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SAMMENFATNING

Chlorerede Cs-forbindelser er 1 litteraturen fundet
nedbrydelige under aerobe betingelser ved tilstedevzrelse
af alkaner/aromater, men eliers ikke under aerobe for-
hold. Dette indikerer en mulig nedbrydning ved co-meta-
bolisme. De chlorerede oplesningsmidler er ikke fundet
nedbrydelige under strikt anoxiske forhold. Stofferne
er derimod fundet nedbrydelige under anaercbe (methanoc-
gene) forhold. Tilsetning af acetat oger nedbrydnings-
hastigheden under methanocgene forheold.

Dette tyder pad, at nedbrydningen er kcblet til mikro-
organismer, der enten kan oxidere alkaner under aerobe
forhold eller kan reducere kuldioxid/methanol/format/
acetat til methan under methanogene forhold.

Under aerobe forhold er identificeret en rzkke mikro-
organismer, som kan dehalogenere chlorerede methaner
(Methylococcus, Hyphomicrobium, Pseudomcnas). Egenskaben
er knyttet til methanmonocoxygenase-dannelse. Denne form
for oxidativ dehalogenering er kendt fra leverenzymer.

Under delvist anaerobe forhold er set en hydrolytisk
dechlorering via dehalogenase (halidchydrolase). Egen-
skaben er f.eks. fundet 1 Xanthobacter, Pseudomonas,

Maraxella, Hyphomicrobium. Dannelsen af dechlorerede
Cy,-forbindelser som intermedizre nedbrydningsprodukter
under methanogene forhold indikerer en reduktiv dechlo-
rering, som kan vere koblet til de enzymsystemer, som
reducerer kuldioxid, methanol, format og acetat til

methan.

Ved de udforte laboratorieforseg med tilsztning af acetat
som elektronacceptor/prim&rsubstrat til grundvand fra
Skrydstrup specialdepot blev ikke fundet nogen signifi-
kant nedbrydning af 1,1,1-trichlorethan, trichlorethylen
eller perchlorethylen 1 forhold til en fysisk-kemisk
kontrol under anaerobe forhold efter 103 dage.



Ved laboratorieforsegene blev heller ikke fundet nogen
signifikant nedbrydning i forhold til den fysisk-kemiske
kontrol ved tilsatning rddneslam og acetat.

Den manglende nedbrydning i alle forsegene indikerer,
at der i lebet af forsegsperioden ikke er sket en adap-~
tation af mikroorganismerne til de chlorerede cplesnings-
midler. Redoxforholdene har i nedbrydningsperioden varet
strikt anaerobe, idet den tilsatte redoxindikator ikke
har vist tegn pd eget redoxpotentiale. Temperaturforhol-
dene i de udferte forseg har varet 10 °C, hvilket har

kunnet forlange adaptationsfasen.

De udfeorte screeningsforseg med anaerob nedbrydning af
chlorerede oplosningsmidler rejser en razkke spergsmal

vedrerende den anvendte testmetode:

- Den anvendte opstilling af testkolberne er muligvis
ikke optimal og der ber i stedet anvendes infusions-
flasker opstillet pad rysteborde i klimarum.

- Den tilsatte mangde acetat er muligvis ikke til-
strekkelig til at holde biomassen i aktivitet under
hele adaptationsfasen. Dette kan undersgges ved
samtidige analyser af acetatindholdet 1 infusions-

flaskerne.

- For at sikre tilstedevarelse af anaercbe mikroor-
ganismer kan medtages jordprever som inoculum i
stedet for kun at anvende grundvand.

- pen anvendte redoxindikators mulige pavirkning af
biomassen ber underseges ved samtidige nedbrydnings-
forseg med og uden tilsatning af redoxindikator.

- Fremtidig anvendelse af den anaerobe nedbrydnings-
test ber ske med samtidig testning af et reference-

stof for at afpreve biomassens aktivitet.



SUMMARY

Chlorinated C, compounds have been reported degradable
in aercbic envirconments with addition of alkanes/aroma-
tes, but otherwise not. This indicates a possible degra-
dation due to co-metabolism. The chlorinated solvents
have not been reported degradable in stricly anoxic
environments, but the compounds have been reported degra-
dable in anaerobic (methanogenic) environments. Addition
of acetate fasten up the degradation in methanogenic

environments.

This indicates that the degradation is connected to
microorganisms able to oxidize alkanes in aerobic en-
vironments or microorganisms able to reduce carbondi-
oxide/methanol/formate/acetate in methanogenic environ-

ments.

In aercbic environments a number of microcrganisms able
to dehalogenate chlorinated methanes have been identified

(Methvlococcus, Hyphomicrobium, Pseudomonas). The ability
is connected to formation of methane monooxygenase.
This type of oxidative dehalogenation is known from

liver enzymes.

In partly anaerobic enviromnments a hydrolytic dechlori-
nation due to a dehalogenase (halidchydrolase) has been
found. The ability is seen in e.g. Xanthobacter, Pseudo-

monas, Maraxella, Hyvphomicrobium. The formation of de-

chlorinated C; compounds as intermediates in methancgenic
environments indicates a reductive dechlorination, which
could be connected to the same complex of enzymes, which
reduce carbondioxide, methanol, formate and acetate to

methane.

In the accomplished laboratory study with addition of
acetate as electron acceptor/primary substrate to ground-
water from Skrydstrup specialdepot no significant degra-
dation of 1,1,l1-trichloroethane, trichlorcethylene or



tetrachleroethylene was seen compared to the physico-~
chemical contrel in anaercbic environments after 103

days.

In the laboratory study no significant degradation com-
pared to the physico-chemical control was seen with

addition of anaerobic sludge and acetate.

The lack of degradation in all the tests indicates, that
no adaptation of the microorganisms has occured. The
redox potentials in the tests were stricly anaercbic,
ag the added redox indicator did not show any sign of
increased redox potential. The temperature conditions in
the tests were 10 °C, which could have prolonged the

adaptation.

The accomplished screening test with anaerobic degrada-
tion of chlorinated solvents raise some questions con-
cerning the used test method:

- The arrangement of the test flasks might not have
been and in future tests the test flask should be

placed on a stirring board.

- The added amount of acetate might not be adequate
to feed the biomass during the adaptation. This
could be investigated by simultaneous analysis of
the concentration of acetate in the test flasks.

- To ensure the presence of anaerobic microorganisms
samples of soil could be used as inoculum in stead

of using groundwater.

- The effect of the used redox indicator should be
examined in simultaneous degradation tests with
and without addition of redox indicator.

- In future performances of this test method a refe-

rence substance should be used.
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1. INDLEDNING

Dette studium af chlorerede oplesningsmidlers anaerocbe
nedbrydning er udfert som en del af Lossepladsproijektet
for Miljestyrelsen af Vandkvalitetsinstituttet, ATV (VKI).

Formdlet med studiet wvar dels at resumere den viden,
der idag er tilgzngeliqg vedrerende anaercb nedbrydning
af chlorerede coplesningsmidler via et litteraturstudium,
og dels via laboratorieforsegg at undersege de mest opti-
male betingelser for anaercbk nedbrydning af chlorerede

oplgsningsmidler i grundvandszonen.

Baggrunden for projektet har veret en registrering af
et stort antal jord- og grundvandsforureninger med chlore-
rede oplesningsmidler i Danmark. Forureningerne har vae-
sentligst bestdet af tri- og perchlorethylen. Det store
antal forureninger har aktualiseret behovet for studier
af de chlorerede oplesningsmidlers nedbrydelighed. Resul-
tater fra udenlandske laboratorier viser nedbrydelighed
af chlorerede oplesningsmidler under anaerobe forhold
/4, 5, 7, 11/. Biologisk nedbrydning i selve jorden/grund-
vandszonen (in-situ) er en attraktiv afvergeforanstalt-
ning, da omkostningerne ved den biologiske nedbrydning
er relativt smd sammenlignet med andre afvergeforanstalt-
ninger og da nedbrydningsprodukterne fra den biologiske
nedbrydning som regel er ikke-miljefremmede stoffer,

En anaerob nedbrydning af de chlorerede oplesningsmidler
er specielt attraktiv, da denne proces kan anvendes ved
en in-situ rensning i grundvandszonen, hvor der kan for-
ventes at vaere anaerobe forhold. Ved at foretage rensnin-
gen in~situ elimineres omkostningerne til opgravning og
transport af jord, og de totale omkostninger for rensning

af jord og grundvand kan derved reduceres.

Anaerob nedbrydning vil dog kun vare attraktiv; safremt
teknikken ~ anvendt in-situ -~ reducerer indholdet af
1



chlorerede oplesningsmidler 1 tilstrzkkeligt grad, og
safremt dette kan ske inden for en tilstrzkkelig kort

tidshorisont.

Litteraturstudiet har derfor haft til formdl at resumere,
hvilke @ndringer af de fysisk-kemiske forhold i grund-
vandszonen, der er nedvendige, for at optimere'den an-
aerobe nedbrydning, samt med hvilken hastighed processen
kan forlebe og hvilke restprodukter, der kan fremkomme.
Litteraturstudiet har desuden dannet baggrund for den
eksperimentelle del af projektet. |

Laboratorieforsegene har haft til formdl at undersegge
nedbrydeligheden og nedbrydningsforlebet under de optimale
forheld i en batch screeningstest samt at undersege an-

vendeligheden af den anvendte testmetode.

Laboratorietestene er udfert med grundvandsprpver fra
lossepladsprojektets pillotlosseplads wved Skrydstrup,
hver der er konstateret heje koncentrationer af bl.a.
tri- og perchlorethylen i grundvandet. Grundvandet fra
denne lokalitet kan sdledes formodes at indeholde adap-
terede mikroorganismer, som kan nedbryde de chlorerede
oplesningsmidler uden forudgdende adaptationsfase. Ned-
brydningshastigheden er i laboratorieforsegene undersegt
i batchtests med tilsatning af acetat som primersubstrat
samt radneslam som referenceinoculum.



2. LITTERATURVURDERING

Litteratursegningen, som er beskrevet i bilag 1, har
omfattet dichlorethan (DCA), trichlorethan (TCA), vinyl-
chlorid (VC), -dichlorethylen (DCE), trichlorethylen (=
trichlorethen) (TCE) og perchlorethylen (= tetrachlor-
ethylen = tetrachlorethen} (PCE).

2.1. Fysisk-kemiske egenskaber

De fysisk-kemiske egenskaber for en razkke chlorerede
Cp-forbindelser er vist 1 tabel 1. I tabel 1 er desuden
vist beregnede/estimerede vardier af Henry's konstant,
fofdelingskoefficient mellem n-octanol og vand (logPgy)
samt adsorptionskonstant for adsorption til organisk

stof 1 jord (Kge)-

Henry's konstant (H) er beregnet sonm forholdet mellenm
damptryk (i atm.) og opleselighed i vand (i mol/m3) 732/,
Henry's konstant multipliceret med gaskonstanten (R =
8,314 J/K'mol) og temperaturen (293,15 K) angiver for-
holdet mellem stofm@ngde i luftfase og wvandfase. Hvis
fesultatet af denne udregning er sterre end 1, betyder
-det, at stoffet overvejende vii befinde sig 1 luftfaéen
VCg dermed kan strippes fra en vandig oplegsning. Det vil
sige, at vardier af Henry's konstant sterre end ca. 10~
3 angiver, at stofferne vil kunne strippes fra en vandig

oplmsnihg.

Fordelingskoefficienten mellem n-octanol og vand (logPgy)
er s& vidt muligt frémskaffet fra litteraturen og er
ellers estimeret ud fra stoffernes struktur. Adsorptions-
konstanten for adsorptien til organisk stof i1 jord (Xge)
er estimeret ud fra logPgy efter folgende relation /32/:



T 1,1-DCA 1,2-0CA i,1,1-TCA 1,1,2-TCA
molvagt $8.96 98.96 133.41 133.42 g/mol
smeltepunkt - 97.4 - 35.4 - 32,5 - 36.7 *C
kogepunkt 57.3 83.5 74.1 113.7 c
damptzyk (0°C) 70 - - - " mmHg
(20°C) 180 51 100 19 - muHg
{30°C} 270 105 155 32 mmHg
(40°C) - - - - nmHg
oplesalighed {20°C) 5500 8690 4400 4500 mg/1
(25°C) - - - - mg/L
vagtfylde (20°C) 1.1757 1.2569 1.3376 1.44186 kg1
Henrys konstant® 4.26°107% | 0.9171073 | 3.99°107% | 0.74°1073 | ate‘n®/mol
. _ .
log Pow 1.80 1.10 2.30 1,51
*
Ko 50 10 220 25
CAS-nunmer 75~34-3 107-06-2 71~55-6 79-00~5
Vo 1,1-~DCE cis-1,2-0CE TCE PCE
molvagt 62.50 96.95 96,95 131.40 165.83 g/mol
smeltepunkt - 153.8 - 122.5 - 81 - 84.8 - 22.7 -
kogepunkt -~ 13.37 a1.7 47.2 86.7 121.4 c
damptryk (0°C) - - - 20 - mmHg
(2¢°C} 2530 500 200 60 i4 mmHg
(30+C) - 720 - as 24 mmkg
(40°C) - - - - 45 amig
oploselighed (20°C) - -~ 8§00 - - mg,/1
{25°C) 1100 - - 1100 150 mg/L
vagtfylda (20°C) a.9106 t.2129 1.28 1.4649 1.6230 q/em®
Henrys konstant® 189°107°% ‘1073 | 31.97 1072 9.447107% | 20.4°10"3 | am'w®/mol
tog 7" a.92 1.67 1.07 2.29 2,60
+
Koo 7 3s 10 140 270
CAS-nummer 75-01-4 75-35-4 540-39-0 79~GL=6 127-18-4

Tabel 1:

Fysisk—-kemiske egenskaber for 1,l-dichlorethan
(1,1-Dca), 1,2-dichlorethan (1,2-DCA), 1,1,1~
trichlorethan (1,1,1-TCA), 1,1,2-trichlorethan
(1,1,2-TCA), vinylchlorid (vC), 1,l-dichlor=-
ethylen (DCE), c¢is=-1,2-dichlorethylen (cis-
1,2-DCE}, trichlorethylen (TCE) og perchlor-
ethylen (PCE). *) estimerede vardier.

4




Den adsorberede mangde stof pr. kg jord ved en given
koncentration af stoffet 1 jordvasken kan beregnes ud

fra Freundlich's isoterm /32/:
x/m = Ky - cl/n
Kp = Kge * %0C/100

hvor x/m er den adsorberede mangde stof (g/kg), < er
koncentraticnen i jordvasken (g/l) og %0C er det procent-
vise indhold af organisk stof i jorden /32/. Normalt

anvendes konstanten n = 1 ved beregningerne.

Som det fremgar af tabel 1 forefindes stofferne som vesker
i miljeet. Stofferne er moderat oplegselige i vand og
relativt let fordampelige, men en stripning under natur-
lige forhold fra grundvandszonen er ikke mulig pa& grund
af den ringe mengde poreluft over den mattede zone. Stof-
ferne adsorberes til det organiske stof i1 jord, hvorfor
en fjernelse via udvaskning og oppumpning af perkolat
vil vare langvarig. Den naturlige transport fra forure-
ningskilden til grundvandszonen vil tilsvarende vare
langsom. Tilbageholdelsesfaktoren 1 sandede jorde med
lavt indhold af organisk stof kan vare op til 10 gange
/33, 42/, hvorved transporthastigheden kun vil vere 10%

af grundvandets.

Pa grund af stoffernes lave oplmselighed vil stofferne
have en tendens til at bevage sig i den mzttede zone
som diskrete draber i grundvandet. Da vagtfylden af stof-
ferne desuden er sterre end vands, vil de diskrete drdber
sege nedad 1 den mattede zone og lejres oven pé lag med
lav permeabilitet som f.eks. lerlag /26/. Den organiske
vaskefase vil langsomt opleses i grundvandet samtidig
med at fasen ogsd transporteres sidelebende med grund-

vandsstrommen.



2.2. Nedbrydelighed

I forbindelse med en vurdering af chlorerede opleosnings-
midlers bionedbrydelighed i jord er det hensigtsmessigt
at opdéle jorden 1 en rzkke zoner afhangigt af redox-
potentiale og pH. Ned gennem en jordsejle vil redoxpoten-
tialet falde, samtidig med at iltkoncentrationen falder.
Dette betyder =ndrede fysisk-kemiske livsbetingelser
for mikroorganismefloraen og dermed forventeligt en zndret

sammenstning af floraen.

Ved redoxpotentialer over +400 mV anvendes ilt som elek-
tronacceptor ved nedbrydning af organisk stof (aerobe
forhold). I intervallet -100 til +400 mV anvendes nitrat
(denitrificerende forheld). I intervallet -300 til ~100
mV anvendes sulfat (sulfatreducerende forholdf. Ved redox-
potentialer under -300 mV anvendes kuldioxid og organiske
stoffer (methanol, eddikesyre m.v.) under dannelse af

methan (methanogene forhold).

Normalt betegnes alle forhold med et redoxpotentiale
under +400 mV anaerobe (intet forbrug af molekylert ilt).
Men en mere fin inddeling af forholdene pa baggrund af,
hvilke elektronacceptorer, der anvendes, vil vzre af
betydning ved vurdering af nedbrydelighed under anaerobe
forhold.
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2.2.1. Aercb nedbrydning

Bionedbrydeligheden af trichlorethylen er undersegt i
vandigt medium 1 en rzkke tests for let og potentiel
nedbrydelighed /44/. 1 den modificerede OECD Screening
Test, hvor der anvendes sekundzrt bundfzldet spildevand
som inoculum, sds ingen nedbrydning af trichlorethylen
inden for 28 dage. I en enkelt test (Closed Bottle Test)
er set et iltforbrug svarende til 19% nedbrydning i samme
tidsrum. I Zahn-Wellens Test, hvor der anvendes aktivt
slam i heje koncentrationer, er ikke set nogen nedbryd-
ning. Den manglende nedbrydning i Zahn-Wellens Test be-
tyder, at trichlorethylen ikke er nedbrydeligt under
aerobe forhold, og resultatet af Closed Bottle Testen
kan ikke tages som et udtryk for aerob nedbrydelighed,
da testresultatet kun er set i en enkelt test.

Forsog med nedbrydning af 1,1,2-trichlorethan, trichlor-
ethylen og perchlorethylen i havvand viste ingen signi-
fikant nedbrydning inden for 8 dage /25/. Fjernelsen
af teststof i testperioden kunne udelukkende tilskrives
fordampning fra det abne testsystem.

Nedbrydeligheden af 1,2-dichlorethan, 1,1,2-trichlorethan,
trichlorethylen og perchlorethylen er undersegt i umzttede
aerobe kolonner med sandjord /54/. I ingen af kolonnerne
sas nedbrydning af de fire teststoffer. Opholdstiden i
kolonnen var ca. 2 dage. Ved tilsaztning af 0,6% naturgas
til poreluften sds efter 2 uger en nedbrydning af tri-
chlorethylen pad 95% /60/. Naturgassen bestod vasentligst
af methan, ethan og propan.

I forseg med tilsztning af propan til infiltrationsvasken
i umettede sandkolonner sas 80-9%0% nedbrydning af tri-
chlorethylen, mens 1,1,l~trichlorethan ikke blev nedbrudt
signifikant /59/. Opholdstiden i kolonnen var ca. 5 dage.



Forseg med en aercob bakteriestamme, iscleret fra spilde-
vand viste ingen nedbrydning af trichlorethylen under
aerobe forhold /35/. Tils=ztning af phencl, toluen eller
o-/m-cresol som primert substrat initierede en fuldstaendig
nedbrydning af trichlorethylen inden for 24 timer. Dette
kunne tyde pa, at trichlorethylen kan nedbrydes ved co-
metabolisme under aercbe forhcold. Co-metabolisme Xkan
ogsd vzre en forklaring pa den nedbrydning, som er set
i Closed Bottle Testen, safremt det anvendie inoculum
{(recipientvand) i Closed Bottle Testen har indeholdt
organiske stoffer, der kunne fungere som prima@rsubstrat
ved en cometabolisk nedbrydning af trichlorethylen.

P4 baggrund af disse £3 resultater kan det konkluderes,
at de chlorerede oplgsningsmidler ikke er nedbrydelige
under aercbe forhold. Men ved en tilsetning af sma alkaner
eller visse aromater, der nedbrydes til alifatiske syrer,
kan trichlorethylen nedbrvdes; eventuelt ved co-metabo-
lisme. Der er i de gennemforte forseg ikke analyseret
for eventuelle intermedizre nedbrydningsprodukter af
trichlorethylen. Det antages dog, at trichlorethylen
nedbrydes via cis-1,2-dichlorethylen og vinylchlorid
til kuldioxid /59, 60/. 1,1,1-trichlorethan er ikke fundet
nedbrydeligt under de samme forheold som trichlorethylen.

Tilstedevarelse af bakterier, der kan epoxidere ethylen,
kan vare en mulig forklaring pa nedbrydning af trichlor-
ethylen /22/. Tilsatning af alkaner kan ¢ge mezngden af
disse bakterier, der som en sideeffekt ogsa epoxiderer
trichlorethylen. Epoxidet vil s& nedbrydes yderligere.
En anden mulighed er tilstedeverelse af methylotrofe
bakterier, der er i stand til via et monooxygenase-enzym,

at dechlorere halogenerede methaner /60/.
2.2.2. Denitrificerende forhold
1,1,1-trichleorethan, trichlorethylen og perchlorethylen

er forsepgt nedbrudt under denitrificerende forhold. Ved
g



batchforseg blev tilsat ethanol og nitrat for at skabe
denitrificerende forhold, men efter 8 uger var ingen af
stofferne nedbrudt /8/.-

Ved infiltration af spildevand indeholdende 1,1,1-tri-
chlorethan, trichlorethylen og perchlorethylen i dord-
kolonner sis heller ingen nedbrydning inden for 2 uger
/1, 9/. De denitrificerende forhold blev 1 dette tilfzlde
tilvejebragt som feolge af spildevandets naturlige indhold
af organisk stef og nitrat.

Nedbrydningen af perchlorethylen er ogsi undersegt 1
sedimentkolonner under denitrificerende forhold /30/.
Her sds heller ingen nedbrydning inden for 17 dage.

Disse forseg har varet forholdsvis kortvarige og kan
derfor ikke udelukke en mulig nedbrydning efter en adap-

tationsfase.

1l,2~dichlorethan, 1,1,2-trichlorethan, trichlorethylen
og perchlorethylen er sogt nedbrudt i sandet jord fra
den mzttede zone under forheld, som vurderes at vare
denitrificerende /56/. Indenfor -undersggelsesperioden

pad 16 uger sas ingen nedbrydning.

Pa denne baggrund ma det konkluderes, at de chlorerede
oplesningsmidler ikke umiddelbart kan nedbrydes under
denitrificerende forhold. Hvorvidt en nedbrydning Kkan
finde sted ved tilsztning af kortkadede alkaner wvides
ikke.

2.2.3. Methanogene forhold

Der foreligger et stort antal undersogelser af nedbryde-
ligheden af chlorerede Cy~ og Cp—forbindelser under metha-
nogene forhold, da nedbrydning under disse forhold har
speciel interesse for en in-situ rensning af forurenet

jord.
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Bade trichlorethylen, 1,l-dichlorethylen, cis~ og trans-
1,2-dichlorethylen er fundet nedbrydelige i jord fra
grundvandszonen under methanogene forhold /58/. Nedbryd-
ningen, der forleb uden tilsztning af priner substrat,
var langsom med akklimatiseringsperioder op til 16 uger.

Batchforseg med en methanogen bakteriekultur viste lige-
ledes nedbrydning af perchlorethylen og trichlorethylen
/11/. Ogsd her sas akklimatiseringsperioder pd op til
8-12 uger. I kolonneforseg med en methanogen bakterie-
kultur, med tilsztning af acetat som primert substrat,
sds meget hurtig nedbrydning af perchlorethylen og 1,1,1-
trichlorethan efter lag faser pd ca. 10 uger /7/. Ved
nedbrydningen af perchlorethylen sas dannelse af trichlor-
ethylen,

i

Dannelsen af trichlorethylen som nedbrydningsprodukt af
perchlorethylen er ogsd set i1 andre kolonneforseg med
en methanogen bakteriekultur og tilsatning af acetat
/51/. Her sas samtidig dannelse af dichlorethylen og
vinylchlorid samt chlorethan i sporma@ngder. Anvendelse
af l%C-mzrket perchleorethylen viste dannelse af 14Coz
som tegn pd en fuldstandig mineralisering til methan og
kuldioxid. Dette tyder pd, at methanogene bakterier kan
udfere en reduktiv dechlorering af perchlorethylen via
trichlorethylen, dichlorethylen og vinylchlorid til methan
og kuldioxid. De dannede sporm&ngder af chlorethan tyder
pd, at vinylchlorid ogsa kan reduceres til chlorethan.

Dannelsen af trichlorethylen ved nedbrydning af perchlor-
ethylen og cis/trans-1,2-dichlorethylen og vinylchlorid
ved nedbrydning af trichlorethylen er ogsa pavist i forseg
med sediment tilsat gerekstrakt og pepton som primer
substrat /40, 42/. I disse forseg sas ogsa dannelse af
1,1-dichlorethan ved nedbrydning af 1,1, l-trichlorethan.

Den trinvise nedbrydning kunne ses ved en trinvis-dannelse

af trichlorethylen, 1,2-dichlerethylen og vinylchlorid.
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Nedbrydningsproduktet af trichlorethylen var nasten ude-
lukkende cis-1,2-dichlorethylen.

Den trinvise nedbrydning af perchlorethylen'er ogsa obser~
veret 1 forseg med sedimentopslemning uden primer substrat

/41/.

Nedbrydeligheden af c¢is/trans—1,2-dichlorethylen samt
vinylchlorid er yderligere undersagt i batchforseg med
methanogene bakteriekulturer isoleret fra sediment /17/.
Her sé&s en hurtig nedbrydning af dichlorethylen og vinyi-~
chlerid. Der kunne dog ikke cbserveres dannelse af vinyl-
chlorid ved nedbrydningen af dichlorethylen.

I forseg med sediment opslemmet i overfladevand uden
ilt med sojamel som primer substrat sds dog dannelse af
vinylchlorid ved nedbrydning af bade 1,1-dichlorethylen
samt cis- og trans-1,2~dichlorethylen /4/. I forsegene
med cis-1,2-dichlorethylen~nedbrydning sas desuden dan-

nelse af chlorethan.

I batchforseg med nedbrydning af perchlorethylen, tri-
chlorethylen og 1,1,l-trichlorethan under methanogene
forhold med aktivt slam som inoculum er ogsid set nedbryd-
ning /19/. Perchlorethylen blev nedbrudt til trichlor-
éthylen i leobet af 3 dage efter en adaptationsfase pa
40 dage. Den dannede mengde trichlorethylen blev Xun
nedbrudt langsomt, og der sds kun sm& koncentrationer
af 1,2~dichlorethylen og vinylchlorid. 1,1,1-Trichlorethan
blev nedbrudt til 1,1l-dichlorethan uden lag fase, men en
yderligere nedbrydning af 1,l1-dichlorethan sas ikke.

Den reduktive dechlorering af perchlorethylen cg trichlor-
ethylen er i et enkelt tilfzlde ogsd observeret in-situ
/60/. Forureningen bestod af punktkilder af perchlor-
ethylen, som var trzngt ned i den mazttede zone i et sand-
lag med meget lavt iltindhold (0,1 - 0,7 mg/l). Grund-
vandet havde et relativt hejt indhold af organisk stof
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(4-11 mg/1).

Nedstrems punktkilderne sas faldende koncentrationer af
perchlorethylen, mens koncentrationerne af trichlorethy-
len, cis-1,2~dichlorethylen og vinylchlorid steg.

Disse observationer viser, at de naturligt forekommende
mikroorganismer er i stand til at nedbryde de chlorerede
Cy-forbindelser, safremt de rette forhold er tilstede.

Pa baggrund af de her refererede undersogelser med sedi-~
ment og isoclerede methanogene pakteriekulturer ma det
konkluderes, at chlorerede Cz-forbindelser kan nedbrydes
under methanogene forhold. Tilsztning af acetat oger
nedbrydningshastigheden. Nedbrydningsvejen er ¢jensynligt:

—» trans-1,2-DCE —

PCE — TCE » cis~1,2-DCE ~ VC — CH, + COs

—— 1,1-DCE ——

og tilsvarende:
1,1,1-TCA — 1,1-DCA —*~ CA —» CHy + CO»

I alle de refererede undersogelser, hvor der blev identi-
ficeret dannelse af lavere chlorerede ethaner/ethylener,
svarer nmangden af dannede nedbrydningsprodukter ikke
til den nedbrudte mengde teststof /51/. Dette kan skyldes,
at der ogsa dannes andre nedbrydningsprcodukter (som f.eks.
chlorerede ethanoler), der ikke er identificeret.

Der er altsda tale om en trinvis reduktiv dehalogering
af bade polychloreret ethan og ethylen. Muligheden for
en oxidation af dobbeltbindingen i polychloreret ethylen
foreligger, idet der i enkelte forseg med nedbrydning
af f.eks. cis-1,2-dichlorethylen er observeret dannelse
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af chlorethan /4/. Dette kan ske via en epoxidering af
chloreret ethylen /50/ efterfulgt af en reduktion.

3. EKSPERIMENTELT ARBEJDE

Litteraturstudiet viser sadledes, at der er mulighed for
en nedbrydnin§ af de chlorerede oplesningsmidler under
anaercbe forhold ved tilstedevarelse af et primersub-
strat/elektronacceptor som f.eks. acetat. I forbindelse
med undersegelserne pa pilotlossepladsén ved Skrydstrup,
hvor forskellige rensningsmetoder afpreves, kan det derfor
vare formdlstjenligt at undersege, om grundvandet fra
dette omrdde indeholder mikroorganismer, der er i stand
til at nedbryde de chlorerede oplesningsmidler ved til-~
setning af acetat, som det er refereret i litteraturen.

3.1. Testmetode

Til brug ved de indlasdende batchforseqg, som har til formal
at underseoge acetat som primersubstrat samt at opformere
ag karakterisere aktive nedbrydere, kraves en relativ
enkel og palidelig (screening)testmetode.

US EPA har udsendt en veiledende testmetode for under-
sogelse af anaerob nedbrydning under methanogene forhold
/48/. Metoden er en modificeret udgave af en metode til
bestemmelse af "biokemisk methan potentiale" og anaerob
toksicitet /39/. Metocden anvender primert slam fra an-
aerobe rensningsanlzg eller anaerobt sediment som ino-
culum. Inoculum tilsazttes testmediet i en koncentration
pé 10 volumenprocent. I det aktuellé tilfelde anvendes

forurenet grundvand som lnoculum.

Testmediet bestir sidledes i testen udelukkende af grund-
vand tilsat stamoplesninger af naringssalte og vitaminer
samt en indikator for kontaminering med ilt (resazurin)

(se bilag 2).
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Ved forsegene overfores 100 ml testmedium til infusions-
flasker og teststof samt elektronacceptor/primarsubstrat

tilsettes.
3.2. Provetagning og forsegsplan

En grundvandsprgve fra Skrydstrup specialdepot er udtaget
den 8. februar 1987 fra boring 9 i en dybde af 26,4 m.
Temperaturen var ca. 7 °C og redoxpotentialet malt i
felten var ca. + 220 mV. Det heje redoxpotentiale kan
enten skyldes en iltning af grundvandet 1 forbindelse
med prevetagningen, eller at den udtagne grundvandspreve
pd forhand var iltet og dermed md betegnes som anoxisk.

Grundvandsproven blev transporteret til VKI i nedkolet
tilstand (< 10 °C). Ved hjemkomsten blev nitrat- og sul-
fatindholdet malt til henholdsvis 3,9 mg/l og 40 mg/l.
Dette tyder yderligere pa, at det udtagne grundvand var

anoxisk.
Forsegene blev gennemfort som fire serier:

I: Fysisk-kemisk kontrol

II: Teststof

IIL: Teststof + natriumacetat

IV: Tegtstof + natriumacetat + radneslan

med tilsaztning af et af de tre teststoffer (perchlor-
ethylen, trichlorethylen eller 1,1,l-trichlorethan).

Radneslammet blev udtaget fra Ussersd Rensningsanlay
umiddelbart for forsggenes igangsattelse, og der blev
tilsat 1 ml rddneslam pr. 100 ml testmedium i testserie
Iv.

De fysisk-kemiske Kontroller (testserie I) blev tilsat
kvikselvchlorid ved en tilsztning af 0,5 ml pr. 100 ml
testmedium fra en stamoplesning indeholdende 1 g HgCl,

pr. 100 ml.
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Natriumacetat blev tilsat som primersubstrat/elektron-
acceptor i testserie III og IV ved tilsztning af 1 ml
pr. 100 ml testmedium fra en stamoplosning indeholdende
4 g NaCH,;C00 pr. 1.

Der blev tilsat 0,2 ml af en stamoplesning indeholdende
natriumsulfit (S7, se bilag 2) til hver infusionsflaske

for at nedbringe redoxpotentialet.

Til hver infusicnsflaske blev tilsat et af felgende test-
stoffer ved hjzlp af Hamilton-sprojte:

A: Perchlorethylen
B: Trichlorethylen
C: 1,1,1-Trichlorethan

Til infusionsflasker med perchlorethylen er tilsat 2,0
Ll pr. 100 ml svarende til en koncentration pa 32,5 mg/l.
Til infusionsflasker med trichlorethylen er tilsat 2,2
gl pr. 100 ml svarende til en koncentration pa 32,2 mg/l.
Til infusionsflasker med 1,1,l-trichlorethan er tilsat
2,4 41 pr. 100 ml svarende til en koncentration pa 32,1

mg/1.

Testoplesningerne blev inkuberet i vandbad i merke ved
10°C.

Nedbrydningen blev fulgt ved kemiske analyser af rest-
indholdet af chlorerede oplesningsmidler i vaskefasen.

4. RESULTATER

Resultaterne af nedbrydningstesten, som forleb over en
periode pd 103 dage er vist 1 tabel 2 - 4. En eventuel
nedbrydning af det tilsatte teststof, som i testgruppe
- A var perchlorethylen (PCE), 1 testgruppe B trichlor-
ethylen (TCE) og i testgruppe C 1,1,1l-trichlorethan (TCA)
kan ses som et fald i koncentrationen af disse stoffer
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i forhold til koncentrationen i den fysisk-kemiske kontrol

mezrket testserie I. En nedbrydning wvil desuden ifolge

litteraturen fore til dannelse af nedbrydningsprodukterne

trichlorethylen og trichlorethan i testgruppe A og tri-

chlorethan i testgruppe B.

Koncentrationsforlebet for den fysisk-kemiske Xontrol
(testserie I) og de ovrige prever (testserie II, III og
IV) er for hvert af teststofferne vist i figur 3 - 5.

BCE TID Fys/ken PCE PCE+NaAc PCE+NaAc+slam
0 280 270 270 350
18 73 - 110 290 180
32 86 85 160 140
47 130 1490 67 86
61 87 75 81 130
103 65 83 170 230

TCE TID Fys/kem PCE PCE+NaAc PCE+NaAc+slam
0 2 0 0 0
18 1 v 0 0
32 0 0 c 0
47 0 0 0 0
61 0 0 ) 0
103 0 0 0 0

TCA TID Fys/kem PCE PCE+NaAc PCE+NaAc+slam
8] 12 12 12 iz
18 4 3 4 3
32 9 8 3 6
47 0 0 0 0
61 0 0 0 0
103 0 0 0 0

Tabel 2: Koncentrationer af perchlorethylen, trichlor-

ethylen og 1,1,1l-trichlorethan i testgruppe A
med tilsat perchlorethylen. Koncentrationerne
er angivet i [ug/l]. Tidsforlebet er angivet
i [dage].
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Som det fremgdr af tabellerne har grundvandsproverne
haft et mindre baggrundsindhold af alle tre teststoffer
{(perchlorethylen: 26,1 * 23,9 ug/l; trichlorethylen:
9,5 + 9,7 ug/l; trichlorethan: 12,3 # 0,7 zg/1). Indholdet
varierer for trichlorethylen og perchlorethylen mellem
serierne A, B og C, men variationen indenfor serierne
er meget lille. Dette kan skyldes en forskellig handtering
af grundvandspreoverne ved opstilling af de tre serier,
og dermed kan vare fordampet forskellige mengder af tri-
og perchlorethylen.

PCE TID Fys/kem TCE TCE+NaAc TCE+NaAc+slam
Q 33 43 50 47
18 13 14 14 14
32 17 13 15 17
47 9 9 10 10
61 15 10 13 12
103 7 1¢ 10 12
TCE TID Fys/kem TCE TCE+NaAc TCE+NaAc+slam
0 1300 1200 1200 1100
18 300 330 340 350
32 320 290 320 420
47 420 460 410 440
&1 540 440 510 4990
103 400 450 450 460
TCA TID Fys/kem TCE TCE+NaAc TCE+NaAc+slanm
0 12 14 12 12
i8 4 4 4 5
32 3 3 3 6
47 4] o 0 a
61 0 c 0 0
103 0 0 0 0

Tabel 3: Koncentrationer af perchlorethylen, trichlor-
ethylen og 1,1,1l-trichlorethan i testgruppe B
med tilsat trichlorethylen. Koncentrationerne
er angivet 1 [ug/l}. Tidsforlebet er angivet
i (dage].
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Det fremgar desuden af tabellerne og figurerne, at kon-
centraticnerne af alle tre teststoffer falder vasentligt
i alle tre testgrupper i lebet af de forste 18 dage mellem
cpstart og feorste prevetagning. Kencentratioconerne malt
ved opstart er ogsd mindre end de koncentraticner, sonm
er beregnet ud fra den tilsatte m@ngde. Dette fald skyldes
antageligt fordampning fra veskefasen til den ovenstadende
luft i infusionsflaskerne. Efter forste provetagning er
faldet meget lille.

PCE TID Fys/kenm TCA TCA+NaAc TCA+NaAc+slam
0 3 3 3 7
18 1 1 1 2
32 1 0 1 2
47 i 1 0 1
61 1 1 1 1
103 1 1 1 1
TCE TID Fys/ken TCA TCA+NaAcC TCA+NaAc+slam
0 17 18 17 21
13 6 5 5 6
32 8 7 7 S
47 7 10 8 12
61 8 4 6 10
103 ) 5 6 7
TCA TID Fys/kem TCA TCA+NaAc TCA+NaAc+slam
0 400 430 410 570
18 120 140 130 150
32 170 160 150 200
47 120 230 170 270
61 200 180 150 270
103 170 150 150 160

Tabel 4: Xoncentrationer af perchlorethylen, trichlor-
ethylen og 1,1,l1-trichlorethan 1 testgruppe C
med tilsat 1,1,l-trichlorethan. Koncentratio-
nerne er angivet 1 {ug/l]. Tidsforlebet er
angivet i ([dage].

1°



Det fremgar desuden, at forskellen mellem de fysisk-ke-
miske kontrcoller og de ¢vrige testkolber er meget lille.
Dette betyder, at der i forsogspericden ikke er sket
nogen signifikant biologisk nedbrydning af de chlorerede

oplosningsmidler.

I testserie IV, hvor der er tilsat anaerobt slam, der
ifplge litteraturen kan adapteres til de chlorerede op-~
1¢sningsmidler,'ses heller inqén signifikante fald i
forhold til de fysisk-kemiske kontroller.

Dette indikerer, at mikroorganismerne 1 det anaerobe
slam 1 lobet af testperioden pa 103 dage (ca. 15 uger)
ikke er blevet adapteret. Dette kan skyldes, at adap-
tationsfasen er langere end 103 dage, men 1 litteraturen
~ er adaptationsfasen for laboratorieforssg fundet at vare
mindre. Den hestsidste mdling er foretaget efter 61 dage
{(ca. 9 uger), og konklusionen om manglende adaptation
bygger séledes kun pa det sidste malepunkt. Der er dog
ikke set adaptation i nogen af de tre testgrupper.

Tilsvarende er der ikke fundet nogen signifikant nedbryd-
ning i de forseg, der udeiukkende anvendte grundvand
tilsat natriumacetat (testserie II). Dette betyder, at
det udtagne grundvand ikke har indeholdt mikreoorganismer,
der pa forhand var adapteret til de anvendte chlorerede
oplosningsmidler, eller at grundvandet ikke har indeholdt
mikroorganismer, der kunne adapteres til de chlorerede

oplesningsmidler.

Maélingerne af redoxpotentiale samt nitrat- og sulfat-
indhold indikerer, at det udtagne grundvand ikke har
veret anaerobt men derimod anoxisk. Til trods for at
grundvandspreven er udtaget i stor dybde, er der mulighed
for at der er sket en vasentlig tilstremning af wvand
fra de ovenliggende omrader i jordsystemet, idet boringen
var filtersat i hele boringens dybde. Dette betyder, at
indholdet af anaerobe mikroorganismer, der kunne vare
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ansvarlige for en eventuel nedbrydning, kun har varet
til stede i lille mangde.

Da der heller ikke blev fundet nedbrydning ved tilsztning
af anaerobt slam, kan det dog ikke udelukkes, at de an-
aerobe mikrocorganismer blot 1ikke er blevet adapteret
til nedbrydningen i lobet af forsegsperioden.

ANAEROB NEDBRYDNING PERCHLORETHYLEN

% AF STARTKONCENTRATION

120
~——— FYS-KEM KONTRCL

100 o= N ~ — GRUNDVAND
DO
N N ~-==~= GRUNDVAND+ACETAT
80 = \‘

L\ | sevees ACETAT+RADNESLAM
60 — e

20 —

G 20 40 50 a0 100 120
TI0 {dage]

Figur 3: Koncentrationsforleb af perchlorethylen gennem
forsegsperioden i procent af startkoncentration.
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{ ANAEROB NEDBRYDNING TRICHLCRETHYLEN
% AF STARTKONCENTRATION
120
! ~—  FYS—KEM KONTRCL
G ' ~ —  GRUNOVAND
‘i\ ~-=~  GRUNDVAND+ACITAT
80 i—%
- ‘g ------- ACETAT+RADNESLAM
50 |—
Ty
20 —
G ! L A : ! L L { L
b 20 40 50 8o 100 120
TIO {dags]
Figur 4: Koncentrationsforleb af trichlorethylen gennem

forsegsperioden 1 procent af startkoncentration.

ANAEROB NEDBRYDNING 1.1, 1-TRICHLORETHAN
% AF STARTKONCENTRATION
120 ,
L ——  FYS—KEM KONTROL
100 — ~—  GRUNDVAND
8 -===  GRUNDVAND-+ACETAT
i .
\ L e ACETAT+RADNESLAM
N EN
40 -
20 -
’—A
o ! i L | ! i L | L L L
0 20 40 50 30 100 120
TO (dage]
Figur S: XKoncentrationsforleb af 1,1,i-trichlorethan

gennem forsegsperioden i procent af startkon-
centration.
22



5. KONKLUSICN
5.1. Litteraturstudium

De chlorerede Cp-forbindelser er i litteraturen fundet
nedbrydelige under aerobe betingelser ved tilstedevarelse
af alkaner/arcmater, men ikke under strikt aerocbe eller
forhold. Dette kan betyde, at de chlorerede oplesnings-
midler kan nedbrydes aerobt ved co-metabolisme. De chlo-
rerede oplesningsmidler er ikke fundet nedbrydelige under
strikt anoxiske forhold. Stofferne er derimod fundet
nedbrydelige under anaerobe (methanogene) forhold. Tilszt-
ning af acetat gger nedbrydningshastigheden under metha-
nogene forhold. Dette tyder pa, at nedbrydningen er koblet
til mikroorganismer, der enten kan oxidere alkaner under
aerobe forheld eller kan reducere kuldioxid/methanol/for*
mat/acetat til methan under methanocgene forhold.

Under aercbhe forhold er identificeret en rekke mikro-

organismer, som kan dehalogenere chlorerede methaner
{Methylococcus, Hyphomicrobium, Pseudomeonas). Egenskaben
er knyttet til methanmonooxygenase-dannelse /14/. I Hypho-
microbium arter er det aktive enzym blevet induceret
af dichlorethan, men dichlorethan blev ikke nedbrudt
/28, 29/. Muligheden for at nedbrydningen af chlorerede
Cy-forbindelser under aercbe forhold er knyttet til et

alkan-oxygenase system foreligger dog /50/. Denne form
for oxidativ dehalogenering er kendt fra lever enzymer

/50/.

Under delvist anaerobe forhold er set en hydrolytisk
dechlorering via dehalogenase (halidohydrolase) /26/.
Egenskaben er f.eks. fundet i Xanthobacter, Pgseudomonas,
Maraxella, Hyphomicrobium /21, 26/. Nedbrydningsproduktet
er en alkohol. Et sidant hydrolase enzym, isoleret fra
Xanthobacter kunne dechlorere 1,1-dichlorethan, men ikke
de tilsvarende ethylener /26/. Denne proces regnes dog

som en sandsynlig nedbrydningsvej ogsa for ethylener /50/.
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Fra jord er isocleret en fakultativ methylotrof mikro-
organisme, der er i stand til at anvende 1,2~dichlor-
ethylen som eneste kulstofkilde /24,59/. Organismen inde-
holder ingen oxidase-systemer. Ved nedbrydningen af 1,2-
dichlorethylen dannes 2-chlorethanol,lder metaboliseres
videre til 2-chloracetat og ethylenglycol. I samme under-
spgelse er desuden isoleret en Pseudomonas art, der kan
omsette 2~chlorethancl som eneste kulstofkilde.

Dannelsen af dechlorerede Cp-forbindelser som intermedizra
nedbrydningsprodukter under methanogene forhold indikerer
deg en anden, reduktiv mekanisnme. Den reduktive dechlore-
ring kan vare koblet til de enzymsystemer, som reducerer
kuldioxid, methanol, format og acetat til methan. Reak-
tionen kan eventuelt ske via dannelse af en alkohol som

nevnt ovenfor:

Cly=cCly + OH” —  Clye=c{ + c1”

+OH

+ Hy — Cl,C=CHCL + H30
Normalt antages deog kun kuldioxid, methanol, format og
acetat at kunne anvendes som substrat for denne proces.

5.2. Laboratorieforseqg

Ved de udforte laboratorieforsgg med og uden tilsetning
af acetat som elektronacceptor/primersubstrat til grund-
vand fra Skrydstrup specialdepot blev ikke fundet nogen
signifikant nedbrydning af 1,1,l1-trichlorethan, trichler-
ethylen eller perchlorethylen i forhold til en fysisk-
kemisk kontrol under anaercobe forhold. Forsegsperioden
var 103 dage.

Ved laboratorieforsegene blev heller ikke fundet nogen
signifikant nedbrydning i forhold til den fysisk-~kemiske
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kontrol ved tilsatning ridneslam og acetat.

Ved alle forsegene sas i starten af forswgene en fordamp-
ning af teststofferne til den ovenstdende luftfase i de
lukkede infusionsflasker. Denne fordampning fandt sted
1 Ipbet af de forste 18 dage mellem forsegenes start
og den forste provetagning. Derefter sids intet fald i den
vandopleste koncentration af teststofferne.

Den manglende nedbrydning i alle forsegene indikerer,
at der 1 lgbet af forsegsperioden ikke er sket en adap-
tation af mikroorganismerne til de chlorerede oplesnings-
midler. Redoxforholdene har i nedbrydningsperioden varet
strikt anaerobe, idet den tilsatte redoxindikator ikke

har vist tegn pd gget redoxpotentiale.

Ud fra litteraturstudiet skulle det forventes, at der
ville ske en adaptation og efterfolgende nedbrydning i
de forseg, hvor der blev tilsat radneslam og acetat.

Temperaturforholdene i de udferte forseg er dog sa lave
som 10 °C, hvilket har kunnet forlange adaptationsfasen.
Den udeblevne adaptation kan ogsa skyldes, at adaptations-
perioden er blevet forlenget pa grund af manglende om-
rystning af infusionsflaskerne under forsweget, hvilket
har mindsket opblandingen mellem teststof og de anaerche
mikroorganismer. En anden mulighed er, at den tilsatte
mengde acetat blev forbrugt af mikroorganismerne, inden
der skete en adaptation til de chlorerede oplesnings-

midler.

De udferte mdlinger af redoxpotentiale samt nitrat- og
sulfatkoncentration indikerer, at det udtagne grundvand
overvejende var anoxisk. Det er derfor muligt for at
den udtagne grundvandsprove ikke har indeheoldt adapterede
anaerobe mikroorganismer. Dette kan dog ikke forklare,
at der ikke er set adaptation i de testserier, hvor der

er tilsat radneslam.
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De udferte screeningsforseg med anaerchb nedbrydning af

chlorerede oplesningsmidler rejser derfor en rzkke sporgs-—

mal vedrerende den anvendte testmetode:

1)

2)

3)

4)

45)_

Den anvendte opstilling af teskolberne er muligvis
ikke optimal og der ber i1 stedet anvendes infusions-
flasker opstillet pa rysteborde i klimarum.

Den tilsatte mengde acetat er muligvis ikke til-
strzkkelig til at holde biomassen i aktivitet under
hele adaptationsfasen og den efterfelgende nedbryd-
ningsfase. Dette kan underseges ved samtidige ana-
lyéer af acetatindholdet i infusionsflaskerne. Ana-
lyserne kan santidig tages som et mal for den mikro-
bielle aktivitet i nedbrydningsmediet. Eventuelt
kan- der tilsattes acetat flere gange under nedbryd—‘
ningsforlébet ved"injekﬁion af en stamoplgsning.

For at sikre tilstedevzrelse af anaerobe mikroor-

ganismer Xkan medtages Jjordprever som inoculum i
stedet for kun at anvende grundvand. Dette giver
dog en inhemogenitet mellem de forskellige batch i

hver testserie.

Den anvendte redoxindikators mulige pavirkning af
biomassen ber underseges ved samtidige nedbrydnings-
forseg med og uden tilsztning af redoxindikator.

Fremtidig anvendelse af den anaerobe nedbrydnings-
test ber ske med samtidig testning af et reference-
stof for at afprove biomassens aktivitet. Der er
ikke i den amerikanské‘forskrift, der ligger til
grund for den anvendte metode, navnt eksempler pa

referencestoffer.
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Det gennemforte litteraturstudium har varet baseret pé
felgende:

- gennemgang af tilgengelig handbogslitteratur.
- litteratursegning pa Dialog databaser via VKI's
on-line system.

Ved on-line litteratursegningen er segt i felgende data-
baser:

- Chemical Abstract

- Biosis

- Enviroline

- Water Ressources Abstracts
- Pollution Abstracts

- Acualine.

Der er sogt i perioden 1978-~1987. Som overordnede de-
scriptorer ved sggningen har varet anvendt:

- stofnavne
- CAS-registreringsnumre.

Som underordnede descripteorer har varet anvendt:

- anaercb ? (F) degradat ?

- anaercb ? (F) biodegradat ?
- anaerob ? (F) detoriorat ?
- anoxic (F) degradat ?

- anoxic (F) biodegradat ?

- anoxic (F) detoriorat ?

- dechlor ?

- dehalogen ?

hvor "?" angiver, at ordets endelse ikke er fastlagt og
"(F)" at de to ord forekommer umiddelbart efter hinanden.

Mindre tilgzngelige sprog (russisk, polsk, Jjapansk, kine-
sisk o.lign.} er udelukket fra segningen.
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Neringssalte og vitaminer:

S1: 27,2 g KH,yPOy
i 1 1 delioniseret wand
S2 35,6 g NapHPO, + 2 HpO
i 1 1 deioniseret vand
33: 24,0 g NHuCl
24,0 g Nacl
8,8 g CaClpy + 2 HyO0
8,0 g MgCl, -« 6 Hy0
s4: 8,0 g NaHCO3
i 1 1 deioniseret vand
55 2,0 g FeCl, + 4 Hp0
' 0,38 g H3BOj3
0,14 g ZnCl,
0,18 g CU.C12 + 2 Hzo
0,1 g MnCl, * 4 H50
0,17 g (NH4)6M07024 - 4 H20
2 g CoCly - 6 HyO
0,5 g EDTA
1 ml 1,0 M HCL
i 1 1 deioniseret vand
Sé 2 mg biotin
2 ng folinsyre
10 mg pyridoxin hydrochlorid (Bg)
5 mg riboflavin (Bj)
5 mg thiamin (Bq)
5 ng Blz
3 ng p-aminobenzosyre
5 mg Nicotinsyre
i 1 1 deicniseret vand
s7: 1,75 g Nay$ -+ 9 Hp0

i 10 nl deioniseret wvand

sS8: 0,5 g Resazurin
i 1 1 deioniseret wvand
S9: 85 MgCls, + 6 H,0

g
14 g CaCly - 2 HyO0
i 1 1 deioniseret vand

Testmediet er fremstillet pd folgende made:

1,6 1 forurenet grundvand overfgres til en 5 1 kolbe og
gennemblzses med Ny (1 [l/min]). Dernast tilszttes:
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50 ml S1
50 ml 82
40 ml 83
2,5 ml 88

Der tilsattes deioniseret vand til et volumen pi 2,9
1, og gennemblasningen med N, fortszttes i minimum 15
minutter. Dernast tilsattes:

160 ml sS4
3,2 mi 85
25 ml Sé

3,2 ml S9

Gennemblasningen ®ndres til 30% CO5 og 70% N, ved 1 l/min
og fortszttes indtil pH stabiliseres pad 7,1. Derefter
fyldes op til 3,2 1 med grundvand. Mediet fordeles i
tre flasker, der forsegles. Mediet fremstilles umiddelbart
for opstart af ny nedbrydningstest for at sikre optimal
aktivitet af biomassen i mediet.
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