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Forord

Projektet BioBox - Bioteknologi til klimaneutral drikkevandsproduktion, der er gennemfgart af Tek-
nologisk Institut i samarbejde med Hillerad Vand, SAMN-Horsens og Kemic Vandrens A/S, er
stattet af Miljgteknologisk Udviklings- og Demonstrationsprogram (MUDP) under Miljgministe-
riet.

| neerveerende rapport afrapporteres arbejdet og de resultater, der er genereret igennem de
fire arbejdspakker, der oprindeligt var opstillet i projektet.

Projektet er gennemfart i perioden januar 2019 til juni 2021. Grundet Coronapandemien er
projektet blevet forlaenget undervejs, idet den oprindelige slutdato var december 2020.
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1. Sammenfatning og
konklusion

1.1 Sammenfatning

I Danmark og i mange andre lande verden over produceres drikkevand fra grundvand, hvor de
naturligt forekommende forureningsstoffer (sdsom NHa) fiernes i sandfiltre pa vandveerkerne.
Det anaerobe grundvand indeholder store maengder metan, som under iltningsprocessen pa
vandveerket frigives til atmosfeeren (>95 %), mens det resterende metan i vandet omsaettes af
de naturlige metanoxiderende bakterier i drikkevandssandfiltrene.

Drivhusgassen metan er i gennemsnit 20-25 gange kraftigere end CO-2. Pa landsplan betyder
det - med en drikkevandsproduktion pa ca. 420 mio. m® om aret og en i projektet udregnet
vaegtet gennemsnitlig veaerdi pa 0.64 g CH4/m3 i grundvandet - en udledning pé op til 270 tons
CH4 om aret (sekvivalenter til ca. 7.000 tons COz). En tilsvarende stor udledning af metan for-
ventes af det indvundne grundvand, som efter iltning benyttes i form af drikkevand til diverse
formal i industrien og landbruget. Dermed udger den samlede produktion af drikkevand fra
grundvandet et betydeligt bidrag til den globale opvarmning, bade i Danmark og i resten af
verden.

Formalet med dette projekt var ved anvendelse af den nyeste videnskabelige forstaelse af na-
turlige, metanoxiderende bakterier (MOB), som lever i drikkevandssandfiltre pa vandveerker, at
udvikle en miljgvenlig bioteknologi (BioBox) til omsaetning af metangas fra udbleesningsluften
fra et vandveerks iltningsrum. BioBox skulle som en kosteffektiv teknologi (1 are/m? drikke-
vand) veere attraktiv for danske og europaeiske vandvaerker, som gnsker at gagre en miljgmees-
sig indsats, og sikre forbrugerne en klimaneutral drikkevandsproduktion. Desuden vil udviklin-
gen af BioBox bidrage til en fortsat styrkelse af Danmarks grgnne og bioteknologiske image og
kontinuert styrke den danske ekspertise indenfor innovative bioteknologier.

For at udvikle en BioBox matte projektgruppen:

¢ indsamle og bearbejde publicerede data om MOB’er, med fokus pa stimulering af MOB’ers
metabolske evner

i laboratorietest afprgve flere selekterede matricer beriget med naturlige MOB’er fra sand-
filtre, i forhold til matricernes evne til metanreduktion

o i pilotskalaopstilling verificere etablering af MOB-samfund ved skiftende driftsparametre
(flow, fugtighed, sporstoffer m.fl.).

1.2 Konklusion

| projektet BioBox fors@gte projektgruppen at udvikle en ny teknologi til reduktion af metan fra
udbleesningsluften pa vandveerker. Det vigtigste ved teknologien var at sikre etablering af na-
turlige MOB’er fra et sandfilter pa en udvalgt matrice og tilfgre alle nadvendige sporstoffer med
det formal at fierne metan fra metanholdig luft. Projektet viste, at det er muligt at anvende
sandfiltermikrober (MOB’er) til reduktion af metan fra udblaesningsluften pa et vandvaerk.

Det lykkedes projektgruppen at udvikle og verificere den nye baeredygtige bioteknologi,
BioBox, som anvender naturlige mikrober fra sandfiltre (MOB’er) til reduktion af metan fra ud-
bleesningsluften pa et vandveerk, som producerer drikkevand ved anvendelse af grundvand.
Teknologien virkede udmaerket ved hgje metankoncentrationer (>3.000 ppm), men kunne
uden videre etableres og effektivt fierne >45 % metan selv ved metankoncentrationer pa 500

ppm.
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Teknologien havde dog sine begraensninger, og forventes ikke at vil veere anvendelig i den nu-
vaerende form, de steder, hvor metankoncentrationer ligger pa mellem 1-32 ppm.
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2. Summary and conclusion

21 Summary

In Denmark and many other countries around the world, drinking water is produced from
groundwater, where the naturally occurring pollutants (such as NH4) are removed during the
filtration through sand filters at the waterworks.

The anaerobic groundwater contains large amounts of gas methane (CH4), which upon aera-
tion of groundwater at the waterworks is mainly released into the atmospheric air (>95%),
while the remaining methane gets converted by the natural methane-oxidizing bacteria (MOB)
in drinking water sand filters.

Methane is a greenhouse gas, on average 20-25 times more powerful than CO2. On a national
level, this means - with a drinking water production of approx. 420 million m? per year and an
average value of 0.64 g CH4/m? in the groundwater - a discharge of up to 270 tonnes of CH4
per year (equivalent to 7.000 tonnes of COz2). A correspondingly large emission of methane is
expected from the recovered groundwater, which after aeration is applied in the form of drink-
ing water for various purposes in industry and agriculture. Thus, the total production of drinking
water from groundwater makes a significant contribution to the global warming, both in Den-
mark and in the rest of the world.

The aim of current project was to apply the latest scientific understanding of natural, methane-
oxidizing bacteria (MOB), which exist in drinking water sand filters at waterworks, to develop
an environmentally friendly biotechnological solution (BioBox) for the reduction of methane
from the air leaving waterworks' aerations rooms. As a cost-effective solution (0.1 cent/m? pro-
duced drinking water), BioBox should be attractive to Danish and European waterworks that
seek a climate-neutral drinking water production. Furthermore, on the national level, the devel-
opment of BioBox solution will contribute to a continued strengthening of Danish green-image
and strengthen Danish expertise within innovative biotechnological solutions.

For the development of BioBox in the project, the project group had to:

e collect and process published data on MOB, focusing on stimulation of MOB's native meta-
bolic capabilities.

o test in the laboratory several potential matrixes, enriched by natural MOB from running sand
filters at waterworks, with the focus on their ability for colonisation by introduced MOBs and
subsequent methane reduction.

o verify the establishment- activity of MOB communities in a pilot-scale setup, with changing
operational parameters (air flow, humidity, trace element, etc.).

2.2 Conclusion

The aim of BioBox project was to develop a novel technology for reduction of methane from
the exhaust air leaving waterworks, after aeration of methane-containing groundwater. The
crucial matter of the developing technology was to ensure a successful establishment of natu-
ral MOBs originating from sand filters on the selected matrix, and continuously provide MOBs
with the necessary micronutrients, to ensure removal of methane from the filtrating air. The
project showed that it is possible to apply sand filter microbes (MOBs) to reduce methane from
the exhaust air at a waterworks.
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The project group succeeded in development- and verification of a new sustainable BioBox
technology, which applies natural microbes from existing sand filters (MOBs) to reduce me-
thane from exhaust air at a waterworks, which uses groundwater for drinking water production.
The technology worked better at higher methane concentrations in the exhaust air (>3,000
ppm), but could also successfully remove >45% methane from exhaust air containing methane
around 500 ppm. However, the technology had its limitation, and is expected not to be applica-
ble in the current form at waterworks or other places, where exhaust air contains 1-32 ppm
methane.
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3. Formidling

Projektet er undervejs formildet ved flere konferencer og seminarer (listet nedenfor) samt via
sociale media sadsom LinkedIn.

3.1 Konferencer

o 14th DK: Danish Water Forum. Copenhagen, den 30. januar 2020. Sustainable removal of
methane gas from exhaust air of waterworks

o 6th YWPDK Conference, Copenhagen, den 6. marts 2020. Sustainable removal of methane
gas from exhaust air of waterworks

¢ DK: DANVA, Dansk Vand Konference, Aarhus, den 25. november 2021. BioBox, Biotekno-
logi til klimaneutral drikkevandsproduktion.

3.2 Presse

e VTUF-fonden. 2020. Naturlige mikroorganismer begraenser metanudslip
(https://www.danva.dk/media/6484/2019_vtumagasin_web.pdf)

o Hillerad Vands hjemmeside den 25. februar 2021. Bgrnemadrasser og sandkasser fierner
metan fra drikkevandet

e Horsens Folkeblad. 19. januar 2020. Vandselskab vil nedbringe metanudslip - to projekter er
rullet ud. https://hsfo.dk/horsens/vandselskab-vil-nedbringe-metanudslip-to-projekter-er-rul-
let-ud

o Teknik & Miljg. 28. januar 2020. Bakterier kan hjaelpe pa drivhuseffekten (https://is-
suu.com/ktc-teknikogmiljo/docs/tmi1-2020)

e Pro.ing.dk/Watertech. 25. februar 2021. Metan i drikkevand kan fiernes med bgrnemadras-
ser og sandkasser (https://pro.ing.dk/watertech/artikel/metan-i-drikkevand-kan-fiernes-med-
boernemadrasser-og-sandkasser)

o 24nyt.dk. 27. februar 2021. Bgrnemadrasser og sandkasser fjerner metan fra drikkevandet

o Kemifokus.dk. 1. marts 2021. Barnemadras og sandkasse fijerner metan fra drikkevandet

o Gts-net.dk. 2. marts 2021. Ny Igsning fjerner metan fra drikkevandet

o Sn.dk (Sjeellands Nyheder). 3. marts 2021. Bgrnemadrasser og sandkasse fierner metan fra
drikkevandet

o TekniskFOKUS.dk. 3. marts 2021. Bgrnemadrasser og sandkasser fierner metan fra drikke-
vandet

o Hillerad Posten. 3. marts 2021. Bgrnemadrasser og sandkasser fierner metan fra drikkevan-
det

o Installator.dk. 15. marts 2021. Bgrnemadrasser og sandkasser fierner metan fra drikkevan-
det

¢ Ing.dk (Ingenigren). 17. marts 2021. Metan i drikkevand kan fiernes med bgrnemadrasser
og sandkasser

o Sn.dk (Sjeellands Nyheder). 25. marts 2021. Hillerad Forsyning hjeelper forskere med at
fierne drivhusgas (https://www.sn.dk/hilleroed-kommune/hilleroed-forsyning-hjaelper-for-
skere-med-at-fierne-drivhusgas)

10 Miljgstyrelsen / Biobox- Bioteknologi til klimaneutral drikkevandsproduktion


https://www.danva.dk/media/6484/2019_vtumagasin_web.pdf

4. Introduktion

| Danmark og i mange andre EU-lande anvender vandveerkerne traditionel sandfiltrering til
produktion af drikkevand fra grundvand. Alene i Danmark er der over 2.200 vandvaerker med
over 12.000 sandfiltre. | filtrene fijernes de naturlige forureninger i grundvandet (fx NHs, Fe og
Mn) effektivt via en kombination af mikrobiologiske og kemiske processer, hvorefter rent og
sikkert drikkevand leveres til forbrugerne.

Det anaerobe grundvand indeholder naturligt store maengder metan, hvoraf ca. 95 % frigives
til luften under iltningsprocessen pa vandvaerket. Den voldsomme (95 %) frigivelse af metan
fra grundvandet pa landets vandvaerker er bekymrende, idet metan er en drivhusgas. Det re-
sterende metan (ca. 5 %), som i sandfiltrene bliver fortaeret af naturlige MOB’er, omdannes til
ufarlig, bakteriel biomasse, der nemt vaskes ud af filtrene med reguleere returskyl.

Metangas har i gennemsnit en 20-25 gange kraftigere drivhuseffekt end CO2. Gassen er desu-
den meget flygtig, og det metan, som frigives pa vandvaerkerne, ender hurtigt i atmosfaeren.
Med en gennemsnitlig drikkevandsproduktion i Danmark pa ca. 420 mio. m® om aret og en
gennemsnitlig forekomst pa 0,64 g CH4/m3 i grundvandet, betyder det, at der pa landsplan ud-
ledes over 270 tons CH4 om aret (aekvivalenter til ca. 7.000 tons COz), som bidrager til den
globale opvarmning. Det skal naevnes, at en tilsvarende stor udledning af metan fra grundvand
forventes af den del af grundvand, som indvindes og benyttes i industrien, landbruget mv.

Der findes pa nuvaerende tidspunkt ikke nogen gkonomisk forsvarlig teknologi, som vil kunne
anvendes direkte og lgse vandvaerkernes metanudfordring. Udblaesningsluften fra vandveer-
kerne indeholder nemlig en lav konstant maengde, hvilket vil ggre ethvert forsgg pa biogasop-
samling urentabelt.

Over det seneste arti er mikrobiologien i drikkevandssandfiltre blevet undersggt nsermere. Det
er i den forbindelse blevet pavist, at sandfilirene pa de danske vandveerker er rige pa bakterier
(ca. en milliard bakterier per gram), som naturligt beerer pa en raekke metaboliske egenskaber.
Flere nyere, nationale projekter (fx DWBIioFilters (2011-2015), Den Trojanske Hest 2016-
2019)) har arbejdet pa at udnytte denne store, naturlige mikrobielle ressource i sandfiltre pa
vandveerker til at producere renere drikkevand. Sidstnaevnte projekt har fx identificeret enkelte
sandfiltre, hvori evnen til naturlig nedbrydning af visse pesticider (fx MCPP og BAM) kunne pa-
vises.

Den videnskabelige forstaelse af naturlige, metanoxiderende bakterier (MOB’er) i miljget har
indtil for nylig veeret mangelfuld, hvilket direkte har udgjort den primeere barriere for udviklin-
gen af en teknologi som BioBox’en. Flere nationale projekter har imidlertid over det sidste arti
banet vejen for en bedre forstaelse og identifikation af MOB’er i miljget. Teknologisk Institut
forventede at anvende identiske molekyleere teknikker til detektion af naturlige MOB’er i hhv.
modnende kompost anvendt til reduktion af metanudslip fra gamle lossepladser og naturlige
MOB’er fra drikkevandssandfiltre pa vandveerker.

Den nye forstaelse af bakteriernes gavnlige egenskaber og vaekstbetingelser, med fokus pa
enzymet pmoA, der fremmer metanreduktionen hos MOB’er, har betydet, at det nu er muligt
direkte at kontrollere den mikrobielle aktivitet i bl.a. sandfiltre. Ved simple optimeringer af visse
afgarende faktorer (fx sporstoffer), der virker stimulerende pa MOB’s metabolisme, kan
MOB’ernes aktivitet og kapacitet for at reducere metan styres.
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| dette projekt bringes den nyeste akademiske viden om MOB’ers metabolske evner i spil med
udviklingen af den innovative teknologi BioBox. BioBox-projektet bringer saledes den nyeste
forskning og vandsektorens miljgmaessige udfordring teettere pa hinanden med det formal at
udvikle en bioteknologisk teknologi til metanneutral drikkevandsproduktion, som imgdekom-
mer bade forbrugernes og de politiske klimaambitioner. Den endelige BioBox vil besta af en
matrice, der beerer pa levende og metabolsk aktive MOB’er, der stammer fra eksisterende
drikkevandssandfiltre, og som nu vil kunne reducere metanet i luften fra et vandvaerks iltnings-
rum (FIGUR 1).

Projektet gennemfares gennem fire arbejdspakker. Arbejdspakkerne omfatter en dybdega-
ende vidensindsamling, som sikrer gennemfarligheden af projektet (AP 1), udvikling af teknolo-
gien igennem malrettet forsggsarbejde i laboratorie- og pilotskala (AP2 og AP3) samt demon-
stration af den udviklede BioBox (AP4).
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FIGUR 1. Skitsering af konceptet bag BioBox. Udblaesningsluft fra iltningsrummet indehol-
dende metan filtreres igennem BioBox-filtermatrice. Metanoxiderende bakterier (MOB’er), som
gror pa filtermatricen, oxiderer metan til kuldioxid, som er en 25 gange mildere drivhusgas end
metan.

For udvikling og afprgvning af bioteknologien til pilotskala (TRL-niveau 7) gennemfares i pro-

jektet felgende aktiviteter:

o State-of-the-art om MOB’ers vaekstforhold og behov for bestemte sporstoffer

o Karakterisering af forekomst af MOB’er i sandfiltrene pa udvalgte danske vandvaerker

o |dentificering af den bedste matrice til BioBox’en

o Laboratoriefors@g med isolering af bakterier til de nyligt fundne pesticider DMS og DPC

o Laboratorieforsgg med modelbakterier, som beerer en pesticidnedbrydende evne pa et spor-
bart MGE, og observation af elementets overlevelse under sandfilterlignende forhold

o Opstilling og Iebende tilpasning af pilotskalaforseg pa vandvaerker, som er direkte pavirket
af pesticidfund i veerkernes grundvand. Formalet er at analysere effekten af sandfiltrenes
pesticidnedbrydende evne efter hhv. sandtransplantation og tilsaetning af isolater til vand-
vaerkernes sandfiltre

¢ Teste potentialet for dobbelt sandtransplantation i sandfilter i semiteknisk skala pa partner-
vandveerkerne i Hillerad og Horsens.
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5. Forekomst af metan i
grundvandet

5.1 Forekomst af metan i dansk grundvand

I Danmark og i mange andre EU-lande produceres drikkevand fra grundvand. Det iltfrie (anae-
robe) grundvand indeholder store maengder af den specifikke drivhusgas metan. Metan i
grundvandet stammer fra enten biogen (mikrobiel) nedbrydning af organiske forbindelser i dy-
bere jordlag under iltfrie forhold eller termogene gasser, der frigives fra fossilt braendstof. Flere
studier (fx Schloemer et al., 2018) har vist, at den stgrste forekomst af metan i grundvand i Eu-
ropa har biogen oprindelse.

| Danmark indvindes grundvand til drikkevandsproduktion hovedsageligt fra det iltfrie jordlag
(ca. 50 meters dybde). Den arlige indvinding af grundvand til drikkevandsproduktion pa vand-
veerker udgjorde i 2018 ca. 418 millioner m? (ref. Jupiterdatabasen, GEUS).

Ved identifikation og sammenligning i Jupiterdatabasen af alle aktive grundvandsboringer,
som anvendes til drikkevandsproduktion (GEUS, anno 2020), viste det sig, at den gennemsnit-
lige koncentration af metan i grundvandet var ca. 0,6-0,8 mg metan/L. Forekomsten af metan i
dansk grundvand er dog ikke jeevnt fordelt over landet. Som illustreret i FIGUR 2, findes den
hgjeste metankoncentration (>1 mg/L, rad markering) i grundvandet primeert i Nordsjaelland
samt i Syd- og Nordjylland.

- Gotatbvg L

= P Metan findes i hgje koncentrationer
] \ (>1 mg/L) seerligt:

- I Nordjylland
- Pa Nordsjeelland
- P3 Sydsjeelland, Falster og Mgn

: -|Vaegtet gennemsnit: 0,6 mg/L |

|Hiller¢d Kommune: 2,3 mg/L |

FIGUR 2. Geografisk forekomst af metan i Danmark i vandveerkers aktive indvindingsboringer
(Jupiterdatabase, GEUS). Bla markering (<1 mg/L), Red markering (>1 mg/L).

De regionale forskelle i metanforekomsten i grundvandet direkte kombineret med forskellige
maengder af indvundet grundvand imellem enkelte geografiske omrader i Danmark (fx hgjeste
indvinding i Kebenhavnsomradet), betyder, at resultatet af et forseg pa en automatisk udreg-
ning af gennemsnitligt indhold af metan per liter indvundet grundvand ikke er fuldt repreesenta-
tivt. En mere ngjagtig (veegtet) udregning kom frem til et mere ngjagtigt vaegtet gennemsnit af
metanindhold per liter indvundet dansk grundvand til drikkevandsproduktion, som ligger pa ca.
0,64 mg metan/L grundvand.
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5.2 Forekomst af metan i grundvand i Europa og USA

Flere EU-lande producerer helt eller delvist drikkevand fra grundvand (fx Tyskland, Estland,
Letland, Litauen, Polen, Holland, Belgien samt dele af Frankrig). Der findes meget lidt data om
metan i grundvandet i EU-lande, men da grundvandet som tidligere naevnt er temmelig gam-
melt (>50 ar) og iltfrit (anaerobt), er en gennemsnitlig metanmaengde pa 0,5-1,0 mg/L meget
repraesentativ for grundvandet i EU og i resten af verden.

Der oppumpes arligt ca. 40 mia. m® grundvand til drikkevandsproduktion i Europa (Eurostat,
2015), men qua grundvandets beskaffenhed (beskrevet ovenfor) forarsager oppumpning af
vandet som minimum en metanudledning pa ca. 17.500 tons/ar, svarende til ca. 440.000 tons
COz2-zkvivalenter. Hertil skal leegges den maengde af grundvand, der anvendes i industrien,
landbruget m.fl., hvorfor CO2-aftrykket fra grundvand alene i EU forventes at ligge pa ca. 1
mia. tons COz-aekvivalenter.

I USA er man som de farste for alvorlig begyndt at undersgge dels forekomsten af metan i
grundvandet, dels effekten heraf pa miljget. Den hgje forekomst af metan i grundvandet i fx
Pennsylvania (USA) blev rapporteret i 2011 (Osborn et al., 2011), hvor der blev konstateret
meget hgj forekomst af metan i 51 ud af 60 undersggte drikkevandsboringer. Studiet viste
0gs3, at forekomsten af termogent metan (metan, der stammer fra fossilt braendstof) i grund-
vandet var hgjest ved grundvandsboringer, der var placeret i nserheden af olie- eller gas-
bregnde.

Et nyere studie (Kulongoski and McMahon, 2019) forsagte at kvantificere den globale metan-
udledning, som er direkte forarsaget af indvinding af grundvand. Studiet konkluderede, at bi-
drag af metan fra indvundet grundvand svarer til 0,2 % af den globale metanudledning. Ved
estimatet antog forfatterne, at aeldre grundvand indeholder 0,44 mg metan/L, og at 80 % af det
grundvand, der oppumpes globalt, indeholder samme maengde.
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6. MetanOxiderende Bakterier
(MOB’er): Vakstforhold og
behov for sporstoffer

6.1 MOB’s metan-monooxygenase-enzym (MMO)

De naturlige metanoxiderende bakterier (MOB) er vidt spredt i naturen og findes i bade terres-
triske og akvatiske gkosystemer, ligesom bakterierne kan veere aktive selv ved meget lave
temperaturer (3° C).

MOB’er kan under anaerobe forhold bruge metan (CH4) som kulstofkilde og omdanne metan til
CO2. MOB’er anvender enzymet metan-monooxygenase (MMO), som omdanner CHjq til meta-
nol (CH3OH), som herfra videreomdannes i cellen til COx.

CHs4 — CH30H — CH20 — CH202 — CO2

MOB’er opdeles i to grupper (MOB-I og MOB-II); begge grupper anvender enzymet metan-mo-
nooxygenase (MMO) til metanomdannelse (Hanson and Hanson, 1996). Alle metanogene
bakterier fra MOB-I- og MOB-II-grupperne er i stand til at producere den mest effektive form af
MMO-enzymet, den sakaldt partikulaere (membranbundne) MMO (ref. pMMO). Dette forud-
saetter dog tilstedeveaerelse af rigeligt kobber i omgivelserne (Cu >0,8 uM). Afhaengigheden af
kobber skyldes pMMO-enzymets natur, hvor det aktive centrum af enzymet baerer pa tre kob-
bermolekyler (FIGUR 3).

Ved manglende tilgeengelighed af kobber i omgivelserne vil kun bakterier fra MOB-Il-gruppen
veere i stand til at producere en anden form af MMO-enzymet, den sakaldt soluble (oplgselige)
MMO (sMMO), som baerer jernmolekyler i enzymets aktive centrum (FIGUR 3). sMMO-enzy-
met har meget lavere affinitet over for metan end pMMO-formen. Det betyder i praksis, at
sMMO-formen af enzymet ikke effektivt vil kunne fange og reducere metan i de miljger, hvor
metankoncentrationen er lav.
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FIGUR 3. Opbygningen af de naturligt forekommende former af metan-monooxygenase-enzy-
met (MMO) hos MOB’er: den partikuleere (pPMMO) og den soluble (oplaselige) form (sMMO).
Kobber og jern i enzymets centrum er vist i brune cirkler.

Flere studier har vist, at molybdaen ligeledes kan spille en betydelig rolle i strukturen af de en-
zymer, der optraeder i de sidste trin af MOB’ers metannedbrydning, nemlig omdannelse af
CH202-CO:2 (Jollie and Lipscomb, 1991; Ward et al., 2004 m.fl.). Derudover har fx Hakemian
et al., 2008 observeret, at zink ogsa kan have en rolle i enzymets struktur som en fast del i
den aktive del af pMMO-enzymet. Zink i sterre maengder heemmer dog pMMO-aktiviteten (Si-
rajuddin et al., 2014).

Enzymet sMMO, som produceres ved manglende tilgeengelighed af kobber i omgivelserne, er
mindre substratspecifik og derved ogsa i stand til at oxidere chlorerede carbonhydrider og aro-
matiske carbonhydrider. Metanoxiderende bakterier viste sig uspecifikt at kunne omsaette (co-
metabolsk) forbindelser sasom pesticidet 1,2,4-triazole (Wu, et al., 2016).

MOB’ernes mulige, co-metabolske egenskaber gor dem meget vaerdifulde, ikke kun for naer-
veerende BioBox-projekt, men ogsa til fremtidig rensning (bioremediering) af vand og jord, der
er forurenet med rester af bestemte pesticider.

6.2 Identificering af sandfiltre med hgj forekomst af MOB’er
For at udvikle en BioBox-teknologi var det afggrende at identificere danske vandveerker, hvor
de naturlige MOB’er trivedes godt i eksisterende sandfiltre og desuden forekom i betydelige
maengder.

| projektet anvendes den molekylaere qPCR-analyse til kvantitativ identificering af MOB’er i
sandet fra de udvalgte sandfiltre. gPCR-analysen kvantificerer maengden af pmoA-gener i en
prave. Idet alle MOB’er baerer et pmoA-gen pa kromosomet, kan antallet af de kvantificerede
pmoA-gen-kopier i en prgve omregnes direkte til antallet af MOB’er i praven.

6.2.1 Arbejdsgangen

Et af de traditionelt anvendte primerset til identifikation af MOB’er er primersaet A189/A682
(Holmes, 1995). Et nyere primersaet A189/mb661 (Costello, 1999) viste sig dog at have en for-
del, idet primersaet A189/A682 delvist og uspecifikt kan fange visse former af det bakterielle
amoA-gen, som ikke findes i MOB’er, men som er specifikke for ammoniumoxiderende bakte-
rier, AOB (Costello, 1999). | projektet blev begge primerset testet i starten, hvorefter primersaet
A189/mb661 blev valgt.
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Friskt sand fra sandfiltre pa tre vandveerker i Hillerad og Horsens (projektpartnere) samt Hjar-
ring (frivilligt) blev opsamlet fra overfladen og sendt til Teknologisk Institut i Aarhus, hvor DNA
blev ekstraheret ved hjeelp af MP BiomedicalsTM FastDNA Spin Kit til jord (Thermo Fischer)
iflg. producenternes protokol. DNA blev opsamlet og opbevaret ved -20° C inden gPCA-ana-
lyse. DNA-koncentration blev malt ved hjeelp af NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher).
Standardkurven til gPCR-analysen blev udfgrt pa Teknologisk Institut i Aarhus. Den 507 bp
lange del (amplicon) af pmoA-genet blev undersagt i qPCR-reaktioner med primersset A189F-
mb661. Amplifikation blev udfgrt ved 35 cyklusser efter protokol angivet af Castello et al., 1999
(FIGUR 4).

Analysis Selection/Setup ( Resulls ) |

[ nknawn [ [TotinUse [ VR Tieg

FIGUR 4. gPCR-standardkurve udfert pa kersel med primersaet A189F-mb661 pa pmoA-gen.

6.3 Resultater

gPCR-analyser udfgrt pa friskt filtersand fra Horsens og Hillerad vandveerker viste en betyde-
lig forekomst af MOB’er i begge sandfiltre. Antallet af MOB'er |& pa hhv. ca. 2,5 x 108 MOB’er
per gram filtersand i Horsens og ca. 8,5 x108 MOB'er per gram filtersand i Hillerad (FIGUR 5).
Til sammenligning viste det sig, at antallet af totale bakterier i disse sandfiltre (totale antal bak-
terier identificeret i et VUDP-forprojekt) 1& pa hhv. ca. 5 x 10° bakterier per gram filtersand i
Horsens og ca. 1 x 10'° bakterier per gram filtersand i Hillerad. Det betyder, at MOB’er i gen-
nemsnit udger cirka 3-5 % og cirka 7-9 % af den totale bakterielle population pa hhv. Horsens
Vandveerk og Hillergd Vandveerk.

gPCR-analyser viste séledes bade et tydeligt starre antal af totale bakterier (VUDP-projekt) og
et tydeligt stgrre antal af MOB’er (naervaerende projekt) i Hillerads sandfiltre end i sandfiltre pa
Horsens Vandvaerk.

| praksis betad det, at man ved en standardiseret ekstraktion af levende bakterier fra friskt
sand forventeligt ville kunne opsamle ca. 4-6 gange flere levende MOB’er af et gram sand fra
Hillerad end af sand fra Horsens. Disse resultater var seerdeles vigtige i det efterfalgende ar-
bejde med inokulering af levende MOB’er fra sandfiltre pa de testede matricer i laboratorie-,
pilot- og fuldskalafors@gene. Helt konkret betad det, at der som opstartsmateriale skulle an-
vendes min. 4 gange sa meget friskt sand fra Horsens som fra Hillergd for at kunne forvente
den samme mangde MOB’er i den vandige suspension (FIGUR 5) til inokulering af matricer i
laboratorie-, pilot- og fuldskalaforsag.
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FIGUR 5. Antal identificerede MOB-celler per gram sand fra sandfiltre i Horsens og Hillergd.
Der blev udtaget 3 prgver fra sandfiltre, og gPCR-analyse pa hver prgve blev kgrt i dupliketter.
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7. ldentificering af matrice til
BioBox’en

71 Identificering af den bedste matrice til BioBox’en

For at udvikle en optimal BioBox, hvor de introducerede MOB’er fra naturlige sandfiltre kunne
overleve og blive metabolsk aktive, var det ngdvendigt igennem projektet at teste flere mulige
matricer (materialer) i mikrokosmos i laboratorie- og pilotskala.

Den optimale, feerdigudviklede filtreringsbioteknologi, BioBox, forventes at have en biofilterop-
bygning bestaende af en understgttende matrice med et stort overfladeareal, som vil kunne
understatte etableringen af en bakteriel biofilm med MOB’er, samt en matrice, der vil sikre en
hgj interaktion imellem MOB’er i biofilmen og metan i den filtrerede udblaesningsluft.

En af de forventede udfordringer mht. metanreduktion i BioBox’en skyldes, at gasvaeskelige-
veegten (Henrys lov konstant) for metan er 28 (Schnabel et al., 2005), hvilket betyder, at me-
tan har en lav oplgselighed i vand, svarende til 24 g/m3. Da biofilmen i BioBox'en skal holdes
fugtig for at kunne fungere optimalt (se nedenfor), vil det kunne udfordre den direkte kontakt
mellem metan i den filirerede udblaesningsluft og MOB’er pa den fugtige matrice. En made til
at imgdega denne udfordring er at have det starst mulige overfladeareal i filteret, hvilket vil
have en positiv effekt pd masseoverferslen af metangas til vaeskefase.

Biofilmen pa matricen i det udviklede filter til BioBox’en vil kraeve neering for at holde sig aktivt.
Med filtrering af luft fra iltningsrum pa vandvaerker tilfgres metan (CH4) som kulstofkilde til
MOB’er. For at holde sig metabolsk aktive skal MOB’er ogsa have tilfgrt nitrogen, fosfor og ka-
lium (feellesbetegnet som NPK) samt visse sporstoffer i starre eller mindre koncentrationer. Et
af de vigtigste sporstoffer er kobber (Cu), som for MOB’er har afggrende betydning for ned-
brydningen af metan, da kobber spiller en vigtig rolle i strukturen af pmoA-enzymet (FIGUR 3).
Tilfersel af de naevnte stoffer skulle ske aktivt til den voksende biofilm p& matricen og foregik i
praksis helt simpelt med sprinklende hanevand i toppen af matricen for bade at holde matricen
fugtig og for at tilfare NPK og Cu til de voksende mikrober pa matricen (se nedenfor).

7.2 Test af udvalgte materialer til BioBox’en i laboratorieskala
Udveelgelsen af det optimale materiale til BioBox’ens filtermatrice kraevede flere eksperimenter
med materialer, hvis egenskaber bl.a. skulle sikre en optimal biofimdannelse og nem filtrering
af udblaesningsluften fra vandvaerkernes iltningsrum.

| forste omgang blev der opstillet kolonneforsag i laboratorieskala med 3 udvalgte materialer:
skum, treeflis og kompost. Skummaterialet blev udtaget fra en almindelig bgrnemadras, b) tree-
flis blev kgbt i et byggemarked, og c) kompost blev hentet fra Vejle Deponi. Skum og treeflis
blev udvalgt pa baggrund af materialernes meget hgje porgsitet og forholdsvis store overfla-
der, som forventedes at ville sikre en hgj biofimdannelse og en hgj interaktion mellem den fil-
trerede luft og bakterier i biofilmen. Kompostmateriale blev valgt pa baggrund af flere danske
forprojekter, hvor komposten med varierende succes var blevet afpravet til reduktion af metan-
gas fra lossepladser (Biocoverlgsning, MST-2016).

Opstillingerne i laboratoriet bestod af plexiglaskolonner med et af de udvalgte materialer (FI-
GUR 6). Kolonnerne, fyldt med enten skum, treeflis eller kompost, blev inokuleret med levende
sandfilterbakterier, som blev udvasket fra opsamlet, friskt sand fra sandfilter pa Hillerad Vand-
veerk. Filtersandet fra Hilleragd blev valgt til laboratorieforsag, fordi sandet egnede sig bedst
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som MOB-inokulum ud fra de molekylaere analyser, som kvantificerede forekomsten af
MOB’er i de respektive sandfiltre (beskrevet ovenfor). Det bakterielle inokulum blev fremstillet
ved at placere 500 g friskt filtersand og 2 L hanevand i en spand, efterfulgt af kraftig omregring
(150 rpm/24 timer). Herefter blev vaeskefasen (vand) opsamlet og anvendt som inokulum til
forsggene.

Analysen (QPCR) af vaeskefasen viste, at det totale antal bakterier i denne suspension var ca.
3,9 x 10" celler per ml. Analysen viste desuden, at andelen af MOB’er i veeskefasen udgjorde
2,4 x 10°. Resultaterne indikerede, at den procentmaessige andel i veeskefasen var 6,1 %, hvil-
ket stemmer godt overens med den tidligere observation, nemlig at andelen af MOB’er pa Hil-
lerads filtersand ligger pa 7-9 % af totale bakterier. Denne suspension med naturlige filter-
sandbakterier blev anvendt som inokulum til de testede materialer i kolonnerne pa Dag 0. An-
tal af totale bakterier og MOB’er i kolonnerne blev moniteret over de naeste 60 dage.

Til kolonner med skum, treeflis eller kompost blev metangas tilfart fra bunden som en veldefi-
neret blanding af rent metan og atmosfaerisk luft. De testede metankoncentrationer i indlgbs-
luften var 50 ppm og 500 ppm (parts per million). Metankoncentrationer blev valgt pa bag-
grund af den forventede metangaskoncentration i udblaesningsluften hos danske vandvaerker
med metanbelastet grundvand. Den atmosfaeriske luft beriget med rent metan i de naevnte
koncentrationer (50 ppm og 500 ppm) havde et flow pa 2 L per minut (FIGUR 6).
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FIGUR 6. Diagram over laboratorietest af materialer ved kolonneforsag med de valgte metan-
koncentrationer (50 og 500 ppm), de molekylaere analyser for bestemmelse af totale bakterier
og MOB’er over tid samt apparatur for maling af metan (Innova).

Fugtning af matrice ved periodisk dosering af sma maengder vand i toppen af kolonnerne (30
ml, 2 gange per dggn) skulle sikre mod udtarring. Kun de fugtige matricer kunne understgtte
den bakterielle aktivitet med henblik pa metanreduktion. Vandet tilfart fra toppen var samtidig
beriget med meget sma maengder af de kritiske sporstoffer, hhv. kobber (Cu, 1 ug/L) og NPK
(10 g/L) for at sikre optimal overlevelse og aktivitet af isser MOB’er pa matricerne.

Kolonnerne blev kart i duplikater for hver af de testede matricer (skum, treeflis og kompost) og
for hver testede metangaskoncentration (50 ppm, 500 ppm). Opstillingen var placeret i et
stinkskab (FIGUR 7). Metankoncentrationen i ind- og udlgbsluft blev automatisk malt over 5
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minutter for hver kolonne med INNOVA-apparat (Innova Lab Instruments). Reduktion af me-
tangas som fglge af filtrering igennem kolonner med specifikke matrice- og sandfiltermikrober
blev estimeret.

Som kontrolkolonner blev der opstillet kolonner med de relevante matricer inokuleret med
sandfiltermikrober, som blev tilfgrt atmosfeerisk luft uden metan. Disse kontrolkolonner skulle
undersgge overlevelsen af tilfgrte sandfiltermikrober med fokus pa MOB’er ved tilfgrsel af luft
uden metan. Prgver af modnende matricer blev kontinuerligt indsamlet over forsggsperioden.
Den mikrobielle masse blev vasket af med rent vand og herefter opkoncentreret ved centrifu-
gering (10.000 rpm), og det bundfeeldede materiale fra pr@verne blev brugt direkte til moleky-
leer (QPCR) bestemmelse af det totale bakteriesamfund og maengden af de specifikke MOB’er.

FIGUR 7. Opstilling af laboratoriekolonner i stinkskab i laboratorium. Teknologisk Institut, Aar-
hus.

7.21 Resultater fra kolonneforsgg i laboratorium med testede
filtermatricer

Overordnet viste det sig, at en kontinuerlig stram af metanholdig luft gennem kolonner med

skum og treeflis over en periode pa 60 dage havde en veesentlig effekt pa den stigende

maengde af de specifikke MOB’er pa de respektive materialer og havde en direkte positiv ef-

fekt pa fiernelsen af metan fra luften (se nedenfor).

7.2.2 Kolonner med skummateriale

Resultaterne i kolonner med skum viste, at antallet af totale bakterier i kolonnerne, med eller
uden tilfart metangas (0 ppm, 50 ppm, 500 ppm), var stort set ueendret over de farste 4 uger
(FIGUR 8). Kun i kontrolkolonnerne kunne der observeres et mindre antal totale bakterier (fra
4,8 x 10" celler til 7,5 x 10° celler/g, mens antallet af bakterier i kolonnerne med 50 ppm og
500 ppm forblev uzendret (4,8 x 10'°- 5,3 x 10" celler/g).
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FIGUR 8. Antal af alle (totale) bakterier i kolonner med skum ved opstarten og efter 28 dages
karsel. Igennem kolonnerne blev der sendt en luftstram med metan (50 ppm, 500 ppm) eller
uden metan (kontrol).

Antallet af MOB’er i kolonner med skum steg betydeligt over de farste 4 uger. | kontrolkolon-
nerne steg antallet af MOB’er i mindre grad, fra 2,5 x 10° celler/g til 7,5 x 10° celler/g (en faktor
3) (FIGUR 9), mens antallet af bakterier i kontrolkolonnerne forblev ueendret (FIGUR 8). | ko-
lonner med 50 ppm eller 500 ppm metan steg antallet af MOB’er betydeligt (en faktor 15), helt
konkret fra 3,2 x 100 celler/g til 4,6 x 10" celler/g (FIGUR 9).
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FIGUR 9. Antal MOB’er i kolonner med skum ved opstarten og efter 28 dages karsel.

Igennem kolonnerne blev der sendt en luftstram med metan (50 ppm, 500 ppm) eller uden
metan (kontrol).

| de efterfalgende 36 dage (Dag 28 til Dag 64) steg antallet af MOB’er i kolonner med skum

voldsomt. | kolonner med skum, der blev tilfgrt 50 ppm metan, steg antallet af MOB’er fra hhv.
2,5 x 10° celler/g (Dag 0) til 1,0 x 10'2 svarende til >400 gange i forhold til opstartsmaengden
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(FIGUR 10). Den voldsomme stigning i maengden af MOB’er gjorde skummet til en meget lo-
vende kandidat som BioBox-matrice.
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FIGUR 10. Antal MOB’er i kolonner med skum ved opstarten, ved Dag 28 og efter Dag 64.
Igennem kolonnerne blev der sendt en luftstream (2 L/h) beriget med metan (50 ppm og 500
ppm) eller uden metan (kontrol).

7.2.3 Kolonner med traeflis

Antallet af totale bakterier i kolonnerne med traeflis steg over de farste 4 uger i forhold til op-
starten (FIGUR 11). Mens antallet af totale bakterier i kontrolkolonnerne forblev stort set uaen-
dret over 4 uger (3,2 x 10'° - 4,1 x 100 celler/g), steg antallet af totale bakterier i kolonnerne
tilfart enten 50 ppm eller 500 ppm metangas 15 gange, fra 3,2 x 10'° celler/g op til 4,8 x 10"
celler/g.

Total antal bakterier i

Traeflis-kolonner

1,00E+14
Y -
® 1,00E+10
£ 1,00E+08
(1]
S 1,00E+06
o T
Z  1,00E+04
c
S 1,00E+02
o

1,00E+00

Day 0 Day 28

B Traeflis-kontrol  ® Treeflis - 50 ppm Treeflis - 500 ppm

FIGUR 11. Antal (totale) bakterier i kolonner med treeflis ved opstarten og efter de farste 4
ugers kgrsel. Igennem kolonnerne blev der sendt en luftstrem uden metan (kontrol) og med
metan (50 ppm og 500 ppm).

Denne voldsomme stigning i antallet af alle (totale) bakterier i kolonnerne med treeflis tilfart
metanholdig luft betad desvaerre ikke en tilsvarende stigning i antallet af MOB’er. Tveertimod.
Trods en 15-foldstigning i antallet bakterier blev der konstateret et ikke forventet fald i maesng-
den af MOB’er i kolonner med traeflis (FIGUR 12). Helt konkret faldt antallet af MOB’er fra 1,6
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x 109 celler/g til 1,2 x 108 celler/g over 4 uger. Antallet af totale bakterier og MOB’er i kolonner
med treeflis forblev uaendret over de naeste 36 dage (Dag 28 — Dag 64, data ikke vist). Denne
observation med faldende maengde af MOB’er over tid, som stabiliserede sig pa et niveau sva-
rende til 10 % af opstarten (ref. 1 x 10% til 1 x 108), gjorde traeflis til en ikke-optimal kandidat
som BioBox-matrice.

Antal af MOBer i Traeflis-kolonner
1,00E+14

1,00E+12

1,00E+10 \

1,00E+08

1,00E+06

(MOB)

1,00E+04

1,00E+02

1,00E+00
Day O Day 28

Quantity of methanotrophic baceria

mTrzflis kontrol  mTraeflis - 50 ppm Traeflis - 500 ppm

FIGUR 12. Antal MOB’er i kolonner med treeflis ved opstarten og efter 28 dages karsel. Igen-
nem kolonnerne blev der sendt en luftstram med metan (50 ppm, 500 ppm) eller uden metan
(kontrol).

7.2.4 Kolonner med kompostmateriale

Kolonner med modnende kompost fra Vejle viste sig desvaerre at vaere meget udfordrende i
laboratoriet. Mange tilstopninger af luftstrammen og tilpasninger under kgrsel gjorde det umu-
ligt at sammenligne de opnédede resultater med resultater fra de gvrige kolonner (skum, trae-
flis). Derfor blev kolonner med kompost stoppet halvvejs under forsggene. Anvendeligheden af
de naturlige MOB’er, som det fra starten forventedes at kunne finde i komposten, blev testet i
pilotskalafors@g (se nedenfor).

7.2.5 Reduktion af metan i laboratoriekolonner med skum eller traeflis
Resultater fra de molekylaere analyser, der moniterede maengden af totale bakterier og
MOB’er i kolonnerne med skum eller treeflis over tid blev sammenlignet med de malte koncen-
trationer af metan bade i indblaesnings- og udbleesningsluft (INNOVA-apparat).

| kolonner med skum, der handterede Iuft med enten 50 ppm eller 500 ppm metan, viste IN-
NOVA-malinger, at mikroberne i begge tilfeelde kunne fjerne ca. 8 % af metanet fra indblaes-
ningsluften efter 16 dage (FIGUR 13), uanset om luften indeholdt 50 ppm eller 500 ppm me-
tan. Metanreduktionen steg yderligere over de naeste 2 uger i begge kolonner. Pa Dag 30 viste
INNOVA-malinger, at kolonnen med skum, der blev tilfert 500 ppm metan i indbleesningsluften
kunne fierne hele 14 % af metanet, mens kolonnen med skum med 50 ppm metan i indblees-
ningsluften fortsat fiernede ca. 7 % af metanet (FIGUR 13).
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Reduktion af metan igennem skum-
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FIGUR 13. Reduktion af metan fra indblaesningsluften igennem kolonner med skum. Igennem
kolonnerne blev der sendt en luftstram med 50 ppm eller 500 ppm metan.

| kolonner med treeflis, der handterede luft med enten 50 ppm eller 500 ppm metan, viste IN-
NOVA-malinger en lignende metanreduktion pa 8 % i forhold til metan i indblaesningsluften,
dog farst efter 30 dage.

Efter de fgrste 16 dage la metanreduktionen pa cirka 7 % og 2 % for hhv. kolonner med 50
ppm og 500 ppm metan i indblaesningsluften (FIGUR 14). Metanreduktionen steg over de nae-
ste 2 uger; mest i kolonner med 500 ppm metan, fra ca. 2 % (Dag 16) til ca. 8 % (Dag 30),
mens reduktionen steg fra ca. 7 % til ca. 9 % i kolonner med 50 ppm metan (FIGUR 14).
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FIGUR 14. Reduktion af metan fra indblaesningsluften igennem kolonner med treeflis. Igennem
kolonnerne blev der sendt en luftstram med 50 ppm eller 500 ppm metan.
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7.2.6 Opsummering af kolonneforsag i laboratorieskala
Kolonneforsggene i laboratoriet viste entydigt, at skummateriale var det bedste kandidatmate-
riale til en matrice til BioBox’en. Skummaterialet performede bedst med hensyn til bade overle-
velse og aktivitet af MOB’er.

De molekylaere analyser viste, at antallet af MOB’er i kolonner med skum, der blev tilfgrt luft
med 50 ppm metan, steg hele 400 gange pa Dag 64 i forhold til opstarten. Til sammenligning
faldt antallet af MOB’er i kolonner med traeflis 10 gange i forhold til opstarten.

Malinger af metan i luftfasen far og efter kolonner viste ogsa, at den sterste reduktion af metan
fra indblaesningsluft blev malt i netop de kolonner med skum, der blev tilfart 50 ppm metan, og
som havde en voldsomt stigende maengde af MOB’er. | disse kolonner Ia metanreduktionen
pé 14 % pa Dag 30. Til sammenligning la den sterste malte metanreduktion i kolonner med
traeflis pa 9 % (Dag 30) i kolonner, der blev tilfart 50 ppm metan med indblaesningsluft.

7.2.7 Kolonneforsag i pilotskala

Grundet Coronapandemien i sommeren-efteraret 2020 blev det besluttet at kare pilotskalafor-
s@gene i laboratoriet og tilpasse forsegene bedst muligt de forhold, som er geeldende pa vand-
veerker. Laboratorieforsggene viste tydeligt, at skum (bgrnemadras) var den absolut bedste
matrice blandt de 3 testede materialer. Derfor blev skum (bgrnemadras) valgt som matrice til
det videre arbejde.

7.2.8 Opstilling af pilotskalakolonner

Kolonner (110 mm i diameter, 1.000 mm i hgjden) blev anvendt til opstillingen (FIGUR 15).
Luft beriget med metan (50 ppm) blev tilfart (10 L/time) med en slange i bunden af kolonnerne,
hvor et 100 mm stenlag sikrede metanets jeevne fordeling op igennem skumlaget. Hver ko-
lonne indeholdt 7 skumlag (FIGUR 16) skaret til 120 mm i diameter. Den 10 mm stgrre diame-
ter pa skumlagene end den indre diameter af kolonnerne skulle sikre, at den metanholdige luft
ikke lgb langs kanterne af kolonnerne uden kontakt med mikroberne i skummatricen.

FIGUR 15. Opstilling af semitekniske kolonneforsag i pilotskala i laboratorium. Atmosfaerisk
luft blandes med rent metan (flasken) for at danne en blanding med 50 ppm metan, som pum-
pes til bunden af hver kolonne. Metanreduktion males med INNOVA i luftfasen over skumla-
gene. Vandpumpe tilfarer periodisk vand (50 ml) med NPK og kobber (beskrevet ovenfor).
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7.2.9 Inokulering af pilotskalakolonner

Den ene pilotskalakolonne blev inokuleret med de mikrober, der var vasket fra friskt filtersand
fra Hillerad, mens den anden kolonne blev inokuleret med de mikrober, der var vasket fra
kompost (Vejle Deponi). Forsgg med mikroberne fra kompost blev udfert af to arsager: a)
kompostforsag lykkedes ikke i kolonnerne laboratorieskala, og der var ikke tid til at gentage
fors@get, og b) moden kompost indeholder naturligt MOB'er i betydelige maengder (5 x 107
MOB’er/gram).

Inokuleringsprocessen bestod i, at hvert skumlag enkeltvis blev tilfart ca. 100 ml bakteriesus-

pension (~10° totale celler per ml) fer skumlagets indsaetning i kolonne. For at holde kolonnen
fugtig, blev der hver time fra toppen tilfgrt ca. 50 ml vaeske indeholdende 1 mg NPK/ ml (kun-

stig g@dning) og 5 ug kobber/L. De sma meaengder af overskydende veeske i bunden af kolon-
nen fiernes med dreen eller en pumpe (FIGUR 15).

Forsaget kares over 140 dage, og praver af skummateriale og veeske udtages pa dagene 30,
60 og 140. Ved prgvetagningen opsamles bade et stykke skumprgve (FIGUR 16) og en vee-
skeprgve fra relevante skumstykker (lag). Skumprgver udtages ved at skeeres ca. 1 cm? fra
undersiden af hvert lag (FIGUR 16), mens vandprgver udtages ved, at veesken presses ud af
det udtagne skumlag. Pa vandprgver kares molekylaer gPCR for bestemmelse af antal af to-
tale bakterier samt ammoniumoxiderende bakterier (AOB’er) og metanoxiderende bakterier
(MOB’er). Skumprgverne fra lag 1 og 7 (top, bund) analyseres pad samme vis.

- al 7

FIGUR 16. De periodisk opsamlede skumlag fra karende pilotskalakolonner i laboratorium.
Antal bakterier (totale, MOB’er, AOB’er) i skumlagene males bade i vaesken fra skumlagene
og i skummaterialet fra de draenede skumlag.
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7.2.10 Opsummering af kolonneforsag pilotskala
Kolonneforsgg i pilotskala viste, at kolonner med skum med mikrober fra bade friskt sand og
kompost kunne reducere metan i indbleesningsluften.

Det mikrobielle samfund viste sig at vaere stabilt. De molekylaere analyser viste, at antallet af
totale bakterier malt i starten var relativt hgj, ca. 7 x 10'° celler per ml vaeske draenet fra skum-
lagene og ca. 6 x 10° per gram draenet skum.

De molekylaere analyser viste, at MOB-samfundet var veletableret og relativt stabilt i de under-
segte skumlag, allerede efter de forste 30 dage, men med en svagt stigende tendens frem til
Dag 60. Pa Dag 30 var der ca. 9 x 106 MOB’er i vaesken (ml) fra skumlagene og ca. 4 x 108
MOB’er per gram draenet skum. Der var ens forekomst af MOB’er igennem alle 7 skumlag i
kolonnerne.

Metanmalingerne over kolonnerne viste en relativt hgj metanreducerende effekt igennem ko-
lonnerne. Den starste reduktion kunne observeres igennem kolonnen med skum beriget med
mikrober fra sandfilter. Her blev metan reduceret fra 100 ppm til 35 ppm (65 %).

| kolonnerne i pilotskala blev der desuden undersagt for ammoniumoxiderende bakterier
(AOB’er). Denne test skulle undersgge, om andre mikrobielle grupper sdsom AOB’er eventuelt
ville kunne udkonkurrere de gnskede MOB’er om pladsen pa matricen i BioBox’en. AOB’er
blev valgt til analysen, da flere videnskabelige artikler har peget pa muligheden af, at AOB’er
til en vis grad ogsa kan omseette metan med enzymet amoA, som iflg. litteraturen er relativt
naertbeslaegtet med MOB’ers enzym pmoA (Tavormina et al., 2011). Det skal naevnes, at det
fortsat er uvist, i hvor hgj grad AOB’er kan fa tilstraekkelig energi ud af den metanreducerende
proces. Analysen af AOB’er viste, at maengden af AOB’er ogsa var stabil over 60 dage. AOB-
niveauet |a fra starten pa ca. 9 x 108 AOB’er i vaesken fra skumlagene og ca. 8 x 107 MOB’er
per gram draenet skum.

Den relativt store andel af AOB’er skyldes sandsynligvis tilfarsel af den kommercielle NPK-
gedning, som indeholdt ammonium, og som kunne bruges af AOB’er. Trods denne direkte til-
farsel af kveelstof til AOB’er via NKP-g@dning kunne AOB’er ikke udkonkurrere MOB’er. Tilfar-
sel af NKP-g@dning blev stoppet halvvejs i forsegende uden at pavirke metanreduktionen, hvil-
ket tyder pa, at MOB’erne behgver NPK i meget lave meengder til en normal funktion.

For at minimere MOB’ers konkurrence om pladsen overfor AOB’er, som kan bruge kvaelstof
direkte fra den kommercielle NPK-ggdning, valgte gruppen at bruge 100x mindre NPK efterfal-
gende samt N,P,K-salte i renere form fra Sigma Aldrich (K2HPOa, (NH4)2SOz).

7.2.11 BioBox i semiteknisk fuldskala i Hillerad

Dimensionering af BioBox’en i en fuldskalaopstilling blev udarbejdet i taet samarbejde med
projektpartneren. Den oprindelige plan var, at fuldskalaopstillingen skulle have fglgende di-
mensioner: H:150-200 cm og B:100-150 cm. De vigtigste parametre til BioBiox’en blev identifi-
ceret og groft skitseret (FIGUR 17).
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FIGUR 17. lllustration af BioBox'en pa et vandveerk. De enkelte punkter er beskrevet i teksten.

Efter planen skulle en velfungerende BioBox omfatte falgende parametre:

1.
2.

8.
9.

No ok w

Indlgbsluft, som kobles direkte pa den eksisterende udbleesningsventilator pa vandvaerket
H2S-feelde. Hgj koncentration af H2S i luften kan pavirke mikrobiologien i matricen. En
simpel lgsning kunne veere en tende med vand indeholdende fx zinkacetat. Zinkacetat
fanger selektivt H2S, der kunne forekomme i luften, og udfeelder den til uoplaseligt zinksul-
fid

Indblaesningsluft til filteret, som er H2S-reduceret

Jeevn fordeling af indbleesningsluft under baerelag

Baerelag, tykkere metalnet, der holder skum ca. 10-20 cm over bunden

Skumlag

Metalnet, som periodisk presses over skummet og renser (draener) skummet for urenhe-
der

Baerearm til metalnet over skummet (biofilteret)

Dyser, som periodisk doserer vandet med NPK og kobber

10. Udblaesningsluft, som forventes at vaere metanreduceret
11. Sporstofbeholder (NPK, Cu).

7.2.12 Opstilling af BioBox’en i Hillerad

Den farste fuldskalaopstilling blev konstrueret pa Stenholtveerket i Hillerad. | den forbindelse
kom partnernes baeredygtige syn til udtryk. BioBox’en i fuldskala blev saledes bygget af part-
nerne fra Hillerad Vand og Kemic Vandrens, hovedsageligt af genbrugt materiale. En skrottet
metalmaelkebeholder (bunden) samt en bgjet metalplade (toppen) blev anvendt med talrige
udbedringer. Det endelige produkt skulle imgdekomme de nsevnte parametre og skulle desu-
den omfatte et plexiglasvindue for at kunne observere BioBox’en indvendigt (FIGUR 18).
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FIGUR 18. Opbygning af BioBox'en i fuldskala pa Stenholtveerket i Hillergd. Metalnettet blev
konstrueret for at fastholde matricen i BioBox’en. Den gule tende indeholdt vand beriget med
NPK og kobber. Bla tgnde (sort Iag) med zinkacetat anvendtes til udfaeldning af H2S fra luften.

7.2.13 Inokulering af BioBox’ens skummatrice

For at fremstille et inokulum til BioBox’en i fuldskala blev der i en spand med ca. 30 L vand til-
sat 10 kg friskt sand fra de kerende sandfiltre pa vandvaerket. Ved hjeelp af boremaskine og
pisker (FIGUR 19, A) blev de levende sandfiltermikrober vasket fra sandet over til vandfasen.
Denne suspension blev filteret igennem en sigte (500 mm) for at fjerne evt. store partikler. Su-
spension blev haeldt over de enkelte skumlag med det formal at inokulere skummet (FIGUR
19, B og C). Der blev i alt lagt 3 lag af skum, hvert 7 cm tykt, sa det samlede skumlag var 21
cm.

FIGUR 19. Inokulering af skumlagene i BioBox'en i fuldskala (se teksten nedenfor).
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For at sikre en skansom opstart af BioBox'ens biofilter, hvor de tilfgrte sandfiltermikrober skal
have mulighed for at vaenne sig til de nye omgivelser, som bestar i en skummatrice, blev der i
opstarten under skumlagene lagt en vandteet plastikfolie. Folien skulle over de farste 3-4 dage
hjeelpe sandfiltermikroberne med at danne kontakt og indlede en kolonisering af den nye
skummatriceoverflade i BioBox'en, fgr de overhovedet blev udsat for de valgte testparametre i
en kegrende BioBox. Efter en periode pa 3-4 dage blev plastikfolien fiernet, og luften indehol-
dende naturligt metan blev kart igennem BioBox’en med et flow pa ca. 8 m3/time.

Det var ogsa vigtigt at rengegre skummet for urenheder, som kunne true skummets porgsitet
og funktion (fx voksende biofilm). Et metalnet, som periodisk skulle presses over skummet og
rense (draene) skumlagene i BioBox’en, blev placeret lige over skumlaget (FIGUR 20, A).

Da metanholdig luft tilfgres fra bunden, var det vigtigt hver time at fugte matricen med tilsaet-
ning af vandsuspension indeholdende kobber og NPK. Igennem 4 silikoneslanger blev der
hver time doseret sammenlagt 240 ml vand med NPK og Cu (FIGUR 20, B).

FIGUR 20. BioBox’en indefra. A) Metalnet til periodisk rensning (pres-og-slip) af skumlaget
placeret over skum. B) BioBox’en holdes fugtigt ved dosering af vand hver time med NPK og
Cu.

Fugtigheden i BioBox’en, som er afgagrende for overlevelsen af isaer sandfiltermikrober, blev
moniteret Igbende, bade i indlgbsluften (luften efter H2S-faelden) og inde i selve BioBox’en lige
over skumlaget (den filtrerede luft). Fugtigheden blev malt til ca. 70 % af luftens meetningspo-
tentiale, hvilket var passende for at sikre god velfaerd for mikroberne og for at forhindre udter-
ring af skumlagene.
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FIGUR 21. Fugtighed blev moniteret i luften, der efter tanden med H2S-feelden blev sendt til
bunden af BioBox'en (venstre), og inde i selve BioBox'en over skumlagene (hgjre).

7.2.14 Fjernelse af metangas i vandvarkets udblaesningsluft

Fjernelse af metan fra vandvaerkets udblaesningsluft blev fulgt med Iebende malinger af metan
i luften flere steder omkring BioBox'en. De Igbende malinger af metan blev foretaget hver 3.-4.
dag i perioden péa 83 dage. Hver gang blev der foretaget malinger pa fglgende steder: a) i den
meget metanholdige luft fra iltningsbassinet pa vandvaerket (koblet til BioBox'en), b) i indlabs-
luften lige fgr BioBox'en, dog efter H2S-feelden, og c) i luften i BioBoxen, lige over skumlaget
(FIGUR 22).
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FIGUR 22. Maling af metanindhold i luften pa de udvalgte steder. lltningsbassin pa vandvaer-
ket (venstre), indlgbsluft til BioBox’en efter H2S-faelden (midten) og over skumlagene i
BioBox'en (hgjre). Alle malingerne viste betydelig fiernelse (>50 %) af metan i BioBox'en, uan-
set om metankoncentrationen i indlgbsluften var fx 700 ppm eller 940 ppm.

7.2.15 Udvikling af det mikrobielle samfund i BioBox’en i Hillerad
BioBox'en i fuldskala blev kert i 83 dage. Ud over malinger af metanreduktion blev der Ig-
bende samlet prgver af den suspension, som blev dannet, hver gang skumlaget blev renset
med metalnet (pres-og-slip) placeret i BioBox'en (FIGUR 20). Hver gang metalnettet blev
presset, blev der draennet vand og mikrober (biomassen) fra skumlagene. Den dreenede
suspension blev opsamlet, bundfeeldet med centrifugering i laboratorie og anvendt til
bestemmelse af det mikrobielle samfund (DNASense) (FIGUR 23).
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DNA ) Teknologisk Institut

3.2 Table 2: The 25 most abundant genera in all samples excluding samples 03 and 07

The most abundant genera across all samples. If no genus level classification could be obtained, the lowest
assigned taxonomic classification is given. In addition, the phylum level classification is given (Proteobacteria
at class level).
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FIGUR 23. Udtreek af data fra NGS-analysen af den mikrobielle sammensaetning pa en af de i
alt fire dreenprgver opsamlet ved rensning af skumlagene i BioBox'en fra Hillergd.

Resultaterne af den fulde bestemmelse af mikrobielle samfund i BioBox’en viste, ikke overra-
skende, at fraktionen af mikrober, som kunne identificeres som metanreducerende bakterier
(MOB) steg fra 5 % i opstarten til 12 % efter Dag 7 og helt til >21 % efter Dag 60 (FIGUR 24).

Udvikling af
Metan-Oxiderende-Bakterier
i BioBox over tiden
Procent af hele den bakterielle population

Andel af MOB

Dage

FIGUR 24. Opsummerede data, som viser andel (%) af de identificerede metanforbrugende
mikrober (MOB’er) ift. det totale mikrobielle samfund. Draenpraver var opsamlet ved periodiske
rensninger af skumlagene i BioBox'en pa Hillerad Vandveerk pa Dag 0, 7, 21 og 60.
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Den positive udvikling i MOB-sammensaetningen af det totale mikrobielle samfund i
skumlagene, hvor andelen af MOB’er voksede fra de initiale 5 % til >21 %, var en klar
indikation af, at de introducerede MOB’er fra sandfiltre trivedes godt og var veletableret i
skummet i BioBox'en. Disse observationer stemte godt overens med de sidelgbende malinger
af metanreduktionen i udblaesningsluften fra vandveerker, som i gennemsnittet over 83 dage 1&
pa >47,5 % (FIGUR 25).
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FIGUR 25. Metanreduktion (andel, %) i den filtrerede luft fra vandvaerkets iltningsbassin, igen-
nem BioBox'ens fuldskalafilter.
* En store-end-normal-rensning af skumlaget pa Dag 22 pga. tilstopning.

7.2.16 Opsummering af fuldskalaforseg i Hillerad

Det opstillede BioBox-filter til reduktion af metan fra udblaesningsluften pa vandveaerket funge-
rede efter hensigten. Som det fremgar af FIGUR 24 og FIGUR 25, sker der i de fgrste 21 dage
en tilpasning af det mikrobielle samfund i skumlagene. Andelen af MOB’er naesten fordobles
over 21 dage (ref. opstart 5 %, efter 21 dage ~9 %). Denne fordobling er nok til at gge metan-
reduktionen til 80-100 % pa hhv. Dag 20 og Dag 15. | perioden Dag 3 til Dag 6 sker der imid-
lertid en tydelig @ndring i BioBox'en, hvor reduktionen af metan falder til 20 %, mens meaeng-
den af MOB’er gges fra 5 % i opstarten til 12 % pa Dag 7. Det ville veere forventeligt, at en sti-
gende andel af MOB’er falges af gget metanreduktion, men det afhaenger i hgj grad af etable-
ring af MOB’er pa matricen (biofilm), den optimale kontakt med metanholdig luft m.m.

Men mikroberne, iseer MOB’er havde det fint i matricen. Sa fint, at dette bidrog til, at skumla-
gene efter 21 dage, udviste en meget stor modstand overfor den metanholdige luft, hvor vok-
sende biofilm tilstoppede porerne i skummet (matricen), som igen kraevede en solid rensning
med metalnet (flere gentagne pres-og-slip-processer). Denne ekstra rensning lgsnede meget
af biofilmen (inkl. MOB’er) samt eventuelle andre urenheder i skumlagene, sa luften igen let
kunne filtreres. Dette medfarte en tydelig fiernelse af et stort antal mikrober, inkl. MOB’er, fra
matricen. En mere porgs skummatrice med faerre MOB’er resulterede i en faldende metanre-
duktion, fra ca. 80 % Dag 20 til ca. 25 % pa Dag 22 (FIGUR 25). Denne ekstra rensning viste
sig at vaere meget positiv for BioBox’ens drift over de naeste 60 dage. For det fgrste genindtog
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MOB’er meget hurtigt matricen, og deres andel kunne males til at veere op til 21 % af alle mi-
krober (Dag 60). For det andet blev metanreduktionen i skumlagene stabiliseret de naeste 60
dage (Dag 23 til Dag 83), hvor den for det meste la mellem 40 % og 50 %.

Den gennemsnitlige metanreduktion i BioBox'en la pa ca. 50 %. Metanindholdet i udblaes-
ningsluften fra vandvaerket varierede fra 700 ppm op til 5.000 ppm, afhaengigt af hvilke grund-
vandsboringer der blev brugt den pagaeldende dag eller periode. Kigger man mere ngje pa
metanreduktionen, hvor vandvaerksluften indeholdt over 3.000 ppm metan, var reduktionen pa
ca. 54 %. Fokuseres pa metanreduktionen, hvor vandveerksluften indeholdt under 3.000 ppm
metan, var reduktionen pa ca. 45 %. Disse udregninger viser, at BioBox’en muligvis foretrak
de lidt hgjere metankoncentrationer (3.000-5.000 ppm) i forhold til metanreduktionseffekt, men
ogsa fungerende udmaerket ved lavere (500-3.000 ppm) metankoncentrationer.

7.2.17 Semitekniske fuldskalaforsgg i Horsens

Efter ca. 3 maneders drift af BioBox'en i fuldskala i Hillerad blev hele opstillingen afmonteret
og bragt til Hgjballegard Vandvaerk i Horsens. | fgrste omgang blev BioBox’en dog flyttet til Ke-
mic Vandrens for flere forbedrende smajusteringer. En af de sma tilpasninger var et finere,
specialdesignet metalnet i bunden, der blev lagt over det eksisterende, grovere metalnet. Det
fine metalnet skulle bedre kunne understgtte de delvis tunge, vadde skumlag. Der blev ogsa
udviklet et nyt system til dosering af vand med sporstoffer (NPK, Cu). Det nye system skulle
dosere samme meengde af vand med sporstoffer til toppen af skummet som i Hillerad, omend
denne gang med konstante mikrodraber, der sprajtes over skumoverfladen i toppen (FIGUR
26).
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FIGUR 26. Opsaetning af forseg med BioBox'en i fuldskala pa Hgjballegard i Horsens.
BioBox'en havde undergaet sma justeringer ift. Hillerad sdsom ekstra metalnet i bunden og et
doseringssystem til sporstoffer med konstante mikrodréber, der sprgjtes over skumoverfladen i
toppen.

De fagrste udregninger baseret pa forekomsten af metan i ra grundvand tydede pa, at den for-
ventede koncentration af metan i udblaesningsluften pa Horsens Vandveerk skulle ligge i om-
egnen af 50-100 ppm. Det var netop derfor, Horsens Vandvaerk blev udvalgt til afprevning af
BioBox’en som et sted (vandveaerk) med mindre metan i luften end i Hillerad (hotspot).

Det viste sig hurtigt, at indblaesningsluften til BioBox'ens filter pd Horsens Vandvaerk havde en
lavere koncentration af metan end forventet (0-32 ppm). Dette skyldes opbygningen af et ilt-
ningssystem, hvor ilt tilferes grundvandet i rarene, og metan farst frigives over forfiltrene (FI-
GUR 27).

Ved at bruge en handholdt metanmaler (monteret pa et langt stativ) kunne den hgjeste metan-
koncentration males i luften lige over den runde iltningsflade i filtrene (op til 32 ppm), men me-
tankoncentrationen i luften blev reduceret til ca. 10 ppm mindre end 1 meter veek fra iltnings-
fladen.

Luftslange, som skulle fare metanholdig luft fra forfiltrene til BioBox’en med en luftpumpe, var
monteret pa indersiden af glasvinduerne pa forfiltrene (FIGUR 27), hvor malinger af metankon-
centrationen & pa mellem 3 ppm og 12 ppm.
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FIGUR 27. Forfiltrene pa Hgjballegard Vandvaerk i Horsens. Grundvandet i rgrene tilsaettes
ren ilt, hvorved metan afgasser over sandfiltrene i rummet.

7.2.18 Fjernelse af metangas i udblasningsluften pa vandvaerket
Det stod desveerre hurtigt klart, at den lave koncentration af metan i luften kunne vaere en ud-
fordring for en normal etablering og kersel af BioBox'en i Horsens.

BioBox'en blev i opstarten inokuleret med mikrober fra egne sandfiltre som beskrevet om Hille-
red Vandveerk. BioBox'en i Horsens karte fra 20. april til 10. juni 2021. Der blev lagt meget
ekstra arbejde i forsag pa lsbende at optimere metankoncentrationen i den luft, der skulle
filtreres igennem BioBox'en, og pa at holde pa og hjeelpe etablering af MOB’er i skummatricen.
Men efter 50 dage med varierende succes blev det valgt at indstille forsgget i Horsens. DNA-
analyser blev fravalgt, da det vurderedes, at de ikke ville vaere brugbare.

| de fgrste uger med BioBox'en i Horsens, hvor koncentrationen af metan i luften 1a mere sta-
bilt pa 14-16 ppm (hvilket desvaerre var langt under den forventede metankoncentration pa 50-
100 ppm), blev metankoncentrationen i den filtrerende luft igennem BioBox'en reduceret til ca.
10 ppm (30 %). Det var derfor habet, at MOB’er var ved at etablere sig i matricen, og at man
efter 2-4 uger, som i Hillerad, ville kunne se en yderligere reduktion pa 50-60 %.

Desveerre viste det sig, at metanreduktionen i perioden efter uge 4 ikke var malbar. Dette
skyldtes sandsynligvis, at MOB-samfund i skumlagene ikke kunne etableres som forventet,
men var udsultet som fglge af det lave eller periodisk manglende metan i den filtrerende luft
(ofte malt til 0 ppm). Selv de overlevende MOB’er var pa grund af det lave metanindhold (som
MOB’erne bruger som C-kilde) sa udmattede, at de gik i dvaletilstand og derfor ikke havde til-
straekkeligt mange aktive MMO-enzymer til brug for de tidspunkter, hvor metanindholdet i luf-
ten skiftede fra fx 0 ppm til fx 16 ppm. Da man ikke kunne observere metanreduktion i
BioBox’en efter uge 4 (Dag 28), blev det som naevnt valgt at indstille forsgget pa Dag 50.

7.3 Opsummering og konklusion

Eksistensen af metanoxiderende bakterier (MOB) i sandfiltrene, som fijerner det resterende
metan (5 %) i vandet efter grundvandsiltning pa vandveerkerne, var velkendt. Det store
spgrgsmal var, om man kunne anvende de samme naturlige mikrober til at reducere de 95 %
metan, som frigives fra grundvandet ved iltning pa vandvaerkerne og ender i atmosfaeren.
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| projektet BioBox fors@gte projektgruppen at udvikle en ny teknologi til reduktion af metan fra
udblaesningsluften pa vandveaerkerne. Det vigtigste ved teknologien var at fa etableret de natur-
lige MOB’er fra sandfiltre pa en udvalgt matrice og tilfgre alle nadvendige neaeringsstoffer til
MOB’ernes normale funktion med det formal at fierne metan fra luften. Projektet viste, at det er
muligt at anvende sandfiltermikrober (ref. MOB’er) til reduktion af metan fra udblaesningsluften
pa et vandvaerk.

o Laboratoriefors@gene viste, at den bedste matrice til etablering og aktivitet af MOB’er var
skummateriale (bgrnemadras). Fx steg antallet af MOB’er i kolonner med skum, der modtog
luft med 50 ppm metan hele 400 gange efter 64 dage i forhold til opstart. Til sammenligning
faldt antallet af MOB’er i det andet undersggte materiale, treeflis, 10 gange i forhold til op-
start. Mens kolonner med skummateriale fiernede 14 % af metanet, kunne kolonner med
traeflis reducere maks. 9 % af metanet.

o Pilotskalaforsag viste, at skummateriale inokuleret med mikrober fra sandfiltre eller kompost
kunne reducere metan i indblaesningsluften. Den starste metanreduktion kunne dog obser-
veres i kolonnen med skum beriget med sandfiltermikrober, hvor metanet blev reduceret fra
100 ppm til 35 ppm (65 %).

o Den semitekniske BioBox opstillet i fuldskala i Hillerad virkede efter hensigten. Andelen af
MOB’er i skummatricen steg fra 5 % i opstarten til >21 % efter 60 dage. Den gennemsnitlige
metanreduktion i BioBox'en la pa ca. 50 % og naede til tider mellem 80-100 %. Den gen-
nemsnitlige metanreduktion sa ud til at veere starst (54 %), nar metankoncentrationen i luf-
ten 14 pa mellem 3.000-5.000 ppm, omend BioBox'en ogsa virkede udmaerket ved lavere
metankoncentrationer i luften ml 500-3.000 ppm (45 %).

e Den semitekniske BioBox i fuldskala i Horsens virkede desvaerre ikke helt efter planen.
Grundet de lavere metankoncentrationer end forventet i udblaesningsluften (forventet 50-100
ppm, malt 0-32 ppm) kunne MOB’er ikke etableres tilfredsstillende i BioBox’en. Over de for-
ste 4 uger blev der observeret ca. 30 % metanreduktion, men efter Dag 28 var reduktionen
ikke malbar. Dette skyldtes udelukkende den generelt lave metankoncentration i luften, som
til tider 1a pa 0 ppm, hvilket bevirkede, at MOB’er i matricen ikke kunne vaekste og etableres.

Det lykkedes projektgruppen at udvikle og verificere den nye baeredygtige BioBox-teknologi,
som anvender naturlige sandfiltermikrober (MOB’er) til reduktion af metan fra udbleesningsluf-
ten pa et vandveerk, der anvender grundvand til drikkevandsproduktion. Teknologien virkede
lidt bedre ved hgjere metankoncentrationer (>3.000 ppm), men kunne uden videre etableres
og fierne >45 % metan selv ved metankoncentrationer >500 ppm. Teknologien havde dog sine
begraensninger (ikke anvendelig) de steder, hvor metankoncentrationer 1a pa mellem 1-32

ppm.

Perspektivering

BioBox forventes at veere en kosteffektiv Igsning (ca. 1 are/m® drikkevand) for vandveerker.
Prisen er beregnet pa baggrund af en opstartsinvestering pa ca. 75.000 DKK til opbygning af
BioBox’'en pa vandvaerket, hvorefter der vil kunne forventes et mindre arligt gebyr til service-
ring pa 15.000 DKK. For vandveerket Stenholtvaerket i Hillerad (projektpartner) med en arlig
produktion pa 310.000 m3 drikkevand vil meromkostningen det farste og de kommende ar
veere hhv. 30 gre/m? og 5 gre/m?® drikkevand. Mange danske vandvaerker (fx Hgjballegard
Vandveerk i Horsens) producerer >1 mio. m® drikkevand/ar, og her vil BioBox-lgsningen koste
ca. 1 gre/m3. Der skal naevnes, at projektpartneren Hillerad Vand har planer om at bygge et
stort vandvaerk anno 2025, der skal producere op til 17 mio. m3/ar (https://beretning.hillerodfor-
syning.dk/vandomraadet), hvor en merpris for BioBox-lgsningen vil ligge langt under 1 gre/m?3
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7.4 Projektpartnere
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BioBox Bioteknologi til klimaneutral drikkevandsproduktion

| Danmark og i mange andre lande verden over produceres drikkevand fra grund-
vand, hvor de naturligt forekommende forureningsstoffer (sasom NH4) fiernes i sand-
filtre pa vandvaerkerne. Det anaerobe grundvand indeholder store maengder metan,
som under iltningsprocessen pa vandvaerket frigives til atmosfaeren, mens det reste-
rende metan i vandet omsaettes af de naturlige metanoxiderende bakterier i drikke-
vandssandfiltrene.

Formalet med projektet er at bruge den nyeste videnskabelige forstaelse af naturlige,
metanoxiderende bakterier, som lever i drikkevandssandfiltre pa vandvaerker, til at
udvikle en miljgvenlig bioteknologi (BioBox) til omsaetning af metangas fra udblees-
ningsluften fra et vandveerks iltningsrum.

| projektet udvikles og verificeres den nye bzeredygtige bioteknologi, BioBox, som an-
vender naturlige mikrober fra sandfiltre til reduktion af metan fra udblaesningsluften
pa et vandvaerk, som producerer drikkevand ved anvendelse af grundvand.
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