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1 Forord

Narverende projekt er udfert af Carl Bro a|s i samarbejde med
Kabenhavns Universitet, Afdeling for Generel Mikrobiologi, og Dansk
Teknologisk Institut, Afdelingen for Bioteknik.

Projektet har modtaget midler fra EEC-NORSPA programmet pi kontrakt
nr. 92/DK/007 og fra Miljestyrelsen. De resterende omkostninger er
finansieret af de involverede parter.

Denne tekniske rapport omhandler resultaterne fra fase 1 af NORSPA-
kontrakten og er udarbejdet til brug for bide EU og Miljostyrelsen som
dokumentation for det udferte arbejde.

Det er blevet besluttet, at den tekniske rapport skal omhandle relevante
detaljer uden at give fuld dokumentation for alt udfert arbejde. Safremt
der er interesse for yderligere detaljer om projektet, kan deltagerne
kontaktes.

Vi ensker specielt at takke Statoil Inc. for assistance med at skaffe jord til
projektet.

Kristian Kirkebjerg, Carl Bro Milje as

Pia Winther, Carl Bro Miljo as

Peter Westermann, Kebenhavns Universitet
Jacob Muoller, Kebenhavns Universitet
Bente Lund, Dansk Teknologisk Institut
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2 Sammendrag

Der blev udfert eksperimenter til undersogelse af muligheden for at
fremme biologisk nedbrydning af dieselolie i sandjord fra den umattede
zone under simulerede in-situ betingelser. Jorden blev underkastet for-
skellige behandlinger - bioventing dvs. beluftning, tilsztning af nzrings-
saite og inokulering med en bakteriel renkultur, som var i stand til at
nedbryde dieselolie. De eksperimentelle betingelser blev valgt saledes, at
de 14 s t=t pA naturligt forekommende forhold som muligt.

For at simulere in-situ forhold, blev dieselolieforurenet jord ( dieseloli-
eindheld ca. 2000 mg/kg jord) opgravet og anbragt i to 20 m® containere,
som hver var delt i tre rum. Hvert rum modtog 6 m’ forurenet jord. De
eksperimentelle betingelser i de forskellige rum var som falger: Et forblev
ubehandlet, ét blev udelukkende beluftet, to blev beluftet og tilsat ne-
ringssalte og to blev beluftet og tilsat nzringssalte og olienedbrydende
bakterier.

Bioventingsystemet bestod af to perforerede lodrette boringer - en in-
jektionsboring og en vakuumboring - pr. containerrum. Beluftningen blev
udfert vha. diskontinuerlig luftinjektion svarende til 0,36 porevolumen/
time. Ilt- og kuldioxidniveauet i jord-luften blev kontinuerligt overvaget
vha. 24 prober. Belufiningen blev lukket ned to gange under eksperimen-
tet, og nedbrydningshastigheder for dieselolie blev beregnet p4 baggrund
af respirationsdata for iltforbrug og kuldioxidproduktion.

Den olienedbrydende bakteriekultur, der blev brugt til inokulering, blev
opdyrket i en 50 | fermentor og tilsat i vandig oplesning til forsegsjordens
overflade, hvorefter vandet recirkuleredes for at fremme spredningen af
bakterierne. Inokulumsterrelsen var 1,9 x 107 CFU/g jord. Nzringssalte i
form af nitrat og fosfat blev tilsat af to omgange i vandig oplesning,
saledes at C:N:P-forholdet blev 120:10:1.

Nedbrydning af dieselolie skete til en vis udstrkning i alle containerrum.
I de beluftede rum, som ogsi blev tilsat naringssalte, foregik nedbryd-
ningen hurtigt i de farste 30 degn, hvorefter nedbrydningshastigheden
faldt, saledes at ca. 20 % af det oprindelige dieselolieindhold var titbage
efter 112 degn. Den laveste dieselolickoncentration, der blev malt i disse
rum, var 251 mg/kg jord. Tilsetning af olienedbrydende bakterier frem-
mede ikke nedbrydningen yderligere, idet tilnzrmelsesvis den samme
dieseloliekoncentration opniedes efter 112 dagn i beluftede containerrum,
hvor der var blevet tilsat n@ringssalte. I et af de inokulerede rum in-
hiberedes nedbrydningen til en vis grad i de farste 37 degn, hvorefter
nedbrydningen tog fart. Ca. 1.600 mg dieselolie/kg jord blev nedbrudt i
disse rum. Nedbrydning i det rum, som kun blev beluftet, var langsom-
mere og endte med, at 60% af den oprindelige dieseloliekoncentration var
tilbage. Et tilsvarende memnster sis i det ubehandlede containerrum.
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Chromatografiske data viste, at sammensztningen af olien blev forandret i
de containerrum, hvor betydelig nedbrydning skete. Ved forsegsperiodens
udleb var de ligekzdede alkaner forsvundet, og dieselolien forekom
udelukkende i form af UCM.

De totale antal af heterotrofe bakterier samt antallet af olienedbrydende
bakterier faldt langsomt under forsegsperioden, selvom biologisk ned-
brydning fandt sted.

Nedbrydningshastigheder for dieselolie blev beregnet ud fra henholdsvis
nedbrydningsdata og respirationsdata: Nedbrydningsdata fra de indledende
19 degn viste, at den hejeste nedbrydningshastighed pa 74 mg dieseloli-
e/kg jord/dag fandtes i de beluftede containerrum, som blev tilsat ne-
ringssalte. Hvor bakterier blev tilsat, var hastigheden 46 mg diesel-olie/kg
jord/dag. Beluftning alene gav en hastighed pa 27 mg dieselolie/kg jord/-
dag. P4 grund af variationen af data, ber disse hastigheder fortolkes med
forsigtighed. Beregninger af de samme hastigheder, men udfert pA grund-
lag af respirationsdata (iltforbrug) gav en nedbrydning pa henholdsvis 32,
20 og 8 mg dieselolie/kg jord/dag. Grunden til forskellen mellem ned-
brydningsdata og respirationsdata er ikke klarlagt. Den lavere nedbryd-
ningsrate tilskrives faldende temperatur og eget andel af svierere ned-
brydelige forbindelser i olien. Nedbrydningshastigheder beregnet ud fra
kuldioxidproduktionen var generelt en faktor to mindre end hastigheder
beregnet ud fra iltoptagelsen.

To respirationstests i hhv. september og oktober gav beregnet ud fra
iltforbrug lavere nedbrydningshastigheder. Den hejeste hastighed i sep-
tember var 1,8 mg dieselolie/kg jord/dag i de beluftede containerrum,
som blev tilsat nzringssalte og bakterier, og den laveste var 0,19 mg
dieselolie/kg jord/dag i oktober i et af de beluftede rum, som blev tilsat
nzringssalte.
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3 Imtroduktion

3.1 Projektbeskrivelse

Forurening af jord og vand med dieselolie/fuelolie er et problem af
stigende betydning. Arsager til forureningen kan f.eks. vere spild/udslip
fra tankstationer eller lekkende opbevaringstanke.

Sterstedelen af olieforureningen er normait kun niet til den umzattede
zone, nér den opdages. Hvis forureningen af den umattede zone befinder
sig langt under terren eller tzt ved bygninger, rar, kabler eller andre
permanente installationer, er udgravning af jorden meget vanskelig og
meget kostbar. I sidanne tilfzlde vil in-situ biologisk nedbrydning af
dieselolien udfert in-situ vere et realistisk alternativ til udgravning. En
yderligere fordel ved at benytte in-situ biologisk nedbrydning er den
minimale fysiske forstyrrelse pa den forurenede grund og den deraf
folgende minimale forstyrrelse af aktiviteter pA grunden. I en situation,
hvor en stor mengde jord er forurenet med en moderat oliekoncentration,
vil konceptet med biologisk nedbrydning ligeledes vare skonomisk
favorabelt og et godt alternativ til udgravning.

Selvom in-situ biologisk jordrensning af olieforurenet jord benyttes regel-
messigt, eksisterer der kun fi veldokumenterede eksempler, og pa grund
af utilstraekkelige kontrolforseg er fortolkningen af de tilgzngelige data
ofte tvetydig. Specielt frembyder den uensartethed, der ofte er forbundet
med forureningen, problemer, ndr resultaterne af jordrensningen skal
dokumenteres.

3.2 Przsentation af de problemer, der undersages i
projektet

Formalet med projektet var at underssge muligheden for at stimulere den
biologiske nedbrydning af dieselolie i jord fra den umatiede zone. For-
segene blev udfert under simulerede in-situ betingelser, dvs. at den
forurenede jord blev udgravet og anbragt i lukkede containere, far be-
handlingen blev udfert. Denne fremgangsméide muliggjorde overvagning
og kontrol af de forsagsmassige betingelser i hajere grad, end hvis der
var tale om en aktuel jordrensning udfert in-situ. Metoden har yderligere
den fordel, at der er mulighed for at blande jorden og derved i nogen
grad homogenisere forureningen forud for jordrensningsforsegene.

Den biologiske nedbrydning blev stimuleret via bioventing af jorden.
Desuden blev det forsegt at sge nedbrydningshastigheden ved at tilsztte
nzringssalte og bakterier, som var isoleret fra den forurenede jord.
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Nedenstaende spergsmal ligger til grund for undersogelserne:

. Hvilken hastighed kan opnis for biologisk nedbrydning af die-
selolie ved bioventing af forurenet jord?

* Hvordan indvirker tilsztning af n=zringssalte og bakterier til
Jjorden pé hastigheden for biologisk nedbrydning?

. Hvilken sammenhzng er der mellem iltoptagelsen og kuldioxid-
produktionen i forhold til hastigheden for biologisk nedbrydning?

. Beluftes jorden tilstrekkeligt med en svag luftstrem gennem
jordmatricen?
. Hvordan kan resultaterne fra dette projekt overferes til in-situ

betingelser?
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4 Baggrundsmateriale/Erfarin-
ger fra tidligere undersegelser

4.1 Tilszetning af adapterede mikroorganismer - starterkul-
turer

Inokulering af forurenet jord er ensbetydende med at udsztte mikroor-
ganismer i et naturligt milja med det formal at ege nedbrydningshastig-
heden eiler omfanget af nedbrydningen af forureningen (eller begge dele).

Forudsztningen for, at inokuleringen skal lykkes, er, at de tilsatte orga-
nismer bevarer deres specialiserede metaboliske aktivitet (evnen til at ned-
bryde de fleste olickomponenter, genetisk stabilitet, evnen til at bevare
vekst og nedbrydningskapacitet efter opbevaring). Derudover krazves det,
at organismerne bliver transporteret, si de kommer i kontakt med foru-
reningen og nzringssalte, og at omgivelserne understatter nedbrydnings-
aktiviteten og mikroorganismernes overlevelse (hurtig vakst efter opbe-
varingen, hwj enzymatisk aktivitet og vekst i jordmiljeet, evnen til at kun-
ne konkurrere med den naturlige jordflora). Ved tilsetning af kulturer
skal det pa forhind undersages, at kulturerne ikke er patogene eller i
stand til at producere toksiske metabolitter (Atlas, 1977 & 1991).

Ved spredning i et heterogent milje som jord udsattes mikroorganismer
for en lang rakke abiotiske og biologiske stressfaktorer. De vigtigste
abtotiske faktorer er pH, vandindhold, temperatur, redoxforhold ogi
serdeleshed indholdet af n&ringsstoffer. Under de fremherskende oli-
gotrofe forhoid i de fleste jorde er mikroorganismerne oftest udsat for suit
stress, hvilket favoriserer indigene organismer tilpasset dette milje, idet
tilsatte mikroorganismer oftest er opformeret under neringsrige forhold.

De vigtigste biologiske faktorer, som pavirker overlevelsen af introdu-
cerede mikroorganismer, inkluderer alle former for mikrobiel interaktion
sdsom parasitisme, antagonisme, konkurrence og pradation. En lang
rekke af disse faktorer pavirkes af jordens fysiske struktur, hovedsageligt
poresterrelsen. Flere undersegelser har vist, at en stor del af jordens bak-
terieflora findes i kapillzere porer og dermed er beskyttet mod pradation
fra protozoer og nematoder (Elliott et al., 1980). Samtidig forefindes
neringsstoffer og forureningskomponenter netop adhaderede til partikel-
overflader samt i kapillere hulrum. En tilsat bestand af mikroorganismer
vil derimod hovedsageligt forefindes i mere dbne porositeter i jorden,
indtil de beskyttende mikronicher er niet (Van Veen and Paul, 1981) og
dermed i hajere grad vare udsat for abiotiske og biologiske stressfaktorer.
Endelig kan det vzre vanskeligt at fi inokuleret den forurenede jord
tilstrekkeligt homogent, siledes at mikroorganismerne kan komme i
kontakt med forureningen.
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Goldstein et al. (1985) angiver falgende grunde til at anvendelsen af
starterkulturer ikke lykkes:

. koncentrationen af forureningskomponenten i naturen kan vare
for lav til at understette vakst af den tilsatte mikroorganisme

o den inokulerede jord kan indeholde stoffer, der inhiberer den
tilsatte mikroorganismes vakst eller aktivitet

. den tilsatte mikroorganismes vzksthastighed ved den lave kon-
centration af forureningskomponenter kan vere mindre end pre-
dationshastigheden (f.eks. af protozoer)

. den tilsatte mikroorganisme udnytter andre organiske stoffer i
miljoet end forureningskomponenten, der enskes fjernet

. den tilsatte mikroorganisme kan ikke tr@nge gennem porerne i
jorden og frem til forureningen.

4.2 Opformering og spredning

Opformeringen vil typisk forega i reaktorer ved submers dyrkning. Da
forholdene ved opformeringen siledes er vasentlig anderledes end for-
holdene i jorden, er det af afgerende betydning, at den opformerede
kulturs evne til at kolonisere jorden og nedbryde kulbrinter efterfalgende
afproves, inden den opformerede kultur spredes pa den forurenede lokali-
tet. ' '

Nogle undersegelser har vist, at evnen til at nedbryde kulbrinter kan vzre
plasmidbéren. Efter lengere tid i et miljo, hvor kulbrinter ikke er til
stede, og det selektive pres derfor ikke er til stede, kan det derfor for-
ventes, at mikroorganismerne vil miste evnen til kulbrintenedbrydning -
plasmidet vil ikke overferes til de efterfalgende generationer (Leahy &
Colwell, 1990).

Ved forseg i laboratorieskala, hvor ganske smi mangder inokulum er pé-
kravet, foretages opformeringen typisk pa oliekomponenten. Ved forseg i
stor skala er denne fremgangsmade ikke realistisk (tid og reaktorstorrel-
se). Til in-situ forseg med spredning af mikroorganismerne i jord er det
desuden nedvendigt at frembringe en homogen, ikke viskas vaske som

" inokulum,

Ellis et al. (1990) har beskrevet storskalaforseg med inokulering af
olieforurenet jord med mikroorganismer. De opformerede mikroorganis-
mer i 150 1 reaktor p4 glucosebegraenset vekstmedium. Mikroorganismer-
ne blev dyrket ved 25-32°C i 48-80 timer med en slutkoncentration af
bakterier pa 10'° - 10" CFU/ml. Kulturen blev centrifugeret, resus-
penderet i fysiologisk saltvand og opbevaret ved 4°C i op til 5 dage inden
inokulering.
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Inokulering af jord med det formal at ege den biologiske rensning af
jorden er en relativt ny teknologi, der har fiet megen omtale. I de fleste
beskrevne tilfzlde er det ikke muligt at vurdere effekten af tilsztningen
pga. manglende kontrolparceller, og pga. at rensningen ikke er kvantita-
tivt overvaget gennem hele rensningsforlebet. Der mangler ligeledes viden
om nedbrydningskinetik, dannelsen af eventuelle toxiske produkter,
organismernes nzringsbehov i jorden og faktorer, der pavirker mikroor-
ganismemnes transport og vedhafining i jorden (Marlow et al., 1991).

Som tidligere n&vnt kan det ved in-situ rensning vare szrdeles vanskeligt
at fa spredt starterkulturen (og eventuelle nzringssalte) i jorden pa den
forurenede lokalitet. I lerede, kompakte jorde vil det nzppe vere muligt
inden for en overskuelig periode at f4 spredt starterkulturen mere end fi
centimeter. I sandede jorde skulle det teoretisk vere lettere, men f.eks.
spraekkedannelser, luftlommer og mikroorganismers adhasion til over-
fladen af jordpartikler kan medfere ikke-homogen og/eller mangelfuid
spredning. Kraftig vakst af mikroorganismer i porerne kan medfere
blokering af porerne i overfladelaget og dermed ringe videretransport.
Ligeledes kan mikrobielt udviklet kuldioxid medvirke til dannelsen af luft-
lommer, hvorved vasketransporten mindskes.

Strategien - den anvendte metode ved spredningen - har selvsagt stor
betydning for et vellykket resultat af in-situ rensning. Der vil dog ofte
vere en t&t sammenhzng mellem metodens effektivitet og omkostninger-
ne til spredningen, f.eks. et meget stort antal borehuller. Detaljerede op-
lysninger om spredningssystemer er sparsomme i litteraturen, formentlig
fordi de betragtes som virksomhedshemmeligheder.

Da det typisk er organismer, der allerede findes i jorden, der opformeres
og udspredes, er det vanskeligt at verificere, at de tilsatte organismer
spredes i den forurenede zone og dermed er 4rsag til en accelereret
fjernelse af forureningen. Forseg med fluorecensfarvede bakterier mulig-
gor genfindelse af de udsatte bakterier (Harley et al, 1989), men kan dog
give et for lavt estimat grundet manglende farvning af multiplicerede
celler. Transportforseg er desuden udfart med indikatorbakterier, der ikke
naturligt forekommer i sterre antal i jorden, f.eks. malkesyrebakterier
(Huysman & Verstrate, 1993b).

Med hensyn til inokuleringsmangde anbefaler Jang et al. (1983) i
forbindelse med MEOR (Microbial Enhanced Qil Recovery) en lav
mangde (ca. 10° CFU/ml) for at undga tilstopning i injektionszonen. Jang
et al. angiver, at de inokulerede bakterier efter den initieile pumpning ved
tilstedevarelsen af naringsstoffer vil spredes ved in-situ vekst og trans-

port.

Ellis et al. (1990) har ved rensning af olieforurenet jord anvendt 150 liter
vaske indeholdende 101°-10" CFU/ml til 1.600 m® jord med 185 ppm
olie. Jorden blev inokuleret 4 gange i labet af 15 uger og olieindholdet
reduceret til 26 ppm. Dette svarer til en inokuleringsm&ngde pi ca. 10°
CFU/ml. Ved en anden oprensning udfert in-situ (Ellis et al, 1991) p4 en
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creosotforurenet grund (PAH’er) blev anvendt inokulering med 10° resus-
penderede fryseterrede celler/g jord ved starten af hver ny sommers@son.

Kulturiztheder p4 10"/ml kan vere vanskelige at opnd, men da opfor-
merede kulturer typisk nedcentrifugeres og opslemmes i buffer for
inokulering af den forurenede jord, er der rig mulighed for at manipulere
med koncentrationen af bakterier. Inokulering med mikroorganismerne i
substratet anvendt til opformeringen vil medfere tilfarsel af en lang rakke
neringsstoffer til jorden, efterfulgt af et oget iltforbrug til omsztning
heraf. Som sideeffekt ville det volde problemer, da kontroljorden i sa fald
skulle inokuleres med et tilsvarende medie.

Inokuleres med lave ma®ngder af nedbrydningsorganismer, risikerer man,
at kulturen ikke opformeres til et niveau, hvor en tilstrekkelig nedbryd-
ning af forureningen finder sted - evt. fordi den naturlige bestand konkur-
rerer om de begrznsede uorganiske n®ringsstoffer.

4.3 Mikrobiel transport og vedhaftning i jord

De forhold, der ger mikroorganismer i stand til at overleve i og koloni-
sere jordmiljeet, er mange og dog ringe belyst. Den meget store heteroge-
nitet og kompleksitet af jordens fysiske og biologiske egenskaber med-
forer, at de er vanskelige at undersege. Fluktuationer, bide i makro- og
mikro-skala, af faktorer som indhold af organiske stoffer, vand og ilt kan
fore til store forskelle i den mikrobielle sammens®tning,

NAir mikroorganismerne er tii stede i overfladejorden, er der is@r to fak-
torer, der kontrollerer deres skzbne: overlevelse og transport. Bide over-
levelse og transport er igen betinget af den specifikke mikroorganisme,
jorden og miljefaktorerne. Af miljofaktorerne har is@r temperatur og
nedborsmengde betydning. Under bakteriernes bevagelse gennem jorden
ned til forureningen kan de miste deres vitalitet pga. sult, pradation,
lysering eller parasitisme. Transporten kan desuden i tilleg hertil hemmes
af filirering og adsorption (en binding etableres mellem bakterien og faste
partiklers overflader). Bakterie-adhzdering pavirkes af en rzkke faktorer
sasom bakterieoverfladens netto-elektrostatiske ladning, tilstedeverelsen af
ekstracellulzre polysaccharider og cellens hydrofobicitet (Gannon et al.,
1991).

Mikroorganismernes egenskaber, der pavirker transporten i jorden, er
starrelse, form, antal, bevagelighed samt celleveggens tilstand (hydrofil
eller hydrofob, overflade netto-elektrostatiske ladning), og hirdhed samt
mikroorganismernes tendens til aggregatdannelse (Jennemann et al., 1985;
Fontes et al. 1991; MacLoad et al.,1988; Gannon et al 1991a; Gannon et
al 1991b; Huysman & Verstraete, 1993a; Huysman & Verstraete, 1993b).

Bakteriers storrelse har betydning for, hvor hurtigt de transporteres.
Starrelsen er afgerende for, om de er i stand til at passere porerne i
Jjorden. De store celler kan ikke trenge ind i de smi porer, hvorved
transportvejen bliver kortere ( jevnfor gel-chromatografi-teorien). Hvor

11
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adsorption ikke finder sted, vil starre celler bevege sig hurtigere gennem
jorden end smi (Yates & Yates, 1988).

Litteraturangivelserne om de forskellige faktorers indbyrdes betydning er
ofte modstridende, ojensynlig pga. de sterkt varierende forsegs omstzn-
digheder - jordtyper, mikroorganismer m.m.

Den mest afgarende faktor for mikrobiel transport i jord er jordpartikler-
nes filtrering af mikroorganismerne (Yates & Yates, 1988). Dette betyder
at jorde med stor pore-sterrelse som f.eks. sand og grus tillader hurtig
transport af mikroorganismer, hvorimod transporten i finkornet jord er
langsom.

Mikroorganismer og de fleste partikler (ler- og humuspartikler) er nega-
tivt ladede pa overfladen. Af forskellige jordtyper betragtes lerholdige
jorde som dem, der i hajeste grad pavirker den mikrobielle aktivitet.
Dette skyldes jordtypens store overfladeareal og ionbytningsevne, hvilket
resulterer i en stor absorptionskapacitet. Overfladen vil vare negativt
ladet ved lave og positivt ladet ved heje pH-verdier (Yates & Yates,
1988). Sammenlignet hermed er sand og silt relativt inert (Hamer &
Heitzer, 1991). Den meget langsomme transport i lerede finkornede jorde
skyldes altsa bide jordpartiklernes filtrering af mikroorganismerne, og at
mikroorganismerne adhzderer til jordpartiklerne.

In-situ biologisk jordrensning kan kun forventes at lykkes i sandede jorde
med poresiteter storre end 10 cm/s (Hoeppel et al. 1991) og 5 x 10*
cm/s (Lund, 1990).

Jordens adsorptionskapacitet kan pavirkes ved at ®ndre pH eller ion-
styrken (kationindholdet) (Yates & Yates, 1988).

Tilstedevarelsen af visse salte har betydning for mikroorganismers
tilbageholdelse i jord. Nogle kationer, f.eks. Fe®*, Ca?*, Mg?*, Cu®*,
Zn**, NH,* og Na* kan fremme bakteriers absorption til jord (i kon-
centrationer, der er almindelige i jord) ved at neutralisere bakteriernes
negative overfladeladning (Smith et al., 1985; Gannon et al., 1991; Gor-
don & Millero, 1984; Fontes et al., 1991). I forbindelse med in-situ ren-
sning af jord er det vigtigt at vare opmarksom pi disse forhold, da jord
typisk inokuleres med starterkultur efter tils®tning af neringssaltoplesning
(indeholdende f.eks. NH,*).

Et af de vasentligste parametre for mikrobiel transport er jordens vand-
indhold. Sammenlignende studier af litteraturen omhandlende bakteriers
transport har fert til den konklusion, at bakterier kan bevage sig over
langt storre afstande i meattede jordzoner end i umaitede jordzoner (Yates
& Yates, 1988). Ved lavt vandindhold i jorden (i den umzattede zone)
bliver bakteriernes transport reduceret, fordi transportvejen bliver be-
grenset til vandfilmen pa jordpartiklerne og i de mindre porer (Trevors et
al., 1990; Elsas et al., 1991). Ved vandindhold under markkapacitet er
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den mikrobielle transport ubetydelig. Ved hejere jordvandspotentialer
bliver starstedelen af bakterierne transporteret gennem makroporerne.

Mangden af vaske, der tilszttes jordoverfladen, samt hastigheden, hvor-
med vasken tilsattes, pavirker den mikrobielle transport, Haje belastings-
hastigheder vil f& vasken til at bevage sig hurtigt gennem jorden og
mindsker derved kontakttiden mellem mikroorganisme og jord og dermed
sandsynligheden for adsorption (Marlow et al., 1991; Huysman & Ver-
strate, 1993).

Gennemtrangningshastigheder for bakterier i jord op til 0,5 m/time er
tagttaget i pakkede sandsajler (Fontes et al., 1991). Transporthastig--
hederne i umattede jorde ma som nevnt forventes at vere meget lang-
sommere. In-situ forseg med inokulering af umattet jordzone uden i det
mindste periodevis pisatning af gradient (vand + tryk/vakuum) ma
derfor anses for sardeles uhensigtsmassige.

Ved undersagelser af mikroorganismers transporthastigheder i jord er det
vigtigt at skelne mellem forseg udfert i intakt jord og forseg udfert pa
pakkede jordsajler. Transporten i pakkede jordsejler er meget langsom-
mere (op til 100 gange) end i intakt jord - sjensynlig fordi kolonnerne er
pakket sdledes, at makroporer og sprakker, der er de naturlige trans-
portveje, er elimineret (McDowell et al.,1986; Harvey et al.,1989; Smith
et al.,1985; Elsas et al, 1991). Effekten vil vare storst i lerrige jorde og
jorde rig pa organisk stof, da mikroorganismerne iser vil adhedere hertil -
(Smith et al., 1985).

Det kan konkluderes om mikrobiel transport gennem jord i forbindelse
med in-situ jordrensning, at langt hovedparten af studierne er foretaget i
meittet jordzone som modeleksperimenter i jordsejler. Laboratorieforseg
har vist, at bakterier under visse betingelser er endog meget mobile,
Bakterier kan nedbryde s=zrlige forurenende stoffer, overleve og vare
aktive i jordsejler.

Hurtig transport vil kunne ske i porgs sandjord og i inhomogen jord med
revner og mange makroporer. Afhangig af specifikke forhold pi den
enkelte lokalitet som lerindhold, porestarrelse, hydraulisk ledningsevne
m.m. kan de nzvnte faktorer have sterre eller mindre betydning. I meatiet
zone og porese jorde ses migrationshastigheder i storrelsesordenen cm/
degn - 1 m/dagn, med palagt gradient op til flere m/degn. [ umeattede
jorde mi migrationshastigheden forventes at vare meget lavere.

4.4 Systemer til bioventing og spredning af naringssalte og
bakterier

Antallet af projekter, der har undersogt anvendelse af bioventing ved bio-
logisk jordrensning af lokaliteter forurenet med dieselolie, er steget i de
seneste 4r.

13
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Dupont & Doucette (1992) fandt i arbejdet med vakuumventilering af
jorden, at hvis man reducerede ventileringen fra en luftudskiftning pa 6,5
porevoluminer/dag til 1,5-3 porevoluminer/dag, beted det, at den bi-
ologiske nedbrydning tegnede sig for mindst 80% af reduktionen af
kulbrinter. Bioventing blev udfert med 15 lodrette og 10 vandrette borin-
ger (21 injektionsboringer og 4 ekstraktionsboringer). Benzinforureningen
forekom i den umattede zone i et omride pa 4.000 m® og med en dybde
pa ned til 15 m, Til at begynde med var koncentrationen af kuibrinter
1.000-5.000 mg/kg, og efter 25 mineder var gennemsnitskoncentrationen
af totalkulbrinter i jorden 4 mg/kg med et maksimum pa 38 mg/kg. Der
blev i perioden tilsat en tar blanding af nzringssalte (ammoniumnitrat +
natriumtrifosfat) til jordoverfladen, som var udstyret med sprinkling.

Eyk & Vreeken (1989) opndede et fald i dieselolickoncentrationen fra
10.364 mg/kg til 6.965 mg/kg med en gennemsnitlig nedbrydningshastig-
hed pd 8 mg/kg/dag efter gennem 12 maneder at have gennemfart bioven-
ting pa en grund forurenet med dieselolie.

P4 en lokalitet (200 m®) forurenet med fyringsolie gennemfertes bioven-
ting, og udvalgte bakterier samt opleste neringssalte blev tilsat (Gruiz,
1993; Gruiz, 1992). Forseget viste, at luftudsugning vha. ventilatorer var
mere effektivt end injektion af luft ved hjzlp af kompressorer. I labet af 3
maneder faldt olicindholdet fra de oprindelige 1.000-20.000 mg/kg til
170-380 mg/kg.

Kampbell et al. (1992) og Griffin & Armstrong (1992) udferte bioventing
PA et omréide (10.000 m®) forurenet med flybrandstof. 30 lodrette in-
jektionsboringer og 7 ekstraktionsboringer gav en luftudskiftning pi 1
porevolumen/dag. I lobet af en periode pad 9 mineder faldt den samlede
koncentration af kulbrinter fra 2.060 mg/kg til 38 mg/kg.

Pa en flybase 1 Utah, U.S.A., er der gennemfert et forsag til undersagelse
af bioventings virkning pé jord forurenet med JP4 flybrzndstof. De
endelige resultater er endnu ikke offentliggjort, men en respirationstest
udfert in-situ viste, at flybrandstoffet blev nedbrudt med en hastighed pa
2,9 + 0,2 mg hexan/kg jord/dag (Ong et al., 1991; Sayles et al., 1992).
En respirationstest udfort in-situ bestir af maling af iltoptagelsen og
kuldioxidproduktionen, hvorefter disse sammenholdes med den biologiske
nedbrydning af kulbrinter.

Figur 4.4.1 viser bioventingsystemet, som blev benyttet af Gudehus et al.
(1993) og Gudehus (1990). En vandret lufistrom blev frembragt vha.
luftkanaler, som enten tilferte eller udsugede luft. Samtidig blev vand
indeholdende nzringssalte tilfort gennem sprinkleranlzgget og perkoleret
gennem jordmatricen. Vandmangden i jordmatricen skal til enhver tid
vare lille nok til at give plads for en tilstrazkkelig luftstram, Gudehus et
al. (1993) har undersagt biologisk nedbrydning af kulbrinter i jord med
forurening fra gasvarker. Der var problemer med at vurdere jordrens-
ningsprocessen pga. den uregelmassige fordeling af forureningskompo-
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nenter. I en periode pa 300 dage varierede nedbrydningshastigheden
mellem 25 og 2 mg kulbrinter/kg jord/dag (ved en temperatur pi 15°C).
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Hlustration af g.rundpﬁna]opeme Jor overflade- og underjordiske installa-
tioner pd forsegsomrddet (lodret tvaersnit). Fra Gudehus et al. (1993).

Der findes kun fa resultater fra bioventing udfert in-situ i Danmark.
Nielsen (1993) har beskrevet 12 steder, hvor bioventing har varet be-
nyttet eller vil blive benyttet til nedbrydning af kulbrinter. Der er dog
savidt vides ikke offentliggjort resultater, der viser, i hvilken udstrzkning
faldet i kulbrintekoncentrationen er forirsaget af biologisk nedbrydning.

Generelt er systemerne, som benyttes til spredning af bakterier og nz-
ringssalte, kun sparsomt beskrevet. Det er dog mest almindeligt, at
bakterier og nzringssalte oplases i vand, som si perkoleres gennem

jordmatricen. Til spredning af vandet benyttes sprinkleranleg eller
dranrar.

Bioventing foretages vha. vandrette eller lodrette injektionsboringer.
Boringerne bestir af perforerede stilrer omgivet af grus. Der er flest
omkostninger forbundet med etablering af vandrette injektionsboringer.
Under bygninger og installationer kan det dog vare nedvendigt at etablere

vandrette injektionsboringer; men hvis lodrette boringer kan benyttes, bar
denne lesning foretrakkes.

15



Endelig udgave af 2. februar 1994

16

S For-forseg

5.1 Valg af iltkilde

Flere undersagelser har vist, at de forskellige komponenter i dieselolie
kan nedbrydes under aerobe forbindelser. I dette projekt blev 3 alternative
metoder til iltning af jordmatricen overvejet:

1) Bioventing med atmosfarisk luft
2) Bioventing med ilt
3) Perkolation af vand indeholdende H,0,.

Atmosferisk luft indeholder ca. 21 vol % ilt. Ved beluftningen af jord-
matricen er der en risiko for, at flygtige kulbrinter fordamper, Lindhardt
og Andersen (1991) har udfert laboratorieeksperimenter omfattende
beluftning af jord til undersegelse af biologisk nedbrydning af dieselolie.
Efter 50-120 dage blev der konstateret et fald p4 50% i koncentrationen af
dieselolie, og kun 1% af dette fald skyldtes fordampning af kulbrinter.

Bioventing af jordmatricen med ren ilt kr@ver et flow gennem jordmatri-
cen, der er ca. 4-5 gange mindre end det tilsvarende flow af atmosferisk
luft. Da anvendelse af ren ilt dog medferer eksplosionsrisici og ydermere
eger omkostningerne betydeligt, var denne losning ikke brugbar.

Antages det, at kulbrinteforureningen ligger i storrelsesordenen 5.000
mg/kg jord, kan behovet for ilt beregnes til 17,4 g ilt/kg jord (se appen-
diks 1) (Huling & Bledsoe, 1991). Denne vardi svarer til et behov p& 3,5
g ilt/g olie, som svarer til den af Dupont & Doucette (1992) benyttede
mzngde i forsaget med nedbrydning af flybrendstof. Lindhardt & Ander-
sen (1991) har i deres beregninger kalkuleret med et iltbehov pa 3 g ilt/g
olie. Den nejagtige vardi athenger af olie-/brendstoftypen og forure-
ningens alder, idet nedbrydningen vil medfere en #ndring af forholdet
mellem de forskellige grupper af komponenter. Endelig har Huling &
Bledsoe (1991) fastsldet, at det faktiske iltforbrug normalt er 25-50%
hejere end det stakiometrisk beregnede forbrug.

Beregningerne i appendiks 1 viser, at det med de angivne forudsatninger
er muligt at udfere bioventing af jordmatricen med atmosfarisk luft.

I en del af ovennzvnte forseg har H,0, veret anvendt som iltningsmid-
del. Resultaterne af disse forseg er imidlertid ikke altid overbevisende.
Lee & Raymond (1991) og Frankenberger (1989) har fastsldet, at H,0, er
et fornuftigt alternativ til ren ilt, idet det har en betydelig iltbufferkapaci-
tet. Hydrogenperoxid spaltes i ilt og vand.:

H,0, - % O, + H,0O
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Huling & Bledsoe (1991) har beregnet den disponible mangde ilt ved
brug af hydrogenperoxid vha. falgende ligning:

Disponibel O, = Iltkoncentration ved matning + 0,47 x H,0, koncentra-
tion.

Anvendelse af hydrogenperoxid kan derfor gge mangden af disponibel ilt
betydeligt. Problemet med at anvende hydrogenperoxid er dog stoffets
nedbrydningshastighed. Sker nedbrydningen for hurtigt, dannes der bobler
af gas, som vil blokere jordens porer (Wheppen et al., 1992). I flere
undersogelser, hvor hydrogenperoxid er anvendt, rapporteres der om
tilstopning i jordmatricen. Hvorvidt tilstopningen skyldtes luftbobler eller
udfeldning af fosfatsalte eller jernhydroxider fremgar ikke klart i alle
tilfzlde (Minugh et al., 1987). P4 baggrund af den gennemgdede litteratur
star det klart, at der md foretages yderligere undersegelser med udvalgt
Jjordmateriale, for det kan afgeres, hvorvidt H,O, er et brugbart alternativ.

[ appendiks 2, 3 og 4 er stabilitetsforseg med hydrogenperoxid beskrevet.
Det er fastsliet, at forskellige fosfater stabiliserer H,O, i jorden, og
effektiviteten er testet ved laboratorieforseg. :

Laboratorieforsegene viste, at halveringstiden for H,0, efter stabilisering i
jorden er mellem 30 og 60 minutter. Lawes (1991) har fastsldet, at hal-
veringstid for H,0, i jord fra forskellige jordmatricer varierer fra 15 til
360 minutter. H,O, er bedst egnet som iltkilde i jord med hej halverings-
tid. P4 den baggrund har forsegsresultaterne vist, at H,Q, ikke kunne
stabiliseres tilstrzkkeligt i jorden.

Hydrogenperoxid blev fundet mindre egnet som iltkilde, og der skulle
bruges store mengder vand for at imedekomme behovet for ilt. Eftersom
referencerne ligeledes pidpegede, at der kunne vare problemer med til-
stopning af jordmatricen, blev det besluttet ikke at anvende hydrogen-
peroxid i disse forseg.

5.2 Isolering af bakterier

5.2.1 Isolering af olienedbrydende bakterier vha. berigelseskulturer
Forskellige strategier er blevet anvendt i forbindelse med eksperimenter
med inokulering af jord med olienedbrydende bakterier: Letomiki &
Niemeld (1975) og Ellis et al. {1990) isolerede renkulturer bestiende af
olienedbrydende bakterier, hvorimod Portier et al. (1988) benyttede et
kommercielt tilgengeligt inokulum.

Rapporter, der beskriver en positiv effekt af inokulering af olieforurenet
jord med olienedbrydende bakterier, er f&, og der kan ikke drages nogen
entydig konklusion af disse mht. den optimale sammensztning af inoku-
lum. Muligvis ville en berigelseskultur af ukendt sammensztning udgere
det mest effektive olienedbrydende inokulum, men i den foreliggende
rapport er der valgt at arbejde med renkulturer, hovedsagelig af felgende
grund: Resultatet af en fermentering i stor skala af en bakteriel blandings-
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kultur ville vere helt uforudsigeligt mht. sammensatning og nedbryd-
ningspotentiale. For at opveje dette ville det vare nedvendigt med gen-
tagne fermenteringer i stor skala for at teste inokulum for evne til at
nedbryde olie - en mulighed der ikke kom pi tale af tidsmassige og
gkonomiske arsager.

De fglgende betingelser blev valgt for berigelseskulturerne: seks for-
skellige kulbrinter og én kompleks kulbrinteblanding blev benyttet som
substrater: Octan, hexadecan, eicosan, naphthalen, phenanthren, pyren og
dieselolie.

Batches, hver indeholdende ét af ovenn@vnte substrater i en koncentration
pa 0,1% (v/vol.) i Muller-Hurtig minimalmedium (Oberbremer & Mul-
ler-Hurtig, 1989), blev inokuleret med 1 ml slurry bestiende af dieselolie-
forurenet jord i Winogradsky minimalmedium. Efter tre subkuiturer blev
der fremstillet stregkulturer pd plate count agar, og kolonier isoleret
herfra blev dyrket i endnu to subkuiturer i Muller-Hurtig medium. Til
sidst blev der igen fremstillet stregkulturer pd Plate Count Agar, og
isolater herfra blev testet for deres dieselolienedbrydende evner i batch--
kulturer med dieselolie som substrat, Batchene blev ekstraheret med
pentan, og dieselolienedbrydning biev verificeret med gaschromatografi.

Resultatet af de indledende berigelser blev to renkulturer, som var i stand
til at nedbryde dieselolie; én beriget pd dieselolie og den anden (HEX1)
pa hexadecan. Renkulturer isoleret pa octan, eicosan og phenanthren
kunne ikke nedbryde dieselolie i batch-kulturer. Der blev ikke isoleret
nogen renkultur pa pyren. Det blev derfor besluttet udelukkende at
benytte dieselolie og hexadecan som substrater i de videre berigelsesfor-
seg.

Totalt isoleredes 29 bakteriekulturer vha. berigelseskuiturer med hhv.
dieselolie og hexadecan som substrater.

5.2.2 Batch-forseg: Tilsetning af en olienedbrydende renkultur til
dieselolieforurenet jord

For at kunne fasts®tte parametre sisom den optimale inokulumstarreise

og behovet for at tilstte fosfat og nitrat til forsagsjorden blev der udfert

forskeilige batch-forseg i jordmikrokosmos. Jord fra containerforseget

blev benyttet, dog uden tilsatning af uforurenet sand.

Mineraliseringen af dieselolie blev bestemt med gaschromatografiske
analyser af dieselolieindholdet i jorden og vha. maling af ophobning af
kuldioxid i mikrokosmos. Deraf blev den kumulerede kulstofminerali-
sering beregnet. Den kumulerede kulstofmineralisering er tidligere blevet
benyttet til at estimere mineralisering af olie i jord (Rasiah et al., 1992).

Jordmikrokosmos bestod af 100 g (tervagt) homogeniseret jord (passeret
gennem en 4 mm sigte) i 0,5 | infusionsflasker forsynet med gummiprop-
per. Nitrat og fosfat blev tilsat i form af NH,NO, og K,HPO, i vandig op-
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Dheselolie (mg/kg Jord):

Kum. kulstofmineral. {mg CO2-C/kg jord}:

losning (Song et al.,1990), siledes at C:N:P-forholdet blev 120:10:1
(Sims et al.,1990). Vandindholdet i jorden blev indstillet til 12% svarende
til 60% af markkapaciteten.

Inokulum bestod af celler fra den dieselolienedbrydende renkultur HEX1
dyrket i 2 | fermentorer p& Teknologisk Institut og vasket i Muller-Hurtig
mineral medium. Sterrelsen af inokulum blev bestemt ved udpladning pa
Plate Count Agar. Celierne beholdt deres dieselolienedbrydende egen-
skaber under fermenteringen, hvilket blev eftervist ved batch-dyrkninger i
sterilt Muller-Hurtig mineral medie tilsat dieselolie som substrat.

Oleindholdet i jordmikrokosmos blev bestemt i en 10 g (tervegt) delpre-
ve fra hvert mikrokosmos. Delpreven blev ekstraheret med pentan, og
dieselolie biev kvantificeret vha. gaschromatografi (en detaljeret beskrivel-
se af metoden ses i appendiks 12).

Den kumulerede kulstofmineralisering blev bestemt gaschromatografisk
ved at méle pa luftprover fra mikrokosmos’ headspace. For at sikre
optimale iltforhold blev mikrokosmos gennemluftet efter hver maling.

kontrol NP N =}

Tid (dagse)
kontrol N P N,P
O AN o] *

Figur §.2.1
Nedbrydning af dieselolie og den kumulerede kulstofmineralisering i
Jordmikrokosmos tilsat forskellige mangder af nitrar og fosfat.
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Dleselolie {(mg/kg jord):
Kum. kulstofmineral. {mg CO2-C/kg jord)——
o

Figur 5.2.1 viser nedbrydning ‘af dieselolie og den kumulerede kuilstof-
mineralisering gennem 35 degn i uinokulerede batches tilsat forskellige
mengder af nitrat og fosfat. Tilsztning af N og P hver for sig resulterede
ikke i vasentlig forhajelse af den kumulerede kulstofmineralisering eller
af dieselolienedbrydningen, men samtidig tilsztning af N og P fordoblede
den kumulerede kulstofmineralisering og fremmede nedbrydningen
tilsvarende. Dette betad, at dieselolienedbrydningen var begranset af
mangden af tilgengeligt nitrat og fosfat i jorden.
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Figur 5.2.2

Nedbrydning af dieselolie og den kumulerede kulstofmineralisering i
Jjordmikrokosmos inokuleret med 3,9 x 10° HEX1-celler/g jord og tilsat
Jorskellige mangder af nitrat og fosfat.

Figur 5.2.2 viser nedbrydning af dieselolie og den kumulerede kulstof-
mineralisering i inokulerede batches tilsat forskellige m®ngder af nitrat og
fosfat. Samtidig tilsztning af HEX1-celler, nitrat og fosfat resulterede i en
pget kumuleret kulstofmineralisering og en stigning i dieselolienedbryd-
ningen i forhold til en kontrol.

Den hgje kumuierede carbonmineralisering i de inokulerede mikrokosmos,
hvor der ikke samtidig blev tilsat nitrat og fosfat, er ikke i overensstem-
melse med resultaterne vist pa figur 5.2.1. Dette kunne forklares med, at
inokulum - i forsegene beskrevet pa figur 5.2.2 - fungerede som substrat
og naringsstofkilde for den indigene mikrobielle population.
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Yderligere forseg (ikke vist) med mindre end 3,9 x 10°® HEX1-celler/g
jord som inokulum havde ingen positiv effekt p4 nedbrydning af dieselolie
og kumuleret kulstofmineralisering.

Af ovenstdende forsog kan det konkluderes, at inokulering med samtidig
tilsztning af nitrat og fosfat havde en positiv effekt pi nedbrydningen af
dieselolie og den kumulerede kuistofmineralisering i forhold til udeluk-
kende inckulering, men at effekten i forhold til uinokulerede batches tilsat
nzringsstoffer var marginal.

5.2.3 Udvzlgelse af en olienedbrydende renkultur til brug i contai-
nerforseget

Yderligere batch-eksperimenter (ikke vist) blev udfert med 7 forskellige

olienedbrydende renkulturer - enkeltvis og i blanding - og én phenan-

thrennedbrydende renkultur. Ingen af disse kulturer, hverken enkeltvis

eller i blanding, var bedre til at nedbryde dieselolie i jordmikrokosmos

end renkulturen HEX1.

Det blev derfor besluttet at basere de videre forsag med udvalgelse af
kulturer til brug i containerforseget pd kulturernes evne til dieseloliened-
brydning i Muller-Hurtig mineral medium og pi vaksthastigheder i
fermentor.

Ud fra disse kriterier blev bakterierenkulturen DO7-1I-1, en gram positiv,
oxidase- og catalase positiv stav, som var i stand til at nedbryde 85% af
den tilsatte mangde dieselolie i Muller-Hurtig mineralmedium, valgt til
inokulum i containerforssget.

5.2.4 Metoder til at detektere olienedbrydende bakterier i jord
Fire forskellige teknikker er rutinemassigt blevet benyttet til at tzlle og
isolere olienedbrydende bakterier:

. vakst pa olie-agarplader

. vekst pa agarplader med kulbrinter pd dampform som substrater
. dyrkning i MPN-rer

. udnyttelse af olienedbrydende bakteriers evne til at oplese - og

danne plaques i - kulbrinter pa fast form sprayet p4 agarplader.

Olie-agarplader er ikke serlig velegnede til at detektere olienedbrydende
bakterier med pga. det vanskelige i at blande olie i et vandigt medium
samt forekomsten af vakst pd urenheder i agaren (Walker & Colwell,
1975). Alligevel ses teknikken stadig anvendt (Venkateswaran et al.,
1991).
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Bakterievakst pa kulbrinter pA dampform er blevet anvendt til at pavise
olienedbrydende bakterier (Rusansky et al., 1987), skent det er vanskeligt
at konstruere relevante kontroller, idet bakterierne vokser pé urenheder i
agaren. Bortset herfra ville metoden ikke i nerverende projekt vaere
velegnet til at detektere dieselolienedbrydende bakterier pga. den forholds-
vis lille andel af flygtige komponenter i dieselolie.

MPN-rar med en kompleks kulbrinteblanding som substrat er blevet
anvendt til at estimere potentialet for nedbrydning af kulbrinter (Song &
Bartha, 1990; Lindstrom et al., 1991). Da MPN-teknikken er meget
arbejdskravende, er der blevet udviklet en miniature MPN-metode
(Brown & Braddock, 1990). Denne metode anvender mikrotitre plader
med 24 brende, som hver tilszttes et minimalmedie og 5 ul riolie.
Kriteriet for at score en positiv brand er dispergering af det morke
olielag. Metoden ville vare uhensigtmassig i containerforseget med
dieselolie som substrat pga. vanskeligheder med at se dispergering af et
tyndt lag dieselolie.

Kiyohara et al. (1982) udviklede en metode til at detektere bakterier, som
er i stand til at nedbryde kulbrinter p4 fast form. Der anvendes agarplader
sprayet med den pagzldende kulbrinte oplest i @ter: @teren fordamper og
efterlader et tyndt lysbrydende lag af kulbrinte p4 overfladen af pladerne.
Bakterier, som er i stand til at vokse pi kulbrinten, danner plaques i
kulbrintelaget, og de kan derved telles.

Denne spray-metode viste sig at vere mindre arbejdskravende end
miniature MPN-metoden og blev derfor valgt til at tzlle olienedbrydende
bakterier i n@rvarende projekt. Metoden er hidtil hovedsagelig anvendt til
isolering af PAH-nedbrydende bakterier (Heitkamp et al., 1988) og ikke
nedbrydere af ligekadede alkaner.

Lindstrom et al. (1991) og andre associerede nedbrydning af hexadecan
med den mere generelle evne til at nedbryde komplekse kulbrinteblandin-
ger. De estimerede den olienedbrydende kapacitet hos de indigene bakteri-
er i forbindelse med olieforureninger ved at tzlle de bakterier, der var i
stand til at nedbryde radioaktivt market hexadecan.

Det blev derfor besluttet at estimere antallet af dieselolienedbrydende
bakterier i containerforseget ved at bestemme potentialet for hexadecan-
nedbrydning. Dette blev gjort ved at spraye pre-inokulerede minimalagar-
plader med en oplesning af hexadecan i @ter, hvorefter pladerne blev
inkuberet ved 10°C (pga. hexadecans lave smeltepunkt).

For at vise spray-metodens brugbarhed i denne sammenhang, blev 29
dieselolienedbrydende isolater testet p minimalagarplader sprayet med
hexadecan og inkuberet ved 10°C. Alle isolaterne var i stand til at danne
plaques i hexadecanlaget, hvilket understreger metodens velegnethed.
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53 Opformering af bakterier

Baseret pd indledende batchforseg med forskellige substrater til opfor-
mering af bakterier blev et mineralmedium (Obenheimer & Huller-Hurtig,
1989), 20,0 g/l pepton, 10,0 g/l gzrekstrakt og 20 g/l glukose valgt.

Kulturerne D0O9-11-7, DO10, C;-15-11, C,-11-1, DO23-1I-2, DO7-1,
Cs-16-1, DO7-TI-1, C -18-1I og Hex1 blev opformeret i 2 liter fermen-
torer for at undersege mulighederne for at opformere bakterierne og teste )
deres evne til at bevare dieselolienedbrydningsegenskaberne.

Kulturerne blev opformeret i et medium, der indeholdt pepton, gereks-
trakt og glucose under sterile forhold ved 25°C, 400 rpm, 0,5 vvm luft
ogpH 6,9-7,1.

Som parametre for vakst blev anvendt:
optisk densitet (OD) ved 620 nm
celle torstof (TS)
. kolonidannende enheder (CFU/ml) p4 Plate Count Agar

Resultaterne fra opformeringen i fermentorer er vist pi figurerne 5.3.1 og
5.3.2 samt tabel 5.3.1.

UDVIKLINGEN | OD ,
00 EFTER 0, 24, 48 OG 72 TIMER

-

8

f %
1

a1

g 10 20 30 40 0 60 70 8¢
TMER FRA PODNING

—-DO7-11-7 —+— DO1D = C1E6-15-11
B Ci6-11=1 = D023-11-2

Figur 5.3.1
OD under opformering i fermentorer,
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DEVELOPMENT IN QD
OD AFTER 0, 24, 48 AND 72 HOURS

leg OD

o W 20 36 40 S50 60 70 80
HOURS FROM INOKLLATION

—— D07 -1 - C16-15=1 == D07-11-1
== C16-18-11 —»— HFX1

Figur 5.3.2

OD under opformering i fermentorer.

Tabel 5.3.1

Data fra 10 kulturer efter 72 timers fermentering.

TS (g/l) CFU x 10"
(st. afv.) (st.afv.)

1 DO9-11-7 43 8,98 0,1 0,45 0,06
2 DO10 29,6 6,17 0,04 0,71 0,2
3 C16-15-11 39,8 7,94 0,06 0,47 0,01
4 Cl6-11-1 49,8 9,74 0,01 0,92 0,07
5 DO23-11-2 45 8,89 0,01 0,76 0,04
6 DO7-1 11,8 4,51 0,03 > 108
7 Cl6-16-1 55,3 7,78 0,55 1,17 0,03
8 DO7-1I-1 51 10,45 | 0,05 0,71 0,09
9 C16-18-11 56,9 10,56 | 0,11 1,21 0,08
10 HEX1 47,8 6,04 0 1,69 0,08

Af data for de opformerede kulturer ses, at vardierne for hhv. OD, TS
og CFU ikke falges helt ad. Dette kan forklares ved, at de fleste kulturer
i storre eller mindre grad klumper sammen (hvilket ses ved mikroskopi),
og at bestemmelse af kimdannende enheder derfor ikke nedvendigvis er
udtryk for antallet af individuelle bakterieceller. OD og tarstofmilingerne
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viser i hojere grad samme tendenser. Forskelle kan skyldes &ndringer i
substratkompositionen (farve, udfzldninger) under fermenteringen.

Mailet for opformeringen har varet at opnd et heijt kimindhoid i kulturve-
sken (i sterrelsesordenen 10'°/ml). Bortset fra DO7-1 ville det vare
muligt at opformere kulturerne i overskuelige reaktorvoluminer.

Figurerne viser, at det ville veere muligt at n3 hejere koncentrationer af
nogle af kulturerne ved at anvende en le&ngere fermenteringstid, is@r med
kulturerne DO7-11-1, C,,-18-11 og Cjs-11-1.

Kulturen blev opformeret i en 50 | Biostat P, Braun fermentor under
ovennavnte betingelser. Efter tre dages inkubation blev en OD;,, = 42 og
en CFU/ml DO7-II-1 = 8,3 x 10° niet. Kulturen blev kalet ned natten
over og koncentreret og vasket ved brug af et Romicon hollow fiber
membranmodul (membranareal 1,4 m*) med hydrofobe polysulfonmem-
braner, cut off verdi 50.000 kert ved knap 2 bar under anvendelse af en
Grundfos flertrins centrifugalpumpe og med et start permeatflux pa 35 I/h
(fluxen var ca. 10 I/h, efterhdnden som viskositeten steg).

Koncentratet blev vasket med 40 liter 0,9% natriumkloridoplesning og

kolet ned til 5°C for inokulering. Koncentrationen af bakterier i kon-
centratet var 2,2 x 10" CFU/ml og pH var 6,8.
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6 Containerforseg

6.1 Jordmateriale

Jorden, som er anvendt i projektet, stammer fra en dieselolieforurenet
grund i Hedehusene. Den gennemsnitlige dieseloliekoncentration i jorden
var ca. 4.000 mg kulbrinte/kg jord. Der blev ikke fundet tungmetaller i
den forurenede jord. Jorden var sandet, og hydrogeologiske undersogelser
viste en rumvagt pd 1,67 t/m’ og en permeabilitetskoefficient pd K ~ 1
m/dag ved les pakning af jorden, som svarer til fint sand i naturlig jord
(Wilson, 1990).

Ca. 20 m® jord lokaliserat lige over grundvandsspejlet blev gravet op og
transporteret til forsagsomridet i Serup ved Kebenhavn.

Som endeligt mil for jordrensningen blev fastsat en koncentration pa 50
mg kulbrinter/kg jord. For at opna denne koncentration inden for en
begraznset periode blev den forurenede jord blandet med ovnterret kvarts-
sand i forholdet 1:1, hvilket resulterede i en initial kulbrintekoncentration
i jorden pa 2.000 mg/kg jord. Kvartssandets og den forurenede jords
partikelsterrelse var identisk (se appendiks 5). Blandingen af jord og
kvartssand blev foretaget i en 8 m’ cementblander, og blandingen blev
transporteret til containerne via et transportbind. Tilsidst blev jorden
komprimeret for at sikre, at vand- og luftpermeabiliteteten svarer til in-
situ forhold. Tilsztning af vand beted desuden, at jorden blev "pakket"
yderligere, siledes at den kom si tzt p4 naturlige forhold som muligt.

6.2 Containeropbygning

To containere med et rumfang pa hver 20 mv’ blev anbragt i et telt pa
forsagsomradet. Hver container var forsynet med studse til udtagning af
Jordpraver og méling af temperatur og ilt- og kuldioxidindhold. I bunden
af containerne fandtes en rist og 3 huller til afdr@ning af vandet. Inder-
siden af containerne var malet med rustbeskyttende maling.

Begge containere var med stilplader opdelt i 3 rum. Herudover var der
anbragt en geotekstildug i hvert rum for at holde jorden pa plads. Contai-
neropbygningen fremgar af figur 6.2.1.
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Figur 6.2.1
Containeropbygning.

De 6 separate rum muliggjorde en sammenligning af felgende former for
behandlinger af jorden:

Container 1

Rum 1: Ingen behandling
Rum 2: Beluftning og tilsztning af neringssalte
Rum 3: Beluftning og tilsztning af naringssalte og bakterier

Container 2

Rum 1: Beluftning
Rum 2: - Beluftning og tils@tning af naringssalte
Rum 3: Beluftning og tils®tning af naringssalte og bakterier

6.2.1 Opbygning af containeranlegget

P4 baggrund af den anvendte litteratur og praktiske overvejelser blev det
besluttet at opbygge 2 separate systemer: Et vandsystem til spredning af
nzringssalte og bakterier og et bioventingsystem til spredning af luft.

Figur 6.2.2 viser vandsystemet. Postevand blev ledt til 2 tanke og blandet
med nzringssalte og bakterier. Efter blandingen blev oplosningen pumpet
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(med en Grundfos centrifugalpumpe) til de vandrette drenrer overst i
containerne og perkoleret gennem jordmatricen. Efter recirkulation blev
oplesningen sluttelig ledt til en spildevandstank. Vandstanden i rummene
blev justeret, si de nederste 10-20 cm af jordmatricen var dakket, Der
blev udtaget vandpraver fra hvert af rummene for at kontrollere spred-
ningen af nzringssalte og bakterier samt udvaskningen af kulbrinter.

Vendtank 10.000 |
232

283 [1:x]
5] ’d P M l‘ M
L Konirol P Kontrol
L L Recirkutation
PA
a8} 063
¥
M I-' L] M M
1 Nmringssalta (N,P) r—oal Naringssaite (N.F) L
L M
" L
3 63
Nearings-| | Baxtecier| 3 283 b1 5 2 bt
salta L] = [
(NP} " " . "
BON | 8ot P | Neeringssaile (NP} ot MNaaringssalla (M.P] x
+ baklarier I + bkakierier ]
g
% é ) E _-
232 H
3|8
v e 82
e32
032
M = Malapunki
Figur 6.2.2
Vandsystemet.

Bioventingsystemet er vist pa figur 6.2.3. Efter afdrening af vand fra
jordmatricen, pAbegyndtes luftinjektionen. Der var instaileret en lodret
injektionsboring og en lodret vakuumboring i hvert af de 5 rum. Borin-
gerne bestod af et perforeret stAlrar omgivet af grus, og hver boring var
ca. 2 m dyb og dekkede siledes jordmatricen i hajden. To Siemens
kompressorer sergede for luftinjektion og luftudsugning. Den bortskaffede
luft blev ledt ud i atmosferen gennem en lille skorsten, da malinger af
emissionsiuften viste, at der kun forefandtes en ubetydelig koncentration
af kulbrinter (se appendix 6). Gverst i hvert rum var der placeret en
bentonitmembran for at sikre minimering af luftudskiftning gennem
overfladen.
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Figur 6.2.3
Bioventingsystemet.

Et system ti! kontinuerlig miling af ilt- og kuldioxidindhold samt tempera-
tur i jorden blev installeret pA forsagsomridet (TEMAC Biogas Surve-
yor). Luftproverne blev indsamlet pd skift af 24 maleprober, og ilt- og
kuldioxidkoncentrationerne blev malt henholdsvis elektrokemisk og ved IR
absorption. Temperaturen méltes med sensorer placeret 12 forskellige

steder. Miledataene blev indsamlet af en computer forbundet med et

modem. Placeringen af de 24 madleprober er vist i appendix 7.

Figur 6.2.4 giver et overblik over opbygningen af containeranlzgget.
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Figur 6.2.4
Situationsplan.

6.2.2 Tilsztning af neringssalte
For at undg4 udbredt bakterievakst i nerheden af drenrerene blev
nzringssalte og bakterier fordelt separat. Naringssaltene blev tilsat forst.

Nearingssaltene Na,HPO,, NaNO, og KNO, blev tilsat. [ appendix 8 er
angivet baggrunden for valget af naringssalte og den nejagtige mangde af
stofferne. Eftersom tils@tning af nzringssalte i store koncentrationer kan
forirsage et fald i nedbrydningshastigheden (Morgan & Watkinson,

1990), blev neringssaltene tilsat ad 2 omgange.

Hvert af de rum, der fik tilsat nzringssalte, modtog derfor naringssalte
oplest i 1.400 | vand 2 gange. For at gare behandlingen i rummene si ens
som mulig blev der tilsat den samme mangde vand til de rum, der ikke
fik tilsat neringssalte. Efter recirkulation af vandet (lig med 4 porevolu-
miner) blev jordmatricen afdrznet. En analyse af drenvandet viste
kulbrintekoncentrationer nzr detektionsgrensen, og udvaskningen af
kulbrinter blev derfor anset for at vre uden betydning for faldet i
kulbrinter i containerforseget.
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6.2.3  Strategi for inokulering med bakterier

Efter tilsztning af neringssalte inokuleredes jorden med bakterier. Bak-
terierne, som var opformeret, koncentreret og vasket i laboratoriet blev
fortyndet med vand i en tank med omrering. Koncentrationen af bakterier
i oplesningen var 10° CFU/ml. Jorden blev inokuleret til et forventet slut-
kimtal pd 10’ CFU/g jord. Bakterieoplesningen blev doseret manuelt ved
pumpning. Det var forventet, at de fleste bakterier ville adhadere til
jorden, nar den blev dr&net.

Mzngden af tiiforte bakterier var et kompromis mellem snsket om at
tilfore en meget stor aktiv olienedbrydende biomasse (et stort inokulum
var ngdvendigt ifelge batchforsag: > 10° CFU/g), og hvad der rent
faktisk var muligt i betragtning af problemer med bakterietransport og
vandmengde.

For at vurdere fordelingshastigheden af bakterier i containeren blev et
laboratoriekolonneforsog udfert, se appendiks 9.

[ appendiks 10 er bakteriemangden, der skennedes nedvendig for inoku-
lering i containerne, beregnet, og systemet for tils@tning af bakterier er
beskrevet.

20.000 kg jord (2 rum p4 hver 6 m® = 12 m’ eller 12 x 1? liter jord
med en densitet pd 1,67 kg/liter) blev inokuleret.

En koncentration p4 10* CFU/ml i tanke pd 2 x 700 liter pr. beholder
svarede til 4 x 700 x 10° x 10® = 2,9 x 10" CFU i alt. Dette var mere
end den minimale mangde pd 10’ CFU/g jord (eller 20.000 x 10° x 107
= 2 x 10" CFU). 4,3 liter koncentrat pr. 700 liter vand med et forventet
CFU pa 1,7 x 10" eller 4.265 ml koncentrat pr. batch blev indfert.

De aktuelle kimtal pa udspredningsdagen (der blev aflest efterfaigende)
viste, at der blev spredt 4 x 4,3 x 10° x 2,2 x 10" = 3,8 x 10". Dette
svarede til en koncentration i inokuleringsvandet p& 1,4 x 10* CFU/ml
og/eller 1,9 x 10’ CFU/g jord.

Bakterickoncentratet blev opblandet i 700 I vand ved 15 min. omrering
ved 750 rpm. Inokuleringen skete pd jord mattet med vand indeholdende
nzringssaite (afdrznet umiddelbart for inokulering). Pisztningshastig-
heden var ca. 10 liter/min. Efter pisztning blev der recirkuleret vand i 1
time, ca. 1 m*h. Containerne henstod natten over og dagen efter blev
vandet recirkuleret med ca. 1 m’/h i 4 timer, svarende til recirkulering af
i alt ca. 4 vaskevoluminer. Herefter blev containerne afdranet.

For at evaluere kulturpisatningen blev der udtaget prover af recirku-
leringsvandet hhv. for og efter kulturpis®tningen.
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Tabel 6.2.1
Vandpraver fra containerne.
Container 1 Container II
beluftning, beluftning,
naringssalte og na&ringssalte og
bakterier bakterier
CFU/ml CFU/ml
Far inokulering d. 12.7. <10° <10
Efter inokulering d. 1,36 x 10} 1,41 x 108 *
13.7.
* hvoraf 4 x 10° havde en morfologi anderledes end DQ7-1I-1.

Containerne blev inokuleret med den tilstrabte mengde kultur af DO7-11-
1. Stigningen 1 CFU i recirkuleringsvandet dagen efter inokuleringen (en
mangde svarende til koncentrationen i det inokulerede vand) indikerer, at
bakterien er blevet spredt ned gennem containeren, men ogsa at en stor
del af bakterierne blev afdrznet med aflabet og alts3 ikke tilbageholdt af
Jjordpartiklerne. P4 den anden side var der tegn p3, at en betydelig bak-
teriemengde blev tilbageholdt i jorden efter bortledning, fordi jordprover-
ne fra beholderne med bakterier tilfart foltes mere "klzbrige" og ajensyn-
lig var forskellige fra jordprover fra de andre beholdere.

6.3 Forsagsstrategi

Ud over den kontinuerlige miling af ilt- og kuldioxidindhold samt tem-
peratur blev der regelmassigt udtaget jordpraver. Der var 90 forskellige
pravetagningssteder i container [ og 81 i container II. I lebet af forsogs-
perioden blev der udtaget 1 eller 2 jordprever fra hvert prevetagningssted.

Jorden biev analyseret for pentanekstraherbare kulbrinter, CFU, vandind-
hold, pH, NO,-N og PO*-P.

Forsagsperioden var begranset til ca. 5 mineder. 1 labet af perioden blev
der udtaget 18 jordpraver pi 10 forskellige dage, hvilket giver 180 prover
i alt. Se appendix 11 vedrerende pravedata.

Figur 6.3.1 viser forsagsperioden med henblik p tilsetningen af narings-
salte og bakterier samt udforelse af respirationstests.
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Figur 6.3.1
Forsagsperioden.

I henhold til beregningerne i appendix 7 modtog jordmatricen en passende
mangde ilt ved en luftudskiftning pd 0,16 porevolumen/time. Det blev
besluttet at ventilere jordmatricen diskontinuerligt, idet det forventedes, at
en sddan beluftning ville sikre en bedre fordeling af luft i jordmatricen.
Efter en indledende periode bestod ventilationscyklusen af 45 minutters
luftinjektion efterfulgt af 195 minutter uden luftinjektion. Dette garantere-
de en luftudskiftning p 0,36 porevolumen/time (se appendix 6).

6.4 Analysemetoder

6.4.1 Prevetagning og behandling af jordprever

Tre jordprever pa ca. 100 g blev udtaget fra hvert containerrum - 18
prever i alt - ved hver provetagningsrunde. Proverne blev opbevaret i
lufttztte glasflasker med skrueldg. Hvis behandling af prever ikke kunne
s&ttes i gang samme dag, blev proverne opbevaret ved 5°C. Proverne
blev altid behandlet inden 12 timer fra provetagningstidspunktet (die-
selolieindhold) og 42 timer (nitrat- og fosfatindhold). Hver jordprave blev
omhyggeligt blandet og sten blev fjernet, hvorefter preven blev delt i tre:
50 g til bestemmelse af dieselolieindhold, 20 g til NO,-N og PO*-P-
bestemmelse og ca. 5 g til tarvagtsbestemmelse.
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6.4.2 Bestemmelse af dieselolieindhold
50 g jord blev ekstraheret med pentan, og dieselolieindholdet blev mait pi
gaschromatograf. Se appendiks 12 for nermere beskrivelse.

6.4.3 Tealling af heterotrofe og olienedbrydende bakterier
Bakteriepopulationerne blev bestemt vha. udpladning pa agar. Se appen-
diks 12 for n®rmere beskrivelse.

6.4.4 Bestemmelse af nitrat og fosfat
20 g jord blev ekstraheret med KC1. NO,-N og PO,*-P blev malt med
flow-injekttonsmetoden. Se appendiks 12.

6.4.5 Bestemmelse af pH og vandindhold
pH blev malt ifelge Hedegaard (1985).

Vandindholdet blev méit ved at genveje jord, der var tarret ved 90°C i 24
timer. ’
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Nitrat og

fosfar

NO3-N (mg/kg jord)

7 Resultater af containerforsog;
diskussion

7.1 Resultater af uorganiske analyser

Jordens pH-vardi blev malt 2 gange under containerforseget. Umiddelbart
fer udferelsen af bioventing blev pH-vardien malt til 6,8. Ved forsegets
siutning (dag 112) var pH-vardien 7,4,

100
80 -
60 —
40 -
tilsaetning af naeringssalte
20 i
0&==‘—'4 ’ - = bvnell e -
0 20 40 60 80 100 120
Tid {dage)
ubshandiet  baluftning +nesrngxsaite belutt + naaringssalts + baktarier

Figur 7.1.1
NO{-N mdit i container 1.

Koncentrationen af vandoplaseligt nitrogen i jorden i form af nitrat og
fosfor i form af orthofosfat blev malt ved hver jordpreveundtagning. Figur
7.1.1 viser indholdet af nitrat og figur 7.1.2 viser indholdet af fosfat-P i
jorden i container L. I lobet af forsegets forste 10 dage faldt nitratind-
holdet i de behandlede rum i container I til n&r baggrundsniveau. Faldet i
nitratkoncentrationen kan dermed kades sammen med den hurtige ned-
brydning af dieselolie og det agede iltforbrug i starten af processen.
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Figur 7.1.2

PO/ -P mdlt i container I

Et lignende fald i nitratkoncentrationen kunne konstateres i den periode pa
2 uger, der 14 umiddelbart efter den anden tils@tning af nzringssalte.

Nitrat blev forste gang malt dag 0, dvs. en uge efter forste tilsztning af
neringssalte, og nitratindholdet var da meget lavt sammenlignet med
resultater af mdlinger foretaget umiddeibart efter den anden tilsetning af
nzringssalte. Bakterier har formodentlig forbrugt nitraten i perioden fra
den ferste tils@tning til dag 0. Det samme manster med hensyn til forbrug
af nitrat sds i container II. ‘

Afdranet vand fra jordmatricen blev undersegt for nitrat og fosfat, og
malingerne viste en ubetydelig mangde fosfor i vandet, hvilket betyder, at
en stor del af fosfaten blev tilbageholdt i jorden. Nitratkoncentrationen i
vandet blev mAlt til ca. 400 mg/l, hvorfor 30-50% af nitraten blev tilba-
geholdt i jorden. Ud fra disse beregninger kunne en nitratkoncentration pa
50 mg/kg jord forventes efter den forste tilsztning af naringssalte.

Temperaturméleudstyr var installeret ved 12 forskellige malepunkter i
containerne. Pi grund af problemer med udstyret findes der dog forst
brugbare data efter den 5. oktober 1993. Figur 7.1.3 viser temperaturen
malt ved en vejrstation i nzrheden af forsegsomridet i Serup. Den
gennemsnitlige dagtemperatur blev beregnet pa basis af temperaturma-
linger foretaget med 30 minutters mellemrum. Eftersom containerne var
placeret i et telt, formodes temperaturen i containerne at svare til tempera-
turerne malt pa vejrstationen. Af dataene fremgér det, at forsegstempera-
turen er faldet ca. 15°C i labet af perioden med en sluttemperatur pi
omkring 0°C.
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Folgende gennemsnitstemperaturer blev mdit i de perioder, hvor der blev
udfort respirationstests:

21. juli: 14°C

17.-19. september: 10°C
21.-27. oktober: 2°C
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Figur 7.1.3
Gennemsnitlig dagtemperatur mdlt pa vefrstation.
Vandindhold i jorden  Som forklaret i afsnit 6.3 bevirkede bioventing ikke et fald i jordens

vandindhold. Det gennemsnitlige vandindhold i de 6 rum er vist i tabel
7.1.1. Afvigelsen i indholdet skyldes forskudt afdrening af vand, idet
tilsetningen af vand ikke kunne geres nojagtig samtidigt. Harder &
Hopner (1991) har undersegt sammenh&ngen mellem vandindhold og
nedbrydning af kulbrinter (benzin) og har fastsldet, at et vandindhold pa
over 5 + 0,5% V/V er tilstrekkeligt til, at nedbrydning kan finde sted.
Man har ligeledes pdvist, at der opnds identiske nedbrydningshastigheder
med et vandindhold mellem 5 + 0,5% V/V og 15 + 0,5% V/V. Pi den
baggrund forventedes det, at forskellen i jordens vandindhoid i de 6 rum
ville vere uden betydning for nedbrydningshastigheden.
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Tabel 7.1.1

Gennemsnitligt vandindhold i jorden (V/V%) + standardafvigelse i de 6
containerrum under forsoget.

Rum Cont. I | Cont. I | Cont. I | Cont. I | Cont. I Cont, 11
NP+ [ NNP + | Luft N.P + NP +
luft luft + luft luft +
bakt. bakt.
Vandindhotd | 5,8 + |64+ |79+ |53+ 7.1 % 89+
Viv% 1,3 0,9 1,7 0,9 2,5 3,7
N, P Naringssalte
Bakt.:  Bakterier
co, O De kontinuerlige malinger af kuldioxid- og iltindhold havde til formal af
» U, g g

Iit (vol%)
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sikre et stabilt iltniveau i forsegsperioden. Figur 7.1.4, 7.1.5 0og 7.1.6
viser vol % niveauet ved 3 milepunkter i container II. Der er vist en
periode fra O til 60 dage, idet der i afsnit 7.2 vil blive gjort rede for
respirationstestene, som blev udfert senere i perioden,

Figur 7.1.4 viser ilt- og kuldioxidniveauet i et rum, der har fiet tilsat
neringssalte, bakterier og luft. Malepunktet var placeret i bunden af
rummet, men resultaterne vist i figur 7.1.4 er reprasentative for alle 4
malepunkter i rammet. Efter en opstartsperiode med lav ventingfrekvens,
som resulterede i eget spredning af iltkoncentrationen, stabiliserede iltkon-
centrationen sig ved 20 vol % og kuldioxidkoncentrationen ved 0,2-0,3
vol %. De manglende milinger senere i perioden skyldes kalibrering af
udstyret og problemer med det elektriske system.

25 10
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20 4 8
ENrey B_Q
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Figur 7.1.4

flt- og kuldioxidindhold i et beluftet rum tilsat n@ringssalte og bakterier.
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Figur 7.1.5 viser ilt- og kuldioxidniveauet i et rum, der tilsattes n2rings-
salte og luft. Milepunktet var placeret i bunden af rummet, men resulta-
terne vist i figur 7.1.5 er reprasentative for alle 4 milepunkter i rummet.
Efter en opstartsperiode med ustabil bioventing, stabiliserede iltkoncentra-
tionen sig ved 20 vol % og kuldioxidkoncentrationen ved 0,2-0,3 vol %.
De manglende malinger senere i perioden skyldes kalibrering af udstyret
og problemer med det elektriske system.
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Figur 7.1.5

llt- og kuldioxidindhold i et beluftet rum tilsat neeringssalte.

Endelig viser figur 7.1.6 ilt- og kuldioxidniveauet i et rum, der ude-
lukkende blev beluftet. Milepunktet var placeret i bunden af rummet, men
resultaterne vist i figur 7.1.6 er reprasentative for alle 4 malepunkter i
rummet. Efter en opstartsperiode med ustabil bioventing, stabiliserede
iltkoncentrationen sig relativt hurtigt ved 20 vol % og kuldioxidkon-
centrationen ved 0,2-0,3 vol %. De manglende milinger senere i perioden
skyldes kalibrering af udstyret og problemer med det elektriske system.
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Figur 7.1.6
{lt- og kuldioxidindhold i et rum, der udelukkende blev beluftet.

Af resultaterne fremgar det, at bioventingen var tilstrzkkelig til at skaffe
ilt til alle 16 mélepunkter i jordmatricen. Det blev derfor antaget, at
bioventingen var tilstrzkkelig til at forsyne hele jordmatricen: med ilt.

To milepunkter var anbragt i rummet uden bioventing. Figur 7.1.7 viser
resultaterne fra médlepunkterne i bunden af dette rum. Disse resuitater er
reprasentative for begge malepunkter placeret i rummet. Da milingerne
startede (dag 5), blev der konstateret et kuldioxidindhold pi ca. 16 vol %
og et iltindhold pd ca. 2 vol %. Baggrunden for disse verdier er, at den
biologiske nedbrydning startede allerede i de 5 forste dage som falge af
tilsetningen af ilt ved opblandingen af jorden. Situationen kompliceredes
dog ved, at ilt- og kuldioxidindholdet faldt langsomt i de falgende 60
dage. Iltniveauet stabiliseredes ved 19 vol % og kuldioxidniveauet ved 1,5
vol %. Den langsomme ®ndring i ilt- og kuldioxidindholdet kan skyldes
utilsigtet diffusion pa trods af, at der vha. overdekning med bentonit-
membran blev taget forholdsregler mod dette.
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It~ og kuldioxidindhold i et rum uden beluftning.
7.2 Nedbrydning af dieselolie

Nedbrydning af dieselolie blev fulgt i de to containere gennem 112 degn.
P& grund af de observerede forskelle i nedbrydningsmenstre - isar
mellem de inokulerede containerrum - blev det besluttet at prasentere data
fra de to containere hver for sig.

Nir man beskriver nedbrydning af fremmedstoffer i jord, antages det
ofte, at nedbrydningen felger en 1. ordens nedbrydningskinetik. Men
nedbrydningen af en kompleks blanding af stoffer som dieselolie falger
ikke en sidan simpel form for kinetik (Song et al., 1990), idet de enkelte
stoffer i blandingen typisk vil blive nedbrudt med forskellige hastigheder.
Dette forandrer sammens®tningen af blandingen, hvilket nedsaztter den
samlede nedbrydningshastighed. Dette vil til en vis grad blive modvirket
af et skift i den bakterielle population hen imod bakterier, der er i stand
til at nedbryde de mere tungtnedbrydelige dele af olien. Som en konse-
kvens af dette kan nedbrydningskonstanten dvs. halveringstiden ikke
bestemmes af nedbrydningskurverne. Song et al. (1990} opgiver hai-
veringstiden for dieselolie i jord-mikrokosmos som den tid, det tager at
reducere olieindholdet til 50% af startvardien. I nervarende rapport er
nedbrydningskurverne derfor tegnet uden, at der ligger en antagelse om,
at nedbrydningen falger en 1. ordens kinetik til grund.

Figur 7.2.1 og 7.2.2 viser nedbrydning af dieselolie i containerforseget.
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Figur 7.2.1

Dieselolienedbrydning i container I.

Conrainer [ Figur 7.2.1 viser dieselolienedbrydningen i container 1. Dieseloliened-
brydningen i de to behandlede rum fulgte det samme menster. 1 lobet af
de farste 20 dagn blev ca. 50% af den oprindelige dieselolie nedbrudt,
hvorefter nedbrydningshastigheden aftog, siledes at ca. 20% af den op-
rindelige dieseloliemzngde var tilbage efter 112 dagn. Totalt blev der
nedbrudt ca. 1.600 mg dieselolie/kg jord. Det laveste indhold af die-
selolie, der blev malt i container I, var 236 mg dieselolie/kg jord. Dette
blev milt i en prave fra det inokulerede containerrum efter 112 degn.

I det ubehandlede containerrum - kontrollen - skete der ogs4 nedbrydning

af dieselolie, men med langt lavere hastighed, saledes at dieseloliekon-
centrationen endte p4 ca. 60% af det oprindelige indhold.

42



Endelig udgave af 2. februar 1994
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Figur 7.2.2

Dieselolienedbrydning i container II.

Figur 7.2.2 viser dieselolienedbrydningen i container II. Nedbrydningen
af dieselolie i det beluftede rum, som var tilsat n@ringssalte, fulgte det
samme menster som det tilsvarende rum i container 1. Den hurtige
nedbrydning i starten efterfulgtes af en meget langsommere nedbrydning-
hastighed, som endte med, at ca. 20% af den oprindelige dieselolie var
tilbage efter 112 degn. Nedbrydningen af dieselolie i det inokulerede rum
var - i modsatning til forlgbet i container I - delvis sat i st i de forste 37
degn, hvorefter nedbrydningen startede, siledes at dieseloliekoncentratio-
nen endte pi ca. det samme niveau efter 112 degn som i de andre behand-
lede containerrum.

Det laveste indhold af dieselolie malt i container II var 251 mg dieselolie/
kg jord, som blev malt i en prove fra det beluftede og inokulerede contai-
nerrum efter 97 degn. Dieselolienedbrydningen i det beluftede container-
rum, som ikke blev tilsat nzringssalte, var meget lig den nedbrydning,
som sds i det ubehandlede rum i container 1. Efter et indledende fald i
dieselolieindholdet aftog nedbrydningshastigheden, siledes at ca. 60% af
det oprindelige indhold af dieselolie var tilbage efter 112 degn. Die-
seloliekoncentrationen i alle jordprever taget under containerforseget kan
ses i appendiks 15. Variationskoefficienterne beregnet ud fra data fra de
enkelte containerrum var p4 gennemsnitligt 21%. Den mindste variations-
koefficient var 1,1% i det ubehandlede rum i container I efter 112 degn,
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Unresolved complex

mixture "UCM"

UCM (% &f total diessloliskoncentration)

100

L

og den sterste var pA 57,4% ved dag 0 i det beluftede rum tilsat nerings-
salte i container II.

Indledende forseg (se afsnit 5.2.2) viste, at dieselolienedbrydningen i
forsegsjorden var begranset af den tilgengelige mengde af nitrat og
fosfat. Den farste tilsztning af neringssalte (dag 0) fremmede nedbryd-
ningen sammenlignet med nedbrydningen i det containerrum, som kun
blev beluftet; men den anden tilsztning af nzringssalte (dag 37) sa ikke
ud til at have nogen indflydelse pa forlebet af nedbrydningskurverne.

Figur 7.2.3 og 7.2.4 viser kvalitative aspekter ved dieselolienedbryd-
ningen i containerne. Ved at reintegrere data er det muligt at opsplitte
totalarealerne under chromatogrammerne i to. Den ene del indeholder de
opleste toppe, dvs. alle toppe som "stikker frem" pa chromatogrammerne,
af hvilke de mest fremtreedende er ligekadede alkaner og isoprenoiderne
pristan og phytan. Den anden del indeholder en kompleks blanding af
stoffer, som ikke kan adskilles pA chromatogrammerne ("unresolved
complex mixture" forkortet UCM). I nzrverende projekt biev UCM
siledes defineret som den del, der ikke "stak ud" pd chromatogrammerne.

75 : H i | 2 I L - i | L
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Tid (dage)
ubehuandlet beluttning + naaringssalts belutt. +nearingssalte + bakterer
e fl—— —h— ————
Figur 7.2.3

"Unresolved complex mixture” (UCM) i container I.

Figur 7.2.3 viser UCM-andelen som procent af det totale dieselolieind-
hold i container I. I de rum, som blev behandlet steg UCM-andelen til
mere end 95% af dieselolieindholdet under eksperimentets gang, mens
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UCM (% af total dieseloliekoncentration)

UCM-andelen i kontrollen kun steg til ca. 85% af det totale dieselolieind-
hold. P4 denne mide zndredes sammensetningen af dieselolien under
forsegets forlab, siledes at den resterende dieselolie i de behandlede
containerrum nasten udelukkende bestod af UCM.

"Unresolved complex mixture” (UCM) i container II.

Figur 7.2.4 viser UCM-andelen som procent af det totale dieselolieind-
hold i container II. Det var ikke muligt at se nogen forskel pt UCM-
andelene i det inokulerede rum og det rum, som modtog nzringssalte.
UCM-andelen af dieselolien i det containerrum, som udelukkende blev
_beluftet, var sammenlignelig med UCM-andelen i det ubehandlede rum i
container 1. P4 samme méde fulgte UCM-andelene i de to andre contai-
nerrum det samme menster, som sas i de tilsvarende rum i container 1.

70 s 1 i 1 X L . L . 1 .
0 20 40 €0 80 100 120
Tid (dage)
bewftning  belufning+nadngssalte  belutt +nasringssalts + bakderler
Figur 7.2.4
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Figur 7.2.5
Chromatografiske profiler af jordpraver fra containerrum udsat for Jorskellige behandlinger.



Endelig udgave af 2, februar 1994

Chromatogrammer, som viser bdde kvantitative og kvalitative aspekter
ved dieselolienedbrydningen i containerforsaget, ses pa figur 7.2.5.
Chromatogrammerne illustrerer skiftet i oliesammensetning fra olie med
et stort indhold af ligekzdede alkaner til olie, som nasten udelukkende
bestod af UCM-delen af dieselolie.

Det bemarkes, at selvom isoprenoiderne pristan og phytan blev nedbrudt
1 haj grad, var det stadig muligt at identificere dem pa chromatogram-
merne efter 112 degn.

Skiftet 1 oliesammensztning henimod en sterre andel af UCM, som sés i
containerforsaget, ses typisk i forbindelse med biologisk olienedbrydning
af komplekse blandinger af kulbrinter (Gough & Rowland, 1990). UCM-
andelen anses almindeligvis for at bestd af polyaromatiske kulbrinter,
cykliske forbindelser og kraftigt forgrenede alkaner, selvom en ny under-
sagelse tyder pi, at T-grenede alkaner muligvis udger den sterste del
(Gough & Rowland, 1990). Nedbrydningen af de grenede alkaner pristan
og phytan, som observeredes i containerforsaget, synes ikke umiddelbart
at stotte denne teori. Under alle omstendigheder ma dieseloliens sammen-
s@tning antages at &ndres, siledes at de mere tungtnedbrydelige kul-
brinter udger en relativt sterre andel.

En forklaring p& den langsomme nedbrydning af dele af olien kunne
vare, at der manglede substrater, som var nadvendige for at cooxidative
processer kunne forlabe. Bakterier, som er i stand til at udnytte polyaro-
matiske kulbrinter med mere end 4 ringe som eneste kulstof- og energikil-
de, er forst blevet isoleret for nylig (Mueller et al., 1990); men hvis
polyaromater som phenanthren er til stede, kan nedbrydning af hgjere
polyaromater som benzo(a)pyren finde sted, sandsynligvis ved cooxidative
processer (Keck et al., 1989).

Graden af biologisk tilgzngelighed er en anden faktor, som influerer pa
nedbrydning af fremmedstoffer i jord. Kulbrinter, som er adsorberet til
jordpartikler, anses for at vare utilgengelige for mikrobiel nedbrydning,
selvom evnen til at fremkalde desorption og derved frigere naphthalen,
séledes at stoffet kunne nedbrydes, viste sig at vare organisme-specifik
{Guerin & Boyd, 1992). P4 denne made kan et adsorberet substrat tenkes
at vere tilgengeligt for én mikroorganisme, men utilgzngeligt for en
anden, hvilket ger forudsigelser af effekten af adsorption til jord van-
skelig.
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Antallet af olienedbrydende bakterier i container 1.
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Antallet af olienedbrydende bakterier i container 11,
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Mikrobiologi Figur 7.2.6 til 7.2.9 afbilder det totale antal af heterotrofe bakterier og
olienedbrydende bakierier - talt som "colony forming units” (CFU) pa
agarplader - i containerne under eksperimentets forleb. Den forskel, som
sds i antal af bade heterotrofe og olienedbrydende bakterier i de for-
skellige containerrum ved forsegets start, skyldtes sandsynligvis, at
nzringssalte blev tilsat far dag 0, hvilket gav mulighed for en bakteriel
berigelse. Der kunne ikke erkendes nogen effekt af inokuleringen ved
milingen dag O, hverken i antallet af olienedbrydende eller heterotrofe
bakterier. Dette var ikke uventet mht. telling af heterotrofe bakterier, da
inokulumsterrelsen kun var ca, 1,9 x 107 bakterier/g jord. Men pa samme
méde umuliggjordes detektion af de tilsatte bakterier vha. deres oliened-
brydende evne pga. det hoje antal af indigene olienedbrydende bakterier
malt ved dag 0.

Der sis ikke nogen nettovakst i antailet af hverken heterotrofe eller
olienedbrydende bakterier i labet af forsaget, skant en forholdsvis stor
mangde dieselolie blev nedbrudt. Nedbrydning af 1.600 mg dieselolie/kg
jord skulle teoretisk kunne understotte fremvaeksten af 6,8 x 10° bakteri-
er/g jord (under antagelse af at kulstofindholdet i dieselolie var 85%, at
vekstudbyttet var 50% samt at det gennemsnitlige terstofindhold pr.
bakterie var 1 x 10" g). I stedet sis et fald i antallet af bakterier, som
viste, at nedbrydning af dieselolie kunne ske uden at en samtidig ophob-
ning af biomasse fandt sted. Et tilsvarende menster er beskrevet af Song
& Bartha (1990), som rapporterede, at der skete en indledende vakst i
den mikrobielle bestand i forbindelse med en forurening bestdende af
jetbrzndstof, hvorefter antallet af bakterier langsomt aftog efter 4 uger,
selvom nedbrydningen stadig fortsatte.

Bossert et al. (1984) var ikke i stand til at korrelere bortskaffelsen af oli-
eslam med mineralisering af kulstof (kuldioxid-emission) i slutfasen af et
bioremedieringsforseg. De konkluderede, at dette fznomen skyldtes
omdanneise af olie til ikke-ekstraherbart organisk stof, dvs. humusdannel-
se. Da det ikke i containerforseget blev undersagt, om der ophobedes
nedbrydningsprodukter, kan det ikke udelukkes, at humusdannelse i stedet
for mineralisering og indbyggelse i biomasse fandt sted, hvilket kunne
forklare den manglende biomassetilvakst.

Der kan drages to hovedkonklusioner om dieselolienedbrydning af resulta-
terne af containerforseget:

. En kombination af beluftning og samtidig tilsztning af nzrings-
salte fremmede signifikant nedbrydningen af dieselolie sammen-
lignet med en ubehandiet kontrol,

. Inokulering med bakterier fremmede ikke nedbrydningen af
dieselolie sammenlignet med samtidig beluftning og tilsztning af
nzringssalte.

En litteratursegning bragte ingen artikler frem, som rapporterede en
signifikant positiv effekt af at inokulere olieforureninger. Dette er i
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Mikrobiologi Figur 7.2.6 til 7.2.9 atbilder det totale antal af heterotrofe bakterier og
olienedbrydende bakterier - tait som "colony forming units” (CFU) p4
agarplader - i containerne under eksperimentets forleb. Den forskel, som
sas i antal af bide heterotrofe og olienedbrydende bakterier i de for-
skellige containerrum ved forsagets start, skyldtes sandsynligvis, at
nringssalte blev tilsat for dag 0, hvilket gav mulighed for en bakteriel
berigelse. Der kunne ikke erkendes nogen effekt af inokuleringen ved
milingen dag 0, hverken i antallet af olienedbrydende eller heterotrofe
bakterier. Dette var ikke uventet mht. telling af heterotrofe bakterier, da
inokulumsterrelsen kun var ca. 1,9 x 107 bakterier/g jord. Men pd samme
mdde umuliggjordes detektion af de tilsatte bakterier vha. deres oliened-
brydende evne pga. det hoje antal af indigene olienedbrydende bakterier
malt ved dag 0.

Der sds ikke nogen nettovakst i antallet af hverken heterotrofe eller
olienedbrydende bakterier i lobet af forseget, skent en forholdsvis stor
mengde dieselolie blev nedbrudt. Nedbrydning af 1.600 mg dieselolie/kg
jord skulle teoretisk kunne understatte fremvaksten af 6,8 x 10° bakteri-
er/g jord (under antagelse af at kulstofindholdet i dieselolie var 85%, at
vakstudbyttet var 50% samt at det gennemsnitlige tarstofindhold pr.
bakterie var 1 x 10 g). I stedet sis et fald i antailet af bakterier, som
viste, at nedbrydning af dieselolie kunne ske uden at en samtidig ophob-
ning af biomasse fandt sted. Et tilsvarende menster er beskrevet af Song
& Bartha (1990), som rapporterede, at der skete en indledende vakst i
den mikrobielle bestand i forbindelse med en forurening bestende af
Jjetbrendstof, hvorefter antallet af bakterier langsomt aftog efter 4 uger,
selvom nedbrydningen stadig fortsatte.

Bossert et al. (1984) var ikke i stand til at korrelere bortskaffelsen af oli-
eslam med mineralisering af kulstof (kuldioxid-emission) i shutfasen af et
bioremedieringsforseg. De konkluderede, at dette fenomen skyldtes
omdannelse af olie til ikke-ekstraherbart organisk stof, dvs. humusdannel-
se. Da det ikke 1 containerforseget blev undersegt, om der ophobedes
nedbrydningsprodukter, kan det ikke udelukkes, at humusdannelse i stedet
for mineralisering og indbyggelse i biomasse fandt sted, hvilket kunne
forklare den manglende biomassetilveakst.

Der kan drages to hovedkonklusioner om dieselolienedbrydning af resulta-
terne af containerforsaget:

. En kombination af beluftning og samtidig tilsztning af narings-
salte fremmede signifikant nedbrydningen af dieselolie sammen-
lignet med en ubehandlet kontrol.

. Inokulering med bakterier fremmede ikke nedbrydningen af
dieselolie sammenlignet med samtidig beluftning og tilsatning af
naringssaite.

En litteratursegning bragte ingen artikler frem, som rapporterede en
signifikant positiv effekt af at inokulere olieforureninger. Dette er i
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Mikrobiologi Figur 7.2.6 til 7.2.9 afbilder det totale antal af heterotrofe bakterier og
olienedbrydende bakterier - tait som "colony forming units” (CFU) pa
agarplader - i containerne under eksperimentets forleb. Den forskel, som
sds i antal af bade heterotrofe og olienedbrydende bakterier i de for-
skellige containerrum ved forsegets start, skyldtes sandsynligvis, at
nzringssalte blev tilsat fer dag 0, hvilket gav mulighed for en bakteriel
berigelse. Der kunne ikke erkendes nogen effekt af inokuleringen ved
mélingen dag 0, hverken i antallet af olienedbrydende eller heterotrofe
bakterier. Dette var ikke uventet mht, t®lling af heterotrofe bakterier, da
inokulumstarrelsen kun var ca. 1,9 x 107 bakterier/g jord. Men pi samme
made umuliggjordes detektion af de tilsatte bakterier vha. deres oliened-
brydende evne pga. det hoje antal af indigene olienedbrydende bakterier
malt ved dag 0.

Der sas ikke nogen nettovakst i antallet af hverken heterotrofe eller
olienedbrydende bakterier i labet af forseget, skent en forholdsvis stor
mangde dieselolie blev nedbrudt. Nedbrydning af 1.600 mg dieselolie/kg
jord skulle teoretisk kunne understette fremveaksten af 6,8 x 10° bakteri-
er/g jord (under antagelse af at kulstofindholdet i dieselolie var 85%, at
vakstudbyttet var 50% samt at det gennemsnitlige terstofindhold pr.
bakterie var 1 x 10™ g). I stedet sds et fald i antallet af bakterier, som
viste, at nedbrydning af dieselolie kunne ske uden at en samtidig ophob-
ning af biomasse fandt sted. Et tilsvarende menster er beskrevet af Song
& Bartha (1990), som rapporterede, at der skete en indledende veakst i
den mikrobielle bestand i forbindelse med en forurening bestdende af
jetbraendstof, hvorefter antallet af bakterier langsomt aftog efter 4 uger,
selvom nedbrydningen stadig fortsatte,

Bossert et al. {1984) var ikke i stand til at korrelere bortskaffelsen af oli-
eslam med mineralisering af kulstof (kuldioxid-emission) i slutfasen af et
bioremedieringsforseg. De konkluderede, at dette fenomen skyldtes
omdannelse af olie til ikke-ekstraherbart organisk stof, dvs. humusdannel-
se. Da det ikke i containerforsaget blev undersegt, om der ophobedes
nedbrydningsprodukter, kan det ikke udelukkes, at humusdannelse i stedet
for mineralisering og indbyggelse i biomasse fandt sted, hvilket kunne
forklare den manglende biomassetilvakst.

Der kan drages to hovedkonklusioner om dieselolienedbrydning af resulta-
terne af containerforsaget:

. En kombination af belufining og samtidig tilsztning af nzrings-
salte fremmede signifikant nedbrydningen af dieselolie sammen-
lignet med en ubehandiet kontrol.

. Inokulering med bakterier fremmede ikke nedbrydningen af
dieselolie sammenlignet med samtidig beluftning og tils®tning af
n&ringssalte.

En litteratursegning bragte ingen artikler frem, som rapporterede en
signifikant positiv effekt af at inokulere olieforureninger. Dette er i
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overensstemmelse med en udtalelse af Pritchard (1992); "There have been
several attempts at inoculation of oil contaminated soil, but with little
success”. Jobson et al. (1973) og Letomiki & Niemald (1975) udferte
feltforseg med inokulering af olieforurenet jord. Letomiki & Niemald
(1975) s& ingen effekt pa olienedbrydningen ved inokulering af jorden
med olienedbrydende bakterierenkulturer. Jobson et al. (1973) rapportere-
de kun ganske smi virkninger ved af benytte inokulering; ligekzdede
alkaner blev nedbrudt lidt hurtigere, men denne effekt blev dog ikke set
pa alle parallelle plots.

I modsatning til dette viste Ellis et al. (1990) - i laboratorieforseg - at
inokulering af olieforurenet jord fra et olieraffinaderi havde en positiv
virkning p4 nedbrydningen. Deres in-situ forseg manglede uinokulerede
kontroller, hvilket gor det vanskeligt at evaluere denne del af deres
forseg. P4 samme mide viste Portier et al. (1988), at der var nogle
positive effekter - en kortere lagfase - ved at inokulere en jord forurenet
med polyaromatiske kulbrinter med et kommercielt tilgengeligt inokulum
sammentignet med et inokulum af autochthon oprindelse.

Andre har undersegt effekten pd olienedbrydning af inokulering i et
vandigt milje. Atlas & Busdosh (1975) rapporterede nogle positive
effekter: De undersegte nedbrydning af riolie i et arktisk miljo og s4, at
nedbrydning i en saltholdig dam nzr kysten blev fremmet af inokulering
med Pseudomonas sp., mens den samme behandling ikke resulterede i
hajere nedbrydningsrate i en ferskvandsdam. Tagger et al. (1983) fandt,
at der ikke var nogen positiv virkning af at inokulere et simuleret oliespild
med store mangder af olienedbrydende bakterier; efter en mined var alle
undtagen én af de tilsatte bakteriestammer forsvundet. Mueller et al.
(1992) isolerede flere olienedbrydende bakteriestammer, som var i stand

- til at nedbryde olie i flydende kultur, men de havde ikke nogen yderligere

virkning pé olienedbrydningen sammenlignet med tils@tning af nzrings-
salte, nar de blev tilsat et simuleret tidevandssystem.

Den manglende succes med inokulering for at fremme bioclogisk ned-
brydning forklares ofte med, at inokulum udsattes for konkurrence,
pradation eller parasitisme af den indigene mikrobielle population (Vec-
chioli et al., 1990). For at modvirke disse effekter anbefales det nogle
gange at benytte inokula op til 100 gange sterre end den indigene popula-
tion, selvom dette synes at vare et urealistisk hejt tal i forbindelse med
in-situ biologisk jordrensning. Af praktiske og skonomiske Arsager blev
der i containerforsaget benyttet et inokulum af samme sterrelsesorden som
den indigene population.

Den manglende virkning af inokulering, som var resultatet af container-

forseget, er shledes i god overensstemmelse med resultater opnaet af
andre i forudgdende undersogelser.
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7.3 Biologisk nedbrydning vurderet ud fra resultaterne af
respirationstestene

Som tidligere beskrevet blev respirationstestene udfert med henblik pa at
vurdere nedbrydningshastigheden (se afsnit 4.4) pi en nem og billig
mide. Respirationstestene bestod i at afbryde bioventingen og lebende
mile ilt- og kuldioxidindholdet i jordmatricen. Der blev udfert 2 respira-
tionstests i forsegsperioden. Herudover blev iltoptagelsen i opstartsperio-
den benyttet til at vurdere den indledende nedbrydningshastighed. I
appendiks 13 er den gennemsnitlige iltoptagelse og den gennemsnitlige
kuldioxidproduktion for de 3 perioder beregnet.

Figur 7.3.1, 7.3.2 og 7.3.3 viser iltoptagelsen og kuldioxidproduktionen
for 3 mélepunkter i den forste forsagsperiode. Milepunkterne var placeret
i hvert af de 3 rum i container II. P4 figurerne er vist 3 perioder, hvor
ventilationen var henholdsvis tendt og slukket (3 cykiuser). Bioventing-
cyklusen er beskrevet i appendix 6.

Ventilation start/stop : 10
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. Kuidioxid , It Tid{dage)

Figur 7.3.1

Htopragelse og kuldioxidproduktion mait i et tidsrum pa 15 timer i juli,

7 dage efter forsagsstart. Malingerne blev foretaget i det rum i container
i1, der biev beluftet og tilsat naeringssalte og bakterier.
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Figur 7.3.2
Iltoptageise og kuldioxidproduktion mdit i et tidsrum pé& 15 timer i juli,

7 dage efter forsogsstart. Mdlingerne blev foretaget i det rum i container

Il, der blev beluftet og tilsat neeringssalte.
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Figur 7.3.3

Hitoptagelse og kuldioxidproduktion mait i et tidsrum pd 15 timer i juli,

K uldioxid(vol%)

7 dage efter forsagsstart. Malingerne blev foretaget i det rum i container

I, der udelukkende blev belufiet.
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[ de perioder, hvor bioventing ikke blev foretaget (3 timer og 15 minut-
ter), méltes folgende gennemsnitlige iltoptagelseshastighed i de 3 rum:

Tabel 7.3.1
Gennemsnitlig iltoptagelseshastighed og standardafvigelse, (N = 4) i de
tre rum i container Il i den farste forsegsperiode (juli).

Rum Gennemsnitlig iltoptageise
+ standardafvigelse (vol %/dag)
Container II: Luft 9.7 + 3.2
Container II: Luft, nzringssalte 36,7 £ 17,6
Container II: Luft, neringssalte, bakterier 32 4 6,6

Af figurerne og af tabel 7.3.1 fremgar det tydeligt, at den farste tilsat-
ning af nzringssalte havde en stimulerende effekt pa iltoptagelseshastig-
heden. Samtidig syntes tils@tningen af bakterier ikke at have nogen
stimulerende effekt.

Figur 7.3.4, 7.3.5 og 7.3.6 viser iltoptagelsen og kuldioxidproduktionen
mélt pa 3 milepunkter i respirationstestene gennemfort i september.
Milepunkterne var placeret i hvert af de tre rum i container II.

10
ventilationen stoppes

Kuldioxid (vol%)

P
+
gt

ot

- . . . : 0

63,5 64 64,5 63 63,5 66 66,5 67 67.5

. Kuldioxid , Iit Tid {dage)

Figur 7.3.4

Iitoptagelse og kuldioxidproduktion malt i september, 64-67 dage efter
forsegsstart. Mdlingerne blev foretaget i det rum i container II, der blev
beluiftet og tilsat nceringssalte og bakserier.
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Figur 7.3.5
Htoptagelse og kuldioxidproduktion malt i september, 64-67 dage efter
forsogsstart. Malingerne blev foretaget i det rum i container II, der blev
beluftet og tilsat neeringssalte.
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Figur 7.3.6

litoptagelse og kuldioxidproduktion mdlt i september, 64-67 dage efter
forsagsstart. Mdlingerne blev foretaget i det rum i comtainer Il, der ude-
lukkende blev beluftet.
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I den periodé, hvor der blev udfort respirationstests (ca. 3 dage), maltes
folgende gennemsnitlige iltoptagelseshastighed i de 3 rum:

Tabel 7.3.2

Gennemsnitlig iltoptagelseshastighed og standardafvigelse (N = 4) i de 3
rum i container Ii, hvori der blev udfprt respirationstests i september.

Rum Gennemsnitlig iltoptagelse
+ standardafvigelse (vol %/dag)
[Container IT: Luft 1.0 £ 0,2
Container II: Luft, n®ringssaite 1,8 + 0,7
Container II: Luft, nzringssalte, bakterier 22403

P4 basis af figurerne og tabel 7.3.2 fremgar det tydeligt, at iltoptagelses-
hastigheden er faldet betydeligt siden juli, og at den forste tilsztning af
naringssalte fortsat syntes at have en stimulerende virkning pa iltoptagel-
sen. Samtidig havde tilsztningen af bakterier stadig kun meget lille eller
ingen indvirkning pé iltoptagelsen.

Endelig viser figur 7.3.7, 7.3.8 og 7.3.9 iltoptagelsen og kuldioxidpro-
duktionen pd 3 mdlepunkter i respirationstesten, der fandt sted i oktober.
Milepunkterne var placeret i hvert af de 3 rum i container II.

Ied
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Figur 7.3.7

Htopragelse og kuldioxidproduktion malt i oktober, 98-106 dage efter
Sforsagsstart. Malingerne blev foretaget i det rum i container II, der blev
beluftet og tilsat naeringssalte og bakterier.
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Itoptagelse og kuldioxidproduktion mdit i oktober, 98-106 dage efter
forsogsstart. Mdlingerne blev foretaget i det rum i container Il, der

udelukkende blev beluftet.
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Figur 7.3.8
Iltoptagelse og kuldioxidproduktion malt i oktober, 98-106 dage efter
forsagsstart. Mdalingerne blev foretaget i det rum i container II, der blev
beluftet og tilsat neeringssalte.
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I perioden, hvor der blev udfart respirationstests (ca. 7 dage), miltes
folgende gennemsnitlige iltoptagelseshastighed i de 3 rum:

Tabel 7.3.3
Gennemsnitlig iltoptagelseshastighed og standardafvigelse (N = 4) i de 3
rum i container II, hvori der blev udfart respirationstests i oktober.

Rum Gennemsnitlig iltoptagelse
+ standardafvigelse (vol %/dag)
Container {l: Luft 03+£03
Container I{: Luft, n®ringssalte 09 + 0,6
Container II: Luft, n@ringssalte, bakterier 1,1 + 0,7

P4 baggrund af figurerne og tabel 7.3.3 fremgar det, at iltoptagelses-
hastigheden var lavere end ved den forrige respirationstest. I perioden
mellem respirationstestene i september og oktober blev der tilsat en ny
portion neringssaite. Dette havde imidlertid ingen effekt, idet iltoptagel-
seshastigheden var lavere end i september. Arsagen til faldet i iltoptagel-
sen kan vere, at temperaturen faldt ca. 5-10°C i denne periode.

En vurdering af nedbrydningshastigheden for dieselolie vha. resultaterne
fra respirationstestene findes i appendix 14: Vurderingen bygger pa den
antagelse, at kulbrinterme forefindes i formen CH, ¢ (s¢ appendix 1).
Nedbrydningshastigheder, som beregnes pa basis af kuldioxidproduktio-
nen, er lavere end hastighederne beregnet ud fra iltoptagelsen. Dette
fenomen er observeret i tidligere undersogelser, hvor man har forsagt at
beregne nedbrydningshastigheden vha. resultater fra respirationstests (Ong
et al., 1991; Dupont & Doucette, 1991). Dette kan skyldes, at kuldioxid i
modsztning til ilt er forholdsvis falsomt over for @ndringer i pH-verdien
og indholdet af vand i jorden. Af den grund er iltoptagelseshastigheden en
bedre indikator for biologisk aktivitet (Dupont & Doucette, 1991).
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Tabel 7.3.4
Nedbrydningshastighed for dieselolie + standardafvigelse beregnet pd
basis af iltoptagelseshastighed.

- Rum i | Biologisk nedbrydning {jull  Biclogisk nedbrydning (septemben Biclogisk nadbrydning (oktober)

; ! {mg hydroc. pr dag pr kg jord mg hydrac. pr dag pr kg jord mg hydroc. pr dag pr kg jord :
Container i | I ;
beluftning + NP [ {355 = 65 12 = 0,1 0,19 = 0,05
Container | !
beluftning + NP4 114 = 11,5 13205 .98 = 0,49 :
bakterier '
Container (I: !
beluftning 7525 08 =02 0,24 £ 0,27 '
Con@mner Ik !
belutning + N,P | |29 = 14 1.5=08 0,75 = 0,50
Container Ii:

ibeluftning + NP+ 126 = 5 1.8=03 0,93 = 0,63

: bakterier ! I

Tabel 7.3.4 viser nedbrydningshastigheden for dieselolie beregnet pi basis
af iltoptagelseshastigheden. Den hejeste, gennemsnitlige nedbrydnings-
hastighed pa 35,5 + 6,5 mg dieselolie/dag/kg jord blev opniet i container
I i det beluftede rum, der blev tilsat neringssalte.

Tabel 7.3.5
Nedbrydningshastighed for dieselolie + standardafvigelse beregnet pd
basis af kuldioxidproduktion.

Rum J Biologisk nedixydning (jull  Biclkogisk nedbrydning {september) Biologisk nedbrydning (oktober
mg hydroe. pr dag prkg jord  mg hydroc. pr dag pr kq jord mq hydroc, pr dag pr kg jord

Containar i: i i
‘peitning + NP | (209 =74 0,81 £ 0,1 0,16 = 0,03
, Container i: I
(beiuftning + NP+ 6,1 =37 0,63 = 3,18 061 =029
| bakterier i

Centainer iI: '

 beiutming 44+1,0 0,49 = 0,11 0,17 = 0,17

Cantainer iI;

beluftning + NP : 19,7 = 13,8 0,86 = 0,43 0.49 = 0,33

Container I :

beiuftning + MP+ (105 = 4,9 0.9 = 0,10 0,62 = 043

. bakterier | '
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Tabel 7.3.5 viser nedbrydningshastigheden for kulbrinter beregnet pi
basis af kuldioxidproduktionen. Hastighederne beregnet i tabel 7.3.5
svarer til resultaterne i tabel 7.3.4, idet den hojeste, gennemsnitlige
nedbrydningshastighed, 20,9 + 7,4 mg dieselolie/dag/kg jord, blev
opndet i container I i det rum, der blev beluftet og modtog nzringssalte.

De hastigheder, som er beregnet pa basis af kuldioxidproduktionen, er
imidlertid 40-50% lavere end hastighederne beregnet ud fra iltoptagelsen.
Ser man bort fra de ovenfor beskrevne Arsager kunne dette vare blevet
resultatet, hvis kun noget af ilten var brugt til mineralisering af dieseloli-
en.

Ved udforelse af respirationstests pa en grund forurenet med JP-4 brznd-
stof fandt Ong et al, (1991) frem til en biologisk nedbrydningshastighed
pa 2,9 + 0,2 mg hexan/kg jord/dag. Van Eyk & Vreeken (1989) fandt
frem til en biologisk nedbrydningshastighed pd 8 mg/kg/dag pd en grund
forurenet med dieselolie.

De nedbrydningshastigheder, der er opndet i dette projekt ved anvendelse
af respirationstests, er derfor hajere, men dog af samme storrelsesorden
som hastigheder, der er konstateret i tidligere forseg. Den hejere hastig-
hed i dette forseg kan skyldes, at jordmatricen er mere ensartet end for
in-situ forhold pa en forurenet grund.

7.4  Sammenligning og vurdering af forsegsresultaterne

Sammenlignes dataene fra respirationstestene (tabel 7.3.4) med dataene
for dieseloliekoncentrationen i jorden (figur 7.2.1 og 7.2.2) fremgir det
tydeligt, at de indledningsvist haje nedbrydningshastigheder, der holdt i
ca, 30 dage, blev efterfulgt af forholdsvis lave nedbrydningshastigheder i
resten af perioden. Faldet i nedbrydningshastigheden kan til dels vare
fordrsaget af et fald i omgivelsestemperaturen, specielt i oktober og
november. Temperaturfald har normalt en indvirkning p4 mineraliserings-
hastigheden. Swinianski et al. (1975) fandt, at kuldioxidproduktionen steg
til det tredobbelte, nir jordtemperaturen hzvedes fra 15°C til 30°C. ZEn-
dringen i dieseloliens sammens#tning har muligvis ogsd haft indflydelse
péd nedbrydningshastigheden.

Udvaskning af dieselolie i forbindelse med tilsztning af bakterier og
naringssaite og fordampning ved bioventingprocessen havde forsvindende
lille betydning, hvilket indikerer, at dieselolien forsvinder pga. biologisk
nedbrydning.

For at kunne foretage en kvantitativ sammenligning mellem de maélte
verdier for iltoptagelse og nedbrydning af dieselolie, blev nedbrydnings-
hastigheden for dieselolie beregnet for de forste 19 dage af forseget.
Mengderne af dieselolie, der blev nedbrudt i de forskellige containerrum
i dette tidsrum, blev beregnet ud fra de i appendix 15 opgivne data ved at
trzkke de gennemsnitlige koncentrationsverdier for dag 19 fra verdierne
for dag 0. Det md understreges, at disse nedbrydningshastigheder kun er



Endelig udgave af 2, februar 1994

geldende for de ferste 19 dage af forseget, og at de ikke kan ekstrapo-
leres til resten af forsegsperioden. Endvidere ma det pointeres, at dataene
skal tolkes med et vist forbehold p4 grund af den store variation.

[ tabel 7.4.1 er den gennemsnitlige nedbrydningshastighed for dieselolie
beregnet ved at tage gennemsnittet af resuitaterne fra de modsvarende
containerrum. Nedbrydningshastigheder beregnet pd baggrund af ned-
brydning af dieselolie var hajere end hastigheder beregnet ud fra iltopta-
gelse. Hastighederne stemte dog overens, idet de hajeste hastigheder biev
opnéet ved beluftning og tils®tning af neringssalte.

Tabel 7.4.1

Beregnede gennemsnitlige nedbrydningshastigheder for dieselolie i juli
beregnet pa basis af de modsvarende rum i container I og II.

Behandling Hastighed Hastighed Hastighed
beregnet ud fra | beregnet ud fra | beregnet ud fra
iltoptagelse® kuldioxid- nedbrydning af
produktion® dieselolie®
mg/kg jord/dag | mg/kg jord/dag | mg/kg jord/dag
Kontrol 8
Beluftning 8 4 27
Beluftning 32 20 74
Naringssaite
Beluftning 20 8 46
Neringssalte
Bakterier

(1) Beregnet ud fra tabel 7.3.4
(2) Beregnet ud fra rabel 7.3.5
(3) Beregnet ud fra data i appendix 15

Resultaterne fra henholdsvis respirationstestene og mailinger af dieselolie-
koncentrationen viser, at tilsetning af nzringssalte og udfarelse af bioven-
ting har en markant virkning p4 nedbrydningen af dieselolie sammenlignet
med de tiifzlde, hvor der ikke tilsattes nzringssalte. Disse resultater
stemmer overens med laboratorieforsegene, der viste, at jorden var P og
N begranset. Eftersom mélinger i kontrollen uden bioventing viste en
betydelig iltkoncentration, var faldet i indholdet af dieselolie i dette rum
forstaeligt. Resultaterne viser dog, at tilsztning af naringssalte og bioven-
ting har en betydelig effekt i sammenligning med kontrollen, idet der blev
opniet en slutkoncentration for dieselolie pi mellem 326-440 mg/kg jord i
rummene med n&ringssalte og bioventing sammenlignet med rummene
uden neringssalte, hvor der blev opniet en slutkoncentration pa ca. 1.000
mg/kg jord.
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Hverken respirationstestene eller malinger af dieselolieckoncentrationen
viste, at tilsztningen af olienedbrydende bakterier havde nogen virkning.
Dette stemumer overens med tidligere undersogelser.

Som tidligere nevnt har bade temperatur og @ndringer i dieseloliens
sammens&tning stor betydning for nedbrydningshastigheden.

Tabel 7.4.2
Beregnede gennemsnitlige nedbrydningshastigheder kalkuleret pd basis af
respirationsdata (tabel 7.3.4) fra modsvarende rum i container I og II.

Rum Nedbrydning Nedbrydning Nedbrydning
mg/dag/kg jord | mg/dag/kg jord | mg/dag/kg jord
i juli! i september? i oktober®
Belufining 8 0,8 0,2
Beluftning 4+ N, P 32 1,4 0.5
Beluftning + N, P 20 1,6 1,0
+ bakterier

Omgivelsestemperatur 14°C
2 Omgivelsestemperatur 10°C
: Omgivelsestemperatur 2°C

Fra juli til september havde @ndringen i dieseloliens sammenstning
sandsynligvis stor betydning p4 den malte iltoptagelse. Temperaturfaldet
fra september til oktober var betydeligt og medvirkede sandsynligvis til
faldet i iltoptagelsen.

Temperaturen i september udger i gennemsnit den normale jordtemperatur
i Danmark fra 1 m under jordoverfladen.

Hastigheden malt pa baggrund af iltoptagelsen i september blev brugt til
at beregne, hvornir dieselolien ville vare fuldstendig nedbrudt. For de
beluftede rum i containerne, der blev tilsat n@ringssalte, blev det be-
regnet, at nedbrydningen af de resterende 400 mg dieselolie/kg jord til en
koncentration pa 50 mg dieselolie/kg jord ville tage ca. 260 dage. Hvis
hastigheden mailt pd baggrund af iltoptagelsen i oktober anvendes til
samme beregning, ville nedbrydningen tage ca. 2 ir i de beluftede rum,
der blev tilsat n®ringssalte.

Endelig viste forsegsresultaterne en betydelig forskel mellem container 1
og II, til trods for at det blev tilstrabt at fi en ensartet koncentration af
dieselolie i jorden. Forskellen er et udtryk for de problemer, som kan
forventes i forbindelse med biologisk jordrensning udfort in-situ pd grund
af den uvensartede fordeling af olie i jordmatricen og de deraf felgende
problemer med dokumentation af en fuldstendig rensning.
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8 Fremtidige aspekter

8.1 Dkonomiske betragtninger og driftsteknik i forbindelse
med bioventing '

Pé baggrund af de resultater, der er opndet i dette projekt, skal mulig-
heden for yderligere forbedringer undersages.

Sayles et al. (1992) kombinerede bioventing med opvarmning af jorden til
over omgivelsestemperaturen, hvorved nedbrydningshastigheden hele aret
foregedes. Man foretog undersegelser af et passivt og et aktivt opvarm-
ningssystem pa en grund forurenet med flybrandstof. Det passive system
udnyttede solvarme, idet forsegsomradet blev overdakket med plastik, og
om vinteren blev varmen tilbageholdt ved at omradet isoleredes. Den
aktive opvarmning blev opndet ved at lede varmt vand ned i jorden og
derefter dzkke forsegsomradet med isoleringsmateriale. Undersagelsen er
endnu ikke afsluttet, men anvendelse af det aktive opvarmningssystem har
medfert mere end en fordobling af nedbrydningshastigheden sammenlignet
med en kontrol.

For at forbedre systemet vil det for tilsztningen af nzringssalte blive
overvejet, om det er rentabelt med en kontinuerlig tilsetning af vand
indeholdende naringsstoffer.

Omkostningerne i forbindelse med bioventing varierer meget. I forbindel-
se med et feltforsag er et groft sken pd $50/t jord blevet nzvnt (U.S.
EPA Report, 1989). P4 en lokalitet, hvor sandet jord var forurenet med
flybrendstof, blev omkostninger til bioventing angivet til ca. $20/m’ jord
(Vogel, 1991).

Etableringsomkostningerne er forst og fremmest athengige af, hvorvidt
der skal anlzgges vandrette eller lodrette injektions/vakuumboringer. Hvis
man anlegger vandrette boringer, vil etableringsomkostningerne belebe
sig til 65-75% af de samlede omkostninger i mods=tning til 20-35% for
lodrette boringer (Nielsen, 1993). Hvis den udsugede luft skal behandles
med aktivt kul, vil udgifterne til denne behandling typisk udgere en
betydelig del af driftsomkostningerne det forste r. Som falge deraf vil
driftsomkostningerne det forste ar for bioventing pa en benzinforurenet
grund overstige omkostningerne til bioventing p4 en grund forurenet med
dieselolie.

Tidsforbruget til en fuldstzndig oprensning er hovedsagelig afthengigt af
koncentrationen af forurenende stoffer, forureningstype, hydrogeologi og
omgivelsestemperaturen. Omkostningerne til oprensningen athenger af
den forbrugte tid, selv om etableringsomkostningerne vil udgare hoved-
parten af udgifterne, idet driftsomkostningerne er relativt lave. Driftsom-
kostningerne vil hovedsagelig omfatte elektricitet, n@ringssalte, vedlige-
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holdelse og kontrolaktiviteter. Driftsomkostninger vil herudover afthenge
af mengden af forurenet jord, idet en storre mangde vil betyde lavere
driftsomkostninger pr. ton jord.

Antallet af boringer for injektion og udsugning af luft har ligeledes stor
betydning for etableringsomkostningerne. Den mest rentable fordeling af
boringer skal vurderes pa en aktuel forurenet grund ved at udfere bioven-
ting in-situ.

8.2 Berigelseskultur til nedbrydning af UCM

Det er blevet forsegt at udvikle en alternativ strategi - sekventiel berigelse
- til isolering af bakteriekulturer, som kan nedbryde UCM-delen af
dieselolie. Sekventiel berigelse bestar i at opsplitte berigelserne i flere
afdelinger, hvor den ikke-nedbrudte oliedel og mulige nedbrydningspro-
dukter fra den foregdende berigelse udger substratet i den folgende
berigelse. I princippet kan denne procedure gentages si mange gange som
nadvendigt for at f olien fuldstzndigt nedbrudt. De enkelte trin i be-
rigelsen leder til isolering af renkulturer, som kan dyrkes hver for sig i
fermentorer og derefter blandes til et veldefineret inokulum.

Forsgg med denne teknik er blevet udfert pd Afdeling for Generel Mikro-
biologi siden sommeren 1993; de forelsbige resultater er lovende, men
det er endnu ikke lykkedes at isolere renkulturer i anden-generations
berigelserne.

De positive resultater af containerforsgget, som viste at bioventing og
tilsztning af n®zringssalte fremmede nedbrydningen af dieselolie vil - i
forbindelse med isolering af UCM-nedbrydende renkulturer - kunne
udnyttes i projekifase 2. Rekkefelgen af jordbehandlinger i fase 2 vil
derfor blive forskellig fra pilotfasen, hvor olienedbrydende bakterier blev
tilsat i begyndelsen af forsegsperioden. 1 fase 2 kunne man begynde med
at tilsztte neringssalte og igangsatte bioventningen til udelukkende
UCM-delen af olien var tilbage (1-2 mineder), hvorefter man kunne
tilsztte en UCM-nedbrydende renkultur.

8.3 Fase 2 - opskalering til in-situ forhold

I fase 2 vil bioventing-teknikken blive anvendt til biologisk rensning af en
forurenet grund. Grunden vil blive opdelt i 4 omrdder med forskellige
afstande mellem injektions- og vakuumboringerne og 1 omride til kontrot.
Ud over en opskalering til naturlige forhold vil driftsteknikken blive
optimeret i fase 2.

Der vil blive foretaget sammenligning mellem forskellige bioventing-
cykluser og bioventingflows. Herudover vil det blive vurderet, hvor
mange injektions- og vakuumboringer, der skal etableres pr. jordvolumen.
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Forskellige strategier for tils@tning af nzringssalte vil ligeledes blive
undersegt. En svag naringssaltoplesning brugt i forbindelse med kontinu-
erlig vanding kan vzre en losning pa problemerne med nitratudvaskning.

Afhengig af grundvandsbetingelserne pi stedet kan det vere nedvendigt
at sznke grundvandsniveauet. Dette aspekt skal overvejes i forbindelse
med bioventing, sifremt denne teknik skal anvendes generelt til biologisk
jordrensning af forurenede grunde.

Bortset fra bioventingen udfort in-situ p4 en forurenet grund omfatter fase
2 en laboratorieundersagelse. Som beskrevet i afsnit 8.2 vil muligheden
blive undersegt for at isolere kulturer, som er i stand til at nedbryde de
svaert nedbrydelige dieseloliekomponenter, som findes i UCM. Forhibent-
lig vil det vare muligt at teste kulturerne in-situ i fase 2 ved at tilsztte en
bakteriel oplesning til den forurenede grund.

Et yderligere problem i forbindelse med alle teknikker inden for in-situ
behandling er dokumentationen af oprensningen. Ved biologisk jordrens-
ning in-situ vha. bioventing er det muligt at benytte iltoptageisen som en
indikator for den biologiske nedbrydning, Mélinger af iltoptagelsen er
betydeligt billigere end at analysere for kulbrinter i jordpraverne. Om-
kostningerne til analyser kan derfor nedszttes betragteligt ved at begrense
Jjordprevetagningen til begyndelsen og slutningen af oprensningsperioden,
og séledes i stedet benytte maling af iltoptagelsen som en indikator for
nedbrydningen. En procedure for dokumentation skal fastlzgges ud fra de
erfaringer, der opnis i fase 2.
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9 Konklusion

Af containerforsegets fase 1 - biologisk jordrensning under simulerede in-
situ betingelser - kan udledes falgende konklusioner:

Dieselolien forsvandt p4 grund af den biologiske nedbrydning.

Bioventing med en luftstrem svarende til 0,36 porevolumen/time
var tilstreekkeligt til at sikre beluftningen af jordmatricen.

Tilsztningen af neringssalte og udferelse af bioventing havde en
positiv effekt pd den biologiske nedbrydning i sammenligning
med en kontrol.

Tilsztningen af olienedbrydende bakterier havde ingen synlig
effekt pa den biologiske nedbrydning.

En gennemsnitlig nedbrydningshastighed for dieselolie pi 74
mg/kg jord/dag blev beregnet i juli for et beluftet containerrum,
hvortil neringssalte var tilsat.

P4 baggrund af respirationsdataene for juli for et beluftet contai-
nerrum, der fik tilsat nzringssalte, blev der beregnet en gen-
nemsnitlig nedbrydningshastighed for dieselolie pa 32 mg/kg
jord/dag,

Zndringer i sammensatningen af dieselolien og temperaturfald
medferte en betydelig reduktion i nedbrydningshastigheden for
dieselolie.

Respirationstests kan benyttes som delvis dokumentation for
oprensning af en forurenet grund, nar bioventing benyttes til
oprensning in-situ. Dette medferer en reduktion i antallet af
jordprever, der skal analyseres for olie.

Systemerne til brug for tilsetning af n®ringssalte og beluftning af
jordmatricen virkede tilfredsstillende og kan efter optimering
benyttes til biologisk jordrensning udfort in-situ.
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Appendiks 1
Overslag pa iltforbrug ved fuldstendig nedbrydning til CO, og H,0
Jorden har et gennemsnitligt indhold af totalkulbrinter p4 5.000 mg/kg jord.

Huling & Bledsoe (1991) og Powell et al. (1988) angiver, at kulbrinterne (flybrandstof) kan antages
at vare pi formen CH, 4, hvilket medferer en molvaegt pa 14,16.

Reaktion ved nedbrydning:
CH,. + 1,54 O, = CO, + 1,08 H,0

mol kulbrinter = 5.000/14,16 = 353 mmol, til nedbrydning af disse kraves 1,54 x 353 = 544
mmo} ilt, hvilket svarer til 544 x 32 = 17.401 mg ilt pr. kg jord.

Hltforbrug pr. g kulbrinter: 17401 mg ilt/5.000 mg kulbrinter = 3,48 g ilt/g olie.

Ved et iltforbrug, der er 50% sterre end det stekiometriske forudsagte, fis et forbrug pa 26 g ilt/
kg jord.

Iltning af jordmatricen med vand indeholdende brintperoxid

Scott & Bert (1991) angiver:

Tilgzngelig ilt = oplest ilt + 0,471 x koncentrationen af brintperoxid

Copon w = 10,65 mg/l (ved 10°C, Teoretisk Vandhygiejne)

Crrimperos = 300 mg/1:

Cligengerg i = 10,65 + 0,471 x 300 mg/l = 152 mg/l

Pikravet vandmangde: 26/0,15 = 173 | vand/kg jord.

For en container geelder:

Vi =5mx23mx(2,15-0,4m = 20

6ia = 1,67 ton/m’® (via laboratorieforsag)

Mg = 20x 1,67 = 33,4 t jord

Ved en forsegsperiode pd 5 mineder og kontinuert flow:

(173 Vkg jord x 33.400 kg jord)/(5 x 30 x 24 h) = 1,6 m* vand/h = 38,4 m’/dag
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Laboratorieundersagelser har vist, at ved los pakning af jorden i containerne fis en permeabilitets-
koeffecient K = 9,8% m/sek. Denne permeabilitetskoeffecient er tilstrakkelig stor til, at det enske-
de flow kan opnis.

Iltning af jordmatricen med luft

Atmosferisk luft: massefylde = 1,293 g/ (1 atm, 0°C) (indeholder ca. 20% ilt)
Ilt: massefylde = 1,429 g/l (1 atm, 0°C)

Den kravede iltmangde var pa 26 g ilt/kg jc#rd, dvs.

26 x 1,670 = 43.420 g ilt/m?® jord

Ved forsegsperiode pd 5 mineder og kontinuert flow krzves:
43.420/(5x30x24) = 12,1 gilt/mPjord x h

12,1/(1,293 x 0,2) = 46,6 | atm luft/m*jord x h

12,1/(1,429) = 8,51 ilt/m’jord x h

For to containere geider:
Atm huft: 46,6 x 40 = 1.864 |/h
1it: 8,5 x40 = 340 1/h

Med et porevolumen pa 30% fis 560 | luft/m? jord

Luftudskiftning

Atm luft: 46,6/560 = 0,08 gange pr. time

1lt: 8,5/560 = 0,02 gange pr. time

Linhardt & Andersen (1991) har i deres forseg benyttet en luftudskiftning pA 10 gange i timen og

finder, at kun 1% af kulbrinterne fjernes med luftstremmen. Hvis det snskede luftflow kan opnas i
jordmatricen er bade ilt og atmosferisk luft en mulighed som oxidationsmiddel.
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Appendiks 2
Brintperoxid-stabilitetstests

Det soges klarlagt, hvorvidt brintperoxid er et egnet oxidationsmiddel ved nedbrydningen af diesel-
olien i jord fra Statoil depotet i Hedehusene. Et muligt problem ved at benytte brintperoxid er stof-
fets ringe stabilitet i vandige oplasninger.

Lokalitetsspecifikke forskelle har stor betydning for stabiliteten af brintperoxid, idet jordbakteriernes
catalaseaktivitet, pH og indholdet af Fe, Mn og tungmetaller alle er vigtige faktorer. Derfor valges
det at udfere indledende laboratorieforsog med den aktuelle jord. Jordens indhold af tungmetaller
blev undersegt, og koncentrationen viste sig at vere uden betydning,

Formalet med laboratorieforseget er, at undersege brintperoxids stabilitet ved en startkoncentration
pa 100 mg/l. Ved dekomponering af brintperoxiden svarer en koncentration pd 100 mg/l til en
iltkoncentration pa ca. 47 mg/l, hvilket igen svarer til m#tningskoncentrationen for ilt i vand (i
ligevaegt med ren ilt). Ved brintperoxidkoncentrationer over denne verdi opstir risiko for dannelse
af luftbobler og en deraf folgende nedsat poresitet i jordmatricen. 1 tidligere undersagelser er der
benyttet brintperoxidkoncentrationer fra 15 til 5.000 mg/l. Brintperoxid har dog vist sig at vare
toksisk overfor bakterier i haje koncentrationer. 1 forseg med en startkoncentration pa 50 mg/1
brintperoxid og derefter langsom tilvending til en koncentration pd 200 mg/! er der ikke registreret
toksisk effekt pd bakterierne (Huling & Bledsoe, 1991). 1 containerforsaget vil det derfor blive
aktuelt at benytte brintperoxidkoncentrationer begyndende pa 50 mg/l og derefter langsomt oget til
200-300 mg/1.

Det vil blive undersegt, hvorvidt der er mulighed for at oge stabiliteten af brintperoxid ved tilszt-
ning af forskellige stoffer, som i tidligere forsag har vist sig at vare effektive. Da det er projektets
overordnede mél at udvikle en metode til in-situ oprensning af en forurening, er det kun stoffer,
som ikke i sig selv medfarer en ny forurening, der vil blive testet. Da der kun snskes en sam-
menligning af stabiliteten og ikke et estimat af den aktuelle nedbrydningshastighed for brintperoxid i
jordmatricen, udferes forsogene pd en opsi@mning af jord og demineraliseret vand. Derved elimi-
neres problemer med at opna ens opblanding af jorden med de forskellige tilstningsstoffer og
brintperoxiden.

Felgende stoffer har tidligere vist sig at age brintperoxids stabilitet, dog i varierende grad:

Ortofosfat, Na,PO, (jorden behandledes med 800 mg/l i 16 timer, Spain et al., 1989)
(1.640 mg/l, Aggerwal et al.,1991), (2000 mg/1, Lawes,1991)).

Trinatrium trimetafosfat, P,O.> (300 mg/l, Aggerwal et al., 1991).
Kaliumtripolyfosfat, K;P,0, (2.000 mg/l, Lawes, 1991)
Citronsyre, C,O;H, (100-200 mg/l, Aggerwal et al., 1991)
Eddikesyre, CH,COOH

Trimetafosfat og citronsyre i en blanding (Aggerwal et al., 1991)

77



Appendiks 2

Mulige problemer: Ca medfarer udfzldning af CaPO,,

I ferste omgang va&lges det at undersoge stofferne enkeltvis i de tidligere benyttede koncentrations-
niveauer. Herved soges det klarlagt, om stofferne overhovedet har en virkning pa brintperoxidstabi-
liteten i den benyttede jord. For at fi en indikation af stoffernes effektivitet ved forskellige koncent-
rationer ndfores stabilitetstest for tre forskellige koncentrationsniveauer for hvert stof. Der udfores
dobbeltbestemmelse af hvert niveau. Der udfores ikke stabilitetstests for eddikesyre og citronsyre,
idet disse stoffer i sig selv medfarer et iltforbrug.

Forsagsperioden blev fastlagt ved at indkere metoden pi en opslemning uden tils@tning af stabili-
serende stoffer, og pH i opsl&mningen maltes. Indledningsvis méltes efter 1/2, 1 og 2 timer og
efter lengere tid i de tilf2lde, hvor nedbrydningen skete langsomt. En beskrivelse af fremgangs-
miden findes i appendiks 3.

Forsegsresultater

Temperatur: 19-23°C

pH (start): 6,01-6,88
Forsegsperiode: 31.03.93-07.04.93
Omrering:

Konstant i alle forseag

Farvereagens for analysen: Der blev fremstillet én reagens hver dag. Variationen i standardkurven
fra morgen til aften var maks. 5,7%.

Det blev undersegt, om halveringstiden (t,;) for brintperoxid var athangig af stabilisationsmidlet og
den anvendte koncentration.

Forbindelse Na,;PO, Na;P,0, Na,P,0,
Dosis t,, (minutter) t,, (minutter) t,, (minutter)
- 31,6 31,6 31,6
- 39,85 39,85 39,85
Lav - 41,7 49,9 57.8
Lav . 52,5 52,4 43,5
Mellem 55,5 50,2 49,8
Mellem 51,1 54,9 38,8
Hej 50,9 54,1 57,7
Hej 44.8 60,6 62
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Variationnanalyser viste (med 99,9% sikkerhed), at doseringsniveauet havde en virkning pA

stabilisationen af brintperoxid, men forsegene kunne ikke pivise nogen forskel mellem de tre
kemiske forbindelser.

I sammenligning med litteraturen fremgik det, at aktiviteten i jorden 13 i mellemkategorien, idet
halveringstiden for brintperoxid i jord med lav aktivitet er ca. 6 timer og i jord med hej aktivitet ca.
15 minutter (Lawes, 1991). P4 baggrund af forsegsresultaterne blev det konkluderet, at brint-
peroxiden sandsynligvis ville blive nedbrudt ved en hastighed, der 14 over hastigheden for bakterie-
forbrug.

En hydraulisk undersagelse af jorden viste en hydraulisk ledeevne pa 3 x 10° m/sek. ved middel-
pakning af jorden, som svarer til det, der blev anvendt i containerforsegene. Beregninger i
appendiks viser, at for at opnd en tilstrzkkelig m&ngde ilt til nedbrydningen krevedes et vandflow
p4 38,4 m*degn pr. container. Ved fuld matning af jorden i containeren med vand og med den
faktiske hydrauliske ledeevne, viser beregningerne, at der kun kunne opnas et vandflow pi 29
m’/degn pr. container. Det var derfor sandsynligvis ikke muligt at opn den snskede flowhastighed
under de givne betingelser.

Som folge af dette forsag blev brintperoxid valgt fra som muligt iltmiddel.
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Fremgangsmade i forbindelse med brintperoxid-stabilitetstests

Udtagning af jord: 4 forskellige steder i hver container blev der med jordspyd udtaget en prave.
Proverne samledes i en spand, sdledes at der i alt blev udtaget ca. 2 kg (ca. 1,51). Jorden
homogeniseredes og sten fjernedes.

I begerglas afvejedes 30 g jord, hvortil der tilsattes 225 g vaske. Herved opniedes et I/s forhold pa
7,5, og resultaterne kunne derved forseges sammenlignet med tidligere forseg (Lawes, 1991). I de
225 g vaske var stabiliseringsstofferne oplest. Oplesningen stod under omrering 1/2 time, inden
brintperoxiden blev tilsat (20 ml med koncentration pd 1.500 mg/l}. Opslemningerne stod under
omraring, idet omreringen dog blev stoppet 2 min. inden proveudtagning fra vaskefasen. Praven
blev fortyndet i malekolbe (1 ml i 100 ml malekolbe), og delprave blev udtaget og centrifugeret.
Endelig blev der udtaget 15 mli fra supernatanten, tilsat 10 ml farvereagensoplesning og afslutnings-
vis malt pa spektrofotometeret ved 505 nm (se appendiks 4 angiende metode til analyse for brint-
peroxid).

Idet pH og temperatur har indflydelse pd dekomponeringshastigheden, stabiliseredes alle oplesninger
for forsegsstart til pH 6-7 med svovlsyre, og forsegstemperaturen blev fastholdt pi samme niveau
under forseget.

Laboratoriet rider over 3 magnetomrerere: 3 stoffer x 3 kone. x 2 gentagelser + 3 blinde = 21,
dvs. 7 runder.

Det blev forsegt at stabilisere brmtperomdmveauet med tre fosfatsalte ved falgende koncentrations-
niveauer:

Ortofosfat (Na,PO,): 500, 1.000, 2.000 mg/l

Natriumtripolyfosfat (NasP;0,9): 500, 1.000, 2.000 mg/l

Trimetafosfat (Na,P,0,): 150, 300, 500 mg/l

Sammenligningen af evnen til at stabilisere brintperoxid blev foretaget ved at sammenligne

halveringstiden for brintperoxiden i en tosidet variationsanalyse. Koncentrationsniveauet blev
markeret pé falgende made:

() ingen tilsztning

(lav) tilsetning af stoffer ved den laveste koncentratlon
{medium) tilsetning af stoffer ved middelkoncentration
(hayj) tilstning af stoffer ved den hojeste koncentration
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Appendiks 4
Analysemetode til bestemmelse af brintperoxid

I laboratorieforsogene til fastleggelse af brintperoxids stabilitet var der behov for fastleggelse af
brintperoxidkoncentrationen i et interval fra 0 til 100 mg/l (=3000gmol/1). Under hensyntagen til at
enzymatiske analysemetoder generelt er mere specifikke over for enkeltstoffer, valgtes det at analy-
sere for brintperoxid spektrofotometrisk via peberrods-peroxidase. Weppen et al. (1992) benytter
denne analysemetode i brintperoxidtests, hvor der males pd opslemninger af jord og vand med en
brintperoxidkoncentration pd 10 g/l. Reaktionen er falgende :

(peroxidase)
H,0, + donor substrat —————>> farvet produkt

4—a.m.inoantipyrin og phenol valgtes som donorsubstrater (Frew et al., 1983). Det valgte substrat
kunne anvendes direkte, hvorved arbejdskr&vende oprensninger kunne undgés. Ved reaktionen
dannedes et farvet produkt, som miltes ved 505 nm.

Analysemetoden indkertes ved at benytte opskriften i Frew et al. (1992), med den forskel at der
blev anvendt starre reagenskoncentrationer i blandingen, idet de milte brintperoxid i et kon-
centrationsniveau fra 0 til 20 umol/l.

FREMGANGSMADE

Felgende procedure blev brugt:

Fremstilling af farvereagens
I 1.000 ml mélekolbe blev falgende tilsat:

- 2,34 g phenol

- 1,00 g 4-aminoantipyrin {(Sigma-2814)

- 10 ml 0,1 M fosfat buffer pH=6,9

- 25 pM brintperoxid = 2,5 pmol brintperoxid = 85ug brintperoxid.

Farst lavedes en fortynding af 30% oplesningen. Derefter blev 5 ml udtaget i en 1.000 ml
mélekolbe og fortyndet til stregen (dette svarede til en 0,15% oplesning (1,5 g/1). Fra denne
fortynding blev 5 ml udtaget, som overfores til 1.000 ml milekolbe (dette svarer til en 0,00075%
oplesning (7,5 mg/1). Herfra blev 11 ml udtaget og overfert til en 1.000 ml malekolbe.

- 0,2 uM peberrods-peroxidase, dvs. 0,02 pmol peroxidase, idet molvagten opgives til ca.
40.000 g/mol, svarer dette til at afveje 800 ug peberrods-peroxidase. 0,0008 g afvejedes og
overfortes til en 1.000 ml malekolbe.

Oplesningen opbevaredes i keleskab, nir den ikke blev brugt. Da oplesningens holdbarhed ikke
kendtes, miste der hver dag keres standardrzkke flere gange.
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Standardoplesninger
[ det felgende omtales oplesningen med 7,5 mg brintperoxid/l som stamoplesningen.

1,125 mg brintperoxid/l (33 umol/l), udtag 7,5 ml fra stamoplesning og fortynd i 50-ml mélekolbe.
0,9 mg brintperoxid/l (26,5 pmol/1), udtag 6 ml fra stamoplesning og fortynd i 50 ml-malekolbe.
0,675 mg brintperoxid/l (19,9 pmol/l), udtag 4,5 ml fra stamoplesning og fortynd i 50' mi méle-
kolbe.

0,45 mg brintperoxid/l (13,2 umol/1), udtag 3 ml fra stamoplasning og fortynd i 50 ml mélekolbe.
0,225 mg brintperoxid/l (6,6 pmol/1), udtag 1,5 ml fra stamoplesning og fortynd i 50 ml malekol-
be.

0,0 mg brintperoxid/1

Procedure ved maling

10 ml farvereagens blev opblandet med 15 ml prove. Denne blandings absorbans blev bestemt.
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Appendiks 6
Resultat fra mdling af luftemissioner

1. Baggrund

Ballerup Kommune udstedte den 3. maj 1993 miljsgodkendelse i henhold til miljobeskyttelsesiovens
kapitel 5 af Carl Bro as” in-situ-forsegsanlzg beliggende Serup Losseplads i Ballerup Kommune. Af
godkendelsens vilkar 11 fremgar gransevardier for massestromme og emissionskoncentrationer.

Dette appendiks indeholder resultater fra miling af emissionerne i luftafkastet.

2. Luftstrom i forsegsanl®gget

Der biev foretaget periodevis luftning i de to forsegscontainere. Hver luftningsperiode var p4 45
minutter og efterfulgtes af en 3,25 times pause uden luftgennemstremning.

Der blev udtaget 3 stikpraver. Alle tre stikpraver blev udtaget, mens der var luftgennemstremning i
anlzgget. ‘

3. Omstaendigheder ved provetagning af afkastluft

Generelt: Telthejde = 5 m, skorstensmundingens hojde over jorden = 6 m, skorstenens indre
diameter = 40,8 mm (tversnitsareal = 0,00131 m?).

1. stikprave

Eksponeret: 11:08 til 11:53 19.07.93
Tryk: 1095,6 mbar

Temperatur: 23°C

Lufthastighed: 22 m/s

2. stikprove

Eksponeret: 10:00 til 10:45 20.07.93
Tryk: 1086,5 mbar

Temperatur: 22°C

Lufthastighed: 19 m/s

3. stikprove

Eksponeret: 15:00 til 15:45 20.07.93
Tryk: 1089,7 mbar

Temperatur: 23°C

Lufthastighed: 19 m/s
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4. Beregning af massestrem og emissionskoncentrationer

Vedlagt ses resultaterne fra kulrersanalyserne.

Stofkoncentration i afkastluft

Luftmengde= 2 l/min. x 45 min. = 90|

1. stikprove

Luftmaengde= (90 | x 1.095,6 mbar x 273°K)/(1.000 I/m’® x 1.013 mbar x 296°K) = 0,0898 Nm®
Toluenkoncentration = (24/1.000 mg/rer)/0,0898 Nm* = 0,267 mg/Nm’

Koncentration af gvrige opgjort som xylener= (36.000/1.000 mg/rer)/0,0898 Nm* = 401 mg/Nm®

2. stikprove

Luftmangde = (90 1 x 1.086,5 mbar x 273°K)/(1.000 I/’ x 1.013 mbar x 295°K) = 0,0893 Nn*
Toluenkoncentration = (15/1.000 mg/rer)/0,0890 Nm® = 0,169 mg/Nm’

Koncentration af evrige opgjort som xylener = (46.000/1.000 mg/rer)/0,0893 Nm® = 517 mg/Nm?
3. stikprave

Luftma&ngde = (90 1 x 1.089,7 mbar x 273°K)/(1.000 I/m’ x 1.013 mbar x 296°K) = 0,0890 N

Toluenkoncentration = (9/1.000 mg/rer)/0,0890 Nm® = 0,101 mg/Nm’

Koncentration af evrige opgjort som xylener = (45.000/1.000 mg/rer)/0,0890 Nm® = 504 mg/Nm?

Gennemsnitskoncentration, toluen = 0,179 mg/Nm?
Gennemsnitskoncentration, evrige = 474 mg/Nm’

Massestrem i afkast

1. stikprove

Flow = 0,00131 m® x 22 m/s x 3.600 s/h = 103,8 n’/h

Flow = (103,8 m*h x 1.095,6 mbar x 273°K)/(1.013 mbar x 296°K) = 103,5 Ni*/h
Massestrom af toluen = 0,267 mg/Nm’® x 103,5 Nm’/h = 27,6 mg/h

Massestrom af gvrige opgjort som xylener = 401 mg/Nm’® x 103,5 Nm*/h = 41.503,5 mg/h
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2. stikprave

Flow = 0,00131 m* x 19 m/s x 3.600 s/h = 89,6 m*/h

Flow = (89,6 m*/h x 1.086,5 mbar x 273°K)/(1.013 mbar x 295°K) = 88,9 Nm*/h
Massestrom af toluen = 0,169 mg/Nm® x 88,9 Nm*/h = 15,0 mg/h

Massestrem af ovrige opgjort som xylener = 517 mg/Nm’® x 88,9 Nm¥/h = 45.961,3 mg/h

3. stikprave
Flow = 0,00131 m* x 19 m/s x 3.600 s/h = 89,6 m’/h
Flow = (89,6 m’/h x 1.089,7 mbar x 273°K)/(1.013 mbar x 296°K) = 88,9 Nm/h

Massestrem af toluen = 0,101 mg/Nm? x 88,9 Nm*h = 9,0 mg/h
Massestrom af gvrige opgjort som xylener = 504 mg/Nm® x 88,9 Nm¥/h = 44.805,6 mg/h

Gennemsnitsmassestram, toluen: 17,2 mg/h = 0,179 mg/m?
Gennemsnitsmassestram, svrige: 45.063 mg/h = 474 mg/m’
Spidsvardi, toluen: 27,6 mg/h = 0,008 mg/sek

Spidsvardi, evrige: 45.961 mg/h = 12,8 mg/sek

5. Luftningscyklus
Den 14.07.93 kl. 12:00 til den 28.07.93 kl. 09:00:

KI. 04:00 til kl. 04:45 : Bioventing tilsluttet
Kl. 08:45 til kl. 09:30 : Bioventing tilsiuttet
Kl. 01:30 til kl. 02:15 : Bioventing tilsluttet
Kl. 06:15 til kl. 07:00 : Bioventing tilsluttet
Kl 11:00 til ki. 11:45 : Bioventing tilsluttet

Total bioventing = 3.150 min. = 52,5 timer
Den 28.07.93 kl. 09:00:

Kl. 00:00 til kl. 00:45 : Bioventing tilsiuttet
Kl. 04:00 til kl. 04:45 : Bioventing tilsluttet
Kl. 08:00 til kl. 08:45 : Bioventing tilsluttet
Kl. 12:00 til kl. 12:45 : Bioventing tilsluttet
KI. 04:00 til kl. 04:45 : Bioventing tilsluttet
Kl. 08:00 til k. 08:45 : Bioventing tilsluttet

Total bioventing den 28.07.93 kl. 09.00 til den 28.10.93 ki. 04:00 = 20.610 min. = 343,5 timer.
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6. Maksimal emission af dieselolie med ventingluft
Nar bioventingen var tilsluttet, ledte ventilatorerne 20 m® tuft/h.

Emission fra den 14.07.93 kl. 12.00 til den 28.10.93 kl. 04.00 = 20 m*/h x 396 h = 7.920 m® delt
Pa 5 containerrum.

500 x 7.920 = 3.960 g kulbrinter = 792 g kuibrinter pr. containerrum.

% fald i kulbrintekoncentration, som kan skyldes fordampning:

792 x 100/20.400% = 4%

Den 28.10.93 blev dieseloliekoncentrationen malt til 0,67 mg/Nm®, og derfor kunne bioventingen
fra den 28.10.93 til den 01.01.94 kun medfere fordampning af ca. 3 mg kulbrinter fordelt pi de 5

containerrum.

4% fald i dieseloliekoncentrationen var derfor den maksimale verdi, der kunne skyldes for-
dampning.
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Malepunkter i forsegscontainerne
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Appendiks 8
Vand fil containerforseg

Farste tilszetning af n®ringssaite

Den 8.-9. juli 1993 blev der tilsat en vandig suspension indeholdende nzringssalte. Der onskedes et
C:N:P forhold pa 120:10:1. Jorden indeholdt i gennemsnit 2.500 mg totalkulbrinter/kg jord. Hvert
rum indeholdt ca. 6 m? jord, dvs. ca. 10t (1,7 t/m’). Oliemengden var siledes 25 kg pr. rum, N-
krav = 2 kg, P-krav = 0,2 kg.

Tilsztning af ortofosfat kan medfere udfzldning af FePO, 2H,0 L= 9,92 10¥ (25°C) eller
Cay (PO, L=2,07 10 (25°C).

Koncentrationen af jern i vandet fra den n&rliggende gird var 1,75 mg/l. FePO, 2H,0: L= 9,92
10® = (0,00175/55,847 mol/1) x (/94,976 mol/1), hvilket medferer, at koncentrationen af
optofosfat maksimalt mitte vere 3 102 g/, hvis der skulle undgds udfzldning.

Koncentrationen af Ca i det aktuelle vand kendes ikke; men da oplaselighedsproduktet var lille, var
der risiko for udfzldning ved tilsztning af ortofosfat.

For at undgd/minimere udfzldning matte man benytte vand fra en tankvogn. Vandet blev skaffet fra
Ballerup Brandvasen, og kvaliteten af dette vand var falgende:

Fe <0,2 mg/l; Ca <100 mg/l; pH: 7,3-8,0 (Vandforsyningsstatistik 1991; Dansk Vandteknisk
Forening, Miljestyrelsen).

Det var desuden vigtigt at tage hajde for, at n@ringssalte i for store koncentrationer kan medfore
nedsat nedbrydningshastighed (Morgan & Watkinson, 1992).

Neringssaltene matte derfor tilszttes ad flere omgange. Denne praksis er desuden benyttet i
tidligere bioventing forsog.

Vandet vil blive recirkuleret, indtil den pakrzvede spredning er opniet.

Derudover overvejedes muligheden for at tilsztte P som metafosfat (Brown & Norris, 1993). Da
der ikke havde varet mulighed for at kontrollere bakteriernes udnyttelse af dette i laboratoriet,
besluttedes det at benytte ortofosfat.

Det besluttedes at tilsette nzringssaltene over 2 gange, hver gang oplest i 1.400 liter vand,
svarende til to opblandinger i palletankene.

P tilszttes via Na,HPO, (My,2p04 = 142); 0,1 kg P = 3,23 mol P pr. rum. Dette svarede siledes
til, at der skulle tilszttes 459 g Na,HPO, til hver rum. Da 4 rum fik tilsat n®ringssalte, maitte der
laves 8 opblandinger i palletanken. I hver opblanding blev tilsat ca. 230 g Na,HPO,.

N blev tilsat via NaNO; og KNQ,, idet Rasiah et al. (1991) havde fundet, at nedbrydningen af olie
sker hurtigere ved anvendelse af disse saite end hvis NHNO, anvendes. Selv om Ca(NO,) si ud til
at give sterst nedbrydning, valgtes dette salt ikke, idet der ikke enskedes en yderligere foragelse i
koncentrationen af Ca.
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1 kg N pr. rum = 71,4 mol N. Der blev tilsat 6,46 mol Na via fosfatsalte, derfor blev N tilsat via
32,5 mol NaNO; og 38,9 mol KNO, (71,4-6,5 = 64,9 mol, 64,9/2 = 32,5 mol). Dette svarede
sdledes til, at der blev tilsat 2.763 g NaNO, (Myno; = 85) og 5.096 g KNO, til hvert rum, Da der
blev lavet 8 opblandinger i palletankene, skulle der pr. opblanding tilszttes ca. 1.382 g NaNOQ, og
2.548 g KNO,.

Tankene blev skyllet med vand for bakteriesuspensionen blev lavet.

Dernast tilledtes 1.200 liter vand, som skulle bruges i hvert rum ved spredningen af mikroorganis-
merne. Vandet recirkuleredes til den fornedne spredning var opniet. Der tilledtes bakterier til 2
rum, og der skulle sdledes laves 3 suspensioner & 800 liter, idet suspensionen bestod af ca. 6,8 liter
kultur (med 10" CFU/liter) og vand.

Tankene blev skyllet med vand efter tilsztningen af bakterierne.
Totalt blev siledes brugt 10,4 m® vand.
Derudover blev der brugt vand til opstart af anl@gget og til vanding af de to kontroller.

Efter spredning af n#ringssalte og mikroorganismer afdrenedes jorden for vand. Kolonneforseget
(se appendiks 9} viste, at det kunne forventes, at ca. 40% af vandet kunne afdranes i en periode pd
24 timer.

Anden tils®tning af neringssalte

Den 20. september 1993 blev der piny tilsat nzringssaite. Det viste sig, at spredningen af P var til-
fredsstillende ved ferste tilsztning. Koncentrationen af N derimod blev aldrig tilfredsstillende hegj.
Det besluttedes derfor at fordoble denne.

Da 1.400 liter er pa graensen af jordmatricens porevolumen, benyttes kun 600 1 vand ved hver
opblanding.

P tilszttes via Na,HPO, (My ppoqs = 142); 0,1 kg P = 3,23 mol P pr. rum. Dette svarede siledes
til, at der skulle tils@ttes 459 g Na,HPO, til hver rum. Da 4 rum skulle tils@ttes nzringssalte, mi
der laves 8 opblandinger (4 600 1) i palletanken. I hver opblanding blev der tilsat ca. 230 g
Na,HPQO,.

2 kg N pr. mum = 142,9 mol N. Der blev tilsat 6,46 mol Na via fosfatsalte, derfor blev N tilsat via
68,2 mol NaNO, og 74,7 moi KNO, (142,9-6,5 = 136,4 mol, 136,4/2 = 68,2 mol). Dette svarede
siledes til, at der blev tilsat 5.797 g NaNO, (MNaNO; = 85) og 7.545 g KNO, (Myxo; = 101) til
hvert rum. Da der blev lavet 8 opblandinger i palletankene, skulle der pr. opblanding (32 600 1)
tils@ttes ca. 2.899 g NaNO, og 3.773 g KNO,.

Da der blev anvendt 50 kg sakke, manglede ca. 568 g KNQ, i den sidste opblanding. Dette blev
erstattet med 478 g NaNQ,.

Til kontrollerne blev der tilsat vand uden nzringssalte. Der blev anvendt i alt 6 i’ vand.
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Efter spredningen af nzringsstofferne blev jorden drznet for vand. Vandstandsmalerne blev
kontrolleret, og vandstanden skuile vere pi ca. 20 cm.

Udtagning af vandprever

- To preve fra en palletank market dato og pallenr. (1 eller 2)
- To fra det recirkulerede vand i hvert rum. Der recirkuleredes ca. 5 m, svarende til 4 porevoiu-

miner, med en flowhastighed pi ca. 1 my/h. Den forste preve blev udtaget efter 1 m, og den
anden prave efter 5 m,.

- En preve fra vandet, som fraledes hvert rum.
- T alt udtages siledes 14 prever.

Praverne blev analyseret for NO;-N, PO>-P og dieselolie.
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Appendix 9
Jordsajleforsag

Formal

Formilet med sejleforsegene var at vurdere muligheden for at sprede de opformerede bakterier i
den dieselolieforurenede sandjord. Baggrunden for at vurdere forsegene var, at der i litteraturen
angives meget forskellige spredningsegenskaber for forskellige (selv nzrt beslegtede) bakterier i

jord. Kendskab til spredningshastigheder var en foruds#tning for planlzgningen af containerforse-
gene.

For at kunne vurdere spredningen af mikroorganismerne 1 jorden pd en enkel made udfertes
forsegene pa steril jord, hvilket i sig selv var en vesentlig @ndring i forhold til intakt jord. For at
reducere omkostningerne blev forsegene udfert i plastsejler, der ikke kunne steriliseres. Det blev
vurderet, at kontamineringsrisikoen ville vare lille, nir steril jord blev pakket i sgjlerne, og
naringssalte samt store maengder bakterier efterfalgende blev introduceret.

Materialer og metoder

Der blev konstrueret en sajle i PVC med folgende dimensioner: hejde 90 cm, indre diameter 9,3
cm. Sejlen blev pasat parvise preveudtagningsstudse med 25 cm’s mellemrum og var konstrueret til
at rumme 5-6 liter dieselolieforurenet sandjord ved mellemhard pakning. Jorden autoklaveredes og
blev pakket til ca. 80 cm’s hajde under rene forhold i sejlen (teoretisk volumen 5,434 1), idet et me-
talveev blev lagt i bunden for at forhindre fine sandpartikler i at blive skyllet ud af sejlen.

Jorden blev sigtet gennem 4 mm sigte og blev autoklaveret i 15 min. ved 121°C i autoklaveposer
(tyndt lag). Der blev lavet steriltest af jorden.

Tonbyttet vand i fodebeholder (sterilfilter pa afgang) blev autoklaveret. Der blev lavet steriltest.

En nzringssaltoplesning blev fremstillet. C:N:P forholdet var 120:10:1. Der blev regnet med et
maksimalt C-indhold p4 2.000 mg/kg. Som N-kilde anvendtes NH,NO; (M,, 80,04 g/mol) og som
P-kilde K,HPO, (M, 174,18 g/mol). Et C:N:P pi 120:10:1 svarede til 2.000:167:16,7 mg/1 eller
2.000 mg diesel, 0,48 g NH,NO, og 0,094 g K,HPO,/kg. Der blev lavet en stamoplesning inde-
holdende 238 g NH,NO, og 46,8 g K,HPO, i 1 liter vand (sterilfiltreret). Der blev udfert steriltest,
nir nzringssaltoplesningen var ferdigblandet i det rette forhold.

DO10 opformeredes farst i rystekolber, derefter i 2 liters fermentorer (se tidligere vejledninger).
Indholdet af fermentorerne blev centrifugeret og vasket.
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Fremgangsmadde

Opstilling: pakket jordsejle, afleb forbundet med reservoir-flaske (indeholdende ca. 200 ml),
pharmacia slangepumpe, indlab. Skitse over opstillingen:

Pumpe

o
A\

Reservoir flaske
Jordsejle

Jorden blev efter pafyldning af ca. 5 cm jord stampet forsigtigt (for at opna en mellemhard
pakning). Slutvolumen og vagt af jorden blev noteret. Sgjlen blev mattet med sterilt vand (pore-
volumen noteredes) ved langsom indpumpning nedefra (ca. 0,1 1/h). Bufferoplesning (koncentration
blev bestemt endeligt ud fra vandvolumen samt jordmengde i sgjlen) indeholdende bakterieopslam-
ning blev pumpet gennem sejlen oppefra med en hastighed p4 ca. 0,29 10" m/s, svarende til 0,1044
mv/h eller 2,5056 m/d, svarende til den hydrauliske ledningsevne for mellemhard pakning af jorden.

Den pasatte kultur (nedcentrifugeret og genopsl@mmet i fysiologisk saltoplasning) svarende til ca.
107 CFU/g jord i sejlen med en koncentration i pas@tningsvandet p4 10° CFU/mi.

Neringssaltoplesningen indeholdende mikroorganismer recirkuleredes efterfolgende. Jordsajlen hen-
stod ved stuetemperatur. Prover blev udtaget og kimtallet bestemt i alle preveudtagningshejder.
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Det viste sig, at der mod forventning var en del kontamineringsproblemer. I denne rapport er derfor
kun medtaget det afsluttende kolonneforsag.

Resultater:

Data:

Jordvagt: 8.078 g

Volumen jord i sejle: 5,6 1

Volumen vand i vandmattet sejle: 1,45 11 78 cm eller 18,6 ml/em

Bufferpisatningshastighed: 0,19 I/h eller 4,56 l/degn

Kim i koncentrat 2,6 x 10" CFU/ml

Liter pas&tningsvaske (nzringssalt): 3.000 ml

CFU i pisatningsvaske: 8,1 x 10° CFU/ml

Jord til sejlen: <33,3 CFU mi” (for pis@tning)

Neringssaltvand til sajlen: <33,3 CFU ml”

Koncentrationen af nzringssalte: 0,475 g NH,NO, og 0,0936 g K,HPO, pr. 1 svarende til en
oliekoncentration pa 2.000 ppm.

Dato Kl. Timer pH CFU/ml
fra
pod- Port 1 Port 2 Port 3 Udleb
ning {ca. 3 ¢m {ca.28cm { (ca. 58 cm
’ fra indlab) fra indleb) fra indleb)
22.06.93 | 21.00 0 7.5 Ikke muligt <333 <333 <333
at udtage
prover
23.06.93 12.00 15 7.4 - 1,9 x 108 5,2x 108 0,6 x 10
23.06.93 16.00 19 - - 0,8x 10 0,7 x 108 0,7 x 10®
24.06.93 | 09.00 36 7.5 - 0,4 x 10® 0,5x 108 0,4 x 10°
24.06.93 16.00 43 - - 1,3x 108 1,7 x 10 0,2 x 10%

Kulturen blev spredt i sejlen inden for de farste 15 timer = 1. preveudtagning. Der var i dette
forseg ingen problemer med kontaminering. P4 kimtalspladerne fra den 24.06.93 kunne der i
fortyndingerne 10 og 107? ses enkelte fremmede kim. Inden for kimtzilingsperioden sis ingen
vaekst i den autoklaverede jord. P4 grundlag af disse forseg kunne det forventes, at kulturen i
containerforsegene kunne spredes gennem 1,5 m jordsejle i lobet af et degn. Jorden i dette forsog
var last pakket (0,69 liter jord/kg), og den hydrauliske ledningsevne var derfor hejere end den
anvendte flowhastighed. I containerforsggene, hvor jorden ogsi var lest pakket (0,6 liter/kg), burde
der derfor uden problemer kunne anvendes et hgjere flow. Det skal dog bemarkes, at jordsgjlefor-
sogene blev foretaget med kulturen DO10, mens kulturen DO7-1I-1 blev udvalgt til anvendelse 1
containerforsoget. Denne udvalgelse var baseret pa, at DO7-II-1 besad bedre olienedbrydnings-
egenskaber.
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Appendiks 10
Fremgangsmdde ved tilseetning af bakterier

Det felgende er beregninger af bakteriemangder, der skennedes behov for til inokulering af
containerne og de koncentrationer, der skennedes acceptable til brug:

Jordmangder: 2 parceller 4 6,67 m* = 13,34 m’ eller 13,34 x 10’ liter jord. Ved los pakning af
jorden svarer dette til ca. 18.800 kg jord og ved en mellemhard pakning ca. 22.400 kg jord i alt
eller henholdsvis ca. 9.400 og ca. 11.200 kg pr. rum.

Inokulering: 10’ CFU/g jord svarer til en total bakteriemangde pd 188 x 10" til 224 x 102 CFU.
Laboratorieforseg viste, at det var muligt at opnd 10" CFU/ml, og at det falgelig ville vare
nedvendigt at opformere 18,8 til 22,4 liter kultur.

Vandmangder: For at undga tilstopning af jorden burde den maksimale koncentration vare 10°
CFU/ml (10" CFU/1). Siledes skulle 188 x 10'> CFU til 224 x 10" oplases 1 1.880 til 2.240 1 totalt
eller 940 til 1.120 { pr. rum. 18.800 til 22.400 kg jord skulle kunne indeholde ca. 0,163 til 0,094
liter vand/kg jord eller totalt 3.064 til 2,106 1 eller 1.532 til 1.053 liter pr. rum.

Sammenlignet med de ovenn®vnte vandmangder mht. inokulering var det tydeligt, at det ville vare
nedvendigt at bruge sterre vandmengder end pakravet blot for at opné et bakterieindhold pa 10’
CFU/g jord. Med 10°® CFU/ml inokuleringsvand ville det vere nadvendigt at opformere ca. 21-31
liter substratvolumen af bakterier.

Inokulering kunne udferes ved 249/138 I/h - den samme pumpehastighed som ved jordsejleforsege-
ne - svarende til ca. 6-8 timers pumpning. I dette tidsforleb ville kontamineringsprobkememe vere
mindre, da bakterieindholdet i vandet var 10* CFU/ml, og mokulermgen foregik i jord med et
bakterieindhold pa 105 CFU/ml.

Baseret pa jordsajleforsegene ville recirkulering i ca. 24 timer va&re tilstrakkelig for at fordele
bakterierne gennem jorden.

Den nedvendige tid til at temme containeren var vanskelig at vurdere. Ifelge jordsejleforsogene var

det muligt at pumpe ca. 30% af inokuleringsvandet ud (8 timer) og ca. 10% blev tomt passivt
natten over.
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PRINCIPSKITSE
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Pravetagningsplan for containerforsoget

Appendiks 11

Dato

Tid

CFU

Antal jordprever

Diesel olie

Vand- ' pH Nitrat . Ortophosphat
- _Dage analyser analyser inghold | analyser | analyser : analyser
14—Jul-83 ] 18 18 18] 18 18] 18
: 20~-Jul-93 § 18 18 18 18 18
! 26—Jui—-93 12 18 18 18 18 18
02-Aug-93 19 18 18 18 18 18
16—Aug—93 33 18] 18 18 18] 18
30-Aug-93 47 181 18 18 181 18
22-Sep-93 70 18 18} 181 18 18
06—-0ct—93 84 18 18/ 18 18 18,
19-0ct=-93 97 18 18 18 18 18
. 03-Nov—93 112} 18 18 18 241 18 18
; 01-Dec-93 140 18 18 18 : 181 18
H 04—Jan—g4 174 18 18 18] 181 18,
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Appendiks 12
Analysemetode

Bestemmelse af dieselolicindholdet

30 g jord anbragtes i 300 ml glasflasker. 100 ml Winogradskyoplesning tilsattes, hvorefter flaskerne
blev anbragt pa rystebord (250 o/min.) i 5 min. Der blev udtaget en | ml prove fra slurry’en til
bakterietzllinger (se nedenfor). Slurry’en blev ekstraheret med 50 ml pentan indeholdende n-
triacontan som intern standard. Flaskerne blev rystet kraftigt i hinden i § min., hvorefter de blev
anbragt pa rystebord (250 o/min.) i 1 time.

Efter centrifugering af pentanfasen blev dieselolieindholdet bestemt ved at injicere 1 zl prover i en
Hewlett Packard 5890 gaskromatograf tilsluttet en Simadzu C-RS5A integrator. Der benyttedes en 30
m x (,532 mm DB-1 fused silica kapillarkolonne (J & V Scientific). N, blev benyttet som bzregas
og tilfgrtes med en hastighed af 24,0 ml/min. Injektortemperaturen og detektortemperaturen var
henholdsvis 275°C og 300°C. Der blev benyttet temperaturprogrammering: forst 70°C i § min.,
derefter stigning i temperaturen til 275°C med en hastighed af 12°C/min. Denne temperatur holdtes
1 12 min:, hvilket gav en total analysetid pi 32 min. Der blev integreret mellem 3 og 27 min., og
dieselolieindholdet blev beregnet vha. en standardkurve af kendte mangder dieselolie i pentan.

Chromatogrammerne blev re-integrerede med en anden basislinie for at estimere det relative indhold
af unresolved complex mixture (UCM) i proverne.

Telling af heterotrofe og olienedbrydende bakterier

Den totale heterotrofe bakteriepopulation blev talt ved udpladning p4 plate count agar tilsat 50 mg
cycloheximid/l. Pladerne blev talt efter 3 dages inkubation ved 25°C.

De olienedbrydende bakterier blev talt ved udpladning pA minimal-agar bestdende af Muller-Hurtig
medium tilsat 20 g Nobleagar (Difco)/1 og tilsat 50 mg cycloheximid/l. Afkelede (5°C) pra-
inokulerede agarplader blev sprayet med 5% (vol./vol.) oplesning af hexadecan i ®ter. Pladerne
blev inkuberet i en mined ved 10°C, inden de blev talt. Kolonier, der var i stand til at danne
plaques i det lysbrydende hexadecanlag, blev kategoriseret som olienedbrydende.

Bestemmelse af nitrogen og fosfor

20 g jord blev ekstraheret med 200 mi 0,1 M KCI. Slurry’en blev anbragt p rystebord (250
o/min.) i 1 time. Ca. 10 ml slurry centrifugeredes, og supernatanten blev filtreret gennem N-frie
filtre, til den fremstod klar, hvorefter NO,-N og PO/ -P-indholdet blev bestemt vha. flow-
injektionsteknik (Tecators’ Aquatec system),
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Appendiks 13
Respirationstest

TABEL Stigning i carbondioxid vad respirations test, juth, september og oktober

Kanal 1 ¥anal 2 Kanal 3 Kanal 4 Kanal 5 Gannsmsnit Spredrn
; % COZ stigning/min % CO2 stigning/min % CO2 stigning/min % CO2 stigning/min % CO2 stigning/min | % COZ stigning/min
{CONTAINER | kantrod
i lutt, naringssaite NP 1,50€-02 9,00E-03 I.DOE—03| 1.20E-02 4 24E-
: Iuft, bakterier, NP 500E-03 2,00E ~03 40003 | J50E-03 2.12E-
CONTAINER 11 kontrol 3.006-03 2,008 03 2.00E-03 . 300E-C03 4,00E--0]3| 250E-03 5.77E-
: Iuft, naetingssate NP 7.00E-03 2,10E~(2 1.40E-02 3,00€-03 4,00E-031 113E-02 7.93E-
. luft, bakterier, NP 8,00E-03 4,00E~-03 4,00E-03 1,00E~02 500503 | B00E-03 283E-

Kanal 1 - 4 tepraesenterer reguitater fra studs 1 — 18, Kanal 5 raprasenterer resuitater fra studs 18 — 24 fultindag/uftudsug Fra hvert rum), Garnemsnit e baragnet uden brug af resultaterne |
Gannemsnits tamperatur = § °C { test perioden,

; HCaral 1 Kanai 2 Kanat 3 Kanal e Kanal 5 [Gennemsnit | Sprednin
' % CO2 stigning/min % COR stigning!min % COZ stigning/min % 002 stigning/min % CO2 stigning/min 1% £02 stigning,/min
HSONTAINER § honire |

. Iuft, nanngasaite NP 4, 14E-04 4,78E-Da 218E-Qa 4.46E-04 4 53E—
! Iuft, baktarior, NP 4,08E-04 2.85E-04 2TE-Da4 347E-04 A T7OE—
ICONTNNER ] kantral 3,288 -04 204E-04 2,B0E-04 A,08E-04 271E-04 B.25E-
i it naeringssatte NP 5,956 -04 51TE~04 8.53E-04 1.2E-04 284E-04 4 7IE-04 240E-
i luit, baktarier, NP 5,856 -0 5.04E-0a 4, 29E-04 497E-04 4.69E-04 ! S,00E-04 S572E-

Kanal 1 — 4 reprassenterat resuitater fra studs 1 — 18, Kanal 5 reprmsanterer resultator fra studs 18 - 24 {luftindiagAuftudsug tra hvert rum). Gannemsnit er baregnet uden bryg af resultaterns
Gennamanits tamomratur = 9 °C | test pedoden.

: Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4 Kanal 5 Gennemsnit Sprednin
: % COR stigning/mm % CO2 stigning/min % COR stigning/min % COZ stigning/mn % CO2 stigningfmin - % COZ2 stigning/min

| AlRinlet i

| cONTAINER | kontrol

: luft, neeringssalte NP 1,13E-04 9,19E-05 ? . 1.02E-04 1,496~
: luft, baktenier, NP 4 44E-04 223E-04 ? i 3. ME-04 1,56E-
EOONTA.INER 1 “kontroil 8,20E-05 5 13E-05 237E-0d 3,10E-G5 ? ' 9.53E-05 9.53E-
; Iuft, naeringssatte NP 3,18E-04 3.58E-04 J.88E-04 ? ? | 2.68E-04 1,80E-
: luft, bakternier, NP 4,806 04 501802 3,78E-Ga ? ? : 342E-04 2,35E-

Karal 1 - 4 rapressonterer resultaler fra studs 1 — 18. Kanal 5 reprasenterer resuitater fra studs 18 — 24 {(luttindtagMuftudsug fra hvert rum). Gennemsnit er beregnet uden brug af resultaterne
Gennamsnits tempemtur = 9 %3 | test padoden.
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Appendiks 14
Hastighed for biologisk nedbrydning beregnet pd baggrund af resultater af respirationstestene udfort
in-situ

Forudsatninger:

Porgsitet: 0,35,

Massefylde for jord: 1,67 t/m*.

Det blev antaget, at kulbrinterne i dieselolien fandtes pa formen CH, ;,, M = 14,16 g/mol {Huling
& Bledsoe, 1991).

Hvert rum i containerne rummede ca. 6 m* = 2,1 n?’ luft (n = 0,35).
6mix 1,67t/m* = 10t

1. Respirationstest fra den 16.09.93 til 19.09.93
Temperatur T = 280,65 °K i perioden, tryk P = 1 atm.

Iltindholdet i indstremningsluften blev i perioden malt til ca. 20 vol %.
2,1 m’® luft indeholdt da 0,2 x 2,1 = 0,42 m® ilt =
4201 x 1 atm / (280,65°K x 0,082057 1 x atr/mol x °K) = 18,24 mol ilt.

Kuldioxidindholdet i indstremningsgassen blev i perioden malt til ca. 0,5 vol %.
2,1 m’ luft indeholdt da 0,005 x 2,1 = 0,0105 m® kuldioxid =
10,51 x 1 atm / (280,65°K x 0,082057 1 x atm/mol x °K) = 0,4559 mol kuldioxid.

I. Kontrol

Kulbrintekoncentration: 1.166 + 99 mg/kg jord (mailt den 22.09.93)
[itoptagelse:
Kuldioxidproduktion:

I. Luft og naringssalte

Kulbrintekoncentration: 562 + 114 mg/kg jord (milt den 22.09.93)
Ilitoptagelse: 9,60E-04 + 8,49E-05 vol % / min,
Kuldioxidproduktion: 4,46E-04 + 4,53E-05 vol % / min.

Biologisk nedbrydningshastighed beregnet pd baggrund af iltoptagelsen:

9,60E-04 + 8,49E-05 vol % / min. = 5 x 9,60E-06 x 18,24 mol ilt/min. = 8,7552E-04 mol ilt /
min. Iiten svarede til den biologiske nedbrydning af kulbrinter, 8,7552E-04 / 1,54 = 0,5685 mmo!
kulbrinter/min. x 10.000 kg jord (se appendiks 1). 0,5685/10.000 mmol/min. x kg x 14,16
mg/mmol = 8,050E-04 mg/min. x kg jord, 8,050E-04 mg/min. x kg x 1.400 min./dag = 1,1270
+ 0,0995 mg kulbrinter/dag/kg jord.
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Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:
4,46E-04 + 4,53E-05 vol % / min. = 4,46E-06 x 200 x 0,4559 mol kuldioxid = 4,0666E-04 mol
kuidioxid / min. Kuldioxiden svarede til den biologiske nedbrydning af kulbrinter, 4,0666E-01 mol
kulbrinter/min. x 10.000 kg jord (se appendiks 1). 4,0666E-01 / 10.000 mol/min. x kg x 14,16
g/mol = 5,7583E-04 g / min. x kg jord. 5,7583E-04 x 1.400 min./dag = 0,806 + 0,0819 mg
kulbrinter/dag/kg jord.
I. Luft, neringssalte og bakterier
Kulbrintekoncentration: 861 + 283 mg/kg jord (malt den 22.09.93)
Iltoptagelse: 1,12E-03 + 4 45E-04 vol % / min.
Kuldioxidproduktion: 3,47E-04 + 8,70E-05 vol % / min.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af iltoptagelsen:
1,12E-03 + 4,45E-04 vol % / min. = 1,315 + 0,50 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet p4 baggrund af kuldioxidproduktionen:

3,47E-04 £+ 8,70E-05 vol % / min. = 0,627 + 0,157 mg kulbrinter/dag/kg jord.

I1. Kontrol

Kulbrintekoncentration: 984 + 421 mg/kg jord (malt den 22.09.93)

Iltoptagelse: 6,64E-04 + 1,59E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 2,71E-04 + 6,25E-05 vol % / min.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pd baggrund af iltoptagelsen:

6,64E-04 + 1,59E-04 vol % / min. = 0,7795 + 0,1865 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

2,71E-04 £ 6,25E-05 vol % / min. = 0,490 + 0,113 mg kulbrinter/dag/kg jord.

II. Luft og n®ringssalte

Kulbrintekoncentration: 964 + 332 mg/kg jord (milt den 22.09.93)

lltoptagelse: 1,27E-03 + 4,93E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 4,73E-04 + 2 40E-04 vol % / min.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af iltoptagelsen:

1,27E-03 + 4,93E-04 vol % / min. = 1,491 + 0,579 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet p4 baggrund af kuldioxidproduktionen:

4,73E-04 + 2,40E-04 vol % / min. = 0,855 + 0,434 mg kulbrinter/dag/kg jord.
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IL. Luft, n®eringssalte og bakterier

Kulbrintekoncentration: 1.076 + 307 mg/kg jord (malt den 22.09.93)

Ilitoptagelse: 1,50E-03 + 2,38E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 5,00E-04 + 5,72E-05 vol % / min.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet p4 baggrund af iltoptagelsen;

1,50E-03 + 2,38E-04 vol % / min. = 1,761 + 0,2795 mg kuibrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuidioxidproduktionen:

5,00E-04 t 5,72E-05 vol % / min. = 0,904 + 0,103 mg kulbrinter/dag/kg jord.

2. Respirationstest fra den 20.10.93 til den 27.10.93

Temperatur T = 278°K i perioden, tryk P = 1 atm.

litindholdet i indstremningsgassen blev i perioden malt til ca. 0,2 vol %.

2,1 m® luft indeholdt da 0,207 x 2,1 = 0,4347 m® ilt =

434,7 1 x 1 atm / (278°K x 0,082057 1 x atm/mol x °K) = 19,0559 mol iit.
Kuldioxidindholdet i indstremningsgassen blev i perioden malt til ca. 0,2 vol %.
2,1 m’ luft indeholdt da 0,002 x 2,1 = 0,0042 m® kuldioxid =

4,21x 1 atm / (278°K x 0,082057 1 x atm/mol x °K) = 0,1841 mol kuldioxid.

I. Kontrol

Kulbrintekoncentration: 1.034 + 41 mg/kg jord (malt 19.10.93)

Iltoptagelse:

Kuldioxidproduktion:

I. Luft og n®ringssalte

Kulbrintekoncentration: 402 + 166 mg/kg jord (malt 19.10.93)

Iltoptagelse: 1,54E-04 + 4,38E-05 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 1,02E-04 + 1,56E-04 vol % / min.

1,54E-04 + 4,38E-05 vol % / min. = 0,189 + 0,0537 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

1,02E-04 + 1,49E-05 vol % / min. = 0,186 + 0,027 mg kulbrinter/dag/kg jord.
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I. Luft, neringssalte og bakterier
Kulbrintekoncentration: 443 + 96 mg/kg jord (milt den 19.10.93)
Iltoptagelse: 7,99E-04 + 3,97E-04 vol % / min.
Kuldioxidproduktion: 3,34E-04 + 1,56E-04 vol % / min.
7,99E-04 £ 3,97E-04 vol % / min. = 0,980 + 0,487 mg kulbrinteridag/kyg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

3,34E-04 + 1,56E-04 vol % / min. = 0,609 + 0,285 mg kulbrinter/dag/kg jord.

I1. Kontrol

Kuibrintekoncentration: 1.201 + 200 mg/kg jord (mélt den 19.10.93)

[ltoptagelse: 1,96E-04 + 2,20E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 9,53E-05 + 9,53E-05 vol % / min.

1,96E-04 + 2,20E-04 vol % / min. = 0,2404 + 0,270 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pA baggrund af kuldioxidproduktionen:

9,53E-05 + 9,53E-05 vol % / min. = 0,174 + 0,174 mg kulbrinter/dag/kg jord.

II. Luft og n®ringssalte

Kulbrintekoncentration: 298 + 73 mg/kg jord (milt den 19.10.93)

Iitoptagelse: 6,09E-04 + 4 07E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 2,66E-04 + 1,80E-04 vol % / min.

6,09E-04 + 4,07E-04 vol % / min. = 0,747 + 0,499 mg kulbrinter/dag/kg jord.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

2,66E-04 + 1,80E-04 vol % / min. = 0,485 1. 0,328 mg kulbrinter/dag/kg jord.

II. Luft, neeringssalte og bakterier

Kulbrintekoncentration: 418 4 70 mg/kg jord (malt den 19.10.93)

Iltoptagelsen: 7,60E-04 + 5,10E-04 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 3,42E-04 + 2,35E-04 vol % / min.

7,60E-04 + 5,10E-04 vol % / min. = 0,932 + 0,626 mg kulbrinter/dag/kg jord.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

3,42E-04 1 2,35E-04 vol % / min. = 0,624 + 0,429 mg kulbrinter/dag/kg jord.
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Iltoptagelse den 21.07.93
Temperatur T = 288°K i perioden, tryk P = 1 aum.
Iltindholdet i indstremningsgassen blev i perioden malt til ca. 20 vol %.
2,1 m’ luft indeholdt da 0,2 x 2,1 = 0,42 m’® ilt =
420 1x 1 atm / (288°K x 0,082057 | x atm/mol x °K) = 17,77 mol ilt.
Kuldioxidindholdet i indstromningsgassen blev i perioden mAlt til ca. 0,5 vol %.
2,1 m? luft indeholdt da 0,005 x 2,1 = 0,0105 m® kuldioxid =
10,51 x 1 atm / (288°K x 0,082057 | x atm/mol x °K) = 0,44 mol kuldioxid.
I. Kontrol
Kulbrintekoncentration: 1.898 £ 170 mg/kg jord (malt den 20.07.93)
Iltoptagelse:
Kuldioxidproduktion:
I. Luft og naringssalte
Kulbrintekoncentration: 1.414 + 218 mg/kg jord (malt den 20.07.93)
Htoptagelse: 3,10E-02 + 5,66E-03 vol % / min.
Kuldioxidproduktion: 1,2E-02 + 4,24E-03 vol % / min.
3,10E-02 + 5,66E-03 vol % / min. = 35,45 + 6,45 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

1,2E-02 + 4,24E-03 vol % / min. = 20,93 t 7,40 mg kulbrinter/dag/kg jord.

I. Luft, nzeringssalte og bakterier

Kulbrintekoncentration: 1.876 + 602 mg/kg jord (milt den 20.07.93)

Iitoptagelse: 1,20E-02 + 9,90E-03 vol % / min.

Kuldiexidproduktion: 3,50E-03 + 2,12E-03 vol % / min.

1,20E-02 + 9,90E-03 vol % / min. = 13,75 + 11,3 mg kuibrinter/dag/kg jord.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pa baggrund af kuldioxidproduktionen:

3,50E-03 + 2,12E-03 vol % / min. = 6,11 + 3,70 mg kulbrinter/dag/kg jord.

I1. Kontrol
Kulbrintekoncentration: 1.687 + 215 mg/kg jord (malt den 20.07.93)

Ittoptagelse 6,75E-03 + 2,22E-03 vol % / min.
Kuldioxidproduktion: 2,50E-03 + 5,77E-04 vol % / min.
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6,75E-03 + 2,22E-03 vol % / min. = 7,7 + 2,55 mg kulbrinter/dag/kg jord.
Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet pA baggrund af kuidioxidproduktionen:

2,50E-03 + 5,77E-04 vol % / min. = 4,36 + 1,01 mg kulbrinter/dag/kg jord.

I1. Luft og nzringssalte

Kulbrintekoncentration: 2.062 + 1.140 mg/kg jord (malt den 20.07.93)

Iitoptagelse: 2,55E-02 + 1,22E-02 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 1,13E-02 + 7,93E-03 vol % / min.

2,55E-02 + 1,22B-02 vol % / min. = 29,15 + 13,95 mg kulbrinter/dag/kg jord.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet p baggrund af kuldioxidproduktionen:

1,13E-02 + 7,93E-03 vol % / min. = 19,71 t 13,83 mg kuibrinter/dag/kg jord.

II. Luft, neringssalte og bakterier

Kulbrintekoncentration: 1.687 + 138 mg/kg jord (malt den 20.07.93)

Iltoptagelse: 2,20E-02 + 4,55E-03 vol % / min.

Kuldioxidproduktion: 6,00E-03 + 2,83E-03 vol % / min.

2,20E-02 + 4,55E-03 vol % / min. = 25,15 + 5,2 mg kulbrinter/dag/kg jord.

Den biologiske nedbrydningshastighed beregnet p baggrund af kuldioxidproduktionen:

6,00E-03 + 2,83E-03 vol % / min. = 10,47 + 4,94 mg kulbrinter/dag/kg jord.
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Appendix 15

Dieseloliekoncentration i jordprover

Dieseloliekoncentration (mg/kg jord) i containere. Der blev ved hver prevetagning udtaget tre
jordprever pr. containerrum,

Container [ Container II
Tid | Kontrol | Beluftning Beluftning Beluftning Beluftning Beluftning
(degn) naringssalie Nerings- Nzringssalte Nzrings-
salte salte

Bakterier Bakterier
1.970 1.480 1.874 2.119 1.773 2.017
0 1.961 2.030 2.975 1.222 5.495 2.212
2.177 1.702 2.212 2.042 2.786 2.077
2.018 1.492 2.548 1.444 3.359 1.613
6 1.703 1.168 1.385 1.768 1.221 1.601
1.974 1.583 1.6%4 1.850 1.606 1.846
1.653 1.001 1.190 1.689 1.339 1.583
12 1.886 1.094 2.356 634 1.300 1.800
- 1.163 1.460 1.841 1.419 -
1.835 798 785 1.753 1.920 2.194
19 1.920 859 1.167 836 1.216 1.391
- 744 1.110 1.226 1.250 1.526
1.597 1.027 1.000 1.432 1,325 2.106
33 1.123 749 1.074 1.704 961 1.884
1.444 736 1.521 917 1.021 1.117
1.490 599 858 1.061 594 1.403
47 1.446 596 1.376 1.353 707 722
1.498 880 1.030 1.434 916 1.023
1.255 456 699 1.460 599 864
70 1.183 546 1.188 833 1.248 935
1.059 683 695 659 1.045 1.428
1.018 436 823 815 496 716
84 1.241 404 687 1.427 588 665
1.329 355 510 1.286 568 623
1.070 301 338 972 261 477

97 1.045 311 465 1.297 251 341
589 594 527 1.336 382 436
112 1.159 315 435 1.122 414 375
1.173 326 236 436 579 505

1.185 337 371 1.275 307 -
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