Miljaprojekt Nr. 613 2001

Teknologiudviklingsprogrammet for
jord- og grundvandsforurening

MTBE-nedbrydning i grundvand vha.
alkanoxiderende mikroorganismer

Fase 1: Resultater og vurdering

Per Loll og Claus Larsen
Dansk Milljgradgivning A/S

Kaj Henriksen, Rasmus Johansen, Laila Kleis Pedersen og
Steingerdur Gna Kristjansdottir
Aalborg Universitet, Afdeling for Miljgteknik

Miljgstyrelsen

Milje-og Energiministeriet



Miljgstyrelsen vil, nar lejligheden gives, offentliggere rapporter og
indleeg vedrgrende forsknings- og udviklingsprojekter inden for
miljgsektoren, finansieret af Miljgstyrelsens undersggelsesbevilling.

Det skal bemaerkes, at en sadan offentliggerelse ikke ngdvendigvis
betyder, at det pageeldende indleeg giver udtryk for Miljgstyrelsens
synspunkter.

Offentliggerelsen betyder imidlertid, at Miljgstyrelsen finder, at
indholdet udger et veesentligt indleeg i debatten omkring den danske
miljgpolitik.



|ndhold

FORORD ...ciiiii it 4
RESUNME ....ootittttetttteeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeasessraesaannans 5
SUMMARY .. aaas 6
1 INDLEDNING.. ..ottt 7
1.1 BAGOIUNG....ceiuiieiiieisieerie ettt 7
1.2 FOrmal 0og ProjektStrUKIUN .........ccveereeeeeeeeeeeeeeeeeeete e 8
2 LABORATORIEARBEJDE OG RESULTATER.................. 9
2.1 Opformering og screening af berigelseskulturer ...........cccvveenee. 9
2.1.1 Procedurefor berigelse og opformering......ccccceeeeeveevvecensennnen. 9
2.1.2 Screening af propanoxiderende kulturer ... 11
2.2 Yderligere selektion med iso-alkaner ........ccccceeevveceevecceevnnenn, 13
2.2.1 Procedurefor berigelse og opformering.........ccceeeerverereennne 13
2.2.2 Screening efter yderligere selektion.......ocvvvecvveeveccenieeee 14
2.3 Nedbrydningskinetik for primagsubstrat............c.cccvveneneennne 16
2.4 Nedbrydningskinetik for MTBE..........cccccooovivrievecieneceenecen 18
2.5 Bestemmelse af maksimale vaksthastigheder .............ccoccoeenee. 20

3 PERSPEKTIVER FOR ON-SITE RENSNING AF
GRUNDVAND ... 23
3.1 Korrektion for temperatur og biomassekoncentration................. 23
3.2 Korrigerede nedbrydningSrater ..........coooevereneneneneeeeeeeeeeeene 24
3.3 Overdagsheregninger .......ccoccvveereereneseseee s 26
4 SAMMENFATNING ... 28
5 REFERENCER.....cc i 30
Bilag A: LaboratorieproCedUrer ...........cccveeieveesiesieieeeeeeeeee e 32
A.l: Screening af propanoxiderende KUIturer ..........ccoceveeenienene 32
A.2: Screening efter yderligere selektion ........cccveveceeeececenenee, 32
A.3:  Nedbrydningskinetik for primegsubstrat...........c.ccccvvevrenne 33
A.4: Nedbrydningskinetik for MTBE .........ccccceveivevicvececeeeenee, 33
A.5: Bestemmelse af maksimale vakstrater ..........cccceeveeveveeennne. 33
Bilag B: BerigelSesproCeaure.........cooiveirieenieriresesesiee e 34
Bilag C: Biomasse standardkurver (ODssy — protein) ..........c.cceceeeeee.. 35
Bilag D: RESUITALEN ........oeeeireeiisieirieeeesee e 36
D.1: Screening for bedste SUDSErat.........coveeeerevenecenecsieeniens 36
D.2: Nedbrydningskinetik for primegsubstrat..........c.ccccoeeenienne 37
D.3: Nedbrydningskinetik for MTBE ..........cccoeveiveiieiiecicicene, 37
D.4: Bestemmelse af maksimale vaksthastigheder ...........ccc..c.... 38



Forord

Denne rapport skitserer de forelgbige resultater fra et samarbejdsprojekt
mellem Dansk Miljeradgivning A/S og Afdeling for Miljateknik, Aal-
borg Universitet. Projektet er udfert under og finansieret af Miljastyrel-
sens Teknologiudviklingsprogram for jord- og grundvandsforurening.

Rapporten er udarbejdet af Per Loll og Claus Larsen, Dansk Miljaradgiv-
ning A/S, samt Kaj Henriksen, Afdeling for Miljateknik pa Aalborg Uni-
versitet.

Rapporten er udarbejdet pa baggrund af |aboratorieundersggel ser udfert
af Rasmus Johansen, LailaKleis Pedersen og Steingerdur Gna Kristjans-
déttir, Afdeling for Miljeteknik pa Aaborg Universitet.



Resumé

Formal

Formalet med dette projekt er, at undersage om MTBE-forurenet grund-
vand, i forbindel se med afvaagepumpninger, kan renses cost-effektivt i
en on-site bioreaktor vha. alkanoxiderende mikroorganismer. Denne rap-
port skitserer resultaterne af en raskke batchforsag, der har haft til formal
at danne grundlag for en indledende vurdering af metodens tekniske po-
tentiale.

MTBE-nedbrydende berigel seskulturer

Ud fra sphagnumholdig havejord har det vaaret muligt at opformere tre
forskellige berigel seskulturer af mikroorganismer med potentiale til co-
metabolisk nedbrydning af MTBE. Der er sdledes konstateret MTBE-
nedbrydning af kulturer beriget med hhv. propan, isobutan og isopentan.
Patrods af, at den isopentanberigede kultur umiddelbart udviste det star-
ste MTBE-nedbrydningspotentiale blev det, af handteringsmaessige arsa-
ger, fravalgt at arbejde videre med denne kultur.

Nedbrydning af MTBE

Der er for de propan- og isobutanberigede kulturer observeret MTBE-
nedbrydningsrater pa hhv. 10,1 og 15,7 mg MTBE/(g protein-time). Der
er indledende fundet halvmaeningskonstanter, K _, for MTBE-nedbryd-
ning paca. 130 — 150 mg MTBE/L.

Omsagning af substrat

For omsagtningen af propan er der fundet en maksimal omsagningsrate,
V, ... P&405 mg propan/(g protein-time) og en halvmagtningskonstant, K _,
pa 9 mg propan/L. For isobutan er der tilsvarende fundetv__- og K -
vaadier pa hhv. 289 mg isobutan/(g protein-time) og 3,5 mg isobutan/L.

Mikrobielle vasksthastigheder

Der er fundet maksimale vaeksthastigheder, 1, paca 0,5 til 1,2 d*. Dis-
se vaksthastigheder vurderes ikke at vagre tilstraskkelige til at sikre opret-
holdelse af biomassekoncentrationen i en given on-site reaktor og der bar
etableres en enhed til tilbageholdelse af biomasse.

Overslagsmesssig dimensionering

Ved overslagsmasssig dimensionering af en optimeret bioreaktor med
isobutanoxiderende mikroorganismer, kan der f.eks. ved 90% masse-
fjernelse samt en hydraulisk belastning pa 2 m’/time beregnes et ned-
vendigt reaktorvolumen paca. 4,6 nv'.

Potentiale for on-site rensning

Samlet vurderes det, at der forholdsvist simpelt kan fremel skes mikroor-
ganismer med potentiaetil nedbrydning af MTBE samt at vaare sandsyn-
liggjort, at disse kulturer har potentiale til massefjernelse i forbindelse
med on-site rensning af MTBE-forurenet grundvand i en bioreaktor.



Summary

Purpose

The purpose of this project is to investigate whether MTBE contaminated
groundwater can be treated cost-effectively in on-site bioreactors con-
taining alkane-oxidizing microorganisms. This report summarizes the
results from a series of batch tests with the purpose of revealing the tech-
nical potential of the method.

MTBE degrading

enrichment cultures

Three different alkane-oxidizing enrichment cultures with potential for
co-metabolic MTBE degradation were obtained from peat enriched gar-
den soil. Hence, co-metabolic degradation of MTBE was demonstrated
for cultures enriched with propane, iso-butane, and iso-pentane. Although
the culture enriched with iso-pentane exhibited the greatest degradation
potential of the three cultures examined, this culture was excluded from
further study due to substrate handling problems.

Degradation of MTBE

MTBE degradation rates of 10.1 and 15.7 mg MTBE/(g protein-h) were
observed for the propane and iso-butane enriched cultures, respectively.
Preliminary results suggests half-saturation constants, K, for MTBE
degradation of approx. 130 — 150 mg MTBE/L.

Substrate degradation

For the propane-oxidizing culture, a maximum degradation rate, v, _, of
405 mg propane/(g protein-h) and a half-saturation constant, K _, of 9 mg
propane/L were found. For iso-butane, v, and K_ were found at 289 mg
iso-butane/(g protein-h) and 3.5 mg iso-butane/L.

Microbial growth rates

Maximum microbial growth rates of approx. 0.5to 1.2 d* were found.
These growth rates are not sufficient for ensuring the necessary biomass
concentration in an on-site bioreactor, and a unit for biomass retention
should beinstalled.

Preliminary reactor dimensions

Preliminary dimensions can be estimated for an optimized on-site biore-
actor designed for e.g. 90% mass removal and a hydraulic load of 2
m’°/hour. Based on the results for the iso-butane oxidizing microorgan-
isms a necessary volume of approx. 4.6 m®is calcul ated.

Potential for on-site treatment

In conclusion, it has been shown that it isrelatively easy to produce en-
richment cultures of microorganisms with a potential for MTBE degrada-
tion. It has also been shown that these cultureshasa MTBE massre-
moval potential for groundwater trestment in on-site bioreactors.



1 Indledning

1.1 Baggrund

MTBE i oppumpet grundvand

| forbindelse med afvaargepumpning pa M TBE-forurenede grunde op-
pumpes ofte grundvand indeholdende MTBE og evt. andre benzinrel ate-
rede forureningskomponenter, herunder BTEX er.

On-siterensning

Pagrund af MTBE’s relativt hgje vandopl eselighed og darlige adsorp-
tionsegenskaber, set i forhold til f.eks. BTEX'er og chlorerede oplas-
ningsmidler, er der ikke umiddelbart nogen af de almindeligvis anvendte
on-site teknikker, der er cost-effektive som eneste behandlingsenhed til
rensning af MTBE-forurenet grundvand, sammenlignet med |gsninger til
rensning for f.eks. BTEX'er (Sket, 1998; Keller et a., 20004).

Aktiv-kulfiltrering

Hvor aktiv-kulfiltrering er en velkendt og cost-effektiv metode til on-site
rensning af oppumpet grundvand for indhold af f.eks. BTEX' er noteres
det ofte, at aktiv-kul lgsninger ikke umiddelbart udger nogen hverken
teknisk eller gkonomisk optimal I@sning til on-site rensning af MTBE-
forurenet grundvand (Stub, 1998). Dette udsagn skal bl.a. sesi lyset af, at
kulforbruget under sammenlignelige betingelser er ca. en faktor 10 starre
ved rensning for MTBE end ved rensning for BTEX' er (Arvin og Bro-
holm, 2001).

Keller et a. (2000a) har sdledes beregnet, at det er ca. 2 - 4 gange dyrere
at rense for MTBE end for benzen ved en indlgbskoncentration pa 1
mg/L og et flow paAmellem 2 — 20 m’/time. | (Miljastyrelsen, 1999) anfa-
res det dog, at rensning for MTBE ikke ngdvendigvis vil fordyre en af-
vaggeforanstaltning baseret pa aktiv-kulfiltrering veesentligt, hvis der
aligevel skal fjernes BTEX' er, og ndr kapitalomkostningerne udger en
vaesentlig andel af de samlede omkostninger i forbindelse med afvaerge-
foranstaltningen.

Kombination af on-site teknikker

F.eks. har Keller et al. (2000b) dog vist, at der ved at kombinere forskel-
lige teknikker; f.eks. air stripning, membranfiltrering og aktiv-kulfiltre-
ring, kan oprenses cost-effektivt til meget lave MTBE-koncentrationer.

Teknikker specielt egnet til MTBE

Det vurderes dog, at der er basis for at udvikle og afpreve aternative
teknikker, der ved at vaae specielt designede til behandling af MTBE-
forurenet grundvand, kan vaae cost-effektive i forhold til teknikker, der
oprindeligt er designet til frarensning af andre forureningskomponenter.

Biofiltre
Biologiske filtre, baseret pa mikroorganismer, der direkte eller indirekte
omsadter MTBE, kan potentielt udfylde en pladsi rakken af on-site tek-



nikker til rensning for MTBE (Miljgstyrelsen, 1999). Rensning i biofiltre
har endvidere potentiale til omdannelse af MTBE til ufarlige nedbryd-
ningsprodukter.

Biofiltre kan enten benyttes som eneste |gsning eller i kombination med
konventionelle on-site l@gsninger til for- og/eller efterbehandling af det
forurenede grundvand, alt afhaengigt af de aktuelle mikroorganismers
nedbrydningsmaessige egenskaber og deres robusthed overfor gvrige for-
ureningskomponenter.

Biologisk nedbrydning af MTBE

Selvom der generelt er bred enighed om, at MTBE er forholdsvist sveat
bionedbrydeligt, isax in-situ, (Miljastyrelsen, 1998), foreligger der i litte-
raturen flere eksempler p3, at f.eks. alkanoxiderende mikroorganismer
med held er benyttet til at omssdte MTBE cometabolisk (Steffan et al.,
1997; Heick og Sgrensen, 1999; Hyman og O’ Reilly, 1999). Naavazende
projekt tager afsadt i resultaterne opnaet i disse studier.

1.2 Formal og projektstruktur

Formal

Formalet med det naavaaende projekt er, gennem en rackke |laboratorie-
forsag, at afklare om der er teknisk og gkonomisk potentialei at rense
MTBE-forurenet grundvand i en bioreaktor indeholdende en berigel ses-
kultur af alkanoxiderende mikroorganismer.

Projektstruktur
Projektets laboratoriearbejde er opdelt i to faser:

1. Farste fase omfatter en raskke batchforsgg til indledende afklaring af
metodens tekniske potentialei forhold til on-site rensning af MTBE-
forurenet grundvand.

2. Anden fase vil primaat omhandle indkaring og drift af en laborato-
rieskala bioreaktor samt fastlagggel se af optimale driftsbetingel ser
for denne.

Samlet vurdering
Pa baggrund af resultaterne fra begge faser vil der blive foretaget en
samlet vurdering af metodens tekniske og gkonomiske potentiale.

Naa vaaende rapport
Naavaaende rapport har til forma at beskrive projektets status efter far-
ste fase.



2 Laboratoriearbeg de og resulta-
ter

Under sagte primea substrater

| det oprindelige projektoplagg var der lagt op til at undersgge potentialet i
en bioreaktor med propanoxiderende mikroorganismer, men pa baggrund
af resultaternei et nyere amerikansk studie af Hyman og O’ Reilly (1999)
blev det, efter de indledende forsgg, bedluttet at inddrage to andre alka-
ner, hhv. isobutan og isopentan, som mulige primaarsubstrater.

Forsag i projektets farste fase

For at undersgge om der er teknisk potentiale i at oprense MTBE-
forurenet grundvand i en on-site bioreaktor indeholdende en berigelses-
kultur af propan-, isobutan- eller isopentanoxiderende mikroorgani smer
blev der i projektets farste fase udfart fa@gende laboratorieforsag:
Opformering og screening af berigel seskulturer.

Y derligere selektion med iso-alkaner.

Nedbrydningskinetik for primaasubstrat.

Nedbrydningskinetik for MTBE.

Bestemmel se af maksimale vaksthastigheder.

grwdpE

Vurdering af teknisk potentiale

De opnéede resultater vil danne grundlag for en vurdering af om det er
muligt at tilvejebringe berigel seskulturer med potentiale til at nedbryde
MTBE. Resultaterne vil endvidere give et indtryk af hvilke nedbryd-
ningshastigheder, der kan opnas for MTBE samt hvilken tilseetning af
substrat, der modsvarer denne M TBE-nedbrydning. Resultaterne kan pa
denne baggrund give et indledende billede af mulige dimensioner paen
on-site bioreaktor i forhold til krav om massefjernelse (% MTBE fjernet).

Laboratorieprocedurer
En rakke detaljer omkring fremgangsmaden i forbindelse med de gen-
nemfarte forsag er neamere beskrevet i bilag A.

2.1 Opformering og screening af berigelseskulturer

Tilveebringel se af mikroorganismer

Denne del af projektet havde til forma at tilvejebringe naturligt forekom-
mende mikroorganismer med potentiale til nedbrydning af MTBE. Proce-
duren er baseret pa et tidligere studie udfert ved Afdeling for Miljgteknik,
Aalborg Universitet (Heick og Sagrensen, 1999). Berigel sesproceduren er
gengivet skematisk i figur B.1, bilag B.

2.1.1 Procedurefor berigelse og opformering
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Berigelse af jordpr aver

Tre forskellige berigel seskulturer blev indledende fremel sket ved udtag-
ning af 100 g sphagnumholdig havejord til inkubering ved 23°Ci 1L
flasker med gastadte propper. De tre flasker blev tilsat vand, propan og
MTBE som specificeret i tabel 2.1. Gasfasen i flaskerne blev udskiftet ca.
hver anden uge med frisk atmosfagisk Iuft og propan.



Tabel 2.1: Simulering af berigelseskulturer i jord.

Jord Vand Propangas MTBE
[d] [mL] [mL] [mg/kg jord]
Flaske 1 100 10 50 0
Flaske 2 100 10 50 1000
Flaske 3 100 10 0 1000

'=100 mg MTBE oplgst i 10 ml vand, tilsat 100 g jord

Overfarsel til mineralmedie

Efter ca. en maned blev der udtaget 2 gange 5 g jord fra hver flaske il
selektion og opformering af de tre berigel seskulturer. Jorden blev tilsat
150 mL vekstmedie (pH = 7), indeholdende bl.a. mikro- og makronae
ringsstoffer, sasmt MTBE og propan som angivet i tabel 2.2. Inkubationen
blev foretaget i 0,5 L flasker med gastadte propper ved 30°C og blev
omrystet ved 150 rpm. Propantilsagningen til flaske 1 og 2 svarer til en
vaeskefasekoncentration pa ca. 3,1 mg/L. Gasfasen i flaskerne blev ud-
skiftet ca. hver anden dag med frisk atmosfaarisk luft, hvorefter der blev
tilsat propan som angivet i tabel 2.2.

Tabel 2.2: Selektion og opformering af kulturer i vaeskesuspension.

Jord Vakstmedie Propan MTBE
[d] [mL] [mL] [mg/L]
Flaske 1 (a, b) 5 150 17,5 0
Flaske 2 (c, d) 5 150 17,5 100
Flaske 3 (g, f) 5 150 0 100

Selektion og opformering

Efter en uge blev 5 mL repraesentativ vasskeblanding, efter grundig om-
rystning, udtaget fra hver flaske og overfart til nye 0,5 L flasker med 145
mL frisk vakstmedie. Disse flasker inkuberedes derefter under samme
forhold som beskrevet ovenfor. For at sikre tilstragkkelig selektion af de
propanoxiderende bakterier blev proceduren gentaget tre gange.

Observeret vaskst

Under selektions- og opformeringsprocessen observeredes der visuelt en
betydelig bakterievakst i kulturerne beriget med propan (flaske 1 og 2),
mens der kun blev observeret begramset vakst i kulturen beriget alene
med MTBE (flaske 3). Disse indledende observationer vedr. mikroorga-
nismernes vakst stemmer overens med det forventede, dader i litteratu-
ren generelt er observeret betydeligt hgjere vakstrater for mikroorganis-
mer, der benytter alkaner som primaarsubstrat end for mikroorganismer
der anvender MTBE som eneste energi- og kulstofkilde; f.eks. (Salanitro
et a., 1994; Garnier et al., 1999).

2.1.2 Screening af propanoxiderende kulturer

Screening af propanoxiderende kulturer

Til afklaring af hvilken af de af pravede berigel sesprocedurer, der medfa-
rer en bakteriekultur med det sterste M TBE-nedbrydningspotentiale blev
der foretaget en indledende screening af hver kultur. Idet der ikke var sket
en naevneveardig vakst i flaske 3, der kun blev beriget med MTBE, blev
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denne kultur ikke medtaget i screeningen. Kulturen blev fortsat opforme-
ret til screening i projektetsfase 2.

Fremgangsmade

Kulturerne blev placeret i serumflasker ved 23°C og MTBE-koncentra-
tionen blev moniteret over en periode pa ca. 75 timer. Den neamere
fremgangsmade ved screeningen er beskrevet i bilag A.1.

Resultater

Tabel 2.3 viser de opnaede resultater, herunder MTBE-nedbrydnings-
rater, for berigelseskulturernei flaske 1 og 2 samt for paralelle blindtests
til dokumentation af, at der ikke skete abiotisk fjernelse af MTBE i se-
rumflaskerne (Blind A og B).

Tabel 2.3: Screening for berigel seskulturernes MTBE-nedbrydningsrater ved 23°C.

Flaske ODss, Biomasse  Fjernet Rate Rate”
[-] [mg protein/L] [%] [mg MTBE/L/time] [mg MTBE/(g protein-time)]
1(@ 0536 89,2 57 0,076 0,85
1(b) 1,12 185 98 0,59 3,2
2(c) 0,514 85,6 96 0,53 6,2
2(d) 0,315 53,0 82 0,31 58
Blind A - - 1,0 0,0026 -
Blind B - - 2,7 0,00024 -

" = Absolut nedbrydningsrate.
* = Specifik nedbrydningsrate korrigeret for biomassekoncentrationen.

% MTBE fjernet over ca. 75 timer

Som det ses af tabel 2.3 er der i de fire serumflasker observeret fjernelse
af mellem 57 og 98% af den tilsatte M TBE-mamgde over forsagsperio-
den paca. 75 timer. Den abiotiske fjernelse (Blind A og B) er tilsvarende
fundet til 1 —2,7%. De abiotiske fjernelsesrater blev i en statistisk test
konstateret ikke at vare signifikant forskellige franul (H,: haddning = O;
p-vaadi lig hhv. 0,8 og 0,98).

Foecifikke nedbrydningsrater for MTBE

For de to undersggte berigel seskulturer af propanoxiderende bakterier
(flaske 1 og 2) vurderes det pd baggrund af resultaternei tabel 2.3, at der
opnés de hgjeste MTBE-nedbrydningsrater for kulturen beriget med bade
propan og MTBE. De specifikke nedbrydningsrater er sdledesca. 2 -7
gange sterre for kulturen beriget med bade MTBE og propan end for
kulturen beriget kun med propan. Disse resultater stemmer umiddelbart
med det forventede og kan forklares ved, at MTBE virker haanmen-
de/toksisk paen del af biomassen for kulturen beriget med propan aene,
idet denne kultur ikke er vant til MTBE. For kulturen beriget med bade
propan og MTBE forbliver hele biomassen derimod aktiv idet kulturen
allerede er vant til tilstedevaaelsen af MTBE.

Berigelse med propan og MTBE bedst

Da kulturen beriget med bade propan og MTBE udviste det sterste ned-
brydningspotentiale i forhold til MTBE-nedbrydning blev det valgt at
udfgre de efterfglgende forsag med denne berigel seskultur.



2.2 Yderligere selektion med iso-alkaner

Amerikanske resultater med forgrenede alkaner

Der er i et amerikansk studie pavist hgjere MTBE-nedbrydningsrater med
bl.a. isobutan og isopentan, end med propan som primaasubstrat (Hyman
og O'Reilly, 1999). P4 baggrund af resultaterne i dette studie blev det
besluttet, sidel gbende med opformering af berigel seskulturen til sat
MTBE og propan, at selektere den propanoxiderende berigel seskultur
yderligere ved tilssgning af hhv. isobutan og isopentan samt efterfal gen-
de at undersage de tre kulturer for potentiale i forhold til cometabolisk
nedbrydning af MTBE.

Srukturlighed mellem substrat og MTBE

Arsagen til, at f.eks. isobutan og isopentan muligvis er mere effektive til
induktion af MTBE-nedbrydning kan veare, at disse molekyler, med deres
forgrenede molekylestrukturer, i hgjere grad ligner MTBE end tilfaddet
er for propan, jf. figur 2.1.

(|:H3 |CH3 C|H3
H3C—(|:—O—CH3 H3C—CH»>—CHs H_Cl:_CHS H—C—-CH,—CHs

|
CHs; CHs; CHs

MTBE propan isobutan isopentan

Figur 2.1: Srukturformler for MTBE, propan, isobutan og isopentan.

2.2.1 Procedurefor berigelse og opformering

Fremgangsmade

Den yderligere selektion og opformering med isobutan og isopentan samt
opformering med propan blev, efter grundig omrystning, foretaget ved at
udtage tre gange 5 mL reprassentativ vaeskeblanding fra kulturen tilsat
propan og MTBE og overfgre den til nye 0,5 L flasker med 245 mL frisk
vakstmedie. Flaskerne blev herefter lukket med teflonbel agte gummi-
propper og tilsat substratgasser, i mamgderne angivet i tabel 2.4, svarende
til vaeskefasekoncentrationer pa ca. hhv. 31 mg propan/L, 24 mg isobu-
tan/L og 1,3 mg isopentan/L. Flaskerne blev inkuberet ved 30°C og om-
rystning ved 150 rpm. i ca. 14 dage. Gasfasen i flaskerne blev med 2 — 3
dages mellemrum udskiftet med frisk atmosfaarisk uft og tilsat substrat,
som angivet i tabel 2.4.

Tabel 2.4: Opformering af berigelseskulturer i vaeskesuspension.

Primeer substrat Vakstmedie Substrat

[mL] [mL]
Flaske A Propan 250 125
Flaske B I sobutan 250 125
FlaskeC | sopentan 250 6
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Tilssgning af isopentan

Den lavere tilsatning af isopentan blev valgt pa baggrund af et studie af
(Garnier et a., 1999), der opndede maksimal vaksthastighed for pentan-
oxiderende bakterier ved en koncentration pa 0,085 mg pentan/L. Der
blev sdledes lavet to forskellige berigelser; én hvor der blev tilsat 4 mL
isopentangas (svarendetil 0,083 mg isopentan/L) og én hvor der blev
tilsat 6 mL isopentangas, jf. tabel 2.4. Der blev observeret kraftigst vaekst
i kulturen tilsat 6 mL, hvorfor denne berigel se benyttedes til de efterfal-
gende forsag.

2.2.2 Screening efter yderligere selektion

Bedste primea substrat

Der er udfart nedbrydningsforsgg med de tre kulturer, beriget med hhv.
propan, isobutan og isopentan, for dels at afgare hvilket substrat, der
medferer det starste omsagningspotentiale for MTBE og dels for, om
muligt, at fastlaagge den optimale tilssgning af primaarsubstrat, set i for-
hold til MTBE-nedbrydning.

Fremgangsmade

Screeningen er udfart ved fem forskellige koncentrati onsniveauer for
hvert primaasubstrat. Kulturerne blev placeret i serumflasker ved 23°C
0og MTBE-koncentrationen blev moniteret over en periode paca. 24 ti-
mer. Den naamere fremgangsmade ved screeningen er beskrevet i bilag
A2

Resultater

MTBE-nedbrydningsraten for de tre berigel seskulturer ved fem forskelli-
ge koncentrationer af hvert primaarsubstrat fremgar af tabel D.1i bilag D.
Resultaterne er afbildet i figur 2.2.

60
A
.g 50 e Propan
pu A 4 o Isobutan
g 4 A Isopentan
5
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o 0
m
s
> 20
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[}
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[ ]
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Substr atk oncentration [mg/L]

Figur 2.2: MTBE-nedbrydningsrate som funktion af primearsubstrat-
koncentration.



| sopentanoxider ende bakterier

Som det fremgar af figur 2.2 er der observeret ca. 125 til 400% hgjere
nedbrydningsrater for kulturen beriget med isopentan end for de gvrige
kulturer. Resultaterne for den isopentanoxiderende kultur tyder sdledes
umiddelbart pa, at der er et vassentligt potentiale for at benytte dette pri-
magarsubstrat ved cometabolisk omsaghning af MTBE. Desvaare blev der,
ved hgje koncentrationer af isopentan, observeret delvis oplgsning af de
tefloncoatede gummipropper, der benyttestil lukning af serumflaskerne.
Isopentan er samtidig det af substraterne, der er mindst vandoplaseligt og
svagest at handterei praksis, hvorfor det umiddelbart blev vurderet ueg-
net til brug i feltapplikationer. Det ligger dog uden for rammerne af naa-
vagende projekt at undersgge om de praktiske problemer med handterin-
gen af substratet kan l@ses, hvorfor der ikke blev udfert yderligere forsag
med den isopentanberigede kultur.

Propan- og isobutanoxiderende bakterier

Som det fremgar af figur 2.2 blev der for kulturen beriget med isobutan
observeret MTBE-nedbrydningsrater, der var ca. 30 — 75% hgjere end for
kulturen beriget udelukkende med propan. Da der samtidig ikke er pro-
blemer med handteringen af isobutan blev denne berigel seskultur medta-
get i det efterfa gende forsagsprogram.

Substratinhibering

For propan og isobutan blev der observeret faldende M TBE-nedbryd-
ningsrater ved @get tilssgning af primaarsubstrat, samt maksimale rater
uden tilsagning af primaasubstrat. Dette indikerer umiddel bart, at der er
tale om en form for substratinhibering mellem primaarsubstrat og cosub-
strat (MTBE), hvor primaarsubstrat og cosubstrat keemper om et endeligt
antal enzymer. Det vurderes dog, at raterne opnaet uden tilsagtning af
primaasubstrat ikke kan opretholdes over laangere perioder, idet der kree
ves en vis mangde substrat for at daskke mikroorganismernes energibe-
hov til basalmetabolisme samt opretholdelse af deres enzymsystem.

Optimal primeear substratkoncentration

| forhold til optimal tilssgning af primaarsubstrat er der stort set observe-
ret usendrede MTBE-nedbrydningsrater for de to kulturer indenfor en fak-
tor 10 af substratkoncentration, jf. figur 2.2. MTBE-nedbrydningsraten
for den propanoxiderende berigel seskultur er saledes stort set uaandret i
koncentrationsintervallet 0,06 — 0,6 mg propan/L, mens raten for den iso-
butanoxiderende kultur stort set er usandret i koncentrationsintervallet
0,05 -0,5 mg isobutan/L. P& baggrund af de foreliggende resultater kan
det ikke afgares, hvor i koncentrationsintervallet der opnas den optimale
afvejning mellem opretholdelse af enzymaktiviteten og substratinhibe-
ring, hvorfor denne problemstilling vil blive forsggt neamere afdaekket i
projektets fase 2.

Valg af primea substratkoncentration

Pa baggrund af resultaterne vist i figur 2.2 samt ovenstdende, blev det
valgt at benytte substratkoncentrationer pa ca. 0,6 mg propan/L og 0,5 mg
isobutan/L, i forhold til en optimal omsaaningsrate af MTBE samt opret-
holdelse af mikroorganismernes enzymaktivitet. Der observeredes ved
disse substratkoncentrationer MTBE-nedbrydningsrater pa 10,1 og 15,7
mg MTBE/(g protein-time) for hhv. den propan- og den isobutanoxide-
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rende kultur, jf. tabel D.1i bilag D. Begge rater er observeret ved 23°C
og en initialkoncentration af MTBE paca. 10 mg MTBE/L.

2.3 Nedbrydningskinetik for primaer substrat

Forbrug af primearsubstrat

Daen given bioreaktor i princippet kan kares ved forskellige primaasub-
stratkoncentrationer og da omsagni ngshastigheden, og dermed den nad-
vendige tilsegtning, for primaarsubstratet afhaanger af koncentrationsni-
veauet, blev der udfert forseg til bestemmelse af nedbrydningskinetik for
primaasubstraterne propan og isobutan.



Michaelis-Menten
Nedbrydningskinetikken for substraterne kan beskrives vha. Michaelis-
Menten relationen, ligning 2.1:

oS

K, +S

V=V

max

(2.1)

hvor Ser substratkoncentrationen [mg substrat/L], v er den aktuelle sub-
stratomsaetningshastighed [mg substrat/(g protein-time)], v er den mak-
simale omsagtningshastighed [mg substrat/(g protein-time)] og K _ er
halvmagningskonstanten [mg substrat/L], dvs. den substratkoncentration,
hvor der opnds0,5-v_.

Fremgangsmade

Substratomsagtningsraten blev bestemt ved 11 propankoncentrationer og
ved 9 isobutankoncentrationer. Kulturerne blev placeret i serumflasker
ved 23°C og substratkoncentrationen blev moniteret over en periode pa
ca. 6 timer. Den naamere fremgangsmade ved forsaget er beskrevet i
bilag A.3.

Resultater

Nedbrydningsraterne for de to berigelseskulturer ved de forskellige kon-
centrationer af primaarsubstrat fremgar af tabel D.2 i bilag D. Resultater-
ne fremgar grafisk af figur 2.3, sammen med ligning 2.1 fittet til resulta-
terne. Raterne ved de to hgjeste propankoncentrationer (hvor der var
starst overtryk i serumflaskerne) er ikke medtaget idet proppernei disse
flasker blev konstateret utegte efter gentagne kanylestik. Da der sdledes,
udover den biologiske omsadning, er sket en abiotisk substratfjernelse
blev de tilsyneladende nedbrydningsrater i disse flasker kunstigt hgje.

Rate [mg propan/(g protein-time)]

500 a) Propan = 500 b) Isobutan
Vmex = 405 mg/(g protein-time) g r
400 - S 400 -
g Virax = 289 my/(g proteinime)
300 2
0 g
200+ 2 3
Km=9mg/L 2
100 | g 10+ Km=35mg/L
3
0 T T T T 1 m O 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Pr opank oncentr ation [mg/L] Isobutank oncentr ation [mg/L]

Figur 2.3: Michaelis-Menten kurver til beskrivel se af omsagningen af propan og isobutan.

Ved fitningen af ligning 2.1 til de opnaede resultater, jf. figur 2.3, beskri-
ver Michagelis-Menten relationerne givet ved ligning 2.2 og 2.3, altsa
substratomsagtningshastigheden som funktion af substratkoncentrationen
for hhv. propan og isobutan.
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S

Viropen = 405 [ —P7F0 (2.2)
i 9+S
propan
Vigoutan — 289 EIM (2.3
3’5 + Ssobutan
Substratforbrug

Ved de benyttede primaarsubstratkoncentrationer pa hhv. ca. 0,6 mg pro-
pan/L og 0,5 mg isobutan/L, jf. afsnit 2.2.2, kan der vha. ligning 2.2 og
2.3 beregnes omsagtningshastigheder for primaarsubstraterne pa hhv. ca.
25,3 0g 36,1 mg substrat/(g protein-time). Disse rater er fundet ved 23°C.

2.4 Nedbrydningskinetik for MTBE

Reaktordimensionering

For at kunne udfere sdvel hydraulisk som biologisk dimensionering af en
bioreaktor til en given rensningsopgave; herunder for at kunne designe
reaktoren, sa den kan leve op til givne krav til oprensningsniveau (mg/L i
udlab) og rensningsgrad (% massefjernelse), er det ngdvendigt at have en
god bestemmel se af berigel seskulturens nedbrydningskinetik for MTBE.

Kinetik for den propanoxiderende kultur

Ved tidligere forsgg udfart pa Aalborg Universitet, (Heick og Serensen,
1999), blev der fundet v og K veadier for en berigelseskultur af
propanoxiderende bakterier pa hhv. ca. 43 mg MTBE/(g protein-time) og
142 mg MTBE/L ved ca. 0,6 mg propan/L og 23°C.

Kinetik for den isobutanoxiderende kultur

| den farste fase af naervaarende projekt blev der derfor ikke udfert forsag
til bestemmelse af Michaelis-Menten parametrene for den propanoxide-
rende berigel seskultur, da det blev vurderet mere relevant at opna para-
metre for den isobutanberigede kultur, der kunne danne grundlag for en
sammenligning af de to kulturer.

Fremgangsmade

MTBE-nedbrydningsraten blev bestemt ved fem forskellige MTBE-
koncentrationer. Kulturerne blev placeret i serumflasker ved 23°C og
MTBE-koncentrationen blev moniteret over en periode paca. 1 — 7 dagn.
Den naamere fremgangsmade ved forsaget er beskrevet i bilag A .4.

Resultater

Nedbrydningsraterne ved de forskellige koncentrationer af MTBE frem-
gar af tabel D.3i bilag D. Resultaterne fremgar grafisk af figur 2.4, sam-
men med ligning 2.1, fittet til resultaterne.



Vmex = 7,3 mg/(g protein-time)

Rate [mg MTBE/(g pr otein-time)]
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0 100 200 300 400 500 600
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Figur 2.4: Michaelis-Menten kurve for nedbrydning af MTBE vha. den
isobutanberigede bakteriekul tur.

Som det fremgar af figur 2.4 er der bestemt en halvmagtningskonstant,
K., pa128 mg MTBE/L og en maksimal MTBE-nedbrydningsrate, v
pa 7,3 mg MTBE/(g proteintime).

max !

Ikke-idéelle for sagsbetingel ser

Det bemagkes, at den fundnev,_ ligger veesentligt under deni afsnit
2.2.2 bestemte rate. Her blev nedbrydningsraten sdl edes bestemt til 15,7
mg MTBE/(g protein-time) ved samme koncentration af isobutan (ca. 0,5
mg/L) og ved 10 mg MTBE/L. Dette forhold tilskrives, at en del af bio-
massen under automatisk omrystning adsorberede til tarre omrader af
glasvasggen i forsggsflaskerne og dermed ikke var i god kontakt med
oplasningen. Under den indledende screening blev flaskerne rystet manu-
elt med jaavne mellemrum, hvorved dette problem kunne undgas.

| de falgende beregninger tages der udgangspunkt i den MTBE-nedbryd-
ningsrate pa 15,7 mg MTBE/(g protein-time), der blev bestemt under den
indledende substratscreening, jf. afsnit 2.2.2.

K., for den isobutanoxiderende kultur

Den fundne K -vaardi pa 128 mg MTBE/L kan antages at vaare repraesen-
tativ for berigel seskulturen under forudsagning af, at andelen af adsorbe-
ret biomasse var ensi de fem forsggsflasker, der ligger til grund for re-
sultaternei figur 2.4. Dette skyldes, at K_, i modsagning til v, er en
bakteriespecifik parameter, der ikke afhaanger af biomassens absol utte
sterrelse. Til sammenligning med den fundne K _-vaardi pa 128 mg/L
opnéede (Heick og Sarensen, 1999) en K -vaardi pa 142 mg/L for en be-
rigelseskultur af propanoxiderende bakterier. | litteraturen er der angivet
et generelt niveau for K paca. 80 —210 mg/L, ved cometabolisk omsag-
ning af MTBE vha. forskellige alkanoxiderende bakterier (f.eks. Hyman
et a., 1998; Garnier et al., 1999). Samlet vurderes det sdledes, at den
opndede K -vaardi ligger forholdsvis tag paden ”sande” K -vaadi for
berigel seskulturen.
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Vimax fOr den isobutanoxiderende kultur

Hvis det antages, at den ovenfor bestemte K -vaerdi p4 128 mg MTBE/L
er reprassentativ for den isobutanoxiderende kultur og, hvis MTBE-
nedbrydningsraten (ved 10 mg MTBE/L) pa 15,7 mg MTBE/(g prote-
intime), jf. afsnit 2.2.2, benyttes, kan der vha. ligning 2.1 beregnes en
v, -vaadi paca 217 mg MTBE/(g protein-time).

Vimex fOr den propanoxiderende kultur

Hvis det for den propanoxiderende kultur tilsvarende antages, at K -
vaadien pa 142 mg MTBE/L er repraesentativ for kulturen, og hvis
MTBE-nedbrydningsraten (ved 10 mg MTBE/L) pa 10,1 mg MTBE/(g
proteintime), jf. afsnit 2.2.2, benyttes, kan der vha. ligning 2.1 beregnes
env,_ -vaadi paca 152 mg MTBE/(g proteintime).

Kinetik for MTBE-nedbrydning

Pa baggrund af ovenstaende forudsagninger kan der opstilles Michaelis-
Menten relationer til beskrivelse af M TBE-nedbrydningsraten som funk-
tion af MTBE-koncentrationen for hhv. den propan- og den isobutanoxi-
derende berigelseskultur; ligning 2.4 og 2.5.

S
Ve =152 “MEE (2.4)
142 + SMTBE
—o170 Swme 2.5)

\Y} =21
MTBE 128 + SMTBE

hvor S, & MTBE-koncentrationen i veeskefasen [mg MTBE/L] og v, ..
er MTBE-nedbrydningsraten [mg MTBE/(g protein-time)].

Hvis forudsagningerne holder har den i sobutanberigede kultur altsa ca.
40% hgjere maksimalt nedbrydningspotentiale for MTBE end den pro-
panberigede kultur.

Yderligereforsgg i projektets 2. fase

Det foreliggende datagrundlag vurderes dog ikke at veere tilstrakkeligt
som redskab ved dimensionering af on-site rensningsl gsninger, hvorfor
forsaget til fastlasggel se af Michadis-Menten kinetikken for den isobu-
tanoxiderende kultur gentagesi projektets fase 2, sammen med et tilsva-
rende forsag for den propanoxiderende kultur.

2.5 Bestemmelse af maksimale vaksthastigheder

Opretholdel se af gnsket biomassekoncentration

For at afklare om det er realistisk at opretholde en gnsket biomassekon-
centration, under drift af en given bioreaktor, ved mikrobiel vakst alene,
blev der udfart forsag til bestemmelse af de maksimal e vasksthasti gheder
for den propan- og den isobutanoxiderende berigel seskultur. Det er sale-
des undersggt om bakterierne kan vokse hurtigt nok til ikke at blive
skyllet ud, eller om der kraeves en enhed til tilbageholdelse af biomasse
forbindel se med reaktordriften.



Fremgangsmade

Den maksimale specifikke vaksthastighed blev for hver af de to berigel-
seskulturer bestemt ved to forskellige temperaturer (23 og 30°C). Kultu-
rerne blev tilsat substrat og ilt i overskud og biomassekoncentrationen
blev moniteret over en periode pa ca. 2 —5 dagn. Den neamere frem-
gangsmade ved forsgget er beskrevet i bilag A.5.

Resultater

Biomassekoncentrationerne som funktion af tiden fremgar af tabel D.4 i
bilag D. Resultaterne for de udfarte forsag ved hhv. 23 og 30°C er af-
bildet i figur 2.5.

200 1 A Propan 23°C
180 A Propan 30°C My = 1,03 d* My = 0,67
160 - O |sobutan 23 °C
e |sobutan 30°C
140 o
120

=1,15d?

Himax

Protein [mg/L]

Tid[timer]

Figur 2.5: Vakstkurver for propan- og isobutanoxiderende berigel-
seskulturer ved 23 og 30°C.

Vakstrater

Som det fremgar af figur 2.5 er der fundet vakstrater for de to berigel ses-
kulturer pca. 0,5—1,2d" ved 23 — 30°C. Disse rater ligger umiddelbart
i den lave ende af det der i litteraturen er rapporteret for alkanoxiderende
bakterier, meni den hgje ende af vaardier rapporteret for bakterier, der
gror udelukkende pa MTBE. Typiske vakstrater for alkanoxiderende
bakterier ved 20 — 30°C ligger sdledesi intervallet 1,1 —4,6 d* (Heick og
Sarensen, 1999; Garnier et al., 1999), mens vakstrater for rene MTBE-
nedbrydere tilsvarende ligger i intervallet <0,01 — 1,45 d™ (Salanitro et
a., 1994; Park og Cowan, 1997).

Hydraulisk opholdstid; tilbageholdelse af biomasse pakrasvet

Hvis biomassekoncentrationen i en reaktor skal kunne opretholdes ved
vaekst alene kan det, pa baggrund af de observerede vakstrater, konklude-
res, at der kraeves hydrauliske opholdstider pa mindst 20 timer. Dette er
vel at magke ved 30°C og hgje substratkoncentrationer, der ikke er
gnskeligei forhold til en effektiv MTBE-nedbrydning, jf. figur 2.2.
Vaksten ved 10°C ma endvidere forventes at vagre ca. 4 — 10 gange
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mindre end ved 30°C, hvorved de pakraevede hydrauliske ophol dstider
tilsvarende vil blive 4 — 10 gange starre. En afvaargepumpning pa 1
m’/time ville s8ledes skulle matches af en reaktor p& minimum 80 m’,
hvilket vurderes at vage urealistisk i forhold til on-site anvendel se af
teknologien. Det er sdledes ngdvendigt med en form for tilbageholdelse
af biomassen i den kontinuerte bioreaktor, f.eks. ved membranfiltrering
og recirkulation, som angivet af (Pitre og Steffan, 1997).



3 Perspektiver for on-siterens-
ning af grundvand

Overslagsmesssig dimensionering

Pa baggrund af de opnaede |aboratorieresultater vil der i det falgende
blive udfert indledende overslagsberegninger for dimensionering af en
on-site bioreaktor til fjernelse af MTBE. Beregningerne skal udelukkende
benyttes til indledende diskussion af de tekniske perspektiver for etable-
ring af on-site biofiltre baseret pa cometabolisk nedbrydning og ikke som
nogen endelig dimensioneringsvejledning.

Overordnede forbehold

Der er i beregningerne ikke taget hensyn til en eventuel tilstedeveael se af
pvrige forureningskomponenter, f.eks. BTEX'er, der evt. kan medfare
yderligereiltforbrug og/eller haamning af MTBE-nedbrydningen. Der er
ligeledes set bort fra den mulige betydning af grundvandets kemiske be-
skaffenhed, ligesom forhold omkring substrat- og ilttilssgning kun er
diskuteret pa et overordnet plan. En raskke af disse problemstillinger vil
blive undersagt naamere i projektets anden fase.

3.1 Korrektion for temperatur og biomassekoncentration

Temperaturkorrektion

Idet nedbrydningsraterne for substrater og MTBE er bestemt ved 23°C
skal disse korrigerestil en temperatur, der anses for at vagre realistisk i
forbindelse med praktisk drift af en on-site reaktor. Nedbrydningsraterne
kan temperaturkorrigeres vha. en relation baseret pa Q,, (Helweg, 1988):

T2-T1
Vi, =V, [Q, 10 (3.1)
hvor T1 er temperaturen, hvor nedbrydningsraten er malt [°C], T2 er den
temperatur, som raten gnskes korrigeret til [°C], v, er nedbrydningsraten
svarende il T1 [mg/(g protein-time)], v., er nedbrydningsraten svarende
til T2 [mg/(g proteintime)], Q,, er en korrektionsfaktor, der angiver hvor
mange gange raten mindskes, hvis temperaturen ssankes 10°C.

Drift ved 10°C

| det falgende antages det, at driften af en given on-site reaktor vil ske
ved en temperatur pa 10°C (T2), svarende ca. til grundvandstemperaturen
under dansk forhold. For nedbrydning af miljgfremmede stoffer i jord og
grundvand observeres typisk Q,-vaadier i intervallet 2 —4 (Helweg,
1988). | det falgende antages en Q,-vaardi pa 3 at vaae gaddende. | pro-
jektets anden fase udferes der bl.a. supplerende batchforsag til fastlasn-
gelse af nedbrydningsrater ved 10°C, der kan benyttestil fastlaaggel se af
Q,,-vaadier for de aktuelle berigelseskulturer.
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Biomassekorrektion

Da de fundne nedbrydningsrater endvidere er normeret til biomassekon-
centrationen, udtrykt ved koncentrationen af celleprotein, ma der ved
disse overslagsberegninger antages en biomassekoncentration for en gi-
ven on-site reaktor.

10 g protein/L

| (Pitre og Steffan, 1997), hvor der blev opstillet en pilot-skala bioreaktor
til cometabolisk rensning af MTBE-forurenet grundvand, blev der under
testperioden opnaet en biomassekoncentration svarendetil ca. 2 g prote-
in/L. (Pitre og Steffan, 1997) vurderer, at der ved optimeret reaktordrift,
incl. ultrafiltrering og recirkulation, kan opnas en biomassekoncentration
svarendetil ca. 10 - 15 g protein/L. | de f@lgende beregninger antages der
en biomassekoncentration pa 10 g protein/L, svarende til en optimeret
bioreaktor med ultrafiltrering og recirkulation til tilbageholdelse af bio-
masse. | projektets anden fase udfares der bl.a. reaktorforsgg med tilba-
geholdelse og recirkulation af biomasse, der kan give en indikation af
hvilke biomassekoncentrationer, der potentielt kan opnas.

3.2 Korrigerede nedbrydningsrater

MTBE-nedbrydning ved 10°C og 10 mg/L

Med hensyn til omsagningsraten for MTBE, observeredes der nedbryd-
ningsrater pa hhv. 10,1 og 15,7 mg MTBE/(g protein-time), ved primaa-
substratkoncentrationer pa hhv. ca. 0,6 mg propan/L og 0,5 mg isobu-
tan/L, jf. afsnit 2.2.2. Disse rater er bestemt ved en temperatur pa 23°C og
en MTBE-koncentration pa 10 mg MTBE/L. Hvis raterne korrigeres il
10°C for en optimeret bioreaktor med 10 g protein/L, beregnes rater pa
hhv. 24 og 38 g MTBE/(m’ reaktor-time) for de propan- og isobutanberi-
gede kulturer, ved 10 mg MTBE/L.

Idedlt opblandet reaktor

Hvis bioreaktoren, pga. mekanisk omrgring, regnes ideelt opblandet, vil
MTBE-koncentrationen i udlgbet svare til koncentrationen i reaktoren, og
dermed til driftspunktet pa Michaelis-Menten kurven for MTBE-nedbryd-
ning. Hvis der sdledes gnskes en MTBE-koncentration pa f.eks. 1 mg
MTBE/L i udigbet skal de ovenfor beregnede MTBE-nedbrydningsrater
korrigeres til denne M TBE-koncentration.

MTBE-nedbrydning ved 10°C og 1 mg/L

| det falgende antages ligning 2.4 og 2.5, afsnit 2.4, at veere gaddendetil
beskrivelse af MTBE-nedbrydningsratens afhaangighed af MTBE-
koncentrationen (ved 23°C). Hvis nedbrydningsraterne korrigeres til
10°C for en optimeret bioreaktor med 10 g protein/L, kan der beregnes
MTBE-nedbrydningsrater pd hhv. ca. 2,5 og 4 g MTBE/(m’ reaktor-time)
ved 10°C og 1 mg MTBE/L i udigbet.

Substratforbrug ved 10°C

For primaasubstraterne, observeredes der, ved 23°C og koncentrationer
pahhv. ca. 0,6 mg propan/L og 0,5 mg isobutan/L, nedbrydningsrater pa
ca. 25,3 mg propan/(g protein-time) og 36,1 mg isobutan/(g protein-time),
jf. afsnit 2.3. Hvis raterne korrigerestil 10°C for en optimeret bioreaktor



med 10 g protein/L, beregnes vha. ligning 2.5 rater pahhv. ca. 60 og 85 g
substrat/(m’ reaktor-time) for de propan- og isobutanberigede kulturer.
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3.3 Overdagsberegninger

Hydraulisk belastning og massefjernelse

| de fglgende beregninger dimensioneres en hypotetisk bioreaktor til en
hydraulisk belastning pa 2 m’/time og 90% massefjernelse for MTBE.
Der tages udgangspunkt i den isobutanberigede kultur og der ses pato
forskellige scenarier; é hvor der fra100 mg MTBE/L i indlgbet renses
ned til 10 mg MTBE/L og é hvor der rensesfra10til 1 mg MTBE/L.

Dimensionering:

100 til 10 mg MTBE/L

| det farstetilfadde skal der fjernes 180 g MTBE/time. Da nedbrydnings-
raten for den optimerede bioreaktor er ca. 38 g MTBE/(m’ reaktor time)
bliver det nadvendige reaktorvolumen ca. 4,7 m’. Ved denne driftssituati-
on skal der tilsadtes ca. 400 g isobutan, svarendetil ca. 2,2 g isobutan pr.
g MTBE, der fjernes. Den hydrauliske opholdstid bliver ca. 2 timer og 20
min.

Dimensionering:

10til 1 mg MTBE/L

| det andet tilfadde skal der fjernes 18 g MTBE/time. Da nedbrydnings-
raten under disse forhold er ca. 4 g MTBE/(m® reaktor time) bliver det
nedvendige reaktorvolumen ca. 4,5 m’. Ved denne driftssituation skal der
tilsedtes ca. 380 g isobutan, svarende til ca. 21 g isobutan pr. g MTBE,
der fjernes. Den hydrauliske opholdstid bliver ca. 2 timer og 15 min.

Dimensionering:

Propanoxiderende bakterier

Tilsvarende beregninger kan foretages for den propanberigede kultur,
hvorved der opnés nedvendige reaktorvoluminer pa hhv. 7,5 og 7,0 m* og
substratforbrug pa hhv. ca. 2,6 og 25 g propan/g MTBE, der fjernes. De
hydrauliske opholdstider bliver hhv. 3 timer og 45 min, og 3 timer og 30
min.

I1t- og substratbehov

Det ber bemagkes, at ovenstdende overslagsberegninger er udfert under
forudsadning af, at bakterierne har ideelle betingelser mht. ilt- og sub-
strattilfarsel. Det stekiometriske iltforbrug ved oxidation af propan- og
isobutan er hhv. 1,2 og 0,9 g O,/g substrat, hvilket for ovenstéende scena-
rier vil medfere iltbehov pa ca. 180 — 280 g O,/m’ vand, der behandles.
Dader samtidig skal tilfgres 190 — 240 g substrat/m® vand, skal der altsa
overfares betydelige gasmamngder til vaeskefasen, hvorved masseoverfor-
sel og stripning af forureningskomponenter kan vise sig, at blive vaesent-
lige aspekter ved dimensionering af et givent on-site biofilter.

Mulig faktor 10 reduktion af ilt- og substrattilsegning

Som anfert i afsnit 2.2.2 er der mulighed for, at stort set samme MTBE-
nedbrydningsrater, som skitseret i de ovenstéende beregninger, kan op-
retholdes med substratkoncentrationer der er ca. en faktor 10 lavere end
de umiddelbart anvendte; med en tilsvarende reduktion af den ngdvendi-
geilttilssaning til felge. Disse forhold vil blive sggt neamere af dagkket
under indkaringen af en laboratorieskala bioreaktor i projektets 2. fase.



27



28

4 Sammenfatning

Opformering af berigel seskultur pa propan

Det kan pa nuvaaende tidspunkt konkluderes, at det har vaaret muligt at
stimulere og opformere berigel seskulturer med potentiale til cometabolisk
nedbrydning af MTBE. Der er sdledes opformeret to berigel seskulturer af
propanoxiderende mikroorganismer ved berigelse af sphagnumholdig
havejord med 1) propan aene og 2) propan og MTBE. Ved screening af
MTBE-nedbrydningen for de to berigel seskulturer viste det sig, at ned-
brydningspotentialet var ca. 2 — 7 gange sa stort for kulturen beriget med
bade propan og MTBE, som for kulturen beriget med propan alene.

Opformering af berigel seskulturer pa isobutan og isopentan

Pa baggrund af et amerikansk studie blev der ivaarksat en yderligere se-
lektion for mikroorganismer med potentiale til MTBE-nedbrydning ud fra
den propanoxiderende berigel seskultur; dels ved berigel se med af isobu-
tan og dels ved berigel se med isopentan. For disse kulturer blev der opna-
et MTBE-nedbrydningsrater, der var op mod hhv. 75 og 400% hgjere end
for den propanoxiderende berigel seskultur, med de hgjeste rater opnaet
for kulturen beriget med isopentan. Desvaare viste isopentan sig, at vaae
svaat at handtere samt, at opl@se de teflonbel agte gummi propper, der
blev benyttet til forsggene. Isopentan blev derfor af praktiske arsager
fravalgt som muligt primaasubstrat.

Nedbrydningsrater for MTBE

Pa baggrund af substratscreeningen anbefales det umiddelbart, for de
propan- og isobutanoxiderende berigel seskulturer, at benytte substratkon-
centrationer pa hhv. ca. 0,6 mg propan/L og 0,5 mg isobutan/L. Ved disse
koncentrationer blev der observeret MTBE-nedbrydningsrater, svarende
til hhv. 24 og 38 g MTBE/(m’ reaktor-time), for en optimeret reaktor med
10 g protein/L, ved 10 mg MTBE/L og 10°C.

Kn-veadier for MTBE-nedbrydning

Der er indledende fundet halvmagtningskonstanter, K, for MTBE-
nedbrydning ved hhv. ca. 0,5 mg isobutan/L og 0,6 mg propan/L paca.
130 -150 mg MTBE/L. Disse K -veadier vil blive forsagt bedre fastlagt
i projektets fase 2.

Kinetik for omsagning af primea substrat

Der er, for omsagtningen af propan, fundet v - og K, -veardier pa hhv.
405 mg propan/(g protein.time) og 9 mg propan/L. For isobutan er der til-
svarende fundet v - og K -vaardier pa hhv. 289 mg isobutan/(g prote-
intime) og 3,5 mg isobutan/L. VVed koncentrationer pa hhv. ca. 0,6 mg
propan/L og 0,5 mg isobutan/L kan der sdledes beregnes omsagnings-
hastigheder pa hhv. 60 og 85 g substrat/(m® reaktor time), for en optime-
ret reaktor med ca. 10 g protein/L ved 10°C.

Mikrobielle vesksthastigheder
Ved forsgg udfert ved 23 og 30°C og med hgje substratkoncentrationer,
er der fundet maksimal e vaksthastigheder pd mellem 0,5 og 1,2 d*. P&



denne baggrund vurderes det, at mikroorgani smernes vaksthastigheder
ikke er tilstraskkelige til at sikre opretholdelse af biomassekoncentratio-
neni en given on-site reaktor ved vakst alene. | tilknytning til en on-site
reaktor skal der sdledes etableres en enhed til tilbageholdelse af biomasse.

Perspektiver for on-site reaktor

Ved en indledende dimensionering af en on-site bioreaktor, baseret pa de
opnaede resultater for den isobutanberigede kultur, kan der f.eks. ved
90% massefjernelse for MTBE samt en hydraulisk belastning pa 2
m’/time beregnes et ngdvendigt reaktorvolumen pa hhv. 4,7 og 4,5 m’,
afhaangigt af om der skal renses fra 100 til 10 mg MTBE/L eller fra 10 til
1 mg MTBE/L. Der kan i disseto tilfadde beregnes et forbrug af primaa-
substrat pa hhv. ca. 2,2 og 21 g isobutan/g MTBE.

Forbehold ved opskalering

Ovenstaende beregninger er udfart som simple overslagsberegninger ud
fra de opnadede laboratorieresultater; dvs. under forudsaening af, at der
kan opretholdes ideelle betingelser mht. ilt- og substrat for al biomasse i
en given on-site reaktor. Der kan dog vise sig, at vaae vassentlige prakti-
ske problemer med tilfarsel af tilstrackkelige maangder ilt og substrat samt
evt. stripning af forureningskomponenter ved opskal ering fralaboratorie-
skalatil pilot-/on-site skala. Disse forhold vil blive sggt neermere af daek-
ket i projektets 2. fase.

Potentiale for on-site rensning

Samlet vurderes det at vaae dokumenteret, at der forholdsvist simpelt kan
fremel skes berigel seskulturer, med et vassentligt potentiale til nedbryd-
ning af MTBE samt at vagre sandsynliggjort, at disse kulturer har poten-
tiale til massefjernelse i forbindel se med on-site rensning af MTBE-
forurenet grundvand i en kontinuert bioreaktor.
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Bilag A: Laboratorieprocedurer

A.l: Screening af propanoxiderende kulturer

Fremgangsmade

Bakteriekulturernei flaske 1 og 2, jf. afsnit 2.1.1, blev centrifugeret ned,
tilsat en 120 mL serumflaske og fortyndet med vakstmedie il et volumen
pa 20 mL. Efter grundig homogenisering blev biomassekoncentrationen
malt som optisk densitet ved 550 nm (OD,,,) og omregnet til koncentrati-
on af celleprotein vha. standardkurverne praesenteret i bilag C. Serumfla-
skerne blev herefter lukket med teflonbel agte gummipropper og tilsat 5
mL propangas, svarende til en vasskekoncentration paca. 3,1 mg propan
/L, samt en initialkoncentration af MTBE pa 10 mg/L.

Blindtest
Der blev udfert parallelle blindtest til dokumentation af, at der ikke skete
abiotisk fjernelse af MTBE i serumflaskerne (Blind A og B).

Temperatur og forsggsvarighed
Serumflaskerne blev placeret ved 23°C og M TBE-koncentrationen blev
moniteret ved head-space analyse over en periode paca. 75 timer.

A.2: Screening efter yderligere selektion

Fremgangsmade

Hver bakteriekultur blev centrifugeret ned og fortyndet med vakstmedie
til et vaeskevolumen pa 100 mL. Efter grundig homogenisering blev bio-
massekoncentrationen for hver kultur malt som optisk densitet ved 550
nm (OD,,) og omregnet til koncentration af celleprotein vha. standard-
kurvernei bilag C. Herefter blev hver kultur opdelt i fem serumflasker
(20 mL i hver) med volumen pa 120 mL. Serumflaskerne blev efterfalg-
ende lukket med teflonbel agte gummipropper og tilsat ca. 10 mg
MTBE/L.

Substratkoncentrationer

Der blev anvendt fem forskellige niveauer af hvert primaarsubstrat, jf.
tabel D.1i bilag D. Propan blev tilsat i koncentrationer fraO til 6,3 mg/L,
isobutan blev tilsat i koncentrationer fra 0O til 4,9 mg/L og isopentan blev
tilsat i koncentrationer fra O til 1,06 mg/L.

Temperatur og forsagsvarighed
Serumflaskerne blev placeret ved 23°C og M TBE-koncentrationen blev
moniteret ved head-space analyse over en periode paca. 24 timer.



A.3: Nedbrydningskinetik for primaersubstrat

Fremgangsmade

Til disse forsgg blev der anvendt 60 mL serumflasker, indeholdende 40
mL vakstmedie med biomasse. Efter grundig homogenisering blev bio-
massekoncentrationen malt som optisk densitet ved 550 nm (OD, ) og
omregnet til koncentration af celleprotein vha. standardkurverne prassen-
teret i bilag C. Serumflaskerne blev herefter lukket med teflonbel agte
gummipropper og placeret med omrystning ved 150 rpm.

Substratkoncentrationer

Der blev anvendt 11 forskellige propankoncentrationer og 9 forskellige
isobutankoncentrationer, jf. tabel D.2 i bilag D. Propan blev tilsat i kon-
centrationer fra 0,06 til 30 mg/L og isobutan blev tilsat i koncentrationer
fra0,048 til 24 mg/L.

Temperatur og forsggsvarighed
Serumflaskerne blev placeret ved 23°C og substratkoncentrationen blev
moniteret ved head-space analyse over en periode paca. 6 timer.

A.4: Nedbrydningskinetik for MTBE

Fremgangsmade

Til disse forsgg blev der anvendt 120 mL serumflasker, indeholdende 20
mL vakstmedie med biomasse. Efter homogenisering blev biomassekon-
centrationen malt som optisk densitet ved 550 nm (OD.,) og omregnet til
koncentration af celleprotein vha. standardkurven for den isobutanoxide-
rende kultur i bilag C. Serumflaskerne blev herefter lukket med teflonbe-
lagte gummipropper og der blev injiceret 1 mL isobutan, svarendetil en
vaeskefasekoncentration pa ca. 0,5 mg isobutan/L, svarende til den i afsnit
2.2.3 foresl&ede koncentration af isobutan. Flaskerne blev omrystet ved
150 rpm.

Substratkoncentrationer
Der blev anvendt fem forskellige MTBE-koncentrationer i intervallet 1 til
500 mg/L, jf. tabel D.3i bilag D.

Temperatur og forsggsvarighed

Serumflaskerne blev placeret ved 23°C og M TBE-koncentrationen blev
| gbende moniteret ved head-space analyse over en periode paca 1—7
dagn, afhaengigt af koncentrati onsniveauet.

A5 Bestemmelse af maksimale vaekstrater

Fremgangsmade

Til disse forsgg blev der anvendt 1 L flasker, indeholdende en tynd bio-
massesuspension i 250 mL vakstmedie. Flaskerne blev lukket med te-
flonbel agte gummipropper og tilsat 375 mL propan hhv. isobutan, sva-
rende til vasskefasekoncentrationer paca. 31 mg propan/L og 24 mg
isobutan/L. Hver flaske blev ligeledes tilsat 40 mL renilt, svarendetil at
der, inklusiv atmosfaarebidraget, til start var omkring 10 mg O,/L i hver
flaske. Flaskerne blev omrystet ved 150 rpm. Der blev placeret en flaske
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med hver berigel seskultur ved hhv. 23 og 30°C og vaksten blev fulgt
over ca. 2—5 dggn ved, efter grundig omrystning, at udtage en repree
sentativ prevemaangde til bestemmelse af OD,, gennem en gasted ventil.
Preverne blev fart tilbage til flaskerne efter endt maling. OD,, er omreg-
net til koncentration af celleprotein vha. standardkurvernei bilag C.

Bilag B: Berigelsesprocedure

=

] ] n
Vol: 1L Propan MTBE
: Flaske 1 50 mL 0 mgkg
100 gjord Flaske 2 50 mL 1000 mgkg
10 mL vand 2 3 Flaske 3 OmL 1000 mgkg
Vol: 0,5L Propan MTBE
f Flaske 1 17,5 mL 0 mg/L
> gjOI’d Flaske 2 17,5mL 100 mg/L
150 mL medie | 1@ || 1b 2c || 2d 3e || 3f | Flaske3 o0mL 100 mg/L

Vol: 0,5L
5 mL podemateride (overferti dt 3 gange)
145 mL medie 2

|4 | | .
Vol: 0,5L Substrat ___ Tilsat
Flaske A Propan 125 mL
SmlL pOdema' A C Flaske B Isobutan 125 mL

245 mL medie Flaske C Isopentan 6 mL

Figur B.1: Skematisk fremstilling af den anvendte berigelsesprocedure.




Bilag C: Biomasse standard-
kurver (OD,,, — protein)

70 T Pr opan

y =164x+13
R’ =0.995

Protein [mg/L]

0 9 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 : !
0 0.1 0.2 03 0.4
ODss0

Propanoxiderende berigel seskultur

Figur C.1: Standardkurve OD,,, - protein.
| sobutanoxider ende berigel seskultur

Figur C.2: Standardkurve OD, - protein.
| sopentanoxi der ende berigel seskul tur

Figur C.3: Standardkurve OD,, - protein.

Isobutan

Isopentan 8
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Bilag D: Resultater

D.1: Screening for bedste substrat

Tabel D.1: Nedbrydningsrater for MTBE ved for skellige koncentr ationer
af primea substrat. Forsagene er udfert ved 23°C over ca. 24 timer med
en initialkoncentration af MTBE p& 10 mg/L.

Flaske Substratkoncentration Fjernet Rate
[mg/L] [%] [mg MTBE/(g protein-time)]
A-1 0 89 15,2
S A-2 0,063 87 9,3
g A3 0,63 72 10,1
& A4 315 32 42
A-5 6,3 0 0
B-1 0 97 20,3
8 B2 0,049 96 16,4
2 B3 0,49 9% 15,7
8 B-4 2,45 92 10,8
~__B5 4,9 13 0,6
C-1 0 82 42,8
g C-2 0,053 84 48,2
& c3 0,26 89 55,8
8 C4 0,53 8l 45,0
~ _C5h 1,06 84 45,1
Biomasse

OD,, blev malt til 0,315 for de propan- og isobutanoxiderende kulturer
og til 0,130 for den isopentanoxiderende kultur. Dette svarer til biomas-
sekoncentrationer pa hhv. 53, 100 og 23 mg protein/L.



D.2: Nedbrydningskinetik for primeersubstrat

Tabel D.2: Nedbrydningsrater for propan og isobutan ved forskellige koncentrationer af primee -
substrat. Forsggene er udfert ved 23°C over ca. 6 timer.

Flaske ODsso Biomasse Substratkoncentration Fjernet Rate
[-] [mg protein/L] [mg/L] [%0] [mg substrat/(g protein-time)]
P-1 0,255 43 0,060 66 3,08
P-2 0,255 43 0,30 87 17,7
P-3 0,255 43 0,60 94 27,2
P-4 0,255 43 1,49 62 54,0
g PS5 0,135 23 3,0 49 94,6
g8 P-6 0,135 23 6,0 25 149
g P-7 0,384 64 9,0 25 242
P-8 0,135 23 12 83 216
P-9 0,384 64 18 23 257
P-10 0,384 64 24 22 483
P-11 0,135 23 30 17 369
-1 0,150 48 0,048 100 7,99
[-2 0,150 48 0,24 100 19,1
-3 0,150 48 0,48 86 36,5
§ -4 0,150 48 1,2 74 86,4
a2 |5 0,192 61 2,4 45 110
8 16 0,192 61 4.8 36 163
B Y4 0,192 61 9,5 24 199
-8 0,130 42 19 9,6 250
-9 0,192 61 24 18 255

Tabel D.3: Nedbrydningsrater for MTBE ved forskellige koncentrationer af MTBE for den

D.3: Nedbrydningskinetik for MTBE

isobutanoxiderende berigel seskultur. Forsagene er udfert ved 23°C og med en initialkoncentra-

tion af isobutan pa ca. 0,5 mg/L.

Flaske ODsso Biomasse MTBE-koncentration Tid Fjernet Rate
[-] [mg protein/L] [mg/L] [d] [%] [mg MTBE/(g protein-time)]
l-a 0,467 148 1 1 54 0,130
I-b 0,467 148 10 1 67 0,882
I-c 0,223 71 50 6 44 1,76
I-d 0,223 71 200 7 21 4,63
l-e 0,499 158 500 6 16 5,72
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D.4: Bestemmelse af maksimale veeksthastigheder

Tabel D.4: Radata fra vakstforsgg til bestemmel se af maksimale vakstrater for propan- og

isobutanoxiderende berigel seskulturer.

Propan 23°C Propan 30°C Isobutan 23°C Isobutan 30°C
Tid OD550 Protein Tid OD550 Protein Tid OD550 Protein Tid OD550 Protein
[ime] [] [mg/L] [time] [] [mg/L] [time] [] ([mg/L] [time] [] [mg/L]
0,0 0,036 7,2 00 0,059 11,0 0,0 0,024 8,4 00 0,024 8,4
0,0 0,040 79 0,0 0,060 11,2 0,0 0,023 8,0 00 0,023 8,0
0,0 0,039 7,7 00 0,059 11,0 0,0 0,023 8,0 00 0,023 8,0
20,0 0,063 11,6 93 0,109 19,2 20,1 0,031 10,6 20,0 0,042 14,0
20,0 0,061 11,3 93 0,106 18,7 20,1 0,032 10,9 20,0 0,046 15,3
20,0 0,060 11,2 13,7 0111 19,5 20,1 0,032 10,9 20,0 0,046 153
253 0,070 12,8 13,7 0,105 18,6 252 0,044 14,7 20,0 0,050 16,5
25,3 0,065 12,0 22,6 0,191 32,7 252 0,038 12,8 25,3 0,064 20,9
253 0,065 12,0 22,6 0,187 32,0 252 0,038 12,8 253 0,064 20,9
30,5 0,064 11,8 22,6 0,190 325 252 0,037 12,4 25,3 0,065 21,3
43,7 0,106 18,7 26,9 0,245 41,6 436 0,076 24,7 436 0,136 43,6
43,7 0,107 18,9 26,9 0,239 40,6 436 0,074 24,1 436 0,138 44,2
57,0 0,140 24,3 321 0,309 52,1 436 0,072 235 436 0,136 43,6
57,0 0,132 23,0 32,1 0,303 51,1 57,0 0,095 30,7 57,3 0,237 75,4
57,0 0,135 235 35,7 0,383 64,2 57,0 0,111 35,7 57,3 0,246 78,2
70,2 0,205 35,0 357 0,375 62,9 57,0 0,111 357 57,3 0,247 785
70,2 0,200 34,2 357 0,395 66,2 72,0 0,152 48,6 70,0 0470 1487
70,2 0,200 34,2 35,7 0,387 64,9 72,0 0,157 50,2 70,0 0469 1484
72,0 0,215 36,6 411 0477 79,7 72,0 0,162 51,8 700 0462 1462
72,0 0,216 36,8 411 0,467 78,0 72,0 0,160 51,2 700 0460 1456
90,6 0,334 56,2 41,1 0,492 82,1 748 0,218 69,4 72,3 0506 160,0
90,6 0,332 55,8 41,1 0481 80,3 748 0,226 71,9 723 0514 1625
90,6 0,333 56,0 41,1 0481 80,3 748 0,224 71,3 72,3 0516 1632
489 0,709 1178 748 0,222 70,7 72,3 0517 1635
489 0690 1147 939 0319 1012
489 069 1155 939 0,327 1037
939 0,326 1034
939 0325 1031
1148 0,448 1418
114,8 0,447 1415
1148 0449 1421




