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FORORD

Denna rapport sammanfattar resultaten frdn projektet Mikroflora i markbaserade
reningsanldiggningar som genomfordes vid Luled tekniska universitet (LTU) i samarbete med
Kungsbacka kommun och Chalmers under ren 2017 och 2018. Projektet finansierades av
Havs- och vattenmyndigheten genom anslag 1:11 Atgirder for havs- och vattenmiljo och
medfinansierades av LTU och Kungsbacka kommun.

Forutom rapportforfattarna har ménga personer bidragit och hjélpt till med arbetet i projektet
vilket vi 4r mycket tacksamma for!

Kerstin Nordqvist (LTU) genomforde fosfor- och kviveanalyser samt analys av
partikelstorlekar och hjdlpte till med provtagningens alla for- och efterberedelser. Peter
Rosander (LTU) var till stor hjilp vid provtagning av markbdddssanden. Jonas Briannlund och
Frieder Hamann (LTU) hjélpte till med vattenprovtagningar, kamerainspektion samt métningar
i lab och filt. Ahmed Al-Rubaei hjilpte till med siktning av jordprover. Vi tackar alla
fastighetsidgare som bidrog med information om anlédggningarna och tilldt oss att ta vattenprover
och prover fran infiltrationsbidden genom borrning och grivning. Vi tackar Asa Gunnarsson
(HaV) for visat intresse och en givande dag 1 falt.

Forfattarna hoppas att resultaten som presenteras i rapporten kommer att vara till nytta inom
branschen, for myndigheter, fastighetsigare, tillverkare, forskare och andra intresserade.

Inga Herrmann

Luled 15/9 2019
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1 INLEDNING

Markbaserade reningstekniker utgdr den storsta andelen av de smé avloppssystemen i Sverige.
Med smé avloppsanldggningar avses anldggningar som dr dimensionerade for upp t o m 200
pe. Ca 30% av alla smd avlopp é&r infiltrationsanldggningar (Olshammar, Ek et al., 2015). In-
filtrationsanldggningar bedoms generellt som en robust och driftsdker teknik som &r enkel att
anvéinda (Johansson, 2002) och som har en palitlig reningseffekt om den dimensioneras och
byggs pa ritt sitt (Palm, Malmén et al., 2002). En infiltration bestér vanligtvis av ett spridarla-
ger av makadam 1 vilket spridarledningar forldggs och ett sandlager (forstédrkningslager eller
underliggande jord) dir det bildas en biofilm och dér reningen sker. Reningen dr effektiv med
avseende péd organiskt material och smittimnen om avstindet till grundvattnet ar tillrackligt
stort (det bor inte understiga en meter) (Naturvardsverket, 2003). Det bedoms vidare att en stor
del av kvédvet omvandlas till nitrat (Johansson, 2002). Fosfor renas genom kemiska reaktioner
mellan fosfatfosforn i avloppsvattnet och jord- eller sandmaterialet. Dock kan upptaget av fos-
for 1 forstarkningslagret som vanligtvis dr 30 cm 1 méktighet anses vara litet (Eveborn, Kong et
al., 2012). Diaremot dr det sannolikt att en stor del av fosforn fastnar i jorden efter infiltrations-
anldggningen om retentionsférutsdttningarna ar goda.

Infiltrationsanldggningar kan sétta igen dvs. den hydrauliska konduktiviteten kan minska med
tiden (Spychala and Blazejewski, 2004; Spychala, Niec et al., 2013). I nyligen genomforda
projekt har det konstaterats en forekomst av slamliknande material i markbaserade anldggningar
1 Kungsbacka kommun. Slambildning férekom 1 foérdelningsbrunn, spridningsledningar och
luftningsrér 1 varierande mingd (Miljosamverkan Halland, 2016; Larsson, Forsberg et al.,
2017). Det pavisades att forekomsten av slam varierade over tid (Larsson, Forsberg et al., 2017).
Slam anvédnds hédr som beteckning for biomassa som oavsett ursprung och uppkomst finns i
andra delar av anldggningen én i slamavskiljaren. Anviandningen av ordet slam i denna rapport
skiljer sig alltsa fran definitionen av avloppsslam i NFS 2016:16 dar det anges som ’Sedimen-
terat slam, behandlat eller obehandlat, frdn avloppsreningsanlédggning”.

Slamforekomst i infiltrationsanldggningar kan vara vanlig men uppticks inte alltid eftersom
nyare anldggningar sillan f6ljs upp. Slamférekomsten dr mdjligtvis problematisk déarfor att
slammet kan paverka BOD-, bakterie- och fosforreningen i bidden samt leda till att biddarna
sétter igen och behover goras om i fortid. For att battre forstd forekomsten av slam 1 anlédgg-
ningarna och eventuell paverkan pa anldggningarnas funktion kriavs kunskap om slammets sam-
mansdttning. Medan det finns god kompetens och kinnedom om slamproblem och mikrofloran
1 stora avloppsreningsverk, dr kunskapen liten nér det géller smé avlopp trots att icke-fungerade
sma avlopp for med sig stora privata och samhéllsekonomiska konsekvenser.

Den mikrobiella sammansittningen av slam eller biofilm kan métas med s.k. NGS (Next-Ge-
neration Sequencing) som &r en relativt ny och mycket kraftfull metod for att kartligga bakte-
riepopulationer 1 olika typer av prover. NGS mojliggér en massiv sekvensering av deoxiri-
bonukleinsyra (DNA) sekvenser framtagna efter DNA-extraktion och PCR (Polymerase Chain
Reaction). Sma enheter av DNA-sekvenser dr specifika for olika grupper av bakterier, tex den
s.k. V4 regionen som i den hér studien. I den s.k. I[llumina-tekniken identifieras korta sekvenser
pa 300 baspar x 2. Metoden har hég kédnslighet och dr mycket specifik, endast en liten méngd
DNA (ng/pL) racker for att kunna kartligga den mikrobiella ssmmansittningen. En stor méngd
data genereras och relativt stor datakraft krdvs samt avancerad bioinformatik.

Malet med denna studie var att undersbka mdjliga orsaker for slambildning i
infiltrationsanldggningar genom att undersdka sex infiltrationsanldggningar i Kungsbacka
kommun med avseende pa



forekomst av slam 1 anldggningarnas olika delar,
sammanséttning av ingdende vatten,

mikrobiell ssmmanséttning av slam och biofilm, och
anldggningarnas ventilation.



2 METOD

2.1 Beskrivning av de sex undersokta infiltrationsanlaggningarna

Anldggningarna valdes ut med hjdlp av resultat fran tidigare projekt som hade genomforts 1
Kungsbacka kommun (Larsson, Forsberg et al., 2017). En lista med potentiellt l&dmpliga an-
laggningar togs fram av kommunen, 10 anlidggningar besoktes. Av dessa valdes sex infiltrat-
ionsanldggningar (A—F) ut for provtagning. Alla anldggningar var forsedda med grundvatten-
ror. Information om anldggningarna har sammanstéllts i Tabell 1 och specifik information om
infiltrationsbdddarna i Tabell 2. I anldggning A hade tidigare funnits problem med slam i for-
delningsbrunnen och spridarledningar och spolningar hade genomforts.

Tabell 1. Generella egenskaper hos de undersdkta avloppsanldggningarna.

ﬁﬁ?gg- Byggar anéénntgilre anlggglri)nigen Slamavskiljare

V((r)lll};;n Material Utlopp
A 2(())1?4 2 nej 2 Betong osynligt
B 2806%) 4 2 ja 2 betong t-]rjiz)rr;t:n
C 2132112. 2 nej 2 betong® t-]rjtz)rr;t:n
D 2(())k1t3 6 nej 4 plast fack?
E 2806%) 4 2 nej 2,2 plast fack?
F 2%})3 3 nej 2 betong® t-]rjéz)rr;?:d

2 utloppsfack, se Figur 1
b befintlig slamavskiljare (som var éldre &n resten av anlédggningen)

Slamavskiljarna i anldggningarna A—C och F var traditionella trekammarbrunnar i1 betong. |
anldggningarna D och E anvéndes slamavskiljare i plast (Figur 1) dir inkommande vattnet
tvingades ner till botten genom en inloppscylinder, slammagasinet pa botten var tickt av en
fordelningsskiva och utgdende vattnet limnade slamavskiljaren genom ett utloppsfack med hél
vid sidan (Figur 1). De undersokta slamavskiljarna tomdes en gang per ar, senaste tomningen
hade skett mellan augusti och december 2017 dvs. provtagningen skedde mellan fyra till atta
manader efter tomningen.



Tabell 2. Egenskaper hos de undersokta infiltrationsbdddarna i anldggningarna A—F.

Bredd Antal

Anléigg- ¥ Baddens  spridar- Forstarl;nmgs- ‘ Lutmng At.erfyllna.d
. N ) . lager (tjocklek  spridarledningar  (tjocklek i
ning laingd yta(m®) ledningar . o
(m) 1cm) (%o0) cm)
3,5 x a
A 9.5 33 2 30 9,5/74 70
B ‘7‘ 5 30 4 70 - >50P
3,X
C 10 30 3 30 11/9/9 41?
D ‘; s 60 4 50 - >50P
3 x
E 10 30 3 0 - 87%
3 x
F 10 30 3 30 18/17/15 60?

2 punktmétning (ungefarlig) som gjordes under sandprovtagningen
b uppgift frin anlidggningens utforandeintyg

De undersokta infiltrationsanliggningarna hade en yta pa ca 30 m? (Tabell 1), forutom anligg-
ning D som var dimensionerad for tva hushdll och hade en yta pa 60 m?. Spridningslagret var
30 cm tjockt i alla bdddar, materialet som anvindes var naturgrus (anldggning B) och tvittad
makadam (C, D, F). I anldggningarna A och E var det troligtvis ocksd makadam, men det ar
oként om det var tvittat (i anldggning A &r det dock sannolikt att det var det). Forutom anlagg-
ning E var alla infiltrationsanldggningar anlagda med forstarkningslager av varierande tjocklek
(Tabell 2) som bestod av sandmaterial med kornstorlekar mellan 0—8 mm (0,2—8 mm i anlégg-
ning F). Aterfyllnaden (jordmaterial ovanpa bidden) var av varierande tjocklek (Tabell 2),
mel-lan 41 och 87 cm. Béddarna i anldggningar B, E och F var upphéjda pga sluttning i
terrdngen (aterfyllnadens ovre kant lag (delvis) dver marknivd). De naturliga underliggande
jordarterna under och omkring anldggningarna bestdmdes inte.

Figur 1  Slamavskiljare med utloppsfack som anvindes 1 anldggningarna D och E (till véns-
ter, bild frin Baga Water Technology, slamavskiljare - broschyr, www.baga.se) och
slamavskiljare sett ovanifran (till hoger, fotat vid anlédggning D).

Samtliga fastigheter forsorjdes med dricksvatten genom egen brunn. Badde griavda brunnar (A—
C) och borrade brunnar (D-F) forekom. Fastigheterna A och D hade ett dricksvattenfilter
installerat. Fastighet A hade kopplat backspolningsvattnet till avloppsanlédggningen.



2.2 Tillvagagangssatt

Vid varje anldggning gjordes undersokningar som syftade till att hitta mojliga anledningar till
slambildning i infiltrationsanldggningar. Unders6kningarna utférdes mellan oktober 2017 och
juni 2018. Foéljande undersékningar utfordes:

— forekomst av slam genom visuell inspektion och kamerainspektion av spridarledningar,

— forekomst och sammanséttning av mikroorganismer i slam frén férdelningsbrunnen och
biohud fran forstiarkningslagret genom mikroskopering och sekvensering av deoxiri-
bonukleinsyra (DNA),

— analys av ingaende vattnet till infiltrationsanldggningen med avseende pé halten sus-

penderat material, biologisk syreférbrukning, organiskt kol, fosfor, kvdve, jarn, fett och

16st syre, andelen kolloider samt temperatur och pH,

dricksvattenkvalitén med hinsyn till jirnkoncentration,

ventilation av slamavskiljaren genom ventilationstest med rokpatron och métning av

halten 16st syre i sista kammaren, samt

— mojligheten till lufttillforsel till infiltrationsbddden genom att bestimma genomslépp-
ligheten av omgivande jord och avsténd till grundvattenytan.

I

Ingdende vattenkvalitet: Undersokning av mikroflora:
Provtagningav Provtagning frdn Mitning av 16st syre Provtagning Provtagningav o
dricksvatten slamauvskiljare och temperatur avslam  markbiddssand Matning av

grundvattenniva

Kamerainspektion

\ ® Aterfylinad
>,
Spridningslager
Slamavskiljare Fordelnings- @

brunn

Forstarkningslager

Ventilation:
Ventilationstest Genomslapplighetav Markinfiltration
med rok omgivande mark

Figur 2 Oversikt dver provtagnings- och mitpunkter i de undersdkta infiltrationsanligg-
ningarna.

2.3 Visuell inspektion

2.3.1 Slamférekomst i slamavskiljare, fordelningsbrunn och luftningsroér

Anldggningarna A-F inspekterades visuellt genom att syna ytan av slamavskiljarens tredje
kammare (A—C och F) eller utloppsfack (D, E), fordelningsbrunnen samt luftningsréren med
hjilp av en ficklampa (Figur 3). Inspektion skedde vid atta tillfillen for anldggning A och E



och vid sju tillfallen for anldggningarna B—D och F under provtagningsperioden (oktober 2017
till juni 2018).

Figur 3  Inspektion av luftningsrér med ficklampa

2.3.2 Kamerainspektion av spridarledningar

Varje anldggnings spridningsledningar inspekterades med kamera vid ett tillfdlle. Kameran som
anviandes var en RIDGID Seasnake CS10 (Ridge tool company, Elyria, Ohio, USA).
Ledningarna inspekterades frdn dnden (via luftningsroéret) fram till fordelningsbrunnen.
Filmningen sparades pa ett USB-minne.

2.4 Matning av grundvattenstand

Alla undersokta infiltrationsanlédggningar var utrustade med grundvattenrér. Grundvattennivans
djup fran rorets 6verkant méttes med hjélp av klucklod. Hojden av grundvattenrdrets 6verkant
och spridarledningens underkant i1 férdelningsbrunnen méttes med hjélp av planlaser. Grund-
vattennivans avstind till spridarledningens underkant beréknades.

2.5 Ventilation

2.5.1 Ventilation av slamavskiljare - ventilationstest med rok i slamavskiljare

En slamavskiljare ventileras vanligtvis genom att den ansluts till en ventilerad avloppsinstall-
ation 1 huset och avluftas 6ver byggnadens tak. Ventilation i slamavskiljarna A—F testades med
hjilp av rok. En rokpatron tindes och féstes vid slamavskiljarens innervigg. Om rok syntes
over taknocken inom 10 minuter anségs slamavskiljaren ha ventilation. Lufttemperaturen note-
rades.



2.5.2 Ventilation av infiltrationsbadden - genomslapplighet av omgivande jord

Vid varje anldggning togs jordprov av dterfyllnaden, dvs. jorden ovanpa infiltrationsbddden,
for att uppskatta markens genomslapplighet. Jordproverna siktades i laboratoriet enligt svensk
standard SS 027123 (modifierad) (Swedish Standards Institute, 1992). For siktningen anvéndes
siktar med maskvidd 0,14 mm, 0,28 mm, 0,4 mm, 0,8 mm, 1,12 mm, 2,24 mm, 3,15 mm och
6,3 mm. Jordens genomslipplighet berdknades efter Hazen och Beyer (Wendehorst, 1998) en-
ligt ekvation 1.

kr = 0,0116 * U201 x 4, (ekv. 1)
dér
k= vattengenomtranglighet (hydraulisk konduktivitet) i m/s,

. d
U = graderingstal = =22,

dio
deo, dio = korndiametern i mm vid vilken 60% respektive 10% av partiklarna i jordmassan pas-
serar en sikt med en maskvidd av samma diameter.

2.6 Matning av ingaende vattenkvalitet

2.6.1 Provtagning fran slamavskiljare

For att bestimma kvaliteten av ingdende vatten till infiltrationsanléggningarna A—F togs prover
frén slamavskiljarens tredje kammare och utloppsfack. Dar prover togs fran slamavskiljarens
tredje kammare (anldggningar A—C och F) anvindes en Riittner-provtagare som mojliggjorde
uppsamling av vattenprov under vattenytan och nira utloppsroret medan inblandning av slam
fran vattenytan minimerades. Dér prover togs fran slamavskiljarens utloppsfack (D och E) an-
vindes en vattenprovtagare med bigare och skaft. Prover togs upprepade génger, sju ginger
vid anldggning A, sex ganger vid anldggningarna B—E och fem génger vid anldggning F.

Proverna analyserades pa halten suspenderat material, totalt organiskt kol (TOC), biologisk sy-
reforbrukning (BOD?7), fosfor, kvive, eterlosligt och emulgerat fett och jarn. Partikelstorleks-
fordelningen bestdmdes for att bestimma andelen kolloider bland partiklarna. Dessutom mattes
pH-vérdet. Halten 16st syre och temperatur méttes direkt i slamavskiljarens sista kammare och
dérutdver dven i fordelningsbrunnen.

2.6.2 Provhantering och analyser

Halten suspenderat material och pH-vérdet bestdmdes pa plats direkt efter provtagning. Prover
for analys av fosfor, kvive, BOD7, TOC och jdrn frystes pa provtagningsdagen och forvarades
fryst fram till analys (fosfor och kvéve) eller fram till inldmning till ackrediterat laboratorium
(BOD7, TOC och jérn). Prover for analys av partikelstorleksfordelning och fett forvarades svalt
1 kylvdska och analyserades senast pafoljande dag.

Halten suspenderat material bestdmdes enlig standarden EN 872:2005 (Swedish Standards In-
stitute, 2005a). Halten totalfosfor analyserades spektrometriskt med ammoniummolybdatmeto-



den med QuAAtro AutoAnalyzer metod nr. Q-031-04 efter uppslutning (oxidation) med perox-
odisulfat (Swedish Standards Institute, 2005b). Halten totalkvédve analyserades med QuAAtro
AutoAnalyzer metod nr. Q-003-04 efter uppslutning (oxidation) med peroxodisulfat enligt SS-
EN ISO 11905-1. Jarnkoncentrationen bestimdes med ICP-SFMS (inductively coupled plasma
sector field mass spectrometry) enligt SS-EN ISO 17294-2:2016 (modifierad). BOD7 analyse-
rades enligt SS-EN 1899. TOC analyserades enligt DIN EN 1484 (H3). Partikelstorleksfordel-
ning analyserades med laserdiffraktion med instrumentet HORIBA LA-960 Laser Scattering
Particle Size Analyzer, andelen kolloider bestimdes med partikelantal som transformationsbas.
Bestdmning av pH gjordes med en WTW pH-meter 330 (Weilheim, Tyskland) och en WTW
SenTix®41 pH-elektrod. Halten 16st syre och temperatur mittes i slamavskiljarens sista kam-
mare och i1 fordelningsbrunnen med en YSI 16st syre-meter model 58 (Yellow Springs, Ohio).

2.5 Undersokning av slam och biohud

2.5.1 Provtagning fran infiltrationsbadd och férdelningsbrunn

Prover togs fran forstarkningslagret av alla infiltrationsbdddar A—F. Dessutom togs prover fran
slammet 1 fordelningsbrunnen av anldggning A (frdn slamkakan pd vattenytan) och C (frdn
slammet pd fordelningsbrunnens botten och fran flytslamhuden pé ytan). Sammanlagt togs 9
prover for mikroskopering och DNA sekvensering.

Prover fran forstarkningslagret i de olika anldggningarna togs vid tva tillfallen under april och
maj 2018. Proverna togs i borjan av bidden néra fordelningsbrunnen (mellan 1,50 och 4,20 m
frdn fordelningsbrunnens kant) eftersom det antogs vara storst sannolikhet for féorekomst av
bakterier. For att luckra upp jorden pa biadden anviandes en motordriven TDU 155 jordborr med
en diameter av 180 mm. Sedan anvindes spade for att gridva en grop ner till duken ovanpé
spridarlagret (Figur 2). Duken klipptes forsiktigt upp (ny duk lades pé efter provtagning for
aterstdllning) for att sedan borra genom spridarlagret in i forstarkningslagret. For att géra detta
anvindes en jordborr for grov sand i anldggningar A, B och D och en spiralborr i anldggningar
C, E och F (Figur 2). Dé jordborr for grov sand anvéndes togs proverna fran dvre delen av
forstarkningslagret. Med spiralborren som anvéndes vid anldggningarna C, E och F borrades
igenom hela forstarkningslagret si att ett blandprov kunde tas.

Figur 4  Gréivd grop ner till spridarlagret (vinster), grov jordborr (nedre) och spiralborr
(6vre) som anvindes vid provtagning av sandmaterial frn forstarkningslagret (mit-
ten) och sandprov fran forstarkningslagret (hoger).



2.5.2 Bestamning av den organiska fraktionen

For att fa en uppfattning om hur mycket biomassa som finns i1 de olika markbaddsproverna samt
i fordelningsbrunnsslammen mattes den organiska fraktionen. Den organiska fraktionen i pro-
verna mittes genom att forst torka proverna i en ugn i 2 timmar vid 105°C varefter provet
brandes vid 550°C. Skillnaden i vikt vid dessa temperaturer delat med vikten vid 105°C utgdr
den organiska fraktionen (eller flyktig fraktion).

2.5.3 Mikroskopering

Biomassan i proverna analyserades genom mikroskopering med ett Olympus BX60 ljusmikro-
skop (Olympus AB, Solna, Sverige) och programvaran CellSens (Olympus). Bilder togs vid
100X, 200X, 400X och 1000X forstoring. Vid mikroskopering av markbaddssanden tillsattes
nagra droppar vatten for att det suspenderade materialet som finns dels mellan men dven pa
sandkornen skulle lossna och hamna i vattenfas.

2.5.4 DNA-extraktion, PCR och sekvensering

Totalt genomiskt DNA extraherades med hjélp av Fast Spin Kit for Soil (MP Biomedicals) och
protokollet fran fabrikanten foljdes. V4-regionen av 16 rRNA-genen amplifierades 1 triplikat
med hjélp av den framétriktade primern 515'F (5'-GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3") och
den bakétriktade primern 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3") enligt (Kozich,
Westcott et al., 2013). PCR (polymerase chain reaction) reaktionen utférdes med hjilp av en
Biometra T3000 Thermocycler. PCR-produkten renades med Maglet NGS Cleanup och Size
Selection kit (Thermo Scientific). Koncentrationen av DNA mittes sedan med en Qubit 3.0
fluorometer (Invitrogen) genom att anvdnda ett dSDNA HS reagens (Invitrogen). Proverna
slogs sedan samman i samma koncentrationer och fragmentldngd maéttes med en TapeStation
2200 (Agilent Technologies). Sekvenseringen genomfordes med MiSeq med reagenskit v3 (I1-
lumina).

2.5.5 Sekvenseringsanalys

Sekvenserna processades med algoritmen UNOISE (Edgar and Flyvbjerg, 2015; Edgar, 2016)
1 programvaran USEARCH v.10 (Edgar, 2010). Detta resulterar i s.k. Sequence Variants (SV)
vilka klassificerades taxonomiskt med SINTAX-algoritmen (Edgar, 2010) och databasen Mi-
DAS (Mcllroy, Saunders et al., 2015). Fiargdiagram anvéndes for att visa fraktionerna av de
vanligaste klasserna och sldktena av bakterier och arkéer i proverna. Beta diversitet, dvs skill-
naden i mikrobiell sammanséttning mellan proverna, berdknades genom parvis jamforelse av
proverna och visualiserades med multidimensionell skalning. Analyserna utférdes med pro-
gramvaran qDiv (https://github.com/omvatten/qDiv).




3 RESULTAT

3.1 Slamforekomst: visuella observationer och kamerainspektion

Slamforekomst i slamavskiljare, fordelningsbrunn och luftningsrér undersoktes genom visuella
observationer. | alla slamavskiljares sista kammare eller utloppsfack observerades slam vid
nagra av inspektionerna och vid alla inspektioner observerades slam eller vatten i minst ett av
luftningsroren vid samtliga undersokta anlédggningar (Tabell 3). Vid enbart tva anldggningar (B
och D) observerades aldrig slam pa vattenytan i1 fordelningsbrunnen.

Tabell 3  Visuellt observerad forekomst av slam i1 slamavskiljarens sista kammare eller ut-
loppsfack, fordelningsbrunn och luftningsror vid anldggningarna A—F samt resultat
frén kamerainspektionen av spridarledningarna. I parentes visas antalet besokstill-

fallen.

Anliggning Slamavskiljare Fordelningsbrunn Luftningsror?
A ~ a®) ja (8) ja(®)
B _!3(5), neJ. (2) ‘ nej (7) . _]3(8).
C ja)Lne (1)  ja6),nej(l)  ja(6),nej (1)
D ja@)nei (3)  nej(4) nej (3), ja (1)
E - Ja(®) ja(6),nej (1) nej (6),ja(2)
F ja (3), nej (1) ja(3),nej (1) ja (6), nej (1)

27Ja” betyder att forekomst av vatten eller slam observerades i minst ett av luftningsroren

Spridarledningarna undersoktes med hjilp av kamera (Tabell 4, Figur 5). Nagra av spridarled-
ningarna visade sig vara torra/rena, med enbart lite vatten stdende i ledningsdelen ndrmast for-
delningsbrunnen (B, C, D och F). I ndgra spridarledningar fanns vatten stdende dver hela led-
ningsldngden (A, C, E och F). Vattennivin 14g mellan nagra millimeter och nagra (&) centime-
ter, men var svaruppskattad. Intryck av ”smutsiga” spridarledningar uppstod enbart vid anlagg-
ning A, dir kameran och sladden blev tickta av svart slam och krdvde omfattande rengoring.
Det observerades dock med kameran att det svarta slammet fanns i kroken mellan spridarled-
ningen och luftningsréret medan slampartiklarna i spridningsledningen var vitaktiga (se Figur
5, bilden till hoger).

Tabell 4 Observationer fran kamerainspektionen av spridarledningarna vid anldggningarna
A—F. FD: fordelningsbrunnen. ”-” indikerar att spridarledningen inte fanns.

A.Illagg- Spridarledning
ning
1 ) 3 1
A slam och vatten, hela vatten, svart slam, hela ) ]
vigen vagen

B vatten vid FD rent vatten vid FD rent

C vatten vid FD lite vatten vatten hela i
vigen

D vatten vid FD torrt, lite slam vatten vid FD lite V;tic)en vid

E lite slam vatten hela vigen vatten hela i
vigen

F vatten vid FD vatten hela vigen Vatt?n hela .
vigen
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Figur 5 Exempel pa bilder som erholls vid kamerainspektion av spridarledningarna. Till
vanster syns en ledningstracka med staende vatten (anldggning D), i mitten en torr
ledningsstriacka (anldggning D) och till hdger en ledning med bade vatten och slam-
partiklar (anldggning A).

3.2 Avstand till grundvattenytan

Grundvattennivdn 1 grundvattenroret méttes vid alla undersokta anldggningar och avstindet
mellan spridarledningens underkant och grundvattenytan bestdmdes for anldggningar A,
C, D och F (Tabell 5). I anldggningarna B och E bestimdes inte nivan av spridarledningens
botten i relation till nivin av grundvattenrérets Overkant si grundvattenytans avstand till
spridarled-ningen kunde inte bestimmas. Det dr dock troligt att grundvattenytan dven i dessa
fall lag under forstarkningslagret darfor att grundvattenroret var torrt vid alla méttillféllen.
Vid anldggning D var grundvattenréret anlagt for grunt (enbart 88 cm under botten pd
spridarledning). Under projektets métperiod lag grundvattenytan under forstiarkningslagret
vid anldggningarna A, C, D och F och troligtvis dven vid anldggningarna B och E.

Tabell 5 Avstand mellan spridarledningens botten och grundvattenytan i de undersokta an-

laggningarna under métperioden.

Anliggning Grundvattenstind under botten pa spridarledning [cm]
medel antal méitningar min max
A 76 7 57 100
B torrt? 6 - -
C 127 7 89 158
D torrt (>88) 8 - -
E torrt? 7 - -
F torrt, >139 6 - -

2 grundvattenror var anlagt med tillrackligt djup (vid tidigare/senare inspektioner uppmittes grundvattenavstand
>1m)
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3.3 Ventilation

Resultat fran ventilationstest med rokpatron som genomfordes i slamavskiljaren visas 1 Tabell
6. Enbart tva av anldggningarna (B och C) visades ha ventilation dver taknock.

Markens permeabilitet uppskattades med hjélp av kornstorleksfordelningskurvorna som be-
stimdes fOr jordproverna tagna frén aterfyllnaden (Tabell 6). Kornstorleksfordelningen varie-
rade mellan proverna och darmed graderingstalet och den berdknade genomsliappligheten. Vid
anlidggningarna A, B, D och F lag graderingstalet mellan 6 och 14 vilket tyder pd mellangrade-
rad jord (morén) (Larsson, 2008). Ett graderingstal <6 (anldggningar C och E) tyder pa ensgra-
derad jord (sediment).

Tabell 6 Resultat frén ventilationstestet med rokpatron Parametrar fran kornstorleksfordel-
ningarna som bestdmdes for prover tagna fran aterfyllnaden samt permeabilitet av ndgra jordar-
ter (Larsson, 2008). deo, di0: korndiametern i mm vid vilken 60% respektive 10% av partiklarna
1 jordmassan passerar en sikt med en maskvidd av samma diameter, U = deo/d10: graderingstal,
kf: vattengenomtrénglighet (hydrauliska konduktivitet).

Anlidggning  Ventilation 6ver taknock Parametrar frin kornstorleksfordelningen
dio[mm] deo[mm] U=dio/deo  kr[m/s]

A nej 0,1 1 10 7 %107
B ja 0,05 0,7 14 1,7 x 10
C ia 0,2 1 5 3,4 % 10%
D nej 0,025 0,2 8 48 x10°
E nej 0,1 0,5 5 8,4 %107
F nej 0,2 1,45 7 3,1 x10*
Jordart

Grusig morin 10°-107
Sandig morén 106-10%
Mellansand 103-10?
Finsand 10410

2 varden fran Larsson (2008)

3.4 Mikroflora

Den organiska fraktionen 1 de olika proverna varierade stort. Slammet
frin fordelningsbrunnarna inneholl hogre halter organiskt material 4n  sanden
fran fordelningslagren.
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Tabell 7 Provtagningspunkter for kartldggning av den mikrobiella floran och den i proverna
uppmétta organiska fraktionen

Anliaggning  Prov Beskrivning frgitgizzl?‘;, ]
A sand® Sand fran forstarkningslager 0,19
A slam® Slam fran fordelningsbrunn 3,17
B sand® Sand fran forstarkningslager 0,33
C flytslam® Flytslam fran fordelningsbrunn 0,52
C sand? Sand frén forstiarkningslager 0,31
C slam® Slam fran fordelningsbrunnens botten 0,62
D sand® Sand fran forstarkningslager 0,27
E sand® Sand frén jorden under spridarlagret 0,16
F sand® Sand frén forstirkningslager 0,14

# sand fran infiltrationsanldggningens sandlager under fordelningslagret
b slamprov frén anliggningens fordelningsbrunn

3.4.1 Mikroskopering

Nio prover togs for mikroskopering, tre frdn slammet i1 férdelningsbrunnarna vid anldggning A
och C och sex prover fran forstarkningslagret (A—F, Tabell 7). I slamproverna fran fordelnings-
brunnarna syntes slamflockar men ocksa filamentvixande bakterier, bade fastsittande pa
flockar samt frisimmande i vattnet (Figur 6). Dessutom sdgs hogre encelliga organismer (pro-
tozoer), frisimmande bakterier som mdjligen var spirochetes och runda gulaktiga partiklar (Fi-
gur 7).

Figur 6  Bilder fran mikroskopering av prover frin fordelningsbrunnarna vid anlédggning-
arna A (vénster) och C (mitten och héger) som visar slamflockar med filamentvix-
ande bakterier. Den vénstra bilden visar stora och tjocka filament som vixer inuti
slamflockarna (1000X forstoring). Slamflockar med filamentvixande bakterier
fanns bide i1 provet fran fordelningsbrunnens botten (mitten, 400X forstoring) och
provet frdn slamkakan pé vattenytan i fordelningsbrunnen (hoger, 200X forstoring)
1 anldggning C.
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Figur 7  Bilder fran mikroskopering av prover frin férdelningsbrunnarna vid anlidggning-
arna A och C. Till véanster: Runda gulaktiga partiklar i provet fran fordelningsbrun-
nen 1 anldggning A (400X forstoring). I mitten: Slam som innehaller bade frisim-
mande och fastsittande encelliga protozoer samt en stor andel filamentvdxande bak-
terier 1 provet frén slamkakan vid anlédggning C (100X forstoring). Till hoger: Fris-
immande bakterier som mdjligen kan vara spirochetes i provet fran slamkakan vid
anldggning C (400X forstoring).

Vid mikroskopering av markbéaddssanden tillsattes nagra droppar vatten for att det suspende-
rade materialet som finns dels mellan men dven pa sandkornen skulle lossna och hamna 1 vat-

tenfas. Det suspenderade materialet liknade aktivt slam i ett konventionellt avloppsreningsverk
(Figur 8).

Figur 8  Bilder fran mikroskoperingen av proverna fran markbaddssanden 1 anldggningarna
B, C, D och F. Ovre vinster: En stor mingd slamliknande flockar kan ses mellan
sandkornen (vita partiklar i bilden). Anlidggning B, 100X forstoring. Ovre hoger:
Stora slamflockar och frilevande bakterier. Anlédggning C, 200X forstoring. Nedre
vanster: Sma slamflockar kan ses mellan sandpartiklarna. Anldggning D, 10X {6r-
storing. Nedre hoger: Stora slamflockar kan ses mellan sandkornen. Dessutom
vixer en hel del bakterier i bulkfasen (dvs. i vattenfasen mellan sandkornen). An-
laggning F, 200X forstoring.
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3.4.2 Mikrobiell sammansattning (DNA sekvensering)

Det fanns DNA 1 alla prover, dock ldgre halter 1 sandprover fran anldggning C och E. Sekven-
seringen resulterade i totalt 23 346 olika sekvensvarianter (totalt i alla prover) vilket i princip
motsvarar olika arter av bakterier. Nir sekvensvarianterna klassificeras taxonomiskt kan de
grupperas pa olika ekologiska nivaer. Antalet grupper pa varje ekologisk niva dr sammanfattade
1 Tabell 8. Resultatet visar att biomassan i alla proverna var mycket artrik. Vid en jaimforelse
mellan antalet sekvensvarianter mellan de olika proverna kunde ingen stor skillnad uppvisas. I
Figur 9 illustreras den mikrobiella sammanséttningen i fargdiagram dér de olika klasserna av
bakterier visas i olika farger. Siffran i varje ruta anger den procentuella andelen inom viss klass
av det totala antalet sekvenser. I alla proverna var forekomsten av bakterieklasserna Betaprote-
obacteria, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Clostridia, Sphingobacterii, Actino-
bacteria, och Deltaproteobacteria dominerande.

Tabell 8§ Sammanfattning av kinda sekvensvarianter 1 alla proverna

Anlaggning - prov EKkologisk niva
Fylum Klass Ordning  Familj Slikte
(phylum) (class) (order) (family) (genus)

Antal kinda sekvensvarianter

. 54 107 180 362 705
sammantaget i alla proverna
A - sand 32 67 97 185 247
B - sand 43 86 132 274 454
C - sand 37 77 116 219 287
D - sand 35 63 102 188 306
E - sand 34 67 99 199 295
F - sand 33 73 112 223 334
A - slam 41 74 106 187 293
C - flytslam 38 73 110 197 311
C - slam 38 69 100 169 281

Medelforekomsten av de vanligaste bakterieklasserna i de sex olika sandproverna dr samman-
fattade 1 Tabell 9. Proverna innehdll relativt lika méngder av de olika klasserna av bakterier.
Liknande resultat uppnaddes med proverna fran fordelningsbrunnarna. Eftersom bakterierna pa
klassniva innehaller manga olika typer av bakterier ar det svart att dra slutsatser om de olika
bakterieklassernas funktion. For att battre kunna analysera bakteriesammansittningen pa ett
mer detaljerat sétt, gjordes motsvarande analys for olika sldakten av bakterier pa genusnivé (Fi-
gur 10, Tabell 10). Vid en jamforelse mellan de olika sandproverna kan vi se att de innehéller
en relativt lika mikrobiell sammanséttning.
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Tabell 9 Sammanfattning av de vanligast forekommande klasserna av bakterier i de olika
sandproverna, andel 1 %

Bakterieklasser Sandprover frin infiltrationsanliiggningarna A-F

A B C D E F
Betaproteobacteria 44+4.5 18+2,1 10  23+0,5 18+0,5 12+1,25
Gammaproteobacteria  18+1.4 15£0,9 89 35+54 32+1,5 30+0,47
Alphaproteobacteria 5,0£1.8 14+0,5 10 7,7¢1,4 11+0,0 8,7+0,17
Clostridia 1,6+£0,25 3,8+0,19 0,5 1,5+0,14 3,2+0,15 0,53+0,05
Sphigobacterii 11+£1,6 59+1,1 1,9 4,2+0,17 5+0,35 3,8+1,1
Actinobacteria 4,9+1,9 5,8£0,5 1,9 4,1+0,77 8,9+0,05 8,5+1,07
Bacteroidia 0,3+0,0 0,43+0,12 0 2,7£0,26 0,9+0,1 0
Acidobacteria 1,3+0,16 8+1,3 13 0,7+0,29 2,7£0,0 1,8+0,16
Deltabacteria 3,1+1,9  3,5+0,39 2.5 22+042 1,4+0,1 2+0.4

Tabell 10 Sammanfattning av de vanligast forekommande klasserna av bakterier i de olika
fordelningsbrunnsproverna

Bakterieklasser Slamprover frin fordelningsbrunn

A C (flytslam 1 C (botten pa

fordelningsbrunnen)  fordelningsbrunnen)

Betaproteobacteria 3448,5 14+0,5 11+2,05
gzmm"pm’”bac’e' 8,543 ,36 9,6:0,4 7.9+3,07
Alphaproteobacteria 2,0+£0,22 2,620,0 1,6£0,16
Clostridia 7,0+0,62 9,9+0,1 19+1,9
Sphigobacterii 8,2+1,51 5,1£0,05 2,2+0,25
Actinobacteria 1,27+0,05 1,6+0,1 2,1+0,49
Bacteroidia 9,3+1,04 13+1,0 5,9+0,87
Acidobacteria 0,57+0,12 0,010,005 0,17+0,05
Deltabacteria 2,6+0,08 6,3+0,15 4,0+1,4

Den huvudsakliga funktionen hos nagra av de vanligast forekommande sléktena visas 1 Tabell

11.
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Tabell 11 De 30 bakteriesldktena (pa genusniva) av hogst forekomst 1 de olika proverna (A,

B och C anger replikat fran samma prov)

Slikte (ge-
nus)
Rhodanobac-
ter
Polaromonas

Thiothrix

Dechloromo-
nas

Trichococ-
cus

Zoogloea

Familj
(family)

Comamon-
adaceae
Thiotricha-
ceae

Rhodocy-
claceae

Carnobac-
teriaceae

Rhodocy-
claceae

Ordning
(order)

Thiotrichales

Rhodocy-
clales

Lactobacil-
lales

Rhodocy-
clales

Klass
(class)
Gammapro-
teobacteria
Betaproteo-
bacteria
Gammapro-
teobacteria

Betaproteo-
bacteria

Bacilli

Betaproteo-
bacteria

Fylum
(phylum)
Proteobacte-
ria
Proteobacte-
ria
Proteobacte-
ria

Proteobacte-
ria

Firmicutes

Proteobacte-
ria

Funktion

En filamentvéx-
ande bakterie,
ofta med Ei-
kelboom typ 21N
morfologi. Thiot-
hrix 4r aerobt
heterotrofa.
Dessa bakterier
kan oxidera sva-
velhaltiga 4mnen
sasom sulfid och
tiosulfat och pro-
ducera intracellu-
lara svavelklot.
Formar mikroko-
lonier och kan ta
upp fettsyror un-
der anoxiska for-
hallanden samt
kan anvénda ni-
trit som elektron-
acceptor vilket
tyder pa formaga
till denitrifikat-
ion.
Fermentativ org-
anisms som kan
vixa bade aerobt
och anaerobt.
Vissa kan vixa
som filament och
bidra till bulkigt
slam.
Denitrifierande
bakterie som dr
mycket vanlig i
aktivt slam.
Zoogloea bidrar
till flockbildning
and kan ge upp-
hov till bulkigt
slam. Zoogloea
ir aerob kemoor-
ganotrof.

Referens

(Nielsen,
Aquino de
Muro et
al., 2000;
Aruga, Ka-
magata et
al., 2002)

(Ginige,
Keller et
al., 2005;
Mcilroy,
Starnawska
etal.,
2016)

(Liu, Bur-
rell et al.,
2000)

(Hagman,
Nielsen et
al., 2008;
Larsen, Ni-
elsen et al.,
2008)
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Tabell 11 (forts)

Flavobacte- Flavobacte-
rium riaceae
Nitrosospira Nitro-
somona-
daceae
Rhizobacter
Arthrobacter
Proteiniclas- Clostridi-
ticum aceae
Meth- Meth-
anosaeta anosaeta-
ceae
Smithella Synthropa-
ceae

Flavobacte-
riales

Nitrosomon-
adales

Clostridiales

Meth-
anocarcinales

Synthropo-
bacterales

Flavobacte-
riia

Betaproteo-
bacteria

Betaproteo-
bacteria

Clostridia

Methanomi-
crobia

Deltaproteo-
bacteria

Bacteriode-
tes

Proteobacte-
ria

Proteobacte-
ria

Firmicutes

Euryarchae-
ota

Proteobacte-
ria

Flavobacterium
ar vanliga 1 aktivt
slam men dess
fysiologi &r inte
bestimd. Uppvi-
sar aerob meta-
bolism men vissa
har en anaerob
metabolism,
kemoheterotrofa
eller
kemoorganotrofa.
Bildar flockar
men kan under
vissa tillvaxtfor-
héllanden vixa
som filament.
Aerobic, litoauto-
trof ammonium-
oxiderande bak-
terie.

Rhizobacter
vaxer pa rotter i
jorden och kan

fixera kvive.

Jordbakterie som
vixer under
aeroba forhéllan-
den.
Strikt anaeroba,
proteolytisk och
fermentativ bak-
terie. Inget ar
ként om dess fy-
siologi 1 aktivt
slam.

Metanogener

som véxer under
strikt anaeroba
férhallanden med
acetat som enda
energikilla. Van-
ligt forekom-
mande i anaeroba
granuler.

Strikt anaerob

bakterie. Finns
ofta 1 metano-
gena miljoer.

(Bernardet,
Segers et
al., 1996;

Guo,
Zhang et
al., 2011)

(Mobarry,
Wagner et
al., 1996;
Norton,
Klotz et
al., 2008;
Daims and
Wagner,
2010)
(Vessey,
2003)

(Eschbach,
Mobitz et
al., 2003)

(Zhang,
Song et al.,
2010)

(Harmsen,
Kengen et
al., 1996;
Ma, Liu et
al., 2006;
Montero,
Garcia-
Morales et
al., 2009)

(Liu, 1999)

En jamforelse mellan replikaten i analysen av den mikrobiella sammansittningen gjordes med
multidimensionell skalning dér den stora mdngden data visualiseras i tvd dimensioner (Figur
11). PC1 star for 36,6% av skillnaden i mikrobiell sammanséttning medan PC2 stér for 17%.
Analysen av de replikata proven fran samma anldggning var mycket lika varandra, vilket tyder
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pa att ingen storre skillnad i1 extraktion och PCR av proverna foreligger och att metoden é&r
reproducerbar. Den mikrobiella sammanséttningen pa slamproverna i provpunkt A (prov 2) var
lik provpunkt C (prov 7 och 9) med avseende pa PC1 men skilde sig at med avseende pa PC2.
Slamproverna fran fordelningsbrunnens 6vre och nedre del i anlidggning C var mycket lika
varandra. Den mikrobiella sammanséttningen i1 sandproverna klustrade sig vil vilket tyder pa
att anldggningarna innehéller en liknande mikrobiell sammansattning som skiljer sig frén slam-
met i fordelningsbrunnen. Sandprovet fran anldggning D skiljde sig ndgot fran de andra sand-
proverna (anldggning A, B, C, E och F). I anldggning C togs bade sandprov och slamprover
fran fordelningsbrunnen. Den mikrobiella sammansittningen i sanden skiljde sig fran samman-
sattningen i slamproverna i fordelningsbrunnen.

% = sample
e Asand
0.2 A sludge
B sand
» Dsand
0.14 E sand
F sand
- # Cfloating sludge
¢ Csand
0.0 * C sludge
& -01;
~
-
= s
O
o
-0.2
—-0.3
-0.4
—-0.5 -'
-05 -04 -03 -02 -01 0.0 0.1 0.2 03
PC1 (36.4%)

Figur 11 Multidimensionell skalning (PCoA) som visualiserar skillnader i mikrobiell sam-
mansittning mellan de olika proverna.

3.5 Kvalité av ingaende vatten till infiltrationsanlaggningarna

Ingaende vattnet till infiltrationsbdddarna A—F undersoktes med avseende pa halten partiklar,
organiskt material, fett, jirn, ndringsdmnen, 16st syre samt med avseende pd temperatur och pH
(Tabell 12) som mittes direkt i slamavskiljarens tredje kammare eller utloppsfack och i fordel-
ningsbrunnen samt i prover tagna fran slamavskiljarens tredje kammare eller utloppsfack. Mét-
ningarna har sammanstéllts i Tabell 12. For flera av de undersokta parametrarna har medelvér-
den med hog standardavvikelse berdknats vilket tyder pa en hog variabilitet bland méatvardena.

20



Tabell 12 Halten partiklar, organiskt material, fett, jirn, ndringsdmnen, 16st syre samt tempe-
ratur och pH i det ingdende vattnet till infiltrationsanliggningarna A—F. Koncent-
rationerna visas som medelvirde + standardavvikelse; for pH visas mitintervallet,
och i parentes visas antalet mattillfdllen. Enheten dr mg/l dér inte annat dr angivet.
P: fosfor, N: kvédve, SA: slamavskiljare, FB: fordelningsbrunn, Temp: temperatur.

Parameter Anléiggning
A B C D E F

Susp material 42 +34 (5) 61+22(5) 149 + 26 (4) 81 +44 (5) 71 +49 (5) 157 £ 60 (5)
Kolloider® [%] 0+0(3) 0+0(3) 21+28(3) 73+10(3) 18 +31(3) 0+0(3)
TOC 73 + 68 (6) 95+ 15 (6) 265 + 24 (6) 136 + 28 (6) 152 + 19 (6) 222 +30 (5)
BOD 138+ 140 (6) 181+ 18 (6) 374 + 59 (5) 273 + 96 (6) 300 + 65 (6) 401 + 44 (5)
Eterlosligt fett 27+21(3) 31+10(3) 88+ 11(2) 68+ 17 (3) 51+13(3) 86 +29 (3)
Emulgerat fett 30 +36 (3) 33+9(3) 60+ 12 (2) 42 +18 (3) 34+6(3) 58+ 9 (3)
Avskiljbart fett 11+6(3) <7+0(3) 28+23(2) 26+8(3) 17+9(3) 49+ 6 (2)
Jérni SA 037+022(4) 0,76+12(5) 1,74+052(5 026+0,15(5) 031+023(5) 0,8+0,3(4)
Jérn i dricksv. 0,011 (1) 0,0029 (1) 1,1(1) 0,2 (1) 0,0023 (1) 0,012 (1)
totalt P 6,1 £5,5(4) 13+3(5) 181 (6) 11£1(5) 13+2(5) 22+1(6)
totalt N 83+ 112 (4) 107 + 35 (5) 150 + 20 (6) 91 +5(5) 83+ 15 (5) 188 + 8 (6)
C:N kvot? 2,1+1,2(4) 1,0 £ 0,5 (5) 1,8 +0,1 (6) 1,5+0,3 (5) 1,9+0,2 (5) 1,2+0,2 (5)

Lost syre i SA 1,5£1,6(7) 03+01(6) 0,5+02(6) 04+0,1(7) 05+01(7)  04=0,1(6)
Lost syre i FB 13£13(5)  04+02(5  03+01(6) 06+03(6)  0,7+0,5(6)  0,4+0,0(6)
TempiSA[°C] 10,1£22(7) 134+3,1(6) 123+21(6) 20,7+21(7) 124+38(7) 14,1+0,6(6)
TempiFB[°C]  10,3+2(5) 12£2(5) 13,7£1,1(6) 162+21(6) 132+25(6) 12,7+1,9(6)
pHI ] 6,2-6,5 (7) 7,4-8.3 (6) 6,7-6,8 (6) 6,8-6,9 (7) 6,8-7.2 (7) 6,9-7.2 (6)
2 andel partiklar <1,005 pm
b C:N kvoten beriiknades genom att dividera halten TOC genom halten totalkvive

Halten suspenderat material i det utgaende vattnet frdn slamavskiljaren var hog i1 vissa anlagg-
ningar (C och F) samt varierade mycket i ndgra av anldggningarna, t.ex. anldggningar D-F
(Tabell 12). I samma vatten fanns kolloider (komponenter med storlek <1,005 um) vid tre av
anlidggningarna (C—E, Tabell 12); vid alla tre méttillfdllen (D), vid tva av tre mattillfillen (C)
och vid ett av méttillfillena (E). Vid anldggningarna A, B och F detekterades inga kolloider i
utgdende vattnet frin slamavskiljaren (Tabell 12).

Utgdende vatten fran slamavskiljaren kdnnetecknades for alla anldggningarna genom hdga kon-
centrationer av kvédve och for vissa anldggningar ocksa genom hoga koncentrationer av BOD
och fosfor (Tabell 12). Detta diskuteras i avsnitt 4.2.
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4 DISKUSSION

Slam som bildas och/eller ackumuleras i fordelningsbrunn, spridarledningar eller infiltrations-
badden kan potentiellt leda till problem med igenséttning. Orsaker till slamackumulering i dessa
delar av anldggningen kan vara slamflykt fran slamavskiljaren, forhdjda halter kolloider eller
jarn 1 vattnet som kan leda till utfillningar/igenséttningar, eller slambildning pga for hog be-
lastning eller ogynnsamma forutséttningar for mikroorganismer sdsom syrebrist eller andra pa-
rametrar som paverkar mikroflorans funktion eller ssmmanséttning.

4.1 Mikroflora i infiltrationssanden

Det finns enbart fa tidigare studier om bakteriella samhéllen i markbaserade reningsanldgg-
ningar. Dalahmeh et al (2014) undersokte bakterier i en sandkolonn som beskickades med
konstgjort gravatten och konstaterade att de dominerande klasserna var (pé klassniva) Alp-
haproteobacteria, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria and Sphingobacteria vilket &r i
enlighet med denna studie. Inom klassen A/phaproteobacteria hittades framforallt Rhizobium
men ocksa sliktet Nitrobacter, inom klassen Gammaproteobacteria hittades Pseudomonas, och
inom klassen Betaproteobacteria hittades Nitrosomonas och Nitrosospira (Dalahmeh, Jonsson
et al., 2014). Dessutom fanns nitritoxiderande organismer av Nitrospira samt Pseudomonas,
Acidovorax, Aquabacterium and Rhizobium (som dr ként for att innehélla denitrifierande org-
anismer) (Dalahmeh, Jonsson et al., 2014). I infiltrationssanden av anldggningarna A—F domi-
nerade inte samma arter pa genusniva som i studien av Dalahmeh (2014), nimligen Polaromo-
nas (Betaproteobacteria), Rhodanobacter och Thiothrix (Gammaproteobacteria) (Figur 10).
Skillnaderna kan bl a bero pé att det var olika typer av vatten i studierna (grévatten respektive
avloppsvatten i denna studie).

I en annan studie om gravattenbehandling i ett horisontellt och ett vertikalt filter visades att
bakteriesammansittningen 1 biofilmen varierade over tid (Truu, Oopkaup et al., 2019). Efter
290 forsoksdagar fanns Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, Alphaproteobacteria, Acido-
bacteria och i det horisontella filtret &ven Firmicutes.

En amerikansk studie visade att bakterier av stammen Proteobacteria dominerar i infiltrations-
anldggningar for avloppsvatten och att det ocksa finns Bacteroidetes, Actinobacteria och Aci-
dobacteria (Tomaras, Sahl et al., 2009) vilket ar generellt i enlighet med denna studie; 1 infilt-
rationssanden av anldggningarna A—F fanns ocksa bakterier av stammarna Proteobacteria, Bac-
teroidetes (Sphingobacterii) och Actinobacteria, men det hittades dessutom Clostridia.

I denna studie upptécktes vid provtagningen av anldggning A att vatten stod 1 infiltrationsbad-
den (upp till spridarlagret). Eftersom grundvattennivan var 18g kan vattnet antas ha varit
avloppsvatten. Fastin PCoA analysen visade att det inte fanns relevanta skillnader i
bakteriesammanséttningen av biofilmen mellan bdddarna, kan ses i Tabell 9 att det fanns
storre andel (upp till 49%) Betaproteobacteria 1 infiltrationssanden i A @n 1 de andra
anldggningarna. Bland dessa bakterier identifierades bakterier av genus Polaromonas (Figur
10) vilka antas vara denitrifierande bakterier. Troligtvis var syrehalten 1 bddden lag pa grund
av den hoga vattennivan sa att dessa bakterier trivdes.
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4.2 Slamavskiljarnas funktion

Vanliga koncentrationer i avloppsvatten efter slamavskiljning i sma avloppsanldggningar ar
100-300 mg/1 for BOD, 4-12 mg/1 for totalfosfor och 25-50 mg/I for totalkvave (Naturvards-
verket, 1991). Medelkoncentrationen av BOD var hdgre én intervallet 1 anldggningarna C, E
och F, medelkoncentrationen av totalfosfor var hdgre i anldggningarna B, C, E och F och me-
delkoncentrationen av totalkvdve var hogre dn intervallet i alla undersokta anlidggningarna
(jAmfor Tabell 12). Detta tyder pa en relativt lag vattenforbrukning i hushallen vid de under-
sokta anldggningarna och visar att de av Naturvardsverket och dven Havs- och vattenmyndig-
heten publicerade riktvdrdena (Naturvardsverket, 1991; HVMFS, 2016) inte lingre passar som
grund till dimensionering och/eller inte dr tillimpbara for anldggningar med 5 pe.

Genom sedimentering i slamavskiljaren avldagsnas mer dn 70% av det suspenderade materialet
vilket motsvarar en koncentration av 50-100 mg suspenderat material per liter utgdende vatten
under antagandet att medeldygnsforbrukningen dr mellan 150-200 I per person (Naturvards-
verket, 1991). Vid anldggningarna A och B lag halten suspenderat material inom eller under
detta intervall (Tabell 12) vilket tyder pé att slamavskiljningen fungerade tillfredsstidllande. Vid
anldggningarna C och F 14g halten suspenderat material hogre dn intervallet vid alla provtag-
ningstillfillena under provtagningsperioden. Vid anldggning D och E varierade halterna och
lag 6ver 100 mg/1 vid nagra tillfillen (Tabell 12). De jimforelsevis hoga halterna i utgdende
vatten kan bara delvis forklaras med en mindre utspadning pga. ldgre vattenférbrukning &n den
som antagits av Naturvardsverket (1991) eftersom halterna av suspenderat material 1 utgaende
vattnet inte korrelerade med halterna néringsdmnen (se Tabell 12). Variationerna i halten sus-
penderat material efter slamavskiljaren (Tabell 12) kan darmed bero pa de olika slamavskiljar-
nas reningseffektivitet vilken 1 sin tur kan ha paverkats av avloppsvattnets egenskaper. Variat-
ionerna kan inte forklaras med varierande uppehallstider av vattnet i slamavskiljaren eftersom
just anldggningarna dér halten suspenderat material var hog belastades bara med spillvatten
genererat av tva personer. Daremot finns en mitosikerhet kopplad till resultaten d& enbart stick-
prover togs. Enligt en rapport utgiven av Avfall Sverige anses virden av suspenderat material
efter slamavskiljaren under 200 mg/1 vara acceptabla i branschen (Astrém, 2019). Detta virde
Overskreds bara av anldggning F vid ett enda mattillfélle.

Slamavskiljarnas effektivitet 1 att reducera halten suspenderat material korrelerar varken med
halten 16st syre (Tabell 12) eller med resultaten fran ventilationstestet (Tabell 6) vilket betyder
att det inte gar att koppla en délig funktion med en délig ventilation baserat pd dataunderlaget
fran denna studie.

Vid de flesta besoken hittades slam pa vattenytan i slamavskiljarens sista kammare eller ut-
loppsfack (Tabell 3). En mojlig orsak ar att denitrifikation skedde i slamavskiljaren och den
bildade kvivgasen gjorde att en del av slammet {16t upp. Nitrathalten i slamavskiljaren bestim-
des inte men halten totalkvdve var generellt hog, mellan 83 och 188 mg/l (Tabell 12). Halten
16st syre varierade enbart lite och korrelerade inte med slamobservationen. Det fanns inte heller
nagot tydligt samband mellan de uppmaitta halterna av suspenderat material (Tabell 12) och
slamforekomsten i1 slamavskiljarens sista kammare.

4.3 Partiklar och kolloider i ingaende vattnet till infiltrationsanlaggningarna

Om ingdende vattnet till infiltrationsbddden innehéller stérre miangder partiklar kan det leda till
igenséttningar i badden. Det fanns inget tydligt samband mellan de uppmétta halterna av sus-
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penderat material 1 ingdende vattnet (Tabell 12) och slamférekomsten i fordelningsbrunnen el-
ler luftningsrér som observerades visuellt (Tabell 3). Det gick inte heller att se ett samband
mellan slamforekomst 1 spridarledningar (Tabell 4) och halterna suspenderat material 1 ingé-
ende vattnet. Till exempel observerades mycket slam i alla anléggningsdelar vid anlédggning A
men halten suspenderat material i vattnet var genomgaende lag. Det dr mojligt att slamflykt har
skett vid ett tidigare tillfdlle (innan projektets métperiod) eller det handlar om sekundar tillvéixt
av biomassa.

Komponenter med diameter i storleksintervallet 1-1000 nm (0,001-1 pwm, ungeférligt intervall)
kan vara kolloider (Ingri, 2012; Tchobanoglous, Stensel et al., 2014). Kolloidernas egenskaper
gor att de inte kan sedimentera (till skillnad fran partiklar) (Ingri, 2012) vilket gor att de ar kvar
1 vattnet efter slamavskiljaren. Om vattnet innehéller ménga kolloider kan dessa klumpa ihop
sig och potentiellt skapa igensittningar i biadden. Kolloider i1 avloppsvatten kan t.ex. bestd av
fett, tensider eller material frén hygienartiklar. I tre av de undersokta anldggningarna (A, B och
F) fanns inga kolloider 1 utgdende vattnet fran slamavskiljaren vilket betyder att ingaende vatt-
net till bdddarna i de hér fallen var fritt fran mycket sma komponenter. Vid anlédggningarna C—
E fanns kolloider, vid alla tre maéttillfillen (D), vid tva av tre méttillfdllen (C) och vid ett av
mittillfillena (E). Detta visar att kolloiderna inte finns i vattnet hela tiden utan att forekomsten
beror pa t.ex. aktiviteter i hushallet. Det visar ocksa att det dr svért att fi en helhetsbild med
avseende pa kolloider for varje anldggning dérfor att forekomsten varierar dver tid. Det dr moj-
ligt att det hade kunnat uppmaitas kolloidhalter for anldggningarna A, B och F ocks& om prover
for analys av kolloider hade tagits oftare. Att andelen av kolloider i utgdende vattnet fran sla-
mavskiljaren var hog (C—E) var forvintat eftersom (storre) partiklar dr tdnkt att sedimentera 1
slamavskiljaren. Med det framtagna dataunderlaget gar det inte att sdga om forhdjda andelar
kolloider leder till slamproblem i anldggningen. T ex hade anldggning A tydlig forekomst av
slam 1 de olika anldggningsdelarna och visade tecken pé igensittning (hog vattenniva i anlagg-
ningen (i spridarlagret)) men det pavisades inga kolloider i ingdende vattnet (Tabell 12), mgj-
ligen darfor att pakoppling av dricksvattenfiltret ledde till en utspadning av avloppsvattnet.

4.4 Inspektion av infiltrationsanlaggningar

Vid tillsyn av enskilda avlopp i kommunerna behdver avloppsanldggningar inspekteras. Nedan
diskuteras resultaten fran denna studie med hénsyn till inspektion av infiltrationsanldggningar.

Mojligheter for effektiv kontroll av infiltrationsanldggningar med visuella observationer ar be-
gransade. Vanligtvis inspekteras slamavskiljaren (slamforekomst, ventilation, vatteniva, t-ror
med borste), fordelningsbrunnen (slamforekomst, flodestordelning), pumpbrunn (slamfore-
komst), luftningsror (forekomst av slam eller vatten) och grundvattenrér (vattenniva).

Under provtagningsperioden i detta projekt gav den visuella kontrollen mycket varierande re-
sultat och forekomsten av ytlig slam 1 slamavskiljarens sista kammare eller utloppsfack och av
slam i1 fordelningsbrunn varierade over tid i alla anldggningar férutom anlédggning A. Pa grund
av variationen var det svart att fa ett dvergripande intryck inom ramen for detta projekt dar vi
besokte 6 anldggningar vid ca 8 tillfillen. Férekomsten av slam (Tabell 3, Tabell 4) var dessu-
tom svart att beddma, t.ex. om det fanns flytslam i slamavskiljaren. Aven nir det forekom slam
1 anldggningen vid besoket var det osékert om detta hade en inverkan pé baddens reningseffek-
tivitet eller livslangd eftersom reningseffektiviteten inte undersdktes med métningar.

Forekomst av vatten eller slam i luftningsroren visades inte ha betydelse. En inspektion av hela
spridarledningen med hjélp av kamera visade i flera fall véilfungerande ledningar fastén det
fanns vatten eller slam 1 luftningsréret. Detta bekréftar slutsatsen som Hedin (2018) drog i sin
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studie om markbaserade anldggningar, dir han kom fram till att hela spridarroret méste besik-
tigas med rorkamera for att man skall fa tillrdckligt med information. Dock é&r det viktigt att
papeka att dven en kamerainspektion inte ger tillrdckligt med information for beddmning av
funktionen av en infiltrationsanliggning. En viktig funktion &r reduktionen av BOD och
smittdmnen vilket enbart kan bedomas med hjélp av provtagning av utgadende vatten vilket ar
svért att gora vid infiltrationsanldggningar.

Det visade sig i denna studie att det var mycket svart att bedoma om flodet i fordelningsbrunnen
var jamnfordelat mellan spridarledningarna, bade genom visuell inspektion av fordelningsbrun-
nen och genom kamerainspektion) och om eller hur detta paverkar biaddens funktion. Dock har
detta papekats som en viktig aspekt av Sylwan et al (2017).

Avstandet mellan spridarledning och grundvattenytan gick generellt bra att mita, dock kriaver
detta en inmétning av spridarledningarnas och grundvattenrorets niva.

4.5 Igensattning

I denna studie visades att anldggning A hade problem med igenséttning; slam forekom pa
ytan av slamavskiljarens sista kammare, 1 fordelningsbrunnen och luftningsrér (Tabell 3)
samt spridarledningar (Tabell 4). Vid provtagning av forstirkningslagret d& badden griavdes
upp observerades dessutom en hdg vattennivé i bddden (i spridarlagret) trots att grundvatten-
nivan 1lag i medel 76 cm under spridarledningarna. Jordarten vid anldggning A var enligt
SGUs jordartskarta sandig morén dvs. timligen genomslépplig jord. De andra anlédggningarna
(B-F) visade ocksd forekomst av slam i olika anldggningsdelar (Tabell 3) samt slam
och/eller vatten 1 spridarledningarna (Tabell 4), men enbart vid nagra av besokstillféllena.
Dessa resultat visar att slamforekomst varierar mycket dver tid och att det &r viktigt att
observera en anldggning under en period for att kunna beddoma om slamférekomsten ar ett
problem. Hedin (2018) drog en liknande slutsats i en studie om markbaserade anldggningar
dir han framhéller att forekomst av vatten och/eller slam 1 spridarroret inte nédvéandigtvis
innebir problem med bidddens funktion eller med igenséttning.

Det finns olika aspekter som mojligen kan forklara igenséttningsproblemen i anldggning A. 1
en tidigare studie indikerades att det kan ha betydelse om materialet i spridarlagret ar tvéttat
eller ej (Sylwan, Ulinder et al., 2017). I anldggning A var det okdnt om makadamen var tvittad.
Vidare berittade dgaren att backspolningsvattnet fran dricksvattenfiltret var pakopplat avloppet
vilket vanligtvis inte rekommenderas. I en tidigare studie har visats att temperaturen kan ha en
tydlig paverkan pa den hydrauliska konduktiviteten (Spychala and Blazejewski, 2004). I
anldggning A var den uppmatta medeltemperaturen i slamavskiljaren 10,1°C vilket var ldgre 4n
1 de andra anldggningarna (Tabell 12). Detta kan mojligtvis ha haft en negativ effekt pa
genomslippligheten i infiltrationsbddden. Dessutom var flodet inte jaimnfordelat mellan de tva
spridarledningarna, det visade sig under kamerainspektionen att enbart en av spridarledningarna
belastades. Slamavskiljaren i anldggning A fungerade dock effektivt, halten suspenderat
material var relativt 1&g, 1 medel 42 mg/l, och jarn-, fett-, BOD- och kolloidhalterna var ocksa
forhallandevis laga (Tabell 12).

Generellt kan igensdttning av sand paverkas av kvoten mellan halten kol och kvéve, C:N kvo-
ten, som paverkar mikroorganismer som producerar polysackarider (Avnimelech and Nevo,
1964). Detta kan mojligtvis dven ha betydelse for infiltrationsanldggningar. C:N kvoten i ingé-
ende vattnet till anldggningarna A—F berdknades (Tabell 12). Avnimelech et al (1964) testade
en lag och en hog C:N kvot (0,5 och 8) och observerade att en lag C:N kvot ledde till tydlig
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igensittning (minskning av den hydrauliska konduktiviteten) inom 28 dagar. C:N kvoten 1 in-
géende vattnet till anldggningarna A—F lag mellan 1,2 och 2,1 (Tabell 12) dvs. var generellt l1ag
och varierade enbart lite. Igenséttningsproblemen i anldggning A kan dock inte forklaras med
C:N kvoten eftersom den hogsta C:N kvoten i1 denna studie (2,1) uppmittes vid A (Tabell 12).
Déremot uppvisade infiltrationssanden i anldggning A Betaproteobacteria (Figur 9). I denna
bakterieklass ingar dven kvdveomsittande bakterier som ofta bildar kompakta kolonier som
mojligen bidrar till igenséttning. Dessa bakterier kan mojligen ha gynnats av C:N kvoten. Ni-
trifierande bakterieslékten har dock inte identifierats i anldggning A.

Nir avloppsvatten infiltrerar i sand eller mark kan humus bildas i porerna dir den dominanta
formen som ackumulerar dr huminer (Siegrist, Smed-Hildmann,R. Filip,Z.K. et al., 1991).
Dessutom kan filamentformiga partiklar i avloppet vara betydligt storre &n porerna i sanden
(Spychala, Niec et al., 2013) vilket gor att de kan bidra till igenséttning. I denna studie hittades
filamentvéxande bakterier i fordelningsbrunnarna (prover fran férdelningsbrunnen togs enbart
vid anldggningarna A och C) (Figur 6, Figur 7) dock inte 1 proverna fran infiltrationssanden.

Jarnhalterna efter slamavskiljaren var hégre an i dricksvattnet vid alla undersokta anldggning-
arna. Losligheten av jérn &r mycket 1ag vid ett pH virde kring 7 vilket betyder att jérn bildar
fasta jirnhydroxidpartiklar, sarskilt vid ndrvaro av 16st syre (Ingri, 2012). Eftersom de uppmétta
vérdena for pH 1ag ungefér vid 7 (Tabell 12) dr det mdjligt att jarn har fallts ut i anldggningarna.
Déremot observerades inga jarnhydroxidutféllningar som har en karaktiristiskt rodbrun farg i
de undersokta anldggningarna.
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5 SLUTSATSER

Sammansittningen av mikrofloran skiljde sig inte 4t mellan de undersokta infiltrationsbad-
darna. Generellt var biomassan i1 sandproverna mycket artrik. Vid en jaimforelse mellan antalet
sekvensvarianter mellan de olika proverna kunde ingen stor skillnad uppvisas. I alla proverna
var forekomsten av bakterieklasserna Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Alphaprote-
obacteria, Sphingobacterii, Actinobacteria och Deltaproteobacteria dominerande.

Funktionen av slamavskiljaren skiljde sig mellan de undersokta anldggningarna, halten suspen-
derat material varierade mellan 42 + 34 och 157 = 60 mg/l. Slamavskiljarnas effektivitet 1 att
reducera halten suspenderat material korrelerade varken med halten 16st syre eller med resulta-
ten fran ventilationstestet vilket betyder att det inte gar att koppla en dalig funktion med en
délig ventilation baserat pd dataunderlaget frdn denna studie. De hdga halterna BOD, fosfor och
kvéve 1 utgdende vattnet fran slamavskiljarna tyder pa en relativt 1&g vattenforbrukning i hus-
héllen.

Det fanns inget tydligt samband mellan de uppmatta halterna av suspenderat material i ingdende
vattnet till infiltrationsanldggningen (efter slamavskiljaren) och slamférekomsten i fordelnings-
brunnen, luftningsror eller spridarledningar. Férekomsten av kolloider i ingdende vattnet vari-
erade over tid.

Under provtagningsperioden i detta projekt gav den visuella kontrollen mycket varierande re-
sultat och forekomsten av slam i slamavskiljare och fordelningsbrunn varierade 6ver tid i alla
anldggningar forutom anldggning A, vilket gjorde att det var svért att fa ett overgripande intryck
inom ramen for detta projekt dér vi besdkte 6 anldggningar vid cirka 8 tillfallen.

I denna studie visades endast en anldggning ha problem med igenséttning (slam forekom pé
ytan av slamavskiljarens sista kammare, 1 foredelningsbrunnen, luftningsror samt spridarled-
ningar och det fanns en hdg vattenniva i badden, upp till spridarlagret). Vid denna anldggning
var koncentrationen suspenderat material, jirn, fett och BOD ldga. Dock var det okdnt om
materialet 1 spridarlagret var tvdttat, men backspolningsvattnet frén dricksvattenfiltret var
pakopplat avloppet, vattentemperaturen i ingaende vattnet var relativt 1ag (10,1°C) och bara en
av spridarledningarna belastades (dock bara av tva personer).

De uppmitta kol:kvdve (C:N) kvoter i ingdende vattnet till de undersokta anldggningarna lag
mellan 1,2 och 2,1 dvs. var relativt laga vilket 1 tidigare studier har visats frimja igensittning
av sand. Halterna jirn och fett kunde inte ses vara problematiska.

Filamentformiga partiklar i avloppsvattnet kan bidra till igenséttning. I denna studie hittades
filamentvéxande bakterier i1 tvd fordelningsbrunnar dock inte i proverna fran infiltrationssan-
den.

Jarnhalterna efter slamavskiljaren var hogre én i dricksvattnet vid alla undersokta anldggning-
arna. Ddremot observerades inga jarnhydroxidutfallningar som har en karaktéristiskt rodbrun
farg i de undersokta anldggningarna.

I framtida studier skulle det kunna undersdkas om det finns skillnader i den bakteriella sam-
mansdttningen av avloppsvatten vid olika anldggningar. Dessutom skulle infiltrationsanldgg-
ningar kunna f6ljas upp under léngre tid med fokus pa genomslipplighet eller kloggning. Ha-
vererade anldggningar skulle kunna undersdkas med hédnsyn till sammanséttningen av biohu-
den/slammet i bidden. Dessutom skulle faktorer som péverkar den hydrauliska konduktiviteten
kunna undersdkas nérmare.
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