Acetat 110.58 1.64 1.48 % 1.34 0.018 1.35% 1557 % 1.06

C 4och5  Glukos 64.82 4.35 6.72 % 0.95 0.057 6.16 % 9.13% 0.76

D 6och7  Glukos 54.34 11.32 20.84 % 0.93 0.108 11.56 % 7.65 % 0.74
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Skillnader mellan stromproduktionen for celler innehallande acetat och glukos kunde
observeras, se tabell 5. For medelvérdet av den maximala strdmproduktionen observerades en
skillnad pa 0.30-0.41 mA mellan de olika perioderna.

Tabell 5: Medelvarde av den maximala strémproduktionen for acetat och glukos under
perioderna 0, 1 och 2.

Organiskt material

Medelvarde [mA],

Medelvarde [mA],

Medelvarde [mA],

Period 0 Period 1 Period 2
Acetat 1.49 1.42 1.36
Glukos 1.17 1.12 0.95

T-tester genomfordes for att jamfora tillstandet fore och efter den forsta svaltperioden, for att
jamfora tillstdndet fore den forsta och efter den andra sviltperioden samt for att jamfora
tillstandet efter den forsta och efter den andra svéltperioden. I tabell 6 ses resultatet.

Tabell 6: Resultatet av t-tester. Gron text indikerar statistiskt sakerstalld skillnad, p < 0.05.

Svaltperiod 1

Svaltperiod 2

Over bada
svéaltperioderna

MFC Laddning Strom Laddning Strom Laddning Strom
0 0.330815 0.000111 0.130957 0.000009 0.035892 0.005980
1 0.597878 0.000087 0.106069 0.000004 0.060903 0.001460
2 0.942488 0.002104 0.045436 0.000150 0.000204 0.000729
3 0.896005 0.010680 0.042160 0.000269 0.000629 0.000389
4 0.366963 0.006000 0.005463 0.000604 0.134039 0.003336
5 0.697193 0.030452 0.028126 0.000617 0.243114 0.006581
6 0.618855 0.000442 0.066205 0.001227 0.004980 0.002380
7 0.818072 0.257131 0.025848 0.000281 0.004731 0.000044

Med avseende pa strom visar alla utforda t-test utom ett att branslecellerna genomgar en
statistiskt signifikant forandring under svéltperioderna, i samtliga av dessa fall en minskning.

For tester gjorda med avseende pa laddning kunde en statistiskt sékerstalld skillnad konstateras
for mindre &n hélften av testerna.
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5 DISKUSSION

Standardmetoden vid analys av BOD innebar lang analystid och inexakta méatningar, vilket har
motiverat ett stort antal forsok att utveckla mer palitliga och effektiva metoder. Bland de
undersdkta metoderna for BOD-analys behdvs det dock generellt mer forskning och
tillampningar med riktigt avloppsvatten samt bevisad stabilitet innan de kan konkurrera med
BODs/7 som ledande teknik.

5.1 Analysmetoder

Bland de undersokta metoderna &r antalet rapporterade studier ofta fa och gjorda med fa prover,
vilket ger bristfalligt underlag for en relevant jamforelse av hur val metoderna korrelerar med
standardmetoden. Daremot aterfinns andra parametrar som tydligt talar for och emot respektive
metod. En sammanfattning av viktiga for- och nackdelar for respektive metod ses i tabell 1.
Den langa analystiden &r ett av de framsta skalen till att det finns behov av nya metoder for
BOD-analys. Av denna anledning gors beddmningen att den manometriska metoden, som har
samma analystid som BODsy7, inte &r en intressant kandidat for att ersatta standardmetoden.

Ovriga metoder har kort analystid, men detta innebar ocksa att BOD7 maste uppskattas fran
empiriskt framtagna samband. Bland de snabba analysmetoderna verkar BOD-analys baserad
pa bioreaktorer med respirometri for tillfallet vara den mest relevanta kandidaten till att ersatta
BODy. Det finns flera sensorer representerade pa marknaden, och samtliga marknadsforda
bioreaktor-sensorer ar enligt respektive tillverkare stabila, ger snabb métdata och har ett brett
matomrade. Oberoende studier som bekraftar dessa uppgifter har inte hittats.

Aven mikrobiella bransleceller har kort analystid och stort métintervall men har i flera studier
uppvisat matoséakerhet. | vart experiment varierade variationskoefficienten mellan 1.48 och
20.84 % med avseende pa coulomb/dag samt mellan 1.66 och 11.56 % med avseende pa
maximal stromproduktion. Detta kan bero pa att biofilmen som bildas pa anoden skiljer sig fran
fall till fall, vilket innebér en varierande andel strémproducerande bakterier. Aven de icke-
stromproducerande bakterierna oxiderar organiska &mnen, varfor det blir svarare att korrelera
strommen till det verkliga BOD-vardet. For att undvika detta kravs det att branslecellen enbart
innehaller bakterier som producerar strom, men detta ar omojligt om bakterierna ympas fran
slam. I vart experiment varierade den coulombiska effektiviteten inom intervallet 7.65-16.50
% vilket tyder pa stark konkurrens med andra icke stromproducerande bakterier. Endast en
kommersialiserad mikrobiell branslecell hittades, vilket indikerar att metoden &nnu inte anses
palitlig.

Biosensorer med immobiliserade bakterier har i manga studier pavisat god korrelation med
standardmetoden, men har kort livslangd. Om detta problem kan l6sas i framtiden kan dessa
sensorer utgora ett mojligt alternativ. Redox-mediatorer bedéms inte heller som ett attraktivt
alternativ, eftersom metoden kraver kontinuerlig tillsats av kemikalier. Biosensorer baserade pa
bakteriell bioluminiscens ar &nnu inte tillrackligt undersokta for att utgora ett
realistiskt alternativ. Dessutom har endast en typ av bakterie anvénts i befintliga studier, varfor
vi tvivlar pa hur val denna typ av sensor fungerar pa riktigt avloppsvatten.
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5.2 Marknadsundersokning

BOD:y ér enligt svensk lagstiftning den metod som avloppsreningsverk ska anvanda vid BOD-
analys, vilket medfor att det i dagslaget inte finns mojlighet att direkt ersatta BOD-. Till en
borjan skulle en ny metod kunna introduceras for att utfora analyser parallellt med den
traditionella BOD7-metoden. Intresset bland avloppsreningsverken &r emellertid svalt eftersom
de i dagslaget inte anvander BOD-varden for att styra sin process. Detta tros bero pa den langa
analystiden samt att korrelation med COD och TOC anses tillgodose de behov som finns. Att
introducera nya BOD-sensorer utan att anvanda matvarden till processtyrning skulle alltsa i
realiteten innebéra en extra kostnad utan nagot egentligt anvandningsomrade.

Om det skulle 6ppnas upp for nya analysmetoder med kortare analystider skulle en mojlighet
for processoptimering och styrning baserat pA BOD-halten vara méjlig. En annan fordel om
processtyrning skulle kunna ske baserat pA BOD-halten &r att dagens analyser av COD mdjligen
skulle kunna fasas ut. Vid utférandet av COD-analys brukas bade kvicksilver och kromat, vilket
ar tva natur- och halsovadliga amnen.

5.3 Experimentellt arbete

Resultatet antyder att mikrobiella brénsleceller kan hantera korta svaltperioder tamligen val.
Den tid det tar for cellerna att aterhamta sig har varit kort eller obefintlig, och funktionen i stort
sett bevarad. Efter en svaltperiod aterhamtar sig inte stromproduktionen till sitt tidigare
stabilitetsvarde, vilket ar statistiskt sakerstallt i nastan samtliga fall. Det kan bero pa att det sitter
ett dott lager av stromproducerande bakterier pa anoden eller att andra bakterier klarar av svalt
battre an stromproducerande bakterier, vilket i sa fall leder till en annan komposition av
bakteriestammen och darmed lagre stromproduktion. I mindre an halften av fallen syns en
statistiskt sékerstalld skillnad i den laddning som transporteras per dygn. Dessa varden &r dock
kansligare for felkallor sdsom den bakteriella tillvaxt som skett i feeden under experimentets
gang och de fa matpunkter som anvandes, eftersom standarddeviationen for laddningen ar hogre
an den for strom. Det verkar alltsd, med hansyn till stromproduktionen, vara lampligt att
kalibrera om cellerna om de utsatts for svélt. Efter kalibrering bor cellerna aterigen vara
funktionella.

Det férekommer ingen observerbar skillnad mellan celler som haft éppen eller sluten krets.
Kanske &r svéltperioden for kort for att det ska bli nagon markbar skillnad. Kanske innebar
sluten krets inte sa stor fordel eftersom det anda inte finns nagot organiskt material tillgangligt.
Det kan ocksa vara sa att bakterierna kan byta mellan olika elektronacceptorer som finns
tillgangliga i l6sningen, och darmed fortsatta respirera.

Under svéltperioden 6kar stromproduktionen nar naringslosningen tillsatts. Anledningen till
detta kan tankas bero pa att bakterierna kan oxidera vitaminer i naringslésningen eller att de
oxiderar doda bakterier men behéver vissa naringsamnen for att kunna genomféra oxidationen.
| fortsatta studier kan det vara av intresse att forsoka forhindra detta beteende och analysera
skillnader i resultat.
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6 SLUTSATS

En tillforlitlig och grundligt beprévad analysmetod kréavs innan ett byte av den standardiserade
metoden kan 6vervdgas. Det hade varit fordelaktigt att kunna mata den riktiga BOD-halten och
inte behdva korrelera med andra méatvarden sasom COD och TOC. De metoder som vi anser i
framtiden kan konkurrera med den standardiserade metoden ar framst bioreaktorer men &ven
mikrobiella bréansleceller.

Utifran vara experiment med mikrobiella bransleceller drar vi slutsatsen att svaltperioder
paverkar bakteriestammen negativt och darmed bor undvikas. Om en kortare svéltperiod &r
oundviklig verkar det som att métutrustningen bér kalibreras om for att kompensera for den
lagre stromproduktionen, men efter en kalibrering bor utrustningen aterigen vara funktionell.

Generellt kan ségas att det ar stor skillnad pa stabiliteten mellan branslecellerna som tillforts
glukos och de som tillforts acetat. Glukos ar en mer komplex molekyl, och &r alltsa svarare att
bryta ned. Glukos bor saledes representera avloppsvatten béttre an acetat. | kommande
forskning inom mikrobiella bransleceller for BOD-matning anser vi att en mer komplex
sammansattning av organiskt material bor anvéndas. Forslagsvis kan en blandning av olika
organiska amnen anvéndas, och kompositionen kan varieras under experimentets gang, for att
ytterligare efterlikna komplexiteten och variabiliteten hos verkligt avloppsvatten. Dessutom
foreslar vi att stromproduktion under svaltperioder bor undvikas genom att antingen modifiera
naringslosningen eller att utesluta den helt.
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BILAGA 1 - STRUKTURFORMLER

Figur 6: Strukturformel av acetatjonen, CH3COx".
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Figur 7: Strukturformel av glukos, CeH120es.
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BILAGA 2 — MEJLSVAR FRAN ENKAT

Mejlsvaren fran undersoékning av analys av BOD vid reningsverk runtom i Sverige.

VAKIN

1.
2.

w

BOD.. Samtliga analyser genomfors av Alcontrol.

Ca 9 dagar fran inlamnade av prov till levererad analysrapport. Sjalvklart skulle det vara
positivt med en snabbare analysmetod, men dven om tiden skulle kunna kortas ned till
ex 3 dagar, kan vi anda inte styra processen utifran resultatet.

Vet gj.

Nej, eftersom vi inte utfor analyserna sjalva. Vi har dock deltagit i en studie for att ta
fram en on-line metod for bestamning av COD och darigenom fa en uppskattning av
BOD. Tyvérr har detta stannat pa utvecklingsstadiet.

GRYYAB

1.

Vi skickar vara BOD prover for utslappskontroll till ackrediterade lab och analyserar
vart utgvatten veckoprov med en kuvett metod fran Hach, LCK 554 0,5-12 mg/L. Vara
prover ar oftast 6ver 5 -10 mg/L men ibland ar det hogre och da ser vi att denna metod
avviker fran SE-EN 1899-1 (7 dygn) som det ackrediterade labbet anvander.

Bade den vi kor sjdlva och den som ackrediterade lab kor ar 7 dygn men med transport
tid, rapportering &r det minst 10 dagar oftast 14 dagar. Behovet har 6kat med det att det
finns en risk att CODcr forbjuds da den innehaller bade kvicksilver och dikromat.

Vad de ackrediterade labbet anvander vet jag ej men vi laser av vara kuvetter i en
spektrofotometer fran Hach modell DR 6000.

Vi haller pa att prova en flaskmetod med syregivare pa Oxitop men har ej tillrackligt
med data for att uttala om den &r anvéndbar eller ej. Det som den ev fordelen &r att man
kan avlasa den under analystiden. Vi anvander idag COD och till viss del TOC for att
fa en bild av BOD halten men eftersom det ar olika saker som analyseras och framfor
allt nogrannhet/spridning for de olika metoderna varierar har vi fram till nu svart med
korrelation pa laga halter, 3-10 mg/L BOD. Sen vet jag att flera kollegor anvander BOD
robotar fran Skalar men analystiden ar fortfarande 7 dygn.

Kéappala

1.

2.

3.

Vi skickar till ett externt laboratorium for analys av BOD7 enligt standardmetoder 1899-
1 och 1899-2, men vi haller pa att ackreditera for att utfora dessa sjalva.

Analystiden &r ju en vecka pa BOD7 men svarstid fran externa laboratoriet ar 2-3
veckor. Detta ar framsta anledningen till att vi vill gora det sjalva.

Vi har skaffat en BOD-robot Skalar SP2000-3 for att underlatta analyseringen.

Jonkdping (Simsholmens)

1.
2.

SS-EN 1899-1, utgava 1

Analystiden &r 7 dygn dvs. BOD-7, i dagslaget har vi inte behov av snabbare resultat i
egenkontrollprogrammen men som driftanalys skulle det vara intressant med en
snabbare metod for BOD.
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3. Syremataren WTW Oxi 538 med inbyggd omrérare och inkubatorn med temp 20 £ 1
°Ci7dygnt4h.

4. Analysen BOD7 finns med i avloppsreningsverkens tillstandskrav och darmed inte
utbytbar. Skulle det i framtiden finnas motsvarande analys med kortare analystid skulle
den kunna ersétta befintlig BOD7 metod efter jamforande métningar. Dock under
forutsattning att tillsynsmyndigheterna godkénner ett byte av metod.

SYVAB

1. Vi skickar till ackrediterat laboratorium. Vi analyserar BOD?.

2. Eftersom vi skickar prover till ackr. labb tar det 2-3 veckor innan vi far resultatet. Vi

kan inte styra reningsverket pd dessa “gamla” resultat utan de anvinds enbart for

uppfoljning av vara villkor och rapportering till myndigheter. Vi har krav pa att méata

BOD7. Syvab har ett driftlabb och dar kér vi TOC istéllet for BOD?7 i syfte att fa snabb

respons och kunna géra snabba andringar i reningsverkets processer.

Vet ej, vi anlitar ALcontrol for analys. Metoden som anvands ar SS-EN 1899-1.

4. Vikor som sagt TOC pa vart eget labb for att styra verket. Dessa varden redovisas inte
till myndigheter. Vi har inte diskuterat att byta BOD-analysen i och med att vi har krav
pa att mata detta och rapportera resultaten till myndigheter. For att dndra till en annan
analys an BOD7 sa kravs det att den nya metoden godkanns av Naturvardsverket.

w

Stockholm vatten och avfall

Pa Henriksdals reningsverk mater vi BOD7 pa vara dygnsprov och TOC pa vara dygnsprov och
veckoprov. Alla prov analyseras som Cajsa séger av Eurofins i Lidkdping. TOC méter vi istallet
for COD eftersom det ar okej enligt naturvardsverket sa lange ett bestamt forhallande kan
fastslas. Vad jag vet sa finns det ingen sadan accepterad erséttningsparameter for BOD7 men
det skulle saklart vara av intresse for oss att kunna fa snabbare analyssvar. Samtidigt har vi idag
bra online-instrument for exempelvis slamhalt och fosfat som ger oss snabba svar pa
processforandringar och en indikation pa BOD.

Eftersom vi har ett gransvarde pa BOD7 att forhalla oss till maste vi &ven, enligt
naturvardsverket, mata BOD7 pa det braddade vattnet. Det vill sdga vatten som inte gar via
ordinarie provtagare. Har har vi beviljats ett undantag av tillsynsndmnden och anvénder istéllet
en berakning for att uppskatta BOD7 i det braddade vattnet. Det skulle ndmligen vara logistiskt
satt valdigt svart for oss att skicka ivag representativa prover vid samtliga braddtillfallen
eftersom vi anvéander ett externt laboratorium. Sa det vore ju pa sa satt intressant med en
alternativ metod som exempelvis tillater att braddprovet kan konserveras och sedan skickas
ivdg med ordinarie prover. Men det kanske &r 6nsketankande?

Luled kommun

SS-EN 1899 utg 1 1SO17089

7 dygn, snabbare metod é&r alltid bra att fa.

Hach Lange. LBOD 10101-01

Hade bytt ut elektrod mot optisk for ca 2 ar sedan. N6jda med resultat.

el A
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Hudiksvall kommun

=

Vi skickar till ackrediterat laboratorium och de anvander metod SS EN 1899 1-2:1998
2. Den &r pa 7 dagar. Oftast har vi inte behovet av en snabbare analys eftersom vi har eget
driftlaboratorium dar vi dagligen kollar upp fosforhalten vilket indikerar kvalitén pa
vattnet. Men det uppstar ca 1-2 ggr/ ar da det skulle vara bra med en snabbanalys.
Ingen aning

4. Nej det har vi inte, analyserna vi bestéller grundar sig pa géllande beslut fran
tillsynsmyndighet och naturvardsverkets foreskrifter.

w

Gastrike vatten (2 svar)

Jag kor inget ackrediterat laboratorium utan endast for internt bruk “driftlaboratorium”.
1. Jag skickar till Eurofins, vid internanalys anviands ”SS-EN 1899-1"
2. 7 dagar, nej inte i nulaget.
3. Hach HQ440d multi
4. NEJ, oftast utgar BOD7 da det ar tidskravande och annat prioriteras da analysen gors
externt via Eurofins.

Vid Gastrike Vatten har vi ett litet ackrediterat laboratorium som servar tva reningsverk och
utfor analyser pa driftparametrar. Fér analyser for 6vriga 12 reningsverk skickas prover till
Eurofins. Vi utfor interna driftkontroller vid det storsta av vara reningsverk, inte s& mycket
BOD?7.
1. Vi anvander analysmetoderna SS-EN 1899-1 och ISO 17289:2014. Vi har dven
majlighet att skicka prov till ett annat ackrediterat laboratorium.
2. Vi anvénder BOD7, och det &r Klart att kan man anvénda en snabbare metod vore det
bra. Vi far anda en indikation genom CODcr och TOC.
3. Vianvander Optisk sensor metod for avlasning, 1SO 17289, HACH:s HQ440d multi.
4. Vi har inte diskuterat att byta metod.

Eurofins

Vi anvinder europastandarden EN 1899-1:1988

Vattenundersokningar - Bestdmning av biokemisk syreférbrukning efter n dagar (BOD") - Del
1: Utspadningsmetod med tillsats av allyltiourindmne (1SO 5815:1989, modified)

for att analysera BOD-halter

Denna europastandard beskriver bestdimning av biokemisk syreforbrukning hos vatten genom
utspadning och ympning efter tillsats av nitrifikationshammare.

Denna standard kan anvéndas for alla slag av vatten med en biokemisk syreférbrukning som é&r
storre eller lika med bestdmningsgransen 3 mg/L syre men inte stérre an 6000 mg/L syre.
Metoden kan anvéndas dven vid en biokemisk syreforbrukning 6ver 6000 mg syre per liter,
men fel som beror pa de spadningar som behovs paverkar analyskvaliteten och resultaten maste
tolkas med forsiktighet.

Vi kommer behova ha en snabbare metod i framtiden.

Vi anvander en robot som heter Skalar WSSPIP”
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BILAGA 3 - BILDER

Figur 8: Visar uppstallning utav en mikrobiell branslecell, nummer 3.

RN g

Figur 9: Visar MFC fran dvansidn.
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Figur 11: MFC bade framifran och aven fran sidan.



BILAGA 4 - RECEPT

Detaljerat recept pa naringslosningen:

KClI 0,1 g/L

KH.PO. 0,6 g/L

NH.CI 0,25 g/L

NaHCO. 4 g/L

MqCl. 0,19/L

CacCl. 0,03 g/L

Vitaminlésning (2 mL/L tillsatts)

Biotin 20 mg/L
Folic acid 20 mg/L
Pyridoxine-HCI 100 mg/L
Thiamine-HCI*2H.0 50 mg/L
Nicotinic acid 50 mg/L
D-Ca Pantothenic acid 50 mg/L
Vitamin B12 1 mg/L
p-Aminobenzoic acid 50 mg/L
Lipoic acid 5 mg/L
Sparamneslosning (20 mL/L tillsatts)
ZnCl, 85 mg/L
CuSO.*5H20 10 mg/L
H.BO. 10 mg/L
Na.SeO.*5H20 0,3 mg/L
Na.WO.*H20 0,4 mg/L
CoClL.*6H.0 152 mg/L
NiCl. 10 mg/L
NaCl 1000 mg/L
MnCI.*4H.0 500 mg/L
FeSO.*7H.O 100 mg/L
MgSO.*7H.0 3000 mg/L
H..Mo.N.O..*4H.0 10 mg/L
AI(SO.).*18H.0 20 mg/L
CaCl.*2H.0 100 mg/L

Nitrilotriacetic acid

1500 mg/L
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Figur 12: Stromproduktion for alla MFC (0-7) dygn 16-66.
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Figur 13: Stromproduktion for alla MFC (0-7) dygn 0-15, fore den forsta svaltperioden.
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Figur 14: Stromproduktion for alla MFC (0-7) efter den andra svaltperioden.
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Figur 15: Stromproduktion for MFC (0) dygn 16-66.
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Figur 16: Stromproduktion for MFC (1) dygn 16-66.
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Figur 17: Stromproduktion for MFC (2) dygn 16-66.
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Figur 18: Stromproduktion for MFC (3) dygn 16-66.
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Figur 19: Stromproduktion for MFC (4) dygn 16-66.
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Figur 20: Stromproduktion for MFC (5) dygn 16-66.
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Figur 21: Stromproduktion for MFC (6) dygn 16-66.
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Figur 22: Stromproduktion for MFC (7) dygn 16-66.



