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Abstract

The composition of the nitrifying microflora may vary considerably between different sewage treatment
plants. The taxonomy of the nitrifying bacteria and the conditions needed for nitrification are outlined.
Present and future methods for the detection of nitrifiers and the assessment of nitrification inhibition are

discussed.
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Sammanfattning

Den nitrifierande mikroflorans sammansittning kan variera kraftigt mellan olika reningsverk. De nitrifie-
rande bakteriernas taxonomi och under vilka férutsittningar de kan operera behandlas. Tillgingliga och
framtida metoder fér att decektera nitrifierare och nitrifikationshdmning diskuteras.

Inledning

Den 6kande eutrofieringen av sjoar och kustnira hav
har lett till hirdare krav pd kvaveavskiljning vid sven-
ska reningsverk. I vixt- och djurproteiner foreligger
kvivet i starkt reducerad form och frigérs vid for-
multning (mineralisering) dirféor som ammonium-
joner (NH,*) eller ammoniak (NH,). Ammonium
dominerar helt vid neutralt pH.

Det finns, teoretiskt sett, tre biologiska vigar att bli
av med ammonium i avloppsvatten:

1. Direktupptag och inkorporering till organiskt mate-
rial. De flesta bakterier kan ta upp ammonium direkt
frin vattnet och anvinda det {6r sin proteinsyntes.
Idag reduceras kvivehalten i minga reningsverk
med ungefir 20 % p3 detta sitt, en fysiologiskt sett
forhillandevis lig siffra som beror pé att slambak-
terierna 1 de nuvarande processerna férbrinner
organiska fdreningar snarare an att anvinda dem
f6r nybildandet av celler. Om aktivslamprocessen
indrades mot en maximal slamproduktion skulle
ammoniumupptaget i de flesta kommuners avlopps-
vatten kunna okas betydligt.

2. Direkt oxidering till kvivgas. Energimissigt ar
detta en fullt méjlig vig men hittills har man inte
med sikerhet kunnat beligga att den existerar i
naturen.

3. Oxidering till nitrat. Nitrat kan sedan reduceras
till kvdvgas av denitrifierande bakterier som anvin-
der nitrat som elektronacceptor 1 en anaerob respi-
ration.
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Oxidering frin ammonium till nitrat ombesérjs i
naturen huvudsakligen av tv3 grupper av bakterier:
ammoniumoxiderarna som stir for oxidationen fran
ammonium via hydroxylamin dll nitrit, och nitritoxi-
derarna som oxiderar det sista steget frdn nitrit till
nitrat. (Det finns inga kinda isolat som ar kapabla att
oxidera hela kedjan fran ammonium till nitrat.) Med
ett gemensamt namn kallas bakterierna nitrifierare.
Nitrifierarna betraktas som den kanske kinsligaste
linken i biologiska reningsprocesser. Nitrifierarna
utgdr dock ingalunda nigon enhetlig grupp, vilket
annars ofta frutsitts vid studier av nitrifikationspro-
cesser. Nyare taxonomiska undersékningar indikerar
att det existerar hundratals arter, var och en med sina
speciella egenskaper och sin ekologiska nisch. Den
nitrifierande populationen kan dirfor skilja sig mar-
kant frin ett reningsverk till ett annat.

Taxonomi

I teknisk litteratur brukar ammoniumoxiderare oftast
klumpas ihop under namnet »Nitrosomonas» eller
rentav »Nitrosomonas europaea». En riskabel dver-
forenkling, eftersom det ger intryck av att det ror sig
om en och samma bakterie som upptrider 1 renings-
verken, Si ir emellertid inte fallet, vilket nyligen
visats av Koops et al. (1991) som undersckte de gene-
tiska egenskaperna hos 64 Nitrosomonas-isolat. De
fann att endast 7 av isolaten tillhorde arten Nitroso-
monas europaea medan de ovriga 57 fordelades pa 12
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varit okanda fér taxonomerna.
Formodligen existerar annu fler Nitrosomonas-arter
som vintar pa sin upptiackt, men redan det fakrum ate
sliktet omfattar 13 arter, var och en med sin speciella
ekologiska nisch, visar pd acr variationsrikedomen
mnom ammoniumoxiderarna ar betydligt stérre in vad
som oftast framgar av litcceraturen. Dessutom ir det
inte alla arter som hor till Nitrosomonas, minst lika
manga ingar 1 Nitrosolobus, det ekologiskt kanske
viktigaste ammoniumoxiderande sliktet (Belser 1979),
och dtminstone ert tiotal arter hér till endera Nitroso-
coceus eller Nitrosospira (Watson et al. 1989).
Situationen ir

andra arter som tidigare

likartad for nitritoxiderarna som
ocksd indelas i fyra slikcen: Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospina och Nitrospira. Nagra mera omfattande
taxonomiska studier har dnnu inte utféres pa dessa,
men de data som finns indikerar att det dven hir
existerar flera arter inom varje slikte (Watson et al.
1989). Sammantaget innebar detta att man maste
rakna med hundratals arter av nitrifierare. Vissa
egenskaper har de gemensamt, andra 4r diremot art-
beroende.

Nitrifierarnas mycket laingsamma tillvi‘(thastighet
p1 ctt dygn fordkas de 1 bista fall 2-3 ginger — nagot
minga andra bakterier klarar av pa en timme — inne-
bir att der dven under optimala forhillanden kan ta
atskilliga veckor innan en fungerande nitrifieringsflora
etableras I ctt reningsverk. Under mindre gynnsamma
omstindigheter gar det ofta inte alls, ett vilkint pro-
blem 1 tempererade klimat ir att fa iging nitrifikatio-
nen under vintern, Den langsamma tillvixten beror pa
att ammonium- och nitri[oxidqtion dr en tamligen in-
effektiv process, ty for varje kol som anvinds vid cell-
uppbyggnaden krivs ox1dat10n av ungefar 100 nitrit-
molekyler. Nigot storre hopp om att hitta snabb-
viaxande nitrifierare finns darfér inte, I stallet fir man
koncentrera sig pa att gora tillvaron si bra som maj-
ligt for de nitrifierare som man vill ska etableras.

Fysiologiska faktorer

Temperaturen har dels en generell effekt, dels en art-
beroende effekt pa nitrifieringsfloran. Generellt giller
att nitrifikationshastigheten 6kar med stigande tem-
peratur. Eftersom nitrifierare i regel har en mesofil
natur, betyder detta att nitrifikationshastigheten ékar
tdmligen linjart inom temperaturintervallet 10-30°C.,
Under och dver denna temperatur blir nitrifikations-
hastigheten diremot helt avhingig vilka arter av nitri-
fierande bakterier som forekommer. Det finns siker-
stillda rapporter om nitrifikation savil vid 60°C i
varma killor som vid ett par mmusgmder under polar-
isarna (Watson et al. 1989, Koops et al. 1991). Hittills
har bara en kéldealig art isolerats och beskrivits,
Nitrosomonas cryotolerans, och denna ir av mindre
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intresse for de flesta reningsverk eftersom den nor-
malt hér hemma 1 oceanerna och dirfor kriver nagon
procent salthale for att kunna existera. At det dven
forckommer »sotvattensnitrifierare» som vixer vid
mycket liga temperaturer star dock klart.

Nitrifikation dr normalt koppht ull svagt alkaliska
férhallanden, pH 7,5-8,0 dr i regel optimalt fér nitri-
fikation. Rimligen ir detta en f6ljd av act de sa kallade
ammoniumoxiderarna 1 sjilva verket umytyjar am-
moniak som energikilla; férhallandet ammonium/
ammoniak f6rskjuts mot ammoniak vid stigande pH.
Nitrifikation vid liga pH-virden, vilket sedan linge
noterats 1 sura jordar, har tidigare oftast ansetts bero
pd akuviteten hos heterotrofa nitrifierare. Sidana fore-
kommer savil hos bakterier som hos mikrosvampar,
men de féredrar organiskt kvive och utnyttjar endast
1 undantagsfall, och da timligen ineffeltivt, ammonium.
Pa senare td har dsikterna svingt sedan man lyckats
isolera koldioxidfixerande nitrifierare som fungerat
vil vid pH 4,0 (De Boer et al. 1991). Hittills har man
dock inte kunnat visa att de utnyttjar ammoniak vid
detta laga pH, de tycks istillet nitrifiera genom ait
hydrolysera urea (Allison och Prosser 1991).

Aven i ganska sura avloppsvatten kan nitrifikation
pdgd, forutsatt att nicrifierarna tidigare bildat flockar.
Speciellt ammoniumoxiderarna bildar spontant aggre-
gat vilka forefaller skydda de individuella cellerna mot
liga pH-virden. Mekanismen dr langtifran klarlagd,
den vanligaste teorin gar ut pa férekomsten av mikro-
nischer med hégre pH 1 flockarna. Men denna teori
bortser fran det faktum att det 4 ammoniumoxiderarna
sjilva som avger protoner vid nitritbildningen. Om en
protongradient féreligger, skulle pH alltsd i sjilva
verket vara ligre i ammoniumoxiderarnas omedelbara
nirhet. En ur bakteriologisk synvinkel rimligare for-
klaring dr ate nitrifierarna samverkar med andra flock-
bakterier for att hilla pH under kontroll. Men 4n s3
linge kan man bara spekulera om en sidan samverkan,
vare sig nitrifierare eller andra flockbakrerier har
ndmligen studerats tillrickligt vil taxonomiskt. I sura
eller toxiska avloppsvatten har man lyckats sitta igang
nitrifikation genom att allsitea lera eller vermiculis
och dirmed f en buffrande och skyddande struktur
pa vilken nitrifierarna kan etableras (Powell och Pros-
ser 1991).

Nirifikation ar en strikt aerob process, men den er-
forderliga syrchalten beror pi andra faktorer. Om
avloppsvattnet innchéller stora mingder organisks
material krivs hdga syrgashalter, i annat fall konkur-
reras nitrifierarna ut av heterotrofa bakterier som ir
betydligt effektivare pd att utnyttja syrer. Vid liga
halter organiskt material kommer syrgashalten dar-
emot av allt att déma att selektera fram speciclla arter
av nitrificrare. Hos en del ammoniumoxiderare finns
ctt ureas som bérjar produceras vid liga syrgashaleer
och liksom vid liga pH-virden kommer alltsi urca ati
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bli ett viltigt substrat for nitrifikationen, Lag syrgas-
halt forefaller ocksa ha en generell effekt 1 det att
ammoniumoxiderare som regel ar klart batwre pa att
utnyttja syret in nitritoxiderara (Belser 1979). En
betydande nitritackumulering kan alltsa bli f6ljden.
Speciellt verkar nitritackumulering ske vid hoga tem-
peraturer, dver 25°C. .

Syrgashalten for nitrifierare i biobdddar kan bli
mycket lig pa grund av masstransportproblem. Bio-
biddar kan i betydligt storre utstrackning dn suspen-
derade flockar ses som ekologiska enheter, biotoper,
och nitrifierarnas effektivitet 1 dessa system ar sanno-
like i hdg grad avhingig en balans med bla milaro-
nematoder som genom sin aktivitet bildar syrgas-
ledande kanaler i biofilmen.

Tillvaxtstimulerande faktorer

Tva stindigt upprepade »sanningar» dv att ammonium-
oxiderare ir strikta autotrofer, dvs de tillgodoser sitt
kolbehov uteslutande genom fixering av koldioxid;
samt att nitritoxiderare visserligen kan vixa hetero-
troft, men att de i sa fall g&r det mycket, mycket lang-
samt. Teserna dr generaliseringar gjorda efter fysio-
logiska studier av Nitrosomonas europaea respektive
Nitrobacter winogradskyi. De giller ingalunda alltid.

Manga ammoniumoxiderare ar utpriaglade mixotro-
fer, vilket innebdr att de vixer snabbast (alternativt
bildar mer cellmassa) di de samtidigt kan tllgodose
sitt kolbehov fran koldioxid och nigon organisk killa
(Watson et al. 1989). FPérdelningen mellan autotrofa
och mixotrofa ammoniumoxiderare i ett reningsverk
beror troligtvis 1 hég grad pa typ och haltav organiska
imnen i avloppsvattnet. De mixotrofa ammonium-
oxiderare som hittills studerats, och de dr ganska fi,
utnytijar 1 huvudsak latillgangliga lagmolekylira
féreningar som glukos, organiska syror samt korta
alkoholer och fettsyror. Men dven komplexa for-
eningar som peptoner, jastextrakt och oidentifierade
kvaveforeningar 1 wloppe\mtten fran livsmedelsindu-
strier har gynnat etableringen av en mixotrof mikro-
flora.

Bland nitritoxiderarna ir situationen likartad. Har
finns arter med utpriglat mixotrof natur, och dess-
utom arter som bla Nitrobacter hamburgensis, vilka
faktiskt vixer bittre heterotroft. Markligt nog fore-
faller produkten, nitrat, stimulera minga nitritoxide-
rare, en del arter verkar tom inte kunna utfora nitrit-
oxidation om inte nitrat finns nirvarande (Watson et

al. 1989).

Tillviaxthammande faktorer

Det finns ingen anledning tro att nitrifierare dr kinsli-
gare in andra bakterier for celltoxiska dmnen. Andd
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finns det fog for uppfattningen att den nitrifierande
mikrofloran ar den kinsligaste linken 1 avloppsvatten-
reningen. Det beror framfor allt pa nitrifierarnas enkel-
riktade cnergiupptag, de ar totalt avhingiga ctt funge-
rande ammoniumoxidas. Deras oféormaga att byta tll
en alternativ energiutvinning gor att alla substanser
som rikar blockera ammoniumoxidaset samtidigt
kommer att fullstindigt strypa nitrifikationen. Ett
annart skil till nitrifierarnas storningskanslighet dr den
l3nga generationstiden, slas nitrifierare ut av ett bakte-
riedédande dmne tar det speciellt vintertid mycket
lang tid att etablera en ny nitrifieringsflora,

Ammoniumoxidaset inhiberas av en lang rad ke-
miska substanser, speciellt toxiska forefaller manga
svavelinnehillande d@mnen vara, tom aminosyrorna
methionin och cystein kan stilla till med stora pro-
blem. Betriffande klorerade eller bromerade amnens
toxicitet gentemot nitrifierare har det funnits olika
uppgifter. Arciero et al. (1989) rapporterade att imnena
kometaboliseras utan nagon toxisk effekt pa de under-
sékra nitrifierarna, Det skulle allesd kunna tyda pd att
reaktionerna ir artvarierande, men en annan bild har
bérth kunna skonjas framst efter ett arbete av Rasche
et al. (1991). Det forefaller som om ammoniumoxi-
daset ar tamligen ospecifike i sin aktivitet och att det
ocksa katalyserar spjilkningen av hqlogener fran kol-
viten. En kloratom verkar kunna avspjalkas fran klor-
metaner, kloretaner och 1,2-dikloretan utan nagon
toxisk inverkan, medan kloravspjilkning frin kloro-
form, 1,1-dikloretan, di-, tri- och tetraklorféreningar
ger toxiska effekter pa de flesta nitrifierare. Det star
klart att det ar nedbrytningsprodukterna snarare dn
substraten som ger den toxiska effekten.

Den blockerande effekt som vissa kviveféreningar
som bla urea ibland uppvisar dr markerat artvarie-
rande. Koops et al. (1991) visade tex att sex av de nio
erkinda Nitrosomonas-arterna faktiskt kan utnyttja
urca vid nitrifikationen. Nitrifikationsprodukterna,
nitrit respektive nitrat, forefaller relativt lindrige in-
hibitoriska men #ven hir finns formodligen betydande
skillnader mellan arterna. Andra substanser som kan
antas inhibera endast vissa arter ar till {oljd av den
magra taxonomiska kunskapen om nitrifierarna f6ga
kinda, men de spelar naturligtvis en framtradande roll
i selektionstrycket.

Detektionsmetoder

Att nitrifierarna omfattar s minga olika arter med-
fors dels ett behov av metoder for att kunna differen-
tiera mellan dem, dels att metoderna fér mdtning av
nitrifikationshimning behdver modifieras.
Nitrifierarnas begrinsade metaboliska repertoar
innebar att de traditionella taxonomiska undersok-
ningsmetoderna inte kan anvindas. I stillet maste de
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ekologiskt viktiga egenskaperna (som édr de samma
som selekterar fram en viss art i ett reningsverk)
kopplas till genetiska detektionsmetoder. For att fa
fram sddana kravs betydande forskningsinsatser;
dessa dr helt nddvindiga om vi béttre vill kunna férsta
och styra de faktorer som paverkar nitrifikations-
effektiviteten. Genetiska sonder riktade mot sekven-
ser i bakteriernas ribosomala RNA ir férmodligen
den mest effektiva vig man for nirvarande kan gi
(Ternstrém 1992).

Den internationella standarden for nitrifikations-
hamning, 1SO 9509: 1989, bygger pa mitning av nitri-
fikationshastigheten hos ett slamprov. Metoden tar
ingen hinsyn till variationen mellan olika nitrifierare.
Ett identiskt avloppsvattenprov, som testas med slam
taget frin samma kalla vid tvi olika tidpunkter, kan ge
olika resultat genom att slammets nitrifieringsflora
under tiden har f6rindrats. D4 slambakteriernas egen-
skaper dr okinda, blir rittvisande bedémningar av ett
avloppsvattens toxicitet svara att utfora. ISO-metoden
ar okanslig, detektionsgransen ligger vid ungefir 15 %
hamning. Den ar arbetskrivande, vid testning av strre
provserier anvinder man ddrfor ibland 1 stillet Micro-
tox. Men de ljusemitterande bakterier som anvinds i
Microtox-testet tillhdr en helt annan utvecklingsgren
an nitrifierarna (de 4r med andra ord inte ens slikt pa
lingt hill) och himmas dirfor inte alltid av samma
substanser. 1SO-metoden ir lingsam, testet kriver
nistan en arbetsdag, och kan dirfér inte anvindas fér
att alarmera om toxiskt avloppsvatten ute pd renings-
verken.

For att pd et rdttvisande och reproducerbart sitt
kunna jamfora nitrifikationshimning orsakad av olika
avloppsvatten eller kemikalier bér i stillet en taxono-
miskt definierad blandflora av nitrifierare med kinda
egenskaper anvindas. Inom Anox bedrivs fn forsk-
ning och utveckling inom detta omride. Resultaten
kommer att rapporteras i denna tidskrift vid ett senare

tillfalle.
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