Toxiciteit en adaptatie bij anaérobe processen

Inleiding

In toenemende mate wordt voor de zuivering
van afvalwater gekozen voor anaérobe
processen. Deze tendens zal zeker
aanhouden, gezien de ontwikkeling van de
energieprijzen en de toenemende moeilijk-
heden bij de afzet van surplusslib.

De gevoeligheid van anaérobe bacterie-
populaties voor remmende en toxische
stoffen wordt echter gezien als een groot
nadeel. Dit idee leidt er tot nu toe vaak toe,
dat anaérobe zuivering wordt afgewezen
voor afvalwater dat potentieel remmende
stoffen bevat.
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De Technische Commissie Anaérobie (TCA)
heeft dit onderkend. Zij organiseerde daarom
op 26 en 27 april 1984 in Veldhoven een
workshop over de fenomenen toxiciteit en
adaptatie bij anaérobe processen.

In 18 lezingen werd een overzicht gegeven
van de wetenschappelijke kennis over
belangrijke remmende stoffen en van
praktijkervaringen met afvalwater dat
remmende componenten bevat.

Dit artikel is een weergave van de algemene
inleiding waarmee de workshop werd
geopend, aangevuld met gegevens uit een
aantal presentaties.

Toxiciteit in de anaérobe zuivering

In anaérobe afvalwaterzuiveringsprocessen
wordt organisch materiaal door anaéroob
actief slib omgezet in methaan. In deze
methaangisting kunnen we vier belangrijke
fasen onderscheiden [ 1, 2]:

— hydrolyse: de vervloeiing van gesuspen-
deerd materiaal,

— acidogenese: de vorming van vluchtige
organische zuren en relatief kleine hoeveel-
heden alcoholen, waterstof en kooldioxvde,
— acetogenese: omzetting van de acido-
geneseprodukten in azijnzuur, waterstof en
kooldioxyde,

— methanogenese: de vorming van methaan
uit azijnzuur en uit waterstof en kooldioxyde.
Stagnatie van de methaanvorming heeft een
ophoping van organische zuren tot gevolg.
Afhankelijk van de buffercapaciteit zal dit na
kortere of langere tijd tot een verzuring van
het reactormilieu leiden. Bij een sterke

verzuring kunnen de methaanvormende
bacterién afsterven. Onzorgvuldig reactor-
beheer kan, zelfs bij de tijdelijke aanwezig-
heid van een stof die de methaanvorming
remt, zodoende tot een definitieve verstoring
van het zuiveringsproces leiden. Bij de
introductie van hoogbelaste slijkgistings-
reactoren is verzuring herhaaldelijk voor-
gekomen. Dit heeft er toe geleid dat anaérobe
zuivering lange tijd ongeschikt werd geacht
voor afvalwater waarin met cen zekere
regelmaat remmende stoffen voorkomen.
Remming van de methaanvorming is het
startpunt voor totale procesontregeling.
Bovendien zijn de methaanvormende
bacterién gevoeliger voor toxische stoffen
dan de andere bij de methaangisting
betrokken bacterién. Om deze redenen is tot
nu toe vooral aandacht geschonken aan het
effect van diverse stoffen op de methano-
genese. Pas de laatste jaren zijn gegevens
over remming van de andere proces-fasen
bekend geworden.

Z.0 zijn er aanwijzingen dat de ionensterkte
van het reactormilieu invloed heeft op de
werking van voor de hvdrolyse noodzakelijke
exo-enzymen [3]. Ook humuszuren remmen
de hydrolyse [4]. Adsorptieverschijnselen
spelen bij deze remming een belangrijke rol;
het mechanisme van de remming is echter
nog niet volledig ontrateld.

Bij de anaérobe afbraak van hogere vetzuren
— vetzuren met meer dan 8 C-atomen —is
sprake van substraatremming. Boven een
bepaalde concentratie remmen deze vetzuren
hun eigen afbraak [5]. Ook hier speelt
adsorptie waarschijnlijk een grote rol.

In plaats van een maximum toelaatbare
concentratie, kan daarom beter een
maximaal toelaatbare slibbelading worden
gehanteerd. Rinzema noemde in dit verband
een grenswaarde van 0.2-0.3 gram vetzuur
per gram organische stof (biomassa).

In de acidogene fase van de methaangisting
kan produktremming optreden. Van Andel
presenteerde experimentele resultaten,
waaruit blijkt dat een verhoogde concentratie
van een organisch zuur kan leiden tot
verschuivingen in het produktenpakket van
de acidogene bacterién. Dit is aangetoond
voor boterzuur [6]. Een verandering van het
produktenpakket heeft ook gevolgen voor
acetogene bacterién.

De kennis omtrent remmingsetfecten in de
eerste drie fasen van de methaangisting is nog
verre van volledig. Binnen afzienbare tijd
kunnen echter nieuwe gegevens worden
verwacht, omdat het belang van deze fasen is
onderkend. De effecten van humuszuren en
van hogere vetzuren worden momenteel
onderzocht op de Landbouwhogeschool
Wageningen,

De rest van dit artikel gaat over de toxiciteit
in de methanogene fase van het anaérobe
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Categorieén van potentiéle gifstoffen

We kunnen twee groepen potentieel
remmende stoffen onderscheiden:

1. Stoffen die normaal niet in biologische
systemen voorkomen en die zelfs bijzeer lage
concentraties het celmetabolisme verstoren.
Voorbeelden zijn chloroform, cyanide en
monensin (veevoederadditief).

2. Stoffen die normaal in een anaéroob
milieu voorkomen en gewoonlijk of inert zijn
met betrekking tot methaanbacterién, of
zelfs noodzakelijk voor hun groei.

Een concentratie-toename zal voor stoffen
uit categorie 1 altijd een toename van het
remmende effect veroorzaken. Wel geldt
ook voor deze stoffen dat de tolerantie kan
toenemen door adaptatie. Bij niet-geadap-
teerde bacterién veroorzaken deze stoffen al
cen daling van de specificke methanogene
activiteit bij concentraties van enkele
milligrammen per liter.

Stotfen vit categorie 2 stimuleren de
specificke methanogene activiteit bij lage
concentraties. Een concentratieverhoging
leidt hier tot een activiteitstoename.
Hierboven ligt een concentratiegebied
waarin deze stoffen de activiteit nauwelijks
beinvloeden. Pas bij relatief hoge concentra-
ties verlagen ze de methanogene activiteit.
Afhankelijk van de aard van de stof, treedt
deze remming op vanaf enkele tientallen tot
enkele honderden milligrammen per liter, bij
niet-geadapteerde bacterién. Adaptatie aan
veel hogere concentraties is veelal mogelijk.
In categorie 2 horen naast substraten (bijv.
azijnzuur) ook nutriénten (bijv. ammonium-
stikstof) en sporenelementen (bijv. nikkel)
thuis. De genoemde voorbeelden worden
hicronder besproken.

Nikkel

Nikkel is gewoonlijk geen noodzakelijk
sporenelement voor bacteriegroei. Methaan-
vormende bacterién hebben echter enkele
nikkelbevattende enzymen, waardoor nikkel
voor hen een essentieel element is [7].

Dit wordt weerspiegeld door het vrij hoge
nikkelgehalte van methanogene bacterién:
65-180 ppm |8]. Nikkel stimuleert de
methaanvorming bij concentraties tot enkele
honderden microgrammen per liter [9, 10].
Remming van de methaanvorming is gecon-
stateerd bij concentraties van enkele tien-
tallen tot duizend milligrammen per liter [ 11].

Azijnzuur

Men kan de acetaatsplitsende methanogene
bacterién grofweg in twee groepen verdelen:
de Methanothrix-groep die een hoge affiniteit
voor azijnzuur heeft, en de Methanosarcina-
groep met een relatief lage affiniteit [2].
Omdat de methaanproduktie is gekoppeld
aan de groei, bereikt een populatie waarin
Methanothrix domineert bij ca. 30 mg
azijnzuur/l 50% van zijn maximale activiteit.



gram veftzuur / liter
100 0

5004

100+
501

104
05

o 7/,
005 {:,- LA

| oo T T ™ ‘
| 50 60 70 80

pH

Afb. | - Verband tussen de totale azijnzuurconcentratie
waarbif remming van de methanegenese merkbaar wordt en
de pH. Gebaseerd op toxiciteit bif 10 -25 mg/fl
ongedissocieerd azynzuur [ 4]

Een populatie waarin sarcina’s domineren,
bereikt 50% van zijn maximale activiteit bij
ca. 200 mg/l.

De negatieve invloed van azijnzuur op de
methanogenese uit acetaat 1s gekoppeld aan
de concentratie van ongedissocieerd
azijnzuur [ 12, 13, 14]. Duarte en Anderson
[ 14] schatten dat remming merkbaar wordt
vanaf 10-25 mg ongedissocicerd azijnzuur
per liter. Afb. | geeft de pH-invloed op de
getolereerde acetaatconcentratie weer,
Waterstof consumerende methanogenen
lijken veel minder gevoelig voor azijnzuur te
zijn. Methanobacterium formicicum, de
belangrijkste waterstof consumerende
methaanvormer in mestvergistingsinstallaties
ondervindt nog geen hinder van 10 g acetaat
per liter [ 15£,

De lezing van Lettinga maakte duidelijk dat
methanogeen slib in het algemeen in staat is
zich te herstellen van een tijdelijke verhoging
van het azijnzuurgehalte, boven het niveau
dat volgens Duarte en Anderson [ 14]
remming veroorzaakt.

Ammoniak

De belangrijkste stikstofbron voor methaan-
vormende bacterién is ammonium-stikstof;
organische stikstofverbindingen kunnen niet
direct worden benut als stikstofbron [ 16].
McCarty [ 17] geeft aan dat ammonium-
stikstof de methaanvorming stimuleert bij
gehalten van 50-200 mg/l. Tussen 200-
1.000 mg/l zou geen effect op de specifieke
activiteit optreden. Dolfing heeft een
stimulerend effect van ammonium-stikstof
op de methaanvorming uit azijnzuur
waargenomen in het concentratiegebied

70-700 mg/1[J. Dolfing, pers. mededeling].
Boven ca. 700 mg/I blijkt een concentratie-
verhoging gepaard te gaan met een
evenredige verlaging van de specificke
methanogene activiteit [ 18].
Niet-geacclimatiseerde bacteriepopulatics
zullen bij ammonium-stikstof concentratics
boven ca. 1.700 mg/l niet meer in staat zijn
tot methaanproduktie [ 19]. Na acclimatisatic
vindt zelfs bij 10-15 gram ammonium-stikstof
per liter nog methaanproduktie plaats
[20,21].

Net als hij azijnzuur, is voor het effect van
ammonium-stikstof de pH in het systeem erg
belangrijk. Ammoniak (NH;) wordt
namelijk geacht de feitelijke giftige stof te
zijn [20, 22]. Bij hogere concentraties heeft
volgens McCarty ook ammonium cen giftige
werking [22].

Poels raadde in zijn lezing aan om, indien
mogelijk, de ammoniak-concentratie in een
methaangistingsreactor beneden 100 mg
NH;-N/I te houden. Na adaptatieperioden
van minstens 2 maanden bleek echter bij ca.
300 mg NH;-N/I de methaangisting nog vlot
te verlopen. Deze laatste waarneming wordt
volgens Poels bevestigd door praktijk-
ervaringen met stikstofrijk afvalwater van
stokerijen, slachthuizen en destructie-
bedrijven. Ook de vergisting van varkensmest
verloopt goed bij 300-400 mg NH,-N/1L

Bij de vergisting van mest met een hoog
ammonium-gehalte blijkt de opstart-
procedure van cssentieel belang te zijn.

Een te hoge aanvangsbelasting kan tot een
‘steady state’ met een hoge vetzuur-
concentratie in het eftluent leiden, en dus tot
een te lage biogasproduktie [23].
Thermofiele methaangisting (55 °C) blijkt
veel gevoeliger voor ammonium-stikstof te
zijn dan mesofiele methaangisting (35 °C).
Dit is een gevolg van de toename van de
fractie vrijammoniak (NH;) bij stijgende
temperatuur [24]. Adaptatic aan
ammonium-stikstof concentraties boven de
aanvankelijke "toxiciteitsdrempel” verloopt
bij thermotiele en mesofiele methaangisting
op vergelijkbare wijze [25]. Recent
onderzock heeft uitgewezen dat de groei-
snelheid van thermofiele acetaatsplitsende
methaanvormers onathankelijk is van het
gehalte ammonium-stikstof (0, 1-4.5 g/1).
De groeisnelheid van thermofiele waterstof
verbruikende methaanbacterién wordt echter
zeer sterk door het ammoniak-gehalte
beinvloed. De geconstateerde remming van
de thermofiele azijnzuuratbraak is dus een
indirect effect. Wiegant gaf hiervoor de
volgende verklaring: De remming van de
methaanvorming uit waterstof en kool-
dioxyde veroorzaakt een verhoging van de
waterstofspanning. Hierdoor stagneert de
propionzuurafbraak; propionzuur remt
tenslotte de acetaatafbraak [26]. Afh, 2 geeft
deze indirecte remming schematisch weer.

Tolerantie verhogende mechanismen

In de loop der jaren is steeds duidelijker
geworden dat we ons niet te sterk moeten
laten leiden door resultaten van kortdurende
hatchexperimenten onder modelomstandig-
heden, als we de giftigheid van een bepaalde
stof willen beoordelen. Dergelijke experi-
menten duren veelal te kort, om adaptatie-
verschijnselen te kunnen waarnemen.
Bovendien kunnen in de praktijksituatie
voorkomende chemische en microbiologische
mechanismen soms in het modelsysteem niet
tot uiting Komen.

Effectieve concentratie en totale concentratie
Vaak is in een methaangistingsproces de
werkzame hoeveelheid van een potentiéle
gifstof veel lager dan de totaal aanwezige
hoeveelheid. Denk bijvoorbeeld aan
azijnzuur [ 12, 13, [4]. ammonium-stikstof
[20, 22] en sulfide [27].

De remming wordt in deze drie gevallen
vooral veroorzaakt door het niet-
geioniseerde molecule, zodat het toxische
effect bij een bepaalde concentratie sterk
pH-afhankelijk is.

De werkzame hoeveelheid gifstof kan ook
worden verlaagd door de vorming van slecht
oplosbare neerslagen. De vorming van
metaalsulfides is hiervan een goed voorbeeld.
Enerzijds kan men hiervan gebruik maken
om remming door sulfide op te heffen,
anderzijds wordt hierdoor de werkzame
hoeveelheid zware metalen verlaagd
(oplosbaarheidsprodukten bij kamer-
temperatuur variéren van 3,7 x 107 voor FeS
tot 8,5 x 107* voor CuS [28]). Ook de
vorming van slecht oplosbare carbonaten
speelt een rol bij de toxiciteit van zware
metalen [29, 30]. Dit is echter alleen
belangrijk, als de pH hoog genoeg is. Voor de
vorming van cadmiumcarbonaat is een pH
boven 7.2 nodig, voor zinkcarbonaat moet de
pH boven 7.7 liggen. IJzercarbonaat-vorming
treedt echter al vanaf pH 6.4 op. Men kan
dus de door zware metalen veroorzaakte
remming onderdrukken door toevoeging van

Afb. 2 - Door Wiegant en Lettinga | 26] voorgesteld schema
voor de remmende invioed van ammonialanmmonium op
de thermofiele methaanvorming.

Horizontale pijlen: geremde reacties.

Verticale pijlen: remmende invlped (mogelijke, maar niet
voldoende bewezen remmende invioeden zijn weergegeven
met onderbroken pijlen)
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TABEL I — Antagonisme en synergisme bij kation-
toxiciteit in methaan-gistingsprocessen ( Kugelman & Chin

[11]).

Toxisch kation Antagonist Synergist

Na K NH,. Ca. Mg
K Na,Ca, Mg NH,

Ca Na, K NH,, Mg
Mg Na, K NH,, Ca
NH, Na K. Ca, Mg

(een kleine hoeveelheid) sulfaat — dit wordt
anaéroob omgezet in sulfide —en door bij
hoge pH te opereren [3 [[. Het optimale pH-
gebied ligt voor anaérobe zuivering
doorgaans tussen 6.8 en 7,4 [32], maarin
gevallen waar remming door zware metalen
op kan treden, kan men beter bij cen pH
tussen 7,4 en 8,0 werken [33].

Het toxische effect van hogere vetzuren,
zoals palmitine-, stearine- en oliczuur, kan
sterk worden verminderd door de vorming
van slecht oplosbare calciumzouten [ 11].
Door calciumdosering kan men remming
door hogere vetzuren voorkomen, mits dit
gebeurt binnen enkele uren na de introductie
van de vetzuren in de anaérobe reactor [5].
De noodzaak tot snel ingrijpen heeft
waarschijnlijk te maken met de snelle en
volledige adsorptie van hogere vetzuren aan
organisch materiaal.

Antagonisme en synergisme

De toxische werking van een bepaalde stof
kan worden versterkt (svnergisme) of
verzwakt (antagonisme) door de aanwezig-
heid van een andere stof. Dit is met name
voor de kationen Na*, K", Ca?*, Mg>"en
NH, " uitgebreid onderzocht [ 11, 34, 35].

In het algemeen kan worden gesteld dat
monovalente kationen een optimaal
antagonistisch effect sorteren als ze in een
concentratie van ca. 0,01 M aanwezig zijn.
Voor divalente kationen ligt het optimum bij
ca. 0.005 M.

Een kation kan al een synergistisch effect
uitoefenen bij een concentratie waarbij het
zelf nog niet remmend werkt als het alleen
aanwezig is. Tabel I geeft een opsomming
van synergistisch en antagonistisch werkende
kationen, gebaseerd op het werk van
Kugelman en Chin [ 11]. Hierbij moet de
kanttekening worden geplaatst, dat geen van
de deelnemers aan de workshop voorbeelden
kende van situaties waarin doelbewust
gebruik is gemaakt van antagonistisch
werkende stoffen, om remmingsverschijn-
selen te onderdrukken.

Adaptatie

Eén van de belangrijkste aspecten van
remmingsverschijnselen in methaangistings-
processen is ongetwijfeld het vermogen van
de bactericpopulatie om aan toxische stoffen
te wennen. Adaptatie (= acclimatisatie)

treedt op bij geleidelijke verhoging van de
concentratie van de toxische stof [ 17, 36].
Qok na een periode waarin de bacterié¢n door
de toxische stof schijnbaar zijn afgedood. kan
echter herstel door adaptatie optreden [ 19,
2137

Adaptatie is eigenlijk een verzamelnaam,
waar een aantal processen onder vallen.

In sommige gevallen treedt aanpassing van
het celmetabolisme op. Dit is waarschijnlijk
het geval bij ammoniak. Hier is namelijk
geen sprake van afbraak, precipitatie of
vervluchtiging in het biogas. De adaptatie
verloopt te snel om volledig te kunnen
worden verklaard met het ingroeien van
een ‘betere’ bacteriestam.

Er kan ook adaptatic optreden, doordat
bacterién ingroeien die in staat zijn om de
remmende stof af te breken. Voorbeelden
hiervan zijn het ingroeien van denitri-
ficerende bacterién die nitraat onschadelijk
maken [ 11] en van sulfaatreducerende
bacterién die sulfiet omzetten in het minder
toxische sulfide [38].

De bacteriepopulatie kan ook adapteren,
doordat er bacterién ingrocien die cen
hogere tolerantie ten opzichte van de
remmende stof hebben. Dit kan hetzij cen
totaal ander micro-organisme zijn, hetzij een
mutant van het oorspronkelijk aanwezige
organisme. In dit verband is het noodzakelijk
om erop te wijzen, dat genetische manipulatie
voorlopig geen uitzicht biedt op een
oplossing voor allerlei remmings-problemen.
Van der Drift maakte duidelijk dat het
onderzoek op dit gebied beslist nog geen
perspectief biedt voor de praktijk.

Door adaptatie kan de concentratie van een
remmende stof die de bacteriepopulatie
tolereert, sterk stijgen. Dit wordt geillustreerd
door tabel 11, die is samengesteld op basis van
gegevens uit Amerikaans onderzoek [33].
Het vermelde relatieve adaptatiepotentieel is
het quotiént van de concentratie die in cen
geacclimatiseerd anaéroob filter 50%
remming van de methaanvormingssnelheid
veroorzaakte, en de concentratie die in een
niet-geadapteerde batchreactor 50%
remming veroorzaakte. De vermelde
adaptaticpotentiélen zijn overigens niet
zonder meer de maximaal haalbare.

Slibverblijftijd

Als afvalwater toxische componenten bevat,
is de slibverblijftijd (ook wel celverblijttijd
genoemd) één van de belangrijkste para-
meters bij het ontwerp en de bedrijfsvoering
van de anaérobe zuiveringsinstallatie.

Na ecen schokbelasting met de toxische stof
dient men binnen de herstelperiode, waarin
de bacterién langzamer groeien, te zorgen dat
de bacteriepopulatie niet uitspoelt.

Bij continue aanwezigheid van de remstof

ST

TABEL 11 — Relatief adaptatie potentieel van methanogene
bacteriepopulaties(Yang et al [ 33]).

Relatiet adaptatie
potenticel Toxische stof
e
("r-‘Jr
Ni2
propanal
bacitracine
2-5 NH,
Cu™
formaldchyde
5-25 CN™
nitrobenzeen
S0.2
chloroform
monensin

=

diecnt men eveneens e zorgen voor een
slibverblijftijd dic boven cen bepaalde
minimumwaarde, de zgn. 'washout-time’, ligt
[37. 39, 40].

Deze minimum slibverblijftijd is in geremde
systemen langer dan in ongeremde systemen,
Een celverblijftijd van 50-100 dagen is voor
dit soort situaties veelal voldoende. Uiteraard
moct hiernaast worden voorkomen dat de pH
te ver daalt, ten gevolge van (tijdelijke)
vetzuurophoping (buffering, pH-regeling).
De negatieve ervaringen die in de jaren 'S0 en
'60) zijn opgedaan met toxiciteit in anaérobe
reactoren, zijn voor een belangrijk deel te
wijten aan de gehanteerde slibverblijftijd.

In die tijd werkte men met het contactproces
en met slijkgistingsprocessen, dit zijn
systemen met een vrij lage slibverblijftijd.

In moderne anaérobe zuiveringssystemen
zoals de UASB-reactor. het anaérobe filter
en de fixed film reactor is de slibverblijftijd
veel hoger, omdat de bacterién zijn
geimmobiliseerd. In een anaéroob filter kan
bijvoorbeeld een slibverblijftijd van enige
honderden dagen worden bereikt [41].

In het algemeen kan men stellen dat een
modern anaéroob zuiveringssysteem toxische
componenten in het afvalwater goed kan
verdragen, omdat de celverblijftijd lang is.

De lange celverblijftijd zorgt ervoor dat ook
bij verminderde groeisnelheid van de
bacterién er voldoende actieve biomassa in
het systeem blijft gehandhaafd.

De korte vloeistofverblijftijd, die ook
kenmerkend is voor de moderne anaérobe
zuiveringssystemen, blijkt bij schok-
belastingen met een remstof een voordeel te
zijn omdat hierdoor de contacttijd tussen
remstof en biomassa wordt beperkt [40].

Als de concentratie remstof tijdelijk extreem
hoog oploopt. kan men bij de moderne
systemen met verhoogde slibretentie meestal
nog een aanzienlijke verdunning toepassen
(bijvoorbeeld door recirculatie) zonder dat
het slib uitspoelt.
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