De fysiologie van Microthrix parvicella, een draadvormige bacterie, die in
laagbelaste actief-slibinstallaties licht slib kan veroorzaken

|. Inleiding

Licht slib is ¢en veel voorkomend
verschijnsel bij de aérobe waterzuivering met
behulp van actief slib. Doordat het lichte slib
te langzaam bezinkt, verloopt de scheiding
van het slib-watermengsel slecht, waardoor
een deel van het slib met het effluent kan
verdwijnen. Meestal is een sterke groei van
draadvormige bacterién de oorzaak van licht
slib. Vele bacteriesoorten kunnen hiervoor
verantwoordelijk zijn, zoals onder andere uit
de publikaties van Eikelboom [ 1. 2. 3] blijkt.
De cigenschappen van deze bacterién zijn
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echter nog grotendeels onbekend en men
beschikt ook meestal niet over reincultures
‘an deze organismen, De microbiologische
samenstelling van actief slib. met inbegrip
van de draadvormige organismen. wordt
bepaald door de samenstelling van het
afvalwater, de wijze waarop het proces wordt
uitgevoerd (zuurstofvoorziening, menging,
slibbelasting) en de fvsiologische eigen-
schappen van de micro-organismen.
In laagbelaste actief-slibsystemen, met name
oxydatiesloten gevoed met huishoudelijk
afvalwater, komt regelmatig licht slib voor.
dat veroorzaakt wordt door een sterke groei
‘an de draadvormige bacteric Microthrix
parvicella (atb. 1 en afb. 2). Gezien het grote
aantal installaties dat problemen heeft met
dit organisme, is van 1979-1983 bij de
vakgroep Microbiologie van de Landbouw-
hogeschool te Wageningen een uitgebreid
onderzoek verricht naar de fysiologie van
M. parvicella [4. 5. 6]. Uit dit onderzoek is
duidelijk geworden dat de groei van deze
draadvormige bacterie in zuiverings-
installaties afhankelijk is van de aanwezigheid

Afb. I en 2 - M. parvicella draden in actief-slibviokken.
(Opname gemaakt met fasecontrasimicroscoop (afb. 1).
Opname gemaakt met rooster-electronenmicroscoop,

maatstreep is 10 um (afb. 2).

o

van vethoudend afvalwater, zoals huis-
houdelijk afvalwater, en van de zuurstof-
concentratie in het slib-watermengsel.

Het organisme heeft voor zijn groei hogere
vetzuren, in het bijzonder oliczuur, nodig en
een gereduceerde stikstof- en een
gereduceerde zwavelbron en deze zijn alleen
aanwezig bij een lage zuurstofconcentratie in
het slib-watermengsel.

2. Experimenteel gedeelte

M. parvicella blijkt een merkwaardige
substraatbehoefte te hebben: alleen hogere
vetzuren (bij voorkeur in veresterde vorm)

worden gebruikt als C- en energiebron.
Eenvoudige koolstofbronnen zoals suikers
en verschillende organische zuren kunnen in
het geheel niet als substraat dienen. Lagere
vetzuren en glycerol kunnen slechts samen
met cen hoger vetzuur als substraat worden
benut.

Zoals reeds vermeld veroorzaakt een sterke
groei van M. parvicella vaak licht slib en
daarom zijn er tegelijk met het onderzoek
naar de fysiologische eigenschappen van deze
draadvormige bacterie ook een aantal
experimenten met actief slib uitgevoerd.

2.1. Twee experimenten met actief slib op
semi-technische schaal

Huishoudelijk atvalwater kan een aanzien-
lijke hoeveelheid vetachtig materiaal
bevatten namelijk 20- 150 mg/l en dit kan
13-25% van de organische fractic vormen
[7.8]. Er is daarom geprobeerd dit vetachtige
materiaal uit het rioolwater te verwijderen
om vervolgens na te gaan of Microthrix in de
installatie gevoed met dit afvalwater zonder
vet ook goed wilde groeien.

Twee experimenten op semi-technische
schaal (afb, 3) werden hiervoor opgezet: de
ene installatie (A) werd gevoed met ruw
afvalwater en de andere (B) met afvalwater
dat door een vetafscheider (afb. 4) was
gevoerd. De concentratie van organisch
substraat in het afvalwater varieerde
aanzienlijk tijdens de proefperiode (1 jaar).
de hoeveelheid vet was ongeveer evenredig
aan de COD van het afvalwater en bedroeg
18 mg/l bijeen COD van 132 mg/l en

118 mg/1 bij een COD van 920 mg/L

De totale vethoeveelheid varieerde van 18
tot 150 mg/l en dit was in overeenstemming
met gegevens uit de literatuur |7, 8.

Het effect van de vetafscheider was niet
groot, zoals uit tabel I blijkt. De concentratie

Afb. 3 - Schema van actief-shibinstaflatie op semi-technische schaal. A = aeratietank (25011 5 = bezinktank (241).
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oxydeerbaar materiaal verminderde wel
aanzienlijk. maar de relatieve hoeveelheid
vet nam nauwelijks af.

Het oorspronkelijke doel om de ene
installatie (A) te voeden met ruw afvalwater
en de andere (B) met hetzelfde afvalwater
maar zonder vet, bleck niet haalbaar, zodat
beide installaties tenslotte onder dezelfde
voorwaarden werkten. In tabel T staan de
verschillende parameters, tezamen met die
van de oxvdatiesloot in Bennekom.

De oxydatiesloot en installatic A ontvingen
hetzelfde rioolwater, de enige parameter die
aanzienlijk bleek te verschillen was de
hoeveelheid opgeloste zuurstof; deze was in

TABEL [ — Eigenschappen van het afvalwater!

rioolwater

spuislib

influent
installatie B |

Afb. 4 - Schema van een vetafscheider bestaande uit een aantal evenwijdige platen. Afmetingen compartiment met platen:

I milengte) x 033 x 0,35 m.

Afvalwater CoD Kj-N Vet Ki-N/COD Vet/COD
(rioolwater) mg O,/ mg N/I my/l mg N/mg O, mg/mg ),
Onbehandeld 1490 553 ) b3 011 0. 106
Na voorbehandeling? 390 19.6 33 wiE 0.082
b Gemiddelden van 20 monsters.
2 N voorbezinking en passage door vetafscheider (afb, 1),
TABEL 11 — Eigenschappen van de proefinstallaties en :!('u\'_\‘ra’mic'\'!rm!m Bennekon.
Installatic A Installatic B Oxvdatiesloot
Slibbelasting/dag T Bennekom
(g COD/drooggewicht - d) 0.043 0.083 0.040 0.089 0.060
Influent
COD (mg O./h 491 495 391 399 492
Ki-N (mg N/l 53.6 54 496 51 54
SMib-vioeistof mengsel
droge stof (g/1) 25 3.0 23 30 39
organische fractie in "
van de droge stof 779 K06 8.6 Rl4 799
pH 7.2 Fed 72 il 6Y
SVI(ml/g) 135 (1 i 110 80 324
zuurstotfconcentratie (mg/l) = h > 6 =3 o} =6 (-2
Effluent
COD (mg O./1) 06 a8 a3 55 1
Ki-N (mg N/ ! 1 - 1.6 .7
NOL-N (mg N/I) 52 - 49 1
COD afname "o 87 u() 54 86 91
Kj-N atname “% = 97 97 sy
- 0 6y

N-atname % . ]

! Niet bepaald,

TABEL 1L - Laboratoriumopstellingen met actief slib gevoed met resp. glucose en oleaat.

Synthetisch afvalwater

Slibbelasting/dag

Glucose medium

Oliezuur medium

(¢ COD/g drooggewicht - d) 0.063 0.097 0.062 0.103
Slib-vioeistofmengsel
droge stof (g/1) 2.7 28 2.8 2.6
organische fractie in % van droge stof ol 63 61 70
pH 72 72 T2
SVI(mg/g) > 400 335 223 131
ruurstofconcentratie (ml/g} > 6 > 6 > >6
Effluent
COD (mg O,/1) 30 21 28 28
Kj-N  (mg N/ -1 0.6 - 1.1
NO,-N (mg N/I) - 0.1 - 0.1
NO-N (mg N/I) - 13 - 315
COD atname (%) 93 95 93 93
Kj-N afname (%) — 98 - 97
N-atname (%) — 20 - 22

! Niet bepaald.

de Bennekomse sloot erg laag. De vliok-
structuur van het slib in A en B veranderde
nauwelijks, groei van draadvormige
organismen trad niet op. Het slib in de
Pasveersloot in Bennekom daarentegen
vertoonde wel een sterke groei van Microthrix
parvicella-draden.

2.2. Experimenten met actief slib in twee
laboratoriumopstellingen

Naast de twee experimenten op semi-
technische schaal met 250 1 slib-water-
mengsel, werden ook nog twee kleinschalige
experimenten met slib uitgevoerd. Van deze
twee laboratoriumopstellingen. die
bestonden uit een compleet gemengd
aératievat van 5 1 en een bezinkfles van 2 1,
werd de ene gevoed met een oliezuur-
bevattend medium terwijl de andere cen
medium kreeg met glucose als C- en energie-
bron. Het slib in beide opstellingen bezonk
slecht, in het met glucose gevoede slib
groeide een draadvormige bacterie, echter
niet M. parvicella, en in het slib, gevoed met
oleaat, verdwenen de oorspronkelijk aan-
wezige Microthrix-draden snel. In tabel 111
is het verloop van de verschillende
parameters in beide opstellingen te zien,

de zuurstofconcentratie bedroeg steeds

+ 5 mg/l.

2.3, Aanvullend experiment met actief slib
Uit de experimenten met de reincultures was
inmiddels gebleken dat Microthrix voor zijn
groei een gereduceerde N-bron en een
gereduceerde S-bron nodig heeft en hiermee
kan verklaard worden waarom dit organisme
in de twee installaties A en B en in de beide
laboratoriumopstellingen nict groeide.

De zuurstofconcentratie bedroeg in alle
experimenten steeds 5-6 mg/l en dan is de
hoeveelheid gereduceerde stikstof- en
zwavelverbindingen zeer gering. In de
Bennekomse pasveersloot (tabel I1) met een
lage O,-concentratie (0-2 mg/l) grocide
Microthrix echter zeer goed.

Om te bevestigen dat een lage O,-concen-
tratic voor M. parvicella inderdaad van
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TABEL IV — Overzicht van de laboratoriumexperimenten mer aciief stib, verrijkr met een cultuur van M. parvicella.

Slib-vloeistof mengsel

Samenstelling van het effluent

Shbbelasting

Exp. Substraat 2 COD/g Zuurstof zuurstof groei van coD NH?-N NO;vN
no. influent droge stof toevoer! cong. M. parvicella? (mg O,/1)  (mgN/Il)  (mg N/
1A Glue? 0234+ 0.13 [(0.5/2.5) 5o = nd nd nd
1B Olea? 023+ 0,15 1(0.5/2.5) + + nd nd nd
2A Glue (23 1(0.5/2.5) L - 820 20-50 0
2B Olea 0.23 1(0.5/2.5) & + 10—0 1040 0
3A Olea 023 c >0 - 65-75 3-10 160
3B Olea 0.23 1{0.5¢2:3) i + 80=160 100=110 1-3
4A Olea 0.23 1(0.5/4.5) + + 100 100 =
4B Olea 0.23 1 (0.5/4.5) + + 100 150 0
SA Olea (AR 1(3/15) + + 140 115 0
5B Olea 0.23 1(3/15) + + h2 70 |

! Zuurstof werd discontinu (1) of continu (C) toegediend:

verhouding tijd met / tijd zonder O, -toevoer (minuten) is vermeld tussen haakjes.

2 Microscopische waarneming
3 Glue = glucose medium: Olea = oliezuur medium,

+ Het systeem was meestal anoxisch. alleen tijdens O, -toediening was de concentratie 0.5-2 mg O, /1,

levensbelang is. werd het slib in de twee
laboratoriumopstellingen verrijkt met cen
Microthrix-cultuur en gedurende

15-20 dagen werden hiermee experimenten
bij een lage O,-concentratie uitgevoerd.
Tabel TV geeft het resultaat van deze
experimenten, waarbij zowel de voeding
(oleaat of glucose) als de O,-toevoer
varieerde. Weinig zuurstof gaf inderdaad een
sterke groei van Microthrix te zien, i
De variaties in de gevonden COD- NH, -en
NO,-waarden moeten worden verklaard
door verschillen in de microbiologische
samenstelling van het slib. Het blijkt echter
duidelijk dat de hoeveelheid nitraat in
systemen met een lage zuurstofconcentratie
laag is ten gevolge van een geringe nitrificatie
en/of een sterke denitrificatie. De lage
O,-concentratie (0-2 mg/l), in de
experimenten vermeld in tabel IV, zorgde
voor N- ¢n S-verbindingen in de gereduceer-
de vorm endit resulteerde ineensterke groei
van Microthriv-draden.

2.4, Experimenten met reincultures van
M.parvicella

Bij het onderzoek naar de tysiologische
cigenschappen van M.parvicella, uitgevoerd
met behulp van reincultures, is vastgesteld
dat deze bacteric naast een gereduceerde N-
bron. ook een gereduceerde S-bron (sulfide,
thiosulfaat of een S-houdend aminozuur)
nodig heeft voor zijn groei. Sulfaten kunnen
voor dit. toch strikt aérobe. organisme dus
niet als zwavelbron dienen. Qok toevoeging
van thiamine en vitamine B 12 is nood-
zakelyjk voor een goede groei. In tabel V
staat de samenstelling van het synthetische
medium waarop M. parvicella zeer goed blijkt
te groeien en hierbij is Tween 80
(polyoxyethyleensorbitan mono-oleaat) de
koolstof- en energichron. De optimum-
temperatuur voor dit organisme is 25 °C en
de pH van het grocimedium moet 7.5 - 8.0
zijn. Men moet met 10% (volume %) van
cen volgroeide cultuur enten om groei te

verkrijgen. Gedurende de eerste fase van de
groei wordt al het beschikbare oliezuur door
de cellen opgenomen en in veresterde vorm

Afh. 3 en 6 - Electronenmicroscopische opname van
coupe’s van cellen van M. parvicella.

Nei 30 uren groei in oleaat meditm bevatten de cellen grote
vethollen tafb. 3), na 12 dagen zijn deze geheel verdwenen
(afb. 6. Maatstreep is 0.1 pm.

TABEL V — Chemisch gedefinicerd medium voor het
kweken van M. parvicella

Tween 80 4 gl
(NH,1,80, 08 g/l
Na,S,0, - H,O 0.12 g/l
K,HPO,! 8.2 gfl
KH,PO,q 0.35 g/l
Oplossing 12 (MgSO, en sporenelementen) 10 ml/I
Oplossing [13 (CaCl, en sporenelementen) 10 ml/l
Vitamine oplossing* 100 mi/1

Kaliumfosfaat wordt atzonderhik gesteriliseerd.
Oplossing [ bevat (g/1): MgSO, - TH,0. 7.5-

MnSO; - 7H,0. 0.3: ZnSO, - TH,0. 0.01: CuSO,
SH.O. 001,

Oplossing 1T bevat (g/1): CaCl,, 5.0: FeCl, - 6H,0. 0.5:
H;BO,. 0.01: NaMoO, - 2H,0, (0.005:

CoCl, - 6H,0. 0.005,

+ De vitamine-oplossing bevat (mg/l): thiamine. 10 en
cvanocobalamine. (1.5, De oplossing (cind pH = 3 door
HCl toevoeging) wordt gesteriliseerd met behulp van
filtratie door een Seitz tilter en steriel aan het afgekoelde
medium toegevoegd.

opgeslagen. resulterend in een hoog
vetgehalte in de cellen. In een volgende fase
wordt het opgeslagen vet gebruikt voor cel-
synthese en energiclevering (afb. Sen afb. 6).
De kinetische parameters van M. parvicella
zijn bepaald in een continue cultuur met
Tween 80 als limiterend substraat.

De maximale specificke groeisnelheid is (.06
uur™!, dat wil zeggen cen verdubbelingstijd
van de bacterie van + 12 uur. De substraat-
constante (K,) voor Tween 80 is zeer laag,
doch een exacte waarde kon niet bepaald
worden. De maximale opbrengstcoéfficiént
bedraagt 1.4 gdrooggewicht/g geconsumeerd
oliczuur en voor de onderhoudscoétficiént
werd een waarde van 1.5 mg oliezuur/g
drooggewicht/uur gevonden. Voor details
over de fvsiologische experimenten met de
reincultuur wordt verwezen naar de
dissertatic van Slijkhuis [5].

Conclusie

Uit de beschreven experimenten met actief
slib en met de reincultures van M. parvicellais
duidelijk gebleken dat de groei van
Microthrix in slib afhankelijk is van de
aanwezigheid van hogere vetzuren in het
afvalwater en van een gelimiteerde
O,-toevoer. Een lage zuurstofconcentratie
in het afvalwater zorgt ervoor dat de N-en
S-verbindingen in de gereduceerde vorm
zijn. Bij een hogere O, -concentratie zullen
deze verbindingen niet in gereduceerde vorm
blijven en kan Microthrix niet meer groeien.
Licht slib in Pasveersloten. dat veroorzaakt
wordt door een sterke groei van M. parvicella
kan bestreden worden door meer lucht toe te
dienen. Dit zal automatisch leiden tot hogere
energickosten en de voor- en nadelen van de
methode zullen tegen elkaar afgewogen
moeten worden,
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hoog als die voor de laaggelegen stations. Bij
een duur van 2 uur zijn de onderlinge
verschillen veel kleiner en komen de waarden
voor de Elzas ruwweg overeen met die voor
De Bilt.

Dergelijke vergelijkingen in Europa zijn
slechts eenvoudig te maken voor betrekkelijk
hoge waarden van de herhalingstijd T, (of
T, ), omdat in veel buitenlandse publikaties
hieraan speciale aandacht wordt gegeven in
verband met de dimensionering van civiel-
technische werken in stroomgebieden.

Van neerslagfrequenties naar een
maatgevende regen

Kansverdelingen van de neerslag vormen een
belangrijk uitgangsgegeven bij de bepaling
van maatgevende regens of ontwerpbuien.
Om tot een maatgevende regen te komen
moet een aantal beslissingen worden
genomen omtrent de volgende vier punten:
(i) de kriticke regenduur;

(i1) de aan te houden overschrijdingskans;
(iii) het intensiteitsverloop;

(iv) hetalof niet toepassen van een reductie-
factor voor het gebiedsgrootte-effect.

Voor toepassingen is het essentieel dat de
keuze van een maatgevende regen op zinvolle
wijze wordt gecombineerd met een aanname
(of aannamen) omtrent de hoeveelheid
neerslag die tot afvoer komt.

Helaas is er in Nederland geen objectieve
methode om de kriticke regenduur vast te
stellen. Ook is er nauwelijks informatie over
het intensiteitsverloop en weet men niet in
hoeverre het uiteindelijke ontwerp hiervoor
gevoelig is. Dergelijke tekortkomingen zijn
er de oorzaak van dat kansverdelingen van de
neerslag nog verre van optimaal benut
worden.

Regenduurlijnen voor neerslagsommen op
een punt, zoals die in afb. 3 zijn gegeven,
kunnen met behulp van een gebiedsreductie-
factor herleid worden tot regenduurlijnen
voor gemiddelde neerslaghoeveelheden over
cen bepaald gebied. De grootte van de
reductiefactor hangt af van de oppervlakte A,
de duur D en de overschrijdingskans (of
herhalingstijd). Nadere informatie hierover
wordt gegeven in Buishand en Velds [ 1980].

Conclusies

Ten behoeve van rioleringsberekeningen zijn
er momenteel vele tabellen en grafieken
beschikbaar die informatie geven over de
kansverdeling van de neerslag over korte
tijdsduren. Een gebrek aan kennis op het
gebied van de statistische analyse van
hvdrologische gegevens heeft soms tot vrij
ernstige fouten geleid. Zo zijn er, jammer
genoeg, regenduurlijnen gepubliceerd die
voor bepaalde duren neerslaghoeveelheden
aangeven die ongeveer een factor 1,5
verschillen van wat ze in werkelijkheid zijn.
Daar regenduurlijnen en dergelijke

gebaseerd zijn op een meetreeks van de
neerslag zijn er onzekerheden met betrekking
tot meetfouten, plaatselijke verschillen
binnen Nederland en de representativiteit
voor een langer tijdvak. Deze onzekerheden
liggen veelal in de orde van 10%, hoewel het
in bepaalde gevallen mogelijk is dat ze 20%
of iets meer bedragen.

Tot nutoe is in Nederland te weinig aandacht
geschonken aan de bepaling van de maat-
gevende regen uit de statistische
bewerkingen van de pluviograafregistraties.
Van een goed verantwoorde toepassing van
de gepubliceerde kansverdelingen van de
neerslag kan dan ook vooralsnog geen sprake
zijn.
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Het sluitstuk wordt gevormd door

5. Acties van de daarvoor in aanmerking
komende waterleidingbedrijven.

De onderzoeksactiviteiten zijn inmiddels
voorspoedig van start gegaan.
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