u MILJD

Ny metode til maling af
polyfosfat | spildevandsslam

ReCoverP-projektet har nu veeret i gang i et &r, og her proesenteres
de fgrste resultater af samarbejdet, hvor det netop er lykkedes at
udvikle en metode, der specifikt kan identificere og kvantificere
polyfosfater i spildevandsslam - ved brug af 3'P NMR spektroskopi.
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Som beskrevet i et tidligere nummer af Dansk Kemi [1], er
formélet med det fire-arige forskningsprojekt "ReCoverP”
(bevilliget af Innovationsfonden), at foresla en ny strategi til
optimeret fosforgenanvendelse fra spildevandssystemer baseret
pa en bedre forstaelse af fosforforbindelsernes sammenszatning
i spildevand, renseanleg, overskudsslam og biogasreaktor.

En af de vigtigste foruds@tninger for at kunne optimere gen-
brug af fosfor fra vores renseanlag er, at vi kan identificere de

relevante fosforforbindelser i renseanlegget, og efterfglgende
forsta de transformationer, som fosforen undergar i de forskel-
lige deltrin gennem hele renseanlagget. Nar vi kender betyd-
ningen af de forskellige processer for fosforformerne, samt de
enkelte fosforformers anvendelighed til f.eks. ggdning eller som
rastof i industrien, vil det veere muligt at optimere renseanlaeg-
gene, sdledes at produktionen af genanvendeligt fosfor gges. Et
af de forste skridt i denne retning er at fglge mangden og den
kemiske speciering af fosfor i et renseanleg ved at opstille en
massebalance for anlegget. Dette er i sig selv en kompliceret
gvelse, da det kraever, at man kender mangden af det fosforrige
spildevand, opholdstiden af dette pa anlegget, samt de proces-
ser, der undervejs pavirker fosforforbindelserne. Det kan vare
adsorption eller mikrobiel omdannelse i det aktive slam eller
under bioforgasning, og det kan vaere udfeldninger af f.eks.
struvit i rgrsystemerne. Et af delprojekterne i ReCoverP er séle-
des at lave en detaljeret fosformassebalance over et renseanlaeg.

Hvordan falges
fosforstremmen?

For at kunne fglge fosforstrammen
gennem renseanlegget, skal vi
kunne identificere og kvantificere
de vigtigste fosforforbindelser i
spildevandet undervejs. Tidligere
undersggelser af aktivt slam fra
renseanleg har vist, at fosfor iser
findes som frit fosfat, calcium-

og jernfosfater, organisk-bundet
fosfat og polyfosfater. Specielt
polyfosfater forekommer i store
mangder (>30% af total P) i anleg
med biologisk fosforfjernelse.
Disse polyfosfater dannes under
iltede forhold ud fra frit fosfat i
spildevandet af serlige bakterier,
de sakaldt polyfosfat-akkumule-
rende organismer (PAO’er). Denne
polyfosfat kan frigives som fosfat

Figur 1. Biologisk fiernelse af fosfor i renseanlceg. En stor del af den P, som kommer ind med
spildevandet, kan opsamles som polyfosfat i visse bakterier. Disse bakterier kaldes under et for
polyfosfat-akkumulerende organismer (PAO). Man kan berige mcengden af PAO ved at udscette
dem for skiftende iltfri (anaerobe) og iltede (aerobe) forhold p& renseanlceggene. | den anae-
robe fase optager de substrat (kulstof) fra spildevandet og lagrer det som fedt. Energien fér de
fra nedbrydning af polyfosfat og kulhydrater. | den efterfglgende iltede fase, hvor der ikke er no-
get eksternt substrat til stede, optager de fosfat igen og vokser. Det sker ved at bruge fedt som

fra PAO’erne under iltfrie forhold,
figur 1.

Polyfosfater er formentlig en af
de vigtigste fosforforbindelser i
renseanleggene, da man potentielt
kan styre dannelsen og nedbryd-

energi- og kulstofkilde. Man hgster dagligt biomasse med hgijt Pindhold fra den aerobe tank. Det  ningen af polyfosfater ved f.eks.

kan direkte bruges som ggdning p& markerne, eller det kan overfgres til rédnetanke (biogasan-
lce@). hvor polyfosfat frigives som fosfat og efterfglgende kan udfoeldes som f.eks. struvit.
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at @ndre pa iltkoncentrationen og
substrat. Derved bliver det muligt
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at friggre en masse fosfat under kontrollerede forhold, som
efterfglgende kan udfeldes som f.eks. struvit og derefter gen-
bruges. I Danmark er der i dag et par renseanleg, som udnytter
denne proces og flere kommer til i de kommende ar.

Identifikation af polyfosfater

Historisk set har der vaeret anvendt mange forskellige metoder
til identifikation af polyfosfater i biologiske matricer, som s@se-
dimenter, jord og spildevandsslam [2].
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For at optimere og udvikle en specifik *P NMR-metode til
identifikation af polyfosfater i spildevandsslam startede vi
derfor med at teste forskellige ekstraktionsmetoder, der tidli-
gere har varet anvendt til ekstraktion af organisk fosfor samt
uorganiske polyfosfater. Resultatet var, at den stgrste mangde
af langkadede polyfosfater blev ekstraheret, hvis vi for-ekstra-
herede vores slam i 0,05 M EDTA og efterfglgende ekstrahe-
rede slammet i 0,25 M NaOH, figur 2. Undlod vi f.eks. at bruge
for-ekstraktionen med EDTA blev de langkaedede polyfosfater

nedbrudt til pyrofosfat, figur 3. Ekstraktionsef-
fektiviteten ved brug af EDTA efterfulgt af
NaOH var ca. 50% af den totale fosformangde i
slammet. Det betyder, at vi ud fra vaskefase 3P
NMR-analysen ikke kan vide, om der er mere
uidentificeret polyfosfat tilbage i slammet, eller
om en del af polyfosfaten nedbrydes til f.eks.
fosfat i NaOH-ekstraktet. Derfor valgte vi at kom-
binere vores vaeskefase *'P NMR-analyse med

Figur 2. Metode til polyfosfatidentifikation ved brug af ekstraktion og voeskefase
3P NMR spektroskopi. De forskellige trin i metoden er illustreret med grgnne pile.

Af metoder kan bl.a. nevnes ekstraktion i 100°C varmt vand,
mange forskellige sekventielle ekstraktionsmetoder, anvendelse
af polyfosfatspecifikke enzymer, samt fluorescerende farvning
af polyfosfat med f.eks. 4’,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI).
Desvearre er mange af disse metoder behaftet med forholdsvist
store usikkerheder, da polyfosfat enten ikke identificeres enty-
digt, men bestemmes operationelt uden at teste effektiviteten af
de forskellige ekstraktionsmetoder, eller da metoderne pavirkes
af matricen eller polyfosfatlengden.

En af de mest lovende metoder til identifikation af polyfosfater
er >'P NMR spektroskopi (*'P NMR), der foruden identifikation
af polyfosfater ogsa bruges til at bestemme andre typer af fosfa-
ter, som f.eks. fosfor bundet i DNA, lipider og sukkerforbindel-
ser. Vaeskefase 3P NMR har vearet anvendt i stgrsteparten af de
publicerede undersggelser af polyfosfat i biologiske matricer. Her
bliver matricen som regel ekstraheret i en NaOH-oplgsning, der
ofte kombineres pa forskellige mader med EDTA, der kompleks-
binder metalioner, og derved gger kvaliteten af *'P NMR-spek-
tret. Man har leenge vidst, at vaeskefase P NMR kunne bruges
til specifikt at identificere polyfosfat. Men da man er athengig
af en ekstraktion, har det veret et abent spgrgsmal, hvorvidt al
polyfosfat i den biologiske matrice bliver ekstraheret, og om der
evt. sker kemisk omdannelse af polyfosfaten i oplgsningen.

Vi har derfor udviklet og testet en P NMR-metode til be-
stemmelse af polyfosfat i spildevandsslam, hvor de overordnede
krav til metoden har veret:

1. Hgj ekstraktionseffektivitet af polyfosfat i slammet.

2. Begrenset kemisk omdannelse af polyfosfat under
ekstraktion.

3. Hgj kapacitet af analysemetoden.

Design af 3'P NMR-metode til bestemmelse

af polyfosfat i spildevandssiam

Vores udgangspunkt for udvikling af metoden til bestemmelse

af polyfosfat, var, at vi gnskede at anvende vaskefase 3P NMR.

Det gjorde vi da:

1) vaeeskefase *'P NMR-spektre har betydeligt hgjere oplgsning
end faststof *'P NMR-spektre.

2) resonanserne fra polyfosfat og aluminiumfosfater har samme
kemiske skiftomrade i faststof P NMR-spektret, og de kan
derfor vaere svaere at adskille og

3) man kan analysere flere prgver med veskefase *'P NMR (ca.
tre timer pr. prgve) end med faststof *'P NMR (24-48 timer
pr. prove).
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faststof *'P MAS NMR. Det gav os mulighed for
at kvantificere den totale maengde af langkadede
polyfosfater i slammet uden forudgaende potentiel
destruktiv behandling af slammet i NaOH. Derudover testede
vi ogsd, hvordan for-ekstraktionen i EDTA pavirkede forekom-
sten af langkadede polyfosfater, figur 4, side 26.

Figur 3. Forskellige voeskefase 3P NMR-spekire af akfivt slam. Figu-
ren viser, hvordan polyfosfattoppen ved ca. -22 ppm mindskes
kraftigt og omdannes til pyrofosfat, hvis der ikke anvendes en
for-ekstraktion i EDTA. NMR-spekirene er optaget pd et 200 MHz
NMR spektrometer.
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De fgrste resultater fra faststof P NMR analysen indikerede,
at kun omkring 40% af polyfosfaterne blev ekstraheret med
NaOH, eller at en stor del af polyfosfaten blev nedbrudt til bl.a.
fosfat i vores NaOH-ekstrakt. Ved n@rmere undersggelser fandt
vi dog, at en stor del af fosforen i slammet ikke blev oberserve-
ret i faststof 3'P MAS NMR-spektret, da denne del af fosforen
var bundet i uorganiske jern-fosfater (f.eks. strengit), der pa
grund af jernets magnetiske egenskaber ikke observeres inden
for det normale spektralvindue (-500 til 500 ppm) [3]. Dette er
et kendt problem i jordgkologien, og kan omgés ved at sammen-
ligne intensiteten, vi observerede i faststof

3P MAS NMR-spektrene med et spektrum af en fosfatstandard
med et kendt fosforindhold [4]. Fra P MAS NMR-spektret af
fosfatstandarden blev den signalintensitet, man kan forvente

af en kendt mangde fosfor, fundet. Ved sammenligning af den
forventede signalintensitet med den aktuelle signalintensitet i
3P faststof NMR-spektrene sa vi, at der “manglede” intensitet i
NMR-spektrene. Andelen af “usynligt” fosfor i faststof

3IP MAS NMR-spektrene var lineert korreleret med jernind-
holdet i prgven. Det betyder, at det, som vi troede udgjorde
100% af vores fosfor i NMR-spektret, rent faktisk kun udgjor-
de en mindre andel, og at vi derfor overestimerede ma@ngden
af polyfosfat i vores faststof ¥'P NMR-prgver. Ved at korrigere
vores 3P MAS NMR-spektre for den “usynlige fosfor” fandt

Figur 4.3'P faststof MAS NMR-spekire af:

a) Frysetgrret aktivt slam fra Ejby Mglle Renseanlceg

b) Hexanol-ekstraheret aktivt slam fra Ejby Mglle Renseanlceg

c) EDTA-ekstraheret aktivt slam og

d) Aktivt slam ekstraheret med EDTA efterfulgt af NaOH.

Det ses, hvordan signalet fra polyfosfat omkring -25 ppm ligger
adskilt fra de gvrige signaler (a), og at hexanolekstraktion fierner
hele polyfosfatsignalet (b). EDTA-ekstraktion cendrer ikke moeng-
den af polyfosfat (¢), hvorimod NaOH-ekstraktionen fierner al po-
lyfosfat fra faststof NMR-spekiret (d). Spektrene er optaget pé et
600 MHz NMR-spektrometer. Figuren viser 3P kemisk skift omré&det.
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vi, at den totale polyfosfatmangde fundet ved faststof

3P MAS NMR-spektroskopi, var identisk med polyfosfat-
meangden fundet med veaskefase 3'P NMR spektroskopi. Det
viser, at al polyfosfat bliver ekstraheret fra slammet og at poly-
fosfaten ikke undergar kemisk omdannelse i NaOH-ekstraktet.

Yderligere test af slammet
Som tidligere beskrevet kan man ikke veare sikker pa, at signalet
omkring -25 ppm i faststof ¥'P MAS NMR-spektret kun er signa-
ler fra polyfosfater, da man ogsa vil forvente at finde signaler fra
aluminiumfosfater i dette omrade. Derfor blev det testet, hvorvidt
hele signalet fra -25 ppm kommer fra polyfosfater. Det blev gjort
ved at vaske slammet i vand og hexanol. Denne metode anvendes
i jordgkologien til at bestemme mikrobielt fosfor, da hexanolen
abner og gdelegger de mikrobielle cellevaegge, sa den mikrobi-
elle fosfor frigives fra biomassen. Som det ses af figur 4, forsvin-
der hele polyfosfattoppen, efter at slammet er blevet ekstraheret
i hexanol. Dette viser, at der ikke er noget forstyrrende signal fra
aluminiumfosfater, og at vi derfor kan bruge resultatet fra faststof
3P NMR til at kvantificere den totale mangde af polyfosfater og
derved verificere vores vaskefase P NMR-metode. Udover at
bruge metoden til at identificere og kvantificere polyfosfat i slam
kan metoden ogsa bruges med henblik pa at beskrive relevante
processer. Saledes blev metoden brugt til at undersgge indholdet
af polyfosfat i bakterierne fgr og efter den anerobe frigivelse af
fosfat fra det aktive slam. Det viste, at bakteriebiomassen frigav
en fosfatmangde nasten tilsvarende den totale polyfosfatmang-
de, der blev fundet vha. P NMR spektroskopi, hvilket bety-
der, at disse bakterier stort set udskiller alle polyfosfater under
anerobe forhold.

Med metoden til identifikation og kvantificering af polyfos-
fater pa plads, er naste skridt nu at ga videre med analyserne af
fosforsammensztningen pa udvalgte danske renseanlag.

Yderligere information

Foruden danske og udenlandske universiteter deltager udvalgte
danske forsyninger og radgivere for at sikre, at den nye viden
kommer det danske samfund til gode, bade via forbedrede
teknologier til fosforgenbrug og via nye arbejdspladser i for-
bindelse med en gget konkurrenceevne pa det globale marked.
@nskes mere information om ReCoverP projektet henvises til
hjemmesiden http://www.en.bio.aau.dk/recoverp.
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