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English summary 

BIOKIN demonstrates, that the use of DNA abundance data offers 
a new direct way to reduce the nitrous oxide production from bio-
logical nitrogen removal. By controlling the aeration and optimiz-
ing the specific ammonium removal rate the nitrous oxide produc-
tion can be reduced. 

BIOKIN has established an effective supply chain for the visualization of fast DNA analysis data, 
calculation of N2O emission and operational integration with relevant real time data. A feature 
has been developed in Hubgrade that calculates kinetic rates of the nitrogen removal in real-
time and the kinetic rates has been correlated to the N2O production. It was shown that the DNA 
corrected kinetic rates showed a positive correlation to N2O production and that the kinetic rates 
and hence the N2O production could be reduced by controlling the aeration intensity of the sys-
tem. 
 
BIOKIN has delivered several concrete outputs: 
• N2O liquid sensors from Unisense Environment have been installed at Harboøre wastewater 

treatment plant (WWTP) and existing sensor heads at Aalborg East and Avedøre WWTPs 
replaced. 

• Harboøre and Avedøre WWTPs was connected to Hubgrade through an OPC bridge. 
• All three plants were upgraded with new N2O emission calculation features in Hubgrade. 
• A new dynamic feature was developed in Hubgrade (“DNA Fantastic”) to import, visualize, 

and operationalize data from DNA sequencing (in a 3. party laboratory) of the microbial 
community in the activated sludge from the three WWTPs. 

• A new feature was developed in Hubgrade to calculate dynamic kinetic rates in real-time at 
the three WWTPs. 

• 6 months of regular DNA sequencing has been performed with a turn-around time down to 
one week. 

• 6 full-scale “batch” experiments have been performed at Avedøre and Aalborg East com-
bined. 
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1. Forord 

BIOKIN projektet er støttet af VTU-restmidler administreret af Miljøteknologisk Udviklings- og 
Demonstrationsprogram (MUDP) under Miljøministeriet. Krüger A/S har været hovedansøger 
og projektleder.  
 
Projektet har været et samarbejde mellem Krüger, BIOFOS, Aalborg Forsyning og Lemvig Vand. 
Projektet har kun kunnet lade sig gennemføre i kraft af et stærkt og tillidsfuld samarbejde mellem 
parterne.  
 
Projektet har også fungeret som specialeprojekt for Lise Højgaard Price fra DTU som nu er 
ansat som procesingeniør i Krüger. Der skal lyde en særlig tak til Borja V. Pérez for hans faglige 
input og vejledning af Lise.  
 
Tak til DNASense Aps for et strålende samarbejde og lynhurtig sekventering. 
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2. Indledning 

Lattergas (N2O) emission fra spildevandsrensning udgør ca. 48 % af renseanlæggenes samlede 
klimagasudledning (Miljøstyrelsen, 2020) og det er nødvendigt at reducere denne mængde be-
tragteligt for at indfri sektorens ambition om at blive klimaneutral i 2030 (Folketinget, 2020). 
Lattergasproduktionen sker, under bestemte betingelser, som en naturlig del af den biologiske 
kvælstoffjernelse. Det har imidlertid vist sig svært at forudse, hvilke betingelser og omstændig-
heder der giver, eller nærmere ikke giver anledning til lattergasproduktion. Det er netop styring 
og kontrol af de betingelser, der har det største potentiale til at forhindre lattergasemissionen. 
 
Lattergasproduktionen i renseanlæg sker i særdeleshed i forbindelse med den iltede omsætning 
af ammonium. Omsætningshastigheden af ammonium i renseanlæg påvirker lattergasprodukti-
onen, men denne relation er ikke specifik nok til at fungere som input til direkte kontrolmetoder 
(Duan et al., 2021). Det skyldes at det er den enkelte bakteries specifikke aktivitet, der afgør om 
der produceres lattergas, hvorfor det ikke er tilstrækkeligt kun at fokusere på den samlede om-
sætningshastighed.  
 
Kontrol af den specifikke ammoniumomsætning kan potentielt helt forhindre aerob lattergaspro-
duktion. Udfordringen er at gøre det dynamisk og i realtid. 
 
Gennem det nyligt afsluttede ”Online DNA” projekt (støttet af Innovationsfonden med deltagelse 
af bl.a. Krüger, BIOFOS og Aalborg Forsyning) er det lykkedes at koble online driftsdata med 
hurtige DNA-målinger og derigennem at bestemme og forudse denne specifikke omsætnings-
hastighed. Det er netop foreningen af DNA-målinger med online driftsdata, der har gjort dette 
muligt.  Bestemmelsen af de dynamiske specifikke omsætningshastigheder i realtid udgør netop 
den løftestang der, gennem styring, kan realisere det store uindfriede potentiale for reduceret 
lattergasproduktion. 
 
Formålet med indeværende projekt er at dokumentere sammenhængen mellem den dynamiske 
specifikke omsætningshastighed af ammonium og den målte lattergasproduktion. 
 
Helt centralt i projektet ligger den synergi og ekstra værdiskabelse der kommer af, i praksis at 
forene DNA-målinger og online sensordata i aktiv styring. Featuren ”DNA Fantastic”, en del af 
platformen Hubgrade Performance PlantTM, er netop forberedt til holistisk at kunne forene bioin-
formatik fra DNA-analyser (udbredelse af specifikke bakterietyper) med online sensordata og 
anvende disse i aktiv styring. Det er netop foreningen af online driftsdata og DNA-målingerne 
der gør det muligt at beregne de dynamiske specifikke omsætningshastigheder i realtid. 
 
Fordi DNA-analyser først for nyligt blev hurtige (og billige) nok til at anvende i praksis i aktiv 
styring, har det ikke tidligere været teknisk muligt at beregne de specifikke omsætningshastighe-
der dynamisk og derfor heller ikke at koble denne til målinger af N2O i realtid. 
 
Den brik der mangler, er at dokumentere korrelationen mellem specifik omsætningshastighed 
af ammonium og N2O-produktion. De resterende led fra måling til kontrol bygger på velafprø-
vede teknologier – men foreningen af dem er ny. 
 
Projektets mål og konkrete bidrag som oplyst i ansøgningen er vist i FIGUR 1. 
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 FIGUR 1. Skematisk oversigt over projektet som angivet i ansøgningen.  
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3. Resultater 

I det følgende præsenteres resultater fra tre fuldskala renseanlæg, 
der demonstrerer, at den specifikke omsætningshastighed af am-
monium kan anvendes til dynamisk reduktion af lattergasproduk-
tion fra renseanlæg. Desuden at nøglen til at reducere lattergas-
produktionen er knyttet til en optimeret blæserstyring. 

I løbet af projektet er der realiseret en del konkrete resultater: 
• Der er installeret N2O-sensorer på Harboøre renseanlæg og renoveret eksisterende på Aal-

borg Øst og Avedøre renseanlæg. 
• Der er installeret kommunikation mellem Avedøre og Harboøre renseanlæg og Hubgrade 

Performance PlantTM, i cloud via OPC Bridge. 
• Der er opsat en feature i Hubgrade til N2O-emissionsberegninger i realtid på alle tre anlæg. 
• Der er udviklet og idriftsat en automatiseret feature (”DNA Fantastic”) i Hubgrade til import, 

visualisering og operationalisering af data fra DNA-laboratorieanalyse af det mikrobiologi-
ske samfund i det aktive slam fra de tre renseanlæg. 

• Der er udviklet og idriftsat en ny feature i Hubgrade til dynamisk beregning af kinetik (biolo-
giske omsætningshastigheder) på de tre anlæg. 

• Der er gennemført 6 måneders regelmæssig DNA-sekventering af slam med ned til 1 uges 
turn-around tid på alle tre renseanlæg. 

• Der er gennemført 6 fuldskala batch-forsøg på hhv. Avedøre og Aalborg Øst renseanlæg. 
 
Derudover har det været muligt at drage en række delkonklusioner som sammen bidrager til det 
proof-of-concept som projektet leverer: 
• Det er afgørende at kende mængden af nitrificerende bakterier (AOB). 
• DNA-målinger kan bruges som erstatning for en “rigtig” biomasse måling. 
• Der er et sammenfald mellem ammoniumomsætningshastigheden per AOB og N2O-pro-

duktionen per AOB. 
• N2O-reduktion kræver tilstrækkelig AOB-biomasse og balanceret omsætningshastighed. 
• Man kan påvirke omsætningshastigheden og N 2O-produktionen via blæserstyring. 

 
3.1 Arbejdspakke 1: Kinetics 
Udvikling og evaluering af en digital feature, der dynamisk kan beregne nitrifikanternes speci-
fikke omsætningshastighed baseret på almindelige driftsdata og regelmæssig DNA-analyse. 
 
Leverancer i denne arbejdspakke:   
 
(M1.1) Etablering af supply-chain for DNA-analyse, N2O data og driftsdata. 
Der blev i projektet etableret en supply-chain der effektivt kunne realisere en turn-around tid fra 
prøveudtagning, forsendelse, DNA-ekstraktion og sekventering til operationalisering og visuali-
sering i Hubgrade Performance PlantTM, inden for 5 arbejdsdage. Dette var en forudsætning for 
effektivt at kunne inddrage DNA-data i beregningen af omsætningshastigheder i en relevant 
tidsopløsning. Se FIGUR 2. 
 



 

 Miljøstyrelsen / Biokinetisk lattergasreduktion i renseanlæg 9 

  

 
 

 

 FIGUR 2. Eksempel på visualisering af DNA-data fra Avedøre renseanlæg i Hubgrade Performance 
PlantTM. 

 

 
(M1.2) Standardisering og indbygning af ”kinetics” i DNA Fantastic feature  
Beregningen af omsætningshastigheder og specifikke vækstrater skulle programmeres og stan-
dardiseres i Hubgrade Performance PlantTM, så de kunne udføres på alle de deltagende 3 ren-
seanlæg i realtid. Se FIGUR 3 og FIGUR 4. 
 

  

 
 

 

 FIGUR 3. Eksempel på visualisering af omsætningshastigheder af ammonium fra Avedøre rense-
anlæg i Hubgrade Performance PlantTM. 
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 FIGUR 4. Eksempel på visualisering af specifikke væksthastigheder for nitrifikanter fra Avedøre 
renseanlæg i Hubgrade Performance PlantTM. Den nederste kurve er et mindre udsnit af den øver-
ste. 

 

 
(M1.3) Dataindsamling til beregning af nøgletal for lattergasemissionen.   
Den nødvendige data indsamles således, at der opbygges den nødvendige dokumentation for 
en fyldestgørende evaluering af projektets udbytter. Derudover, at der kan beregnes nøgletal 
for lattergasemissionen til indberetning til Miljøstyrelsen. Se FIGUR 5. 
 

  

 
 

 

 FIGUR 5. Beregnede nøgletal for de tre deltagende renseanlæg for perioden fra januar til og med 
august 2022 (Harboøre) og perioden januar til og med december 2022 (Aalborg øst og Avedøre). 
Alle tre anlæg er alternerende aktiv slam anlæg, med målepunkter for lattergas i procestankene. 
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3.2 Arbejdspakke 2: N2O Warning 
Udvikling og demonstration af feature der kobler ”Kinetics” med N2O-produktionen og beregner 
en grænseværdi der advarer om N2O risiko. 
 
Leverancer i denne arbejdspakke:   
 
(M2.1) Kinetics beregninger korreleres med N2O-data og grænseværdier beregnes.  
For at kunne levere denne ydelse skal der udføres en målekampagne som leverer det tilstræk-
kelige datagrundlag med DNA-målinger, beregnede specifikke omsætningshastigheder og side-
løbende N2O-målinger. På baggrund af disse data fastlægges en grænseværdi for den speci-
fikke omsætningshastighed der forhindrer N2O-produktion.  
 
Ved at beregne den estimerede specifikke væksthastighed ud fra temperatur, ammonium kon-
centration og iltmætning i realtid kunne denne sammen med udbyttefaktoren og den mikrobio-
logiske sammensætning bruges til at estimere den aktuelle ammonium-omsætningshastighed. 
Beregningerne udføres via Monod’s ligninger som beskrevet i von Sperling (2007). Denne esti-
merede værdi beregnes i realtid og vil også kunne bruges til at fremskrive en forventning til 
omsætningshastigheden ved en given planlagt iltmætning. Dette vil gøre proaktiv og præventiv 
styring mulig.  
 
Det viste sig dog desværre, at der i praksis var dårlig overensstemmelse mellem ilt-sætpunkt, 
blæserydelse og ilt-mætning (målt med sensor). I praksis var iltmålingerne i både Aalborg Øst 
og Avedøre (der var meget begrænset N2O-produktion i Harboøre, som derfor ikke er nævnt) 
underestimerede. Med dette menes, at både Aalborg Øst og Avedøre som regel har et målt 
opløst ilt (DO) som ligger under sætpunktet og som ofte er tilnærmelsesvist nul – specielt under 
høj belastning eller i begyndelsen af en beluftningsperiode. Det skyldes, at den luft der tilføres 
processen via bundbeluftning i praksis er brugt op inden spildevandet når iltsensoren i toppen 
af væskefasen.  
 
Det har den konsekvens, at den beregnede værdi for omsætningshastigheden af ammonium 
ikke er korrekt fordi den estimeres til tilnærmelsesvist nul fordi DO måles til nul – på trods af, at 
der tilføres store mængder luft og omsætningen af ammonium kan observeres med ammonium-
sensoren. Der er brug for at videreudvikle styringen til at agere på baggrund af tilsat ilt frem for 
målt ilt. Dette princip fortsættes i VUDP projektet ”N2O Kontrol”. 
 
For at dokumentere sammenhængen mellem den specifikke omsætningshastighed af ammo-
nium og den specifikke produktionshastighed af lattergas anvendes derfor den observerede 
(frem for den estimerede) ammoniumomsætningshastighed. Se FIGUR 6. 
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 FIGUR 6. Viser sammenhængen mellem den specifikke ammoniumomsætningshastighed og den 
specifikke lattergasproduktionshastighed, begge som døgngennemsnit, for Avedøre renseanlæg. 

 

 
(M2.2) Standardisering og indbygning af ”N2O warning” i DNA Fantastic feature.   
For at kunne levere denne ydelse skal beregningen af grænseværdien importeres til det stan-
dardiserede miljø i Hubgrade Perfomance PlantTM. 
 
Styringen i Hubgrade er forberedt til at kunne indbygge en grænseværdi baseret på den speci-
fikke ammoniumomsætningshastighed således, at den korrelerede lattergasproduktion kan re-
duceres. Det har i praksis ikke været muligt at advare mod lattergasproduktion med udgangs-
punkt i den estimerede ammoniumomsætningshastighed, pga. de beskrevne udfordringer med 
misvisende lave iltmålinger. 
 
Den dokumenterede korrelation mellem den specifikke lattergasproduktion og den målte speci-
fikke ammoniumomsætningshastighed bygger på en lineær regression af nylige koncentrations-
målinger, som i sin natur er bagud skuende – altså baseret på en historisk dataserie (om end 
kun 2-12 min gamle). Det gør den målte specifikke ammonium-omsætningshastighed dårligt 
egnet til varsling og direkte input til kontrol. 
 
Der mangler en kobling mellem den tilførte mængde luft og den aktuelle specifikke ammonium-
omsætningshastighed for at operationalisere korrelationen med den specifikke lattergasproduk-
tion i en styring. Det kræver altså en substitution af målt DO med tilført DO i beregningen af den 
specifikke væksthastighed eller en modelbaseret prædiktion af ammoniumomsætningsha-
stigheden baseret på aktuelle procesforhold i den biologiske proces. Dette er uden for målsæt-
ningen af BIOKIN projektet men løftes i det VUDP støttede projekt ”N2O Kontrol”. 
 
3.3 Arbejdspakke 3: N2O Control 
Test af styringsstrategier der aktivt holder omsætningshastigheden under grænseværdien fra 
”N2O warning”. 
 
Leverancer i denne arbejdspakke:   
 
(M3.1) Det demonstreres at styring kan begrænse den specifikke omsætnings-hastighed.  
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For at kunne levere denne ydelse skal der udføres en række kontrollerede fuldskalaforsøg hvor 
parametre som DO, belastningen og slamalderen justeres i den aktuelle styring på det enkelte 
renseanlæg med det formål at reducere den specifikke omsætningshastighed, men fastholde 
den totale. 
 
Der blev udført 2x3 fuldskalaforsøg på hhv. Avedøre og Aalborg Øst renseanlæg. Forsøgene 
bestod i at fastholde en periode med denitrifikation og spildevandstilløb indtil der blev opnået en 
”høj” ammoniumkoncentration. Herefter blev tilløb og afløb afskåret og nitrifikation (beluftning) 
aktiveret. Dermed opnåedes en fuldskala batch proces uden usikkerheder skabt af kontinuert 
flow. I de 6 forsøg (som i sig selv havde forskellig belastning, slammængde og relativ hyppighed 
af nitrificerende bakterier) blev ilt-sætpunkt og lufttilførsel varieret med det formål at påvirke og 
variere den specifikke ammoniumomsætningshastighed og dokumentere den korrelerede effekt 
på den specifikke lattergasproduktion. Resultaterne er vist i FIGUR 7. 
 

  

 
 

 

 FIGUR 7. Viser resultaterne af de 2x3 fuldskala batch tests på hhv. Aalborg Øst (venstre) og Aved-
øre (højre) renseanlæg. Der ses en tilnærmelsesvis lineær sammenhæng mellem specifik ammoni-
umomsætningshastighed og den specifikke lattergasproduktionshastighed i begge anlæg. Der er 
stor forskel på akserne for de to renseanlæg som dels hænger sammen med forskellige niveauer af 
lattergas i de to anlæg, men i særdeleshed er knyttet til forskelle i den relative hyppighed af nitrifi-
kanter. Angivelsen af g AOB er tilnærmet da en DNA-måling ikke entydigt fortæller noget om bio-
masse andel, men derimod den relative hyppighed af en bestemt region på 16S rRNA genet for 
den undersøgte slægt. 

 

 
(M3.2) Styringens virkningsgrad evalueres.  
For at kunne levere denne ydelse skal styringernes virkningsgrad evalueres og dokumenteres. 
 
Det er tydeligt fra FIGUR 7, at der som forventet kan observeres en lavere lattergasproduktion 
når ammoniumomsætningen reduceres. Det er også tydeligt, at lufttilførslen netop er et effektivt 
middel til at regulere ammoniumomsætningshastigheden. Dog kræves det at der etableres en 
direkte sammenhæng mellem lufttilførslen og ammoniumomsætningen i praksis på det enkelte 
anlæg. Da dette ikke var en del af scope for indeværende projekt tilvejebringes dette i det VUDP-
støttede ”N2O Kontrol” projekt. 
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På et overordnet niveau kan det ses at de i alt 6 fuldskala batch tests, at det er muligt at redu-
cere den specifikke lattergasproduktionshastighed med ca. 70-80 % sammenlignet med maks-
værdierne (fra 18-19 til 6 i Aalborg og 6000 til 1000 i Avedøre). Dette skal i praksis afpasses 
efter renseanlæggets rensegrad og -krav. 
 
(M3.3) Nøgletal beregnes og indberettes til Miljøstyrelsen. Slutrapport   
Nøgletal er oplyst i FIGUR 5. 
 
3.4 Arbejdspakke 4: Projektledelse 
Projektledelse, herunder afholdelse af styregruppemøder og projektopfølgningsmøder, work-
shops og formidling, bl.a. via afholdelse af webinar og udgivelse af artikler i fagrelevante tids-
skrifter. 
 
(M.4.1) Afholdelse af workshop  
Der er afholdt 3 interne workshops i løbet af projektets forløb. 1 på hvert renseanlæg. 
 
(M.4.2) Afholdelse af webinar om projektets resultater  
Der er ikke afholdt et dedikeret webinar om projektets resultater. Til gengæld er projektet for-
midlet til følgende konferencer: 
• NORDIWA 2023 
• Dansk Vand Konference 2022 
• IWA WWCE 2022 
• Temadag (MiDAS) på Aalborg Universitet 2022 

 
(M.4.3) Udgivelse af artikel i fagrelevant tidsskrift eks. Spildevand 
Der er udgivet en artikel i Spildevands Teknisk Forenings tidsskrift ”Spildevand” #1 2023 side 
36-37 med titlen ”Online data om bakteriers DNA vil optimere lattergasbekæmpelse”. 
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Bilag 1. Beskrivelse af de 
deltagende 
renseanlæg 

Bilag 1.1 Aalborg Renseanlæg Øst 

TABEL 1. Design og belastningsoversigt over Aalborg Renseanlæg Øst. 

Anlæg Design Rådnetank Forklaring Kulstof Belastning 
(Godkendt kapacitet) 

Industribidrag 

Aalborg Øst MBNDK Ja Ja Ja 82.000 
(110.000) 

10% 

 
  

 
 

 

 FIGUR 8. Skematisk oversigt over Aalborg Renseanlæg Øst.  
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 FIGUR 9. Sensorplacering i Aalborg Renseanlæg Øst.  

 
Bilag 1.2 Harboøre Renseanlæg 
 

TABEL 2. Design og belastningsoversigt over Harboøre Renseanlæg. 

Anlæg Design Rådnetank Forklaring Kulstof Belastning 
(Godkendt 
kapacitet) 

Industribidrag 

Harboøre MBNDK 
Alternerende 

Nej Nej Nej 21.000 
(80.000) 

70 % 
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 FIGUR 10. Sensorplacering i Harboøre Renseanlæg.  

 
Bilag 1.3 Avedøre Renseanlæg 

TABEL 3. Design og belastningsoversigt over Avedøre Renseanlæg. 

Anlæg Design Rådnetank Forklaring Kulstof Belastning 
(Godkendt 
kapacitet) 

Industribidrag 

Avedøre MBNDK 
Alternerende 
Aktivt slam 

Ja Ja Nej 390.000 
(345.000) 
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 FIGUR 11. Skematisk oversigt over Avedøre Renseanlæg.  

 
  

 
 

 

 FIGUR 12. Sensorplacering i Avedøre Renseanlæg.  
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Bilag 2. Teoretisk baggrund 

Dette bilag er en fri oversættelse af hele uddrag fra, den i forordet nævnte, specialeafhandling 
af Price (2022). 
 
Bilag 2.1 Kvælstofkredsløbet i spildevandsrensning 
Biologiske kvælstofomdannelse i renseanlæg sker i 8 trin for alle kvælstofstrømme (FIGUR 13), 
hvor trin 1 og 2 udgør nitrifikationsprocessen og 3 til 6 denitrifikationsprocessen (Kampschreur 
et al., 2009). Og sluttelig Trin 7 nitrogenfiksering, trin 8 Anammox, oxidation af nitrit til N2 og 
dissimilatorisk nitrit reduktion (det omvendte af trin 1).  
 

  

 
 

 

 FIGUR 13. Kvælstofkredsløbet. Modificeret version af (Valk et al., 2022) og 
(Kampschreur et al., 2009). DEN =anoxiske heterotrofe denitrifieringsbakterier, AMX 
=anammox, CHM =comammox, AOB =ammoniumoxiderende bakterier, NOB =nitrit-
oxiderende bakterier og DNRA =dissimilatorisk nitrat reduktion til ammonium. 

 

 
De 6 trin, der er relevante for nitrifikation og denitrifikation, er vist nedenfor og beskrevet i de-
taljer i de følgende afsnit:  
 

1. Aerob ammonium oxidation (NH4+ → NO2- ),  
2. Aerob nitrit oxidation (NO2- → NO3- ),  
3. Reduktion af nitrat til nitrit (NO3- → NO2- ),  
4. Reduktion af nitrit til nitrogenoxid (NO2- → NO),  
5. Reduktion af nitrogenoxid til dinitrogenoxid (NO → N2O),  
6. Reduktion af nitrogenoxid til dinitrogengas (N2O → N2). 

 
Bilag 2.2 Nitrifikation  
Nitrifikation er en biologisk proces i to trin, der beskriver oxidationen af NH4+ til NO2- og derefter 
yderligere oxidation til NO3-. Nitrifikationsprocessen udføres kun af specialiserede grupper af 
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mikrober; ammonium-oxiderende bakterier (AOB), der oxiderer NH4+ til NO2- , og nitrit-oxide-
rende bakterier (NOB), der oxiderer NO2- til NO3- (Gruber et al., 2021a; Kampschreur et al., 
2009). Comammox-bakterier (COMplete AMMonia OXidation) kan dog fuldstændigt omdanne 
ammonium til nitrat i et enkelt trin.  
 
Nitrifikant nitrifikation er oxidation af ammonium (NH4+) til nitrit (NO2- ) af ammoniumoxiderende 
bakterier (AOB), der får energi fra oxidationen med molekylær ilt (O2) som elektron acceptor. 
AOB'er er aerobe kemolithoautotrofe bakterier, og deres katabolisme består i at omdanne elek-
trondonoren NH4+ til NO2- med ilt som elektron acceptor (Soler-Jofra et al., 2021). Processen 
består af to trin: NH4+ reduceres først til mellemproduktet hydroxylamin (NH2OH) katalyseret af 
enzymet ammoniakmonooxygenase (AMO). 
 

NH4+ + O2 + H+ + 2e- → NH2OH + H2O 
 

Efterfølgende oxideres NH2OH til NO, som er ustabilt og hurtigt omdannes til NO2- af hydroxyla-
minoxidoreduktase (HAO).  
 

NH2OH + H2O → NO2- + 5H+ + 4e- 
 

Kombinationen af de to redoxprocesser er kendt som nitritation, en reaktion hvor der produceres 
to mol protoner pr. mol ammonium, der oxideres:  
 

NH4+ + 3O2 → NO2- + H2O + 2H+ 
 

Slægter, der almindeligvis er involveret i nitrifikation, er Nitrosomonas og Nitrospira (og potentiel 
comammox) og i Danmark, findes de i mængder på henholdsvis 0,2% og 0,5%. (Dueholm et 
al., 2022). NOB's oxidation af NO2- til NO3- udføres af NOB'erne, hvor Nitrotoga er blandt de 
mest udbredte, med en forekomst på 0,2% ifølge MiDAS 4 som er baseret på undersøgelser af 
bakteriesammensætningen i spildevandsrensningsanlæg (Dueholm et al., 2022).  
 
Bilag 2.3 Denitrifikation  
Under denitrifikationsprocessen sker der en sekventiel reduktion af NO3- til NO2-, NO, N2O og 
N2 under anoxiske forhold (Domingo-Félez & Smets, 2019). At denitrifikation foregår under ilt-
begrænsende forhold, betyder at nitrogenoxid anvendes som elektron acceptor og derfor redu-
ceres til N2 af heterotrofe bakterier. I modsætning til AOB kan disse bakterier omdanne N2O og 
kan derfor potentielt fungerer som N2O-reducerende bakterier. Disse bakterier er en meget di-
verse gruppe af mikroorganismer, der kan koble oxidation af organiske eller uorganiske elek-
trondonorer til reduktionen af NO2- , NO3- , NO og N2O (Kampschreur et al., 2009).  
 
Den heterotrof denitrifikations pathway forløber ved hjælp af anoxiske heterotrofe denitrifikanter 
(DEN): 

• NO3- reduceres anaerobt af heterotrofe bakterier gennem mellemprodukterne NO2- , 
NO og N2O, før cyklussen afsluttes ved N2 (trin 4 til 6 i FIGUR 13). NO2- omdannes til 
mellemprodukterne NO og N2O, før det reduceres til produktet N2.  

 
Nitrifikant denitrifikations pathway med ammonium oxiderende bakterier (AOB):  

• I nitrifikant denitrifikationsprocessen kan AOB, ved lave iltniveauer, reducere NO2- til 
N2 ved brug af ammonium eller hydrogen som elektrondonor (Kampschreur et al., 
2009).  

 
Bilag 2.4 N2O pathway 
N2O produceres og udledes under biologisk kvælstoffjernelse fra spildevand gennem nitrifikati-
ons- og denitrifikationsprocessen. N2O produceres af ammonium oxiderende bakterier (AOB) 
via nitrifikant nitrifikation (NN), nitrifikant denitrifikation (ND) og heterotrofe denitrificerende bak-
terier (DNB) via den heterotrofe denitrifikations pathway (HD). Abiotiske reaktioner er af mindre 
betydning i biologiske kvælstoffjernelsessystemer (Daelman et al., 2015; Gruber et al., 2021a). 
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Bilag 2.5 Biodenitro-proces  
To essentielle faktorer for effekten af de biologiske processer, der er beskrevet i det foregående 
kapitel, er sammensætningen af det rå spildevand og rensningsanlæggets design. Biodenitro™-
processen er en af mange procesdesigns, der bruges til at fjerne kvælstof fra spildevand. Me-
toden blev udviklet i 1970'erne som en billig og effektiv metode til biologisk behandling af spil-
devand.  
 
Biodenitro™-konfigurationen bruger to tanke pr. linje i vekslende drift. I fase A tilføres spildevand 
til tank II under denitrifikationsfasen (DN). De heterotrofe denitrifikantor bruger NO3- fra den fo-
regående fase som iltkilde, mens de nedbryder den organiske bestanddele, og N2 frigives til 
atmosfæren. Når tank II fyldes med råt spildevand, løber en tilsvarende mængde vand og aktivt 
slam ind i tank I under nitrifikationsfasen (N) med biologisk nedbrydning af det resterende orga-
niske stof og omdannelse af NH4+ til NO3-. Slutteligt strømmer det rensede spildevand fra tank I 
til bundfældningstanken (S) FIGUR 14.  
 

  

 
 

 

 FIGUR 14. Den øverste del viser de 4 hovedfaser i en BioDenitro-proces, 
og grafen nedenfor viser koncentrationen af NO3- og NH4+ i tank II skifte-
vis gennem faserne. N= nitrifikation, DN=denitrifikation (Krüger, n.d.). 

 

 
I fase B ledes det rå spildevand til tank I, mens begge tanke beluftes for at reducere ammoni-
umindholdet i tank II, før spildevandet bortledes fra denne tank. Fase C og D svarer til fase A 
og B, bortset fra at spildevandstilførslen, fraførelsen og procesbetingelserne i tankene byttes 
om. Når fase D er afsluttet, starter driftscyklussen forfra.  
 
Bilag 2.6 Sammenhæng mellem driftsbetingelser og N2O-produktion 
N2O emitteres primært under den beluftede fase (80-90%), da det transporteres fra vandfasen 
til gasfasen ved beluftning, men produceres under nitrifikations- og denitrifikationsfasen (Chen 
et al., 2019). Fordi N2O dannet under denitrifikation strippes til gasfasen under nitrifikation i de 
beluftede zoner, er de individuelle bidrag fra nitrifikation og denitrifikation svære at skelne mel-
lem (Kampschreur et al., 2009). Den eneste biologiske måde, N2O kan reduceres på, ved re-
duktion under denitrifikationsprocessen (Daelman et al., 2015).  
 
Bidraget fra de forskellige pathways afhænger af aktiviteten af andre mikrobielle grupper og 
varierer med NH4+, NO2- , DO-koncentrationer, temperatur og pH (Blum et al., 2018; 
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Kampschreur et al., 2009; Massara et al., 2017). En af de mere ”almindelige” cykliske mønstre 
er:  
Når NH4+ koncentrationerne falder på grund af oxidation med AOB under nitrifikationsprocessen 
(aerob fase), produceres NO3- koncentrationer, og N2O produceres som et mellemprodukt.  
 
Når man går ind i den anoxiske fase, falder NO3-, da det reduceres yderligere til NO2, NO, N2O 
og N2, mens N2O indledningsvist stiger på grund af heterotrof produktion og derefter falder på 
grund af heterotrof forbrug (Chen et al., 2019).  
 
Når N2O ikke er helt fjernet ved afslutningen af den anoxiske fase, overføres det til den efterføl-
gende aerobe fase. Det kan fortsætte i flere cykler, hvilket resulterer i en akkumulering af N2O.  
 
Denne dynamik kan bruges som en indikator til at igangsætte N2O-begrænsningsstrategier (høj 
NH4+ koncentration i den aerobe fase og den høje NO3- koncentration i slutningen af den aerobe 
fase) (Chen et al., 2019). 
 
Bilag 2.7 Sæsonvariation  
Generelt er den højeste N2O-emission blevet rapporteret mellem marts og juni og den laveste 
mellem juli og november, hvilket indikerer en sammenhæng mellem N2O og sæsonen (Chen et 
al., 2019; Valk et al., 2022). Derudover forventes emissionerne af N2O at være højere ved højere 
temperaturer på grund af højere mikrobielle omdannelseshastigheder (Ahn et al., 2010). Denne 
effekt forventes at blive observeret om foråret og efteråret.  
 
Måske er det ikke kun temperaturvariationen, men også andre faktorer, der spiller en rolle i de 
observerede sæsonbestemte N2O-emissioner. Eksempelvis ser det ud til, at årstidsbestemte 
variationer og dynamikker i det mikrobielle samfunds sammensætning har en betydelig indfly-
delse på ydeevnen hos værdifulde bakteriearter, der er involveret i nitrifikation (Daelman et al., 
2015; Gruber et al., 2021a).  
 
Bilag 2.8 Nitrit  
Forholdet mellem en forhøjet NO2- koncentration og udledningen af N2O er blevet rapporteret i 
adskillige undersøgelser, hvilket indikerer, at en høj NO2- koncentration er en vigtig faktor for 
udledningen af N2O (Ahn et al., 2010; Daelman et al., 2015; Gruber et al., 2021a; Kampschreur 
et al., 2009). NO2- er en af de mest kritiske faktorer, der bidrager til N2O-produktion i forbindelse 
med nitrifikation for forskellige AOB'er, herunder Nitrosomonas og flere stammer af Nitrosospira 
spp. (Ahn et al., 2010). Da AOB har en højere iltaffinitet end NOB, kan lave iltkoncentrationer 
desuden resultere i akkumulering af NO2- (Blackburne et al., 2007). Høj nitritkoncentration pro-
duceret i nitrifikationsfasen kan føre til øget denitrifikation af AOB (Ahn et al., 2010; Kampschreur 
et al., 2009).  
 
Bilag 2.9 COD/N  
Begrænset tilgængelighed af bionedbrydeligt organisk kulstof øger N2O-emission under denitri-
fikation (Blum et al., 2018; Kampschreur et al., 2009; Vasilaki et al., 2019). Ved et COD/N-forhold 
på under 3,5 er 20-30% af kvælstofbelastningen blevet udledt som N2O, mens COD/N-forhold 
på over ti er blevet observeret at føre til en stigning i mængden af aerobt denitrificerende mikro-
organismer og muligvis også til en stigning i N2O-emissioner (Kampschreur et al., 2009).  
 
Bilag 2.10 Hurtigt skiftende procesbetingelser  
I flere undersøgelser er der blevet observeret øget N2O-emission som reaktion på hurtigt skif-
tende miljøforhold såsom toksisk chok, øget ammoniumkoncentration kombineret med en for-
højet iltkoncentration og ændringer i NO2- koncentration (Daelman et al., 2015; Gruber et al., 
2021b; Kampschreur et al., 2009).  
 
Bilag 2.11 Ilt  
Koncentrationen af opløst ilt (DO) er en vigtig parameter, der er afgørende for N2O-emission 
under nitrifikation og denitrifikation (Daelman et al., 2015). På den ene side er det vigtigt at holde 
beluftningen nede for at undgå, at N2O strippes fra vandet. På den anden side er det afgørende 
at have nok opløst ilt til, at AOB'erne kan fuldføre nitrifikationen. Under alle omstændigheder er 
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det vigtigt at regulere DO for at reducere den nitrifikationsassocierede produktion af N2O (Chen 
et al., 2019).  
 
Luftstripning er dog ikke den eneste årsag til N2O-emission og afspejler måske ikke direkte pro-
duktionen af N2O. Der er blevet argumenteret for, at genopretningen fra lave DO-forhold snarere 
end den lave DO i sig selv fører til akkumulering af NO2-, hvilket kan resultere i N2O-produktion 
(Ahn et al., 2010).  
 
For meget beluftning i nitrifikationstanken kan føre til øget iltkoncentration i denitrifikationsfasen, 
hvilket også kan fører til N2O-emissioner (Kampschreur et al., 2009). Tilstedeværelsen af ilt 
(utilstrækkelig anoxi) under denitrifikationsprocessen hæmmer reduktionen af N2O og resulterer 
i ufuldstændig denitrifikation (Daelman et al., 2015; Kampschreur et al., 2009). Ilt hæmmer både 
syntesen og aktiviteten af denitrifikationsenzymer. Af alle de enzymer, der er involveret i denitri-
fikation, er N2O-reduktase (norZ), det enzym, der katalyserer reduktionen af N2O til N2, det mest 
følsomme over for ilt, hvilket fører til N2O, selv når ilt kun er til stede i små mængder under 
denitrifikationen (Kampschreur et al., 2009).  
 
Bilag 2.12 Den specifikke ammoniakoxidationshastighed  
Undersøgelser har tidligere rapporteret en sammenhæng mellem ammoniumoxidations ha-
stigheden (AOR) og N2O-produktionen og fundet en positiv sammenhæng mellem N2O-emissi-
oner og AOR.  
 
FIGUR 15 illustrerer en eksponentiel stigende sammenhæng mellem N2O-produktion og øget 
AOR (Law, Ye, et al., 2012). Det tyder på, at i situationer med høj kvælstofomsætning og høj 
kvælstofbelastning kan N2O-produktion under nitrifikant nitrifikation pathwayen spille en afgø-
rende rolle i et fuldskalasystem. Flere forfattere har argumenteret for, at nettoproduktionsha-
stigheden af N2O under beluftede faser korrelerede med høje ammoniakfjernelseshastigheder 
og NH4+ koncentrationer (Blum et al., 2018; Law, Ni, et al., 2012; Massara et al., 2017).  
 

  

 
 

 

 FIGUR 15. Korrelation mellem specifik N2O-produkti-
onshastighed og specifik ammoniakfjernelsesha-
stighed. Netto N2O-produktionsrater som en funktion 
af NH3-fjernelsesraten (Law, Ni, et al., 2012). 

 

 
Bilag 2.13 Mikrobielt samfund  
Den aktiverede slamproces til biologisk behandling af spildevand er verdens mest omfattende 
anvendelse af bioteknologi målt i volumen (Dueholm et al., 2022). Men i modsætning til industriel 
bioteknologi er de mikrobielle samfund ikke specielt konstrueret til opgaven, og vores viden om 
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deres mangfoldighed og funktion er stadig langt fra komplet (Dueholm et al., 2022). Men de 
sidste årtiers fremskridt inden for molekylære DNA-baserede teknikker og faldet i priserne på 
DNA-sekventering har gjort det muligt at bruge 16S DNA-analyser til at få et smugkig ind i mi-
kroorganismen i den biologiske behandling.  
 
Mikroorganismer er et kritiske element i aktive slamprocesser, og deres evne til at danne flokke 
og bundfælde vigtig for processen. DNA-sekventering er et lovende felt for videns baseret og 
optimeret kontrol og regulering af spildevandsrensningsanlæg. DNA-sekventering giver nye mu-
ligheder for at kontrollere emissioner, hvilket potentielt kan føre til bedre kontrol end i dag. Des-
uden er dynamikken i mikrobielle samfund blevet foreslået som en potentiel drivkraft for lang-
sigtet N2O-dynamik (Daelman et al., 2015; Gruber et al., 2021).  
 
Det mikrobielle samfund udgør rygraden i det aktive slam i et rensningsanlæg og orkestrerer 
den biologiske fjernelse af forurenende stoffer i spildevandet. Derfor kan forstyrrelser i slammets 
mikrobiom påvirke interne dynamikker, der påvirker strukturelle og funktionelle grupper og fører 
til N2O-emission dokumenteret af Gruber et al., (2021).  
 
Sæsonafhængig NO2 akkumulering og N2O-emissioner er blevet forbundet med ændringer i det 
aktive slams mikrobiom. Effektiviteten af de biologiske processers kvælstoffjernelse afhænger 
af en passende balance mellem aktiviteterne i de forskellige mikrobielle grupper. Derfor kan 
ændringer i de kvælstofomsættende populationer reducere nitrifikationen og potentielt øge N2O-
produktionen (Gruber et al., 2021).  
 
For at reducere N2O-emissioner fra rensningsanlæg er det afgørende at forstå de drivkræfter, 
der fører til den mikrobielle populationsdynamik i det aktiverede slam (Gruber et al., 2021). Der-
udover er der behov for mere arbejde med henblik på at belyse de mikrobielle samfunds gene-
tiske N2O-reduktionspotentiale, da mange mikrobielle arter er nye, og der kun findes lidt eller 
ingen viden om deres (potentielle) N2O reducerende funktioner. Der er dog blevet foreslået 
nogle sammenhænge mellem mikrobielle samfund og N2O-produktion. Yderligere har lav diver-
sitet vist sig at være signifikant negativt korreleret med N2O-emissioner (Gruber et al., 2021).  
 
For eksempel faldt den mikrobielle mangfoldighed i tempererede klimaer i begyndelsen af vin-
tersæsonen (november og december), begyndte at stige i slutningen af foråret (april/maj) og 
toppede i slutningen af efteråret (oktober) (Gruber et al., 2021). Sådanne årlige mønstre i mi-
krobielle omdannelser kan også være bestemt af variationer i forekomsten af forskellige bakte-
rier i det mikrobielle samfund.  
 
Mikrobielle ubalancer kan føre til N2O-emission, da en lav forekomst af AOB i det mikrobielle 
samfund kan forårsage ufuldstændig ammoniumoxidation, hvilket resulterer i, at AOB kommer i 
en stresstilstand, når NH4+ koncentrationen bliver meget høj sammenlignet med den mængde 
AOB, der er til stede til at oxidere NH4+. Desuden reagerer hver AOB på den høje NH4+ koncen-
tration ved at øge AOR, hvilket er blevet korreleret med stigende N2O-koncentration. Derfor er 
AOB'erne mere tilbøjelige til at udføre ufuldstændig N2O, hvis de er kommet i en stresset tilstand.  
 
Bilag 2.14 Strategier til reduktion af N2O  
Graden af N2O-emission afgøres af forskellige parametre med modstridende årsager og effek-
ter. Derfor er der behov for en holistisk kontrolstrategi, der tager højde for det mikrobielle sam-
funds kinetik med fuldskala-parametre og -eksperimenter. Der findes ingen alment anerkendt 
model, der forklarer den langsigtede og kortsigtede N2O-emissionsdynamik og overvåger pro-
cesbetingelserne. Derfor er det stadig nødvendigt at tilvejebringe et solidt datagrundlag til vali-
dering af de nuværende emissionsmodeller (Gruber et al., 2020; Vasilaki et al., 2019).  
 
Nogle af de aktuelle diskussioner om N2O-emissionsindikationer og kontrolmekanismer til at 
mindske N2O-emissionen omhandler:  
 
Opløst ilt (DO) skal være højt nok under nitrifikation for at minimere N2O-emission gennem 
nitrifikant denitrifikation og for at undgå nitritakkumulationsinduceret N2O-emission. Men for høj 
beluftning under nitrifikation kan føre til øget stripping af N2O (Kampschreur et al., 2009; Ahn 
2010). Det er blevet vist, at en reduktion af ilt-sætpunktet kan føre til en reduceret N2O-emission 
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(Chen et al., 2019). Under denitrifikation skal den opløste iltkoncentration være lav nok til ikke 
at hæmme denitrifikationsprocessen.  
 
Afsæt tilstrækkelig tid til fuldstændig denitrifikation. Undgå gentagne skift mellem aerobe 
og anoxiske forhold, før processerne er tilendebragte. F.eks. ved at forlænge længden af den 
anoxiske fase.  
 
Tilsæt ekstra COD for at sikre fuldstændig denitrifikation og styrke processens N2O reduktion. 
Tilføjelsen af en ekstern organisk kulstofkilde kan føre til en reduktion af N2O-emissionen 
(Kampschreur et al., 2009).  
 
Minimer spidsbelastningen af NH4+ ved hjælp af flowudligning. Undgå pludselige NH4+ toppe 
ved kontinuerligt at tilføre råt spildevand og undgå spidsbelastninger. Mikrobiologien beskyttes 
mod pludselige stressende forhold ved at undgå hurtigt skiftende procesforhold. Det kan også 
løses ved at blande koncentrat med højt kvælstofindhold med primært spildevand for at udligne 
kvælstofbelastningen i indløbet (Ahn et al., 2010). Dette kan også opnås ved at øge hyppighe-
den af N- og DN-faseskift, så AOB aldrig oplever for høje NH4+ koncentrationer.  
 
Indstilling af SRT, så den passer til sæsonen. For eksempel sikrer en længere SRT om vin-
teren, at AOB'erne har tid nok til at vokse, og en kortere SRT om sommeren, da den højere 
temperatur fremskynder kinetikken.  
 
Minimering af NO2- ophobning er afgørende for at mindske N2O-emission og ikke forårsage 
N2O-emission via ND-pathwayen (Ahn et al., 2010; Kampschreur et al., 2009). 
 
 



  

 

Biokinetisk lattergasreduktion i renseanlæg 
BIOKIN demonstrates, that the use of DNA abundance data offers a new direct way to reduce 
the nitrous oxide production from biological nitrogen removal. By controlling the aeration and 
optimizing the specific ammonium removal rate the nitrous oxide production can be reduced. 
BIOKIN has established an effective supply chain for the visualization of fast DNA analysis 
data, calculation of N2O emission and operational integration with relevant real time data. A 
feature has been developed in Hubgrade that calculates kinetic rates of the nitrogen removal 
in real-time and the kinetic rates has been correlated to the N2O production. It was shown that 
the DNA corrected kinetic rates showed a positive correlation to N2O production and that the 
kinetic rates and hence the N2O production could be reduced by controlling the aeration inten-
sity of the system. 
 
Dansk Resumé 
BIOKIN demonstrerer, at anvendelsen af DNA-data fra renseanlæg muliggør en ny måde at 
reducere produktionen af lattergas fra biologisk kvælstoffjernelse. Ved at kontrollere beluftnin-
gen og optimere den specifikke ammoniumfjernelsesrate kan produktionen af lattergas redu-
ceres.  
 
BIOKIN har skabt et effektivt system til hurtig visualisering af DNA-analysedata, beregning af 
N2O-udledning og operationalisering samt integrering af relevante realtidsdata. En funktion er 
blevet udviklet i Hubgrade, der beregner kinetiske rater for kvælstoffjernelse i realtid, og de ki-
netiske rater er blevet korreleret med N2O-produktionen. Det blev vist, at de DNA-korrigerede 
kinetiske rater viste en positiv korrelation til N2O-produktion, og at de kinetiske rater og der-
med N2O-produktionen kunne reduceres ved at kontrollere beluftningsintensiteten i systemet. 
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