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1. Forord

Projektet Pesticidfrit drikkevand, der er gennemfart af Teknologisk Institut i samarbejde med
Herning Vand, Hjerring Vandselskab, Furesg Vandforsyning og Kemic Vandrens A/S, er stat-
tet af Miljgteknologisk Udviklings- og Demonstrationsprogram (MUDP) under Miljgministeriet.

| neerveerende rapport afrapporteres arbejdet og de resultater, der er genereret i de arbejds-
pakker, der oprindeligt var opstillet i projektet.

Projektet er gennemfart i perioden januar 2020 til juni 2022. Grundet Coronapandemien er
projektet blevet forlaenget undervejs, idet den oprindelige slutdato var december 2021.
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2. Sammenfatning og
konklusion

Det danske grundvand, der er den primeere kilde til drikkevand, er truet af en stigende fore-
komst af rester af pesticider, der siver igennem jorden og saledes forurener grundvandsreser-
voirerne. Feenomenet udger et stigende problem for danske vandvaerker, og det er derfor vig-
tigt, at der findes metoder til at reducere meengden af pesticider i drikkevand, der ledes til for-
brugerne, til under den geeldende graenseveerdi pa 0,1 ug/L (Drikkevandsdirektivet, BEK nr.
2361 af 26/11/2021).

Formalet med dette projekt var derfor at udvikle biologiske metoder til reduktion af de rester af
pesticider, der desvaerre observeres i dansk grundvand. Naturlig forekomst af pesticidnedbry-
dende bakterier i naturen er pavist i flere videnskabelige studier. Hvis man kunne udnytte
disse naturligt forekommende bakterier til reduktion af pesticider i sandfiltrene pa danske
vandveerker, ville det vaere en nem og skansom metode til reduktion af pesticider i drikkevan-
det.

Neervaerende projekt, Pesticidfrit drikkevand, har hovedsageligt undersggt reduktionen af pe-
sticiderne Mechlorprop (MCPP) og 2,6-dichlorbenzamid (BAM) med en tilgang baseret pa til-
saetning af isolater og sandtransplantation.

21 Test af bakteriers overlevelse i sandfilterkolonner i
laboratorium
| et nu afsluttet forprojekt (Den Trojanske Hest) lykkedes det Teknologisk Institut fra frisk sand
i sandfiltrene at isolere naturlige bakterier — isolater — som var i stand til at bruge flere udvalgte
pesticider som kulstofkilde. Disse isolater er i dette projekt blevet kvalificeret yderlige pa DNA-
niveau for kendte gener, der saettes i forbindelse med nedbrydning af pesticider. De naevnte
isolater er i farste omgang ogsa blevet testet i kolonnefors@g i laboratoriet under forhold, der
minder om de faktiske forhold i sandfiltre pa vandveerker.

Der blev moniteret for bakteriernes overlevelse bade i kolonner med sand uden naturlige bak-
terier (rent sand) og i kolonner med friskopsamlet sand fra danske vandvaerker med en natur-
lig forekomst af bakterier pa sandet.

Overlevelsen af tilsatte isolater var generelt sterst i sandkolonnerne med frisk sand fra drikke-
vandssandfiltre. Det skyldes, at overlevelsesraten er hgjere, nar bakterierne findes i den bio-
film pa sandkornene fra sandfiltre, som de naturligt forekommende bakterier har dannet over
tid. Biofilmen ager chancen for, at de tilsatte bakterier kan finde vedheeftning og dermed over-
leve.

Desuden viste laboratorieforsagene, at spredning og overlevelse af de mobile, genetiske ele-
menter (MGE), som i hgj grad bzerer de nedbrydende gener hos pesticidnedbrydende bakte-
rier (inkl. isolater), udelukkende skete i kolonner med frisk sand fra eksisterende sandfiltre,
hvor MGE blev spredt og fast etableret i det mikrobielle samfund pa sandkornene. Tilgangen
med tilseetning af isolater var saledes mere egnet til eksisterende sandfiltre end til opstartende
sandfiltre med helt rent sand.

6 Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand - Naturlig biologisk fiernelse af pesticider i sandfiltre pa vandvaerker



2.2 Pilotforseg og semitekniske fuldskalaforseg ved Herning
Vand og Hjerring Vandselskab
| pilotskalaforsggene blev der opsat en container med sandkolonner, farst ved Herning Vand
og derefter ved Hjgrring Vandselskab. Ved Herning Vand blev der alene testet for MCPP-re-
duktion i kolonnerne med frisk sand fra egne efterfiltre tilsat en renkultur af udvalgte MCPP-
reducerende isolater opdyrket i laboratoriet. Eller der blev valgt en tilgang med sandtransplan-
tation med en direkte tilseetning i toppen af kolonnerne af 1-10 % donorsand fra Bregnergd
Vandveerk og Kerteminde Vandvaerk. De naevnte vandvaerker blev udvalgt pa baggrund af 1)
den naturlige MCPP-reduktion, der blev pavist i det omtalte forprojekt (Bregnergd) eller 2) den
naturlige MCPP-reduktion, der blev observeret on-site (Kerteminde). Tilsaetning af renkulturer
eller sand fra udvalgte vandvaerker resulterede i en hgjere reduktion af MCPP i vandet.

Ved pilotskalaforsggene hos Hjarring Vandselskab blev der ikke alene testet for MCPP-reduk-
tion, men ogsa for reduktion af BAM. Som faelge af resultater fra det fgrste vandvaerk (Herning)
blev der i Hjgrring udelukkende anvendt frisk sand fra Kerteminde Vandvaerk som donor ved
sandtransplantationen. Det samme gaelder for renkulturer med udvalgte MCPP- eller BAM-re-
ducerende isolater. Mens sandet fra Herning Vand havde en mindre reduktion i baggrunds-
MCPP (som kan skyldes kemisk binding til sandkorn), viste resultaterne fra Hjerring Vandsel-
skab fra starten en betydelig MCPP-reduktion (ca. 50 %), som over forsggsperioden pa 65
dage steg til 90 %. Reduktionen i filirenes baggrunds-BAM var lav over forsggsperioden (<2
%), men en starre reduktion af BAM (op til 42 %) viste sig ved tilsaetning af enten isolater eller
direkte sandtransplantation.

Ved Hjegrring Vandselskab blev der desuden testet for dobbelt sandtransplantation i en ko-
lonne i semiteknisk fuldskala med tilsat 10 % sand fra kolonneforsag ved det farste vandvaerk
(Herning), som havde 10 % frisk donorsand fra Kerteminde Vandvaerk tilsat sand fra Herning
Vand. Dette forsgg skulle undersgge potentialet for dobbelt sandtransplantation med sand fra
modnede filtre, der har faet transplanteret donorsand indeholdende MCPP-reducerende bakte-
rier. Trods den hgje reduktion af baggrunds-MCPP i kolonner med frisk sand fra Herning
Vand, viste forsag med dobbelt sandtransplantation i lighed med kolonnerne, der var tilsat 10
% sand fra Kerteminde Vandveerk, en hurtigere stigning i MCPP-reduktionen end kolonnen
kun med sand fra Herning Vand, hvilket indikerer, at bade den almindelige sandtransplantation
med sand fra Kerteminde Vandvaerk og den dobbelte sandtransplantation med modnet sand
fra Herning Vand er effektive tilgange til et hurtigt boost af sandfilterkolonner for MCPP- og
BAM-reduktion.

23 Konklusion

Ud fra de beskrevne, lovende resultater, hvad angar forsgg i laboratorieskala, men iszer forsg-
gene i pilotskala og semiteknisk fuldskala kan det konkluderes, at tilgangen med MCPP- og
BAM-isolater samt tilgangen med enkelt og dobbelt sandtransplantation, er brugbare biologi-
ske metoder, der vil kunne anvendes til en betydelig og stabil reduktion af MCPP og BAM i
drikkevand pa de danske vandveerker.

De tilfarte isolater med pesticidnedbrydende egenskaber blev over tid (65 dage) veletableret i
sandkolonnerne, hvilket muliggjorde, at filtersand, der ikke i sig selv naturligt kunne fjerne pe-
sticider, nu kunne bruges som sanddonor i forbindelse med sandtransplantation til det naeste
sandfilter. Det @ger anvendeligheden for sandtransplantation mellem de enkelte vandvaerker.
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3. Summary and conclusion

The Danish groundwater, which is the primary source of drinking water, is being threatened by
the increasing occurrence of pesticide residues that seep through the ground and contaminate
the groundwater reservoirs. This is a rising problem for the Danish waterworks, which requires
finding methods to reduce pesticides in drinking water supplied to the consumers below the
current limit value of 0.1 pg/L (Danish Drinking Water Directive (Drikkevandsdirektivet), BEK
No. 2361 of 26/11/2021).

The aim of this project was to develop biological methods for reducing pesticide residues that
are unfortunately detected in Danish groundwater. Natural occurrence of pesticide-degrading
bacteria in nature has been demonstrated in several scientific studies. If it were possible to
use these naturally occurring bacteria to reduce pesticides in sand filters at Danish water-
works, it would be an easy and gentle way of reducing pesticides in drinking water.

This project “Drinking water without pesticides” has mainly investigated the reduction of pesti-
cides - MCPP and BAM with an approach based on the addition of isolates and sand trans-
plantation.

3.1 Testing the survival of bacteria in sand filter columns at
the laboratory
In a finalized preliminary project (The Trojan Horse), the Danish Technological Institute suc-
ceeded in isolating natural bacteria — isolates — from fresh sand in sand filters, which were
able to use several selected pesticides as a carbon source. In this project, these isolates were
qualified further at a DNA level for known genes associated with the breakdown of pesticides.
The stated isolates have also been initially tested in column tests at a laboratory under condi-
tions that resemble the actual conditions in sand filters at waterworks.

The survival of the bacteria was monitored both in columns with sand without natural bacteria
(pure sand), and in columns with freshly collected sand from Danish waterworks with a natu-
rally occurring bacteria on the sand.

The highest survival of added isolates was observed in sand columns with fresh sand from
drinking water sand filters. This is because the survival rate is higher when the bacteria are
found in the biofilm on sand grains from sand filters, which the naturally occurring bacteria
have formed over time. The biofilm increases the chance that the added bacteria can attach
themselves to it and thus survive.

Furthermore, the laboratory tests showed that the spread and survival of mobile, genetic ele-
ments (MGEP), which mainly carry the degrading genes of pesticide-degrading bacteria (incl.
isolates), occurred in columns with fresh sand from existing sand filters, where MGEP was
spread and firmly established in the microbial community on sand grains. The approach with
the addition of isolates was thus more suitable for existing sand filters rather than new sand
filters with entirely pure sand.

8 Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand - Naturlig biologisk fiernelse af pesticider i sandfiltre pa vandvaerker



3.2 Pilot test and semi-technical full-scale tests at Danish
waterworks: Herning Vand and Hjorring Vandselskab

At Herning Vand, only MCPP reduction was tested in columns with fresh sand from own post-
filters with added pure culture of selected MCPP-reducing isolates grown at the laboratory. Or
an approach with sand transplantation was chosen with direct addition of donor sand at the top
of columns of 1-10 % from waterworks: Bregnergd Vandveerk and Kerteminde Vandvaerk. The
mentioned waterworks were selected based on 1) the natural MCPP reduction as shown in the
above-mentioned preliminary project (Bregnergd), or 2) the natural MCPP reduction observed
onsite (Kerteminde). The addition of pure sand cultures from selected waterworks resulted in a
higher reduction of MCPP in the water.

In the pilot-scale tests at Hjgrring Vandselskab, tests were not only carried out for MCPP re-
duction, but also for the reduction of BAM. Based on the results from the first waterworks
(Herning), in Hjarring only fresh sand from Kerteminde Vandvaerk was used as a donor for the
sand transplantation. The same applies to pure cultures from selected MCPP- or BAM-reduc-
ing isolates. While the sand from Herning Vand had a smaller reduction of the background
MCPP (which may be due to chemical binding to sand grains), the results from Hjgrring
Vandselskab showed a significant MCPP reduction from the start (approx. 50%), which in-
creased to 90% during the test period of 60 days. The reduction in the background BAM of the
filters was low during the test period (<2 %), while a greater reduction of BAM (up to 42%) was
observed after adding either isolates or by direct sand transplantation.

At Hjgrring Vandselskab, tests were carried out for double sand transplantation in one column
at semi-technical scale with added 10% sand from column tests at the first waterworks (Hern-
ing), which had 10% fresh donor sand from Kerteminde Vandvaerk with added sand from
Herning Vand. This test was to investigate the potential of double sand transplantation with
sand from the matured filters with transplanted donor sand containing MCPP-reducing bacte-
ria.

Despite the high reduction of background MCPP in columns with fresh sand from Herning
Vand, test with double sand transplantation, similar to the columns with added 10% sand from
Kerteminde Vandveerk, showed a faster MCPP reduction compared to the column with sand
from Herning Vand only, which indicates that both the regular sand transplantation with sand
from Kerteminde Vandveerk and the double sand transplantation with matured sand from
Herning Vand are effective approaches for a boost of sand filter columns for MCPP and BAM
reduction.

3.3 Conclusion

According to the promising results from the laboratory-scale tests, but especially the pilot-scale
tests and semi-technical full-scale tests, it can be concluded that the approach with MCPP and
BAM isolates, as well as the approach with single and double sand transplantation, are benefi-
cial biological methods that ensure a significant and stable reduction of MCPP and BAM in
drinking water at the Danish waterworks.

The added isolates with pesticide-degrading properties became well-established in sand col-
umns over time (60 days), which made it possible for filter sand, not able to naturally remove
pesticides on its own, to be used as a sand donor in connection with sand transplantation to
the next sand filter. This increases the applicability of sand transplantation between different
waterworks.
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4. Formidling

Projektet er undervejs formildet ved flere konferencer og seminarer, listet nedenfor, samt via
sociale media sadsom LinkedIn.

4.1 Konferencer

o DK: ATV-mgde. 2020: Den Trojanske Hest: Den innovative bioteknologi til rensning af pesti-
cidrester i drikkevandssandfiltre. Praesentation

o DK: Danish Water Forum. Copenhagen. 2020. The Trojan Horse - A new biotechnology for
pesticide removal at drinking water sand. Praesentation

o DK: Danish Water Forum. Copenhagen. 2022: Novel biotechnology for pesticide removal at
drinking water sand filters. Preesentation

o DK: IWA World Water Congress & Exhibition, Kgbenhavn. 2022. A new biotechnology for
pesticide removal at drinking water sand filters. Praesentation.

4.2 Presse

o DK: Pressemeddelelse.dk. 2022: Ny bioteknologi skal bekaempe forurenet drikkevand med
vandveerkets bakterier

e DK: Energy Supply. 2020: Donorsand sendes ind i kampen mod pesticider

e DK: LederiDag: 2020. Donorsand sendes ind i kampen mod pesticider.

4.3 Journal

¢ International. mBio - ASM Journals - American Society for Microbiology 2021. Broad Dis-
semination of Plasmids across Groundwater-Fed Rapid Sand Filter Microbiomes.” mBio vol.
12,6 (2021): e0306821. doi:10.1128/mBio0.03068-21.

10 Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand - Naturlig biologisk fiernelse af pesticider i sandfiltre pa vandvaerker



5. Introduktion

| Danmark og i mange andre EU-lande anvender vandveerkerne traditionel sandfiltrering til
produktion af drikkevand fra grundvand. Alene i Danmark er der over 2.200 vandvaerker med
over 12.000 sandfiltre, hvor de naturlige forureninger i grundvandet (NH4, Mn, Fe osv.) fijernes
effektivt via en kombination af mikrobiologiske og kemiske processer, hvorefter rent drikke-
vand leveres til forbrugerne. Den stigende forekomst af nye, unaturlige forureningsstoffer i
grundvandet, nemlig pesticider, og de eksisterende sandfiltres manglende evne til at fierne
disse pesticider fra grundvandet, udfordrer den fremtidige forsyning af rent og sikkert drikke-
vand til forbrugere i Danmark og i resten af verden. De pesticider, der findes i grundvandet, til-
hgrer hovedsageligt generationen af de nu forbudte pesticider. Det faktum, at der fortsat an-
vendes nye pesticider i landbruget (11.507 ton/ar i DK i 2018 (Miljgstyrelsen, 2018)) betyder,
at problematikken med pesticidforurening af grundvandet ma forventes at streekke sig mange
ar ud i fremtiden.

Over det seneste arti er mikrobiologien i sandfiltre blevet unders@gt grundigere. Der er blevet
vist, at sandfiltre pa de danske vandvaerker er rige pa bakterier (ca. en milliard bakterier per
gram). Disse talrige bakterier baerer naturligt pa en reekke metaboliske egenskaber og kan ef-
fektivt fierne naturlige forureninger i grundvandet. De naturlige bakterier i sandfiltrene har imid-
lertid kun ringe kapacitet for nedbrydning af pesticider, isaer nar det geelder de mest problema-
tiske pesticider. Flere nyere, nationale projekter (f.eks. projekterne Mem2Bio og Den Trojan-
ske Hest, 2016-2019) har arbejdet pa at identificere og udnytte de store mikrobiologiske res-
sourcer i sandfiltre til at fierne pesticider direkte i sandfiltrene pa vandvaerkerne. Sidstnaevnte
projekt har identificeret enkelte sandfiltre, hvori evnen til naturlig nedbrydning af visse pestici-
der kunne pavises, og hvorfra det lykkedes at isolere pesticidnedbrydende bakterier. De lo-
vende resultater og tilh@grende renkulturer danner séledes et staerkt fundament for naervae-
rende projekt.

Formalet med naervaerende projekt var at udvikle en beeredygtig, biologisk sandfilterteknologi
til handtering af de stigende forekomster af pesticider i drikkevandet. Fokus i projektet var pa
fiernelse af pesticider i sandfiltrene ved brug af bakterier, som naturligt beerer pa et pesticid-
nedbrydende gen.

Flere studier har over de seneste 20 ar vist, at forsgg pa at isolere bestemte bakterier fra et
miljg og introducere dem i et andet miljg, sa de kunne fierne et ugnsket stof (sakaldt bioremidi-
ering) desveerre ikke lykkedes. For eksempel overlevede de tilfarte bakterier kun kort tid
(maks. et par uger), og/eller de blev vasket ud fra de sandfilterkolonner, de var introduceret i
forholdsvist hurtigt (ref. Mem2Bio). Derfor er der i naervaerende projekt valgt en helt ny tilgang.

Mange pesticidnedbrydende bakterier baerer evnen til pesticidnedbrydning vha. sakaldte mo-
bile, genetiske elementer (MGE). | dette tilfaelde sidder genet til pesticidnedbrydning pa et
MGE, som de enkelte bakterier kan videregive til omkringliggende bakterier ved horisontal
genoverfarsel. Det er desuden normalt, at en kopi af MGE ved bakteriel celledeling vil blive bi
beholdt i hver af de kommende to celler.

Derfor var projektets fokus primaert pa at anvende isolater, dvs. bakterier, som baerer den pe-
sticidnedbrydende evne via MGE. Efter tilfgrsel til f.eks. et sandfilter, vil isolatet over de farste
par dage eller uger have mulighed for at overfare MGE til de naturlige forekomne bakterier pa
sandet i filtrene. Skulle de tilfgrte isolater blive vasket ud, vil den pesticidnedbrydende evne
veere sikret overlevelse i de naturlige bakterier i sandfiltrene og sprede sig internt enten ved
horisontal genoverfarsel eller ved celledeling (FIGUR 1).

Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand 11



Der var i projektet fokus pa mikrobiologisk fiernelse af to af de oftest forekommende pesticider
i dansk grundvand, MCCP og BAM vha. isolater med tilhgrende MGE. Der er altsa ikke tale
om at manipulere eller genetisk modificere bakterier, men derimod at finde og isolere naturlige
bakterier og udnytte disse til at reducere bestemte pesticider i sandfiltrene.

| projektet blev der arbejdet med to fremgangsmader til overfersel af pesticidnedbrydende bak-
terier til et udvalgt sandfilter for at tilfare filtret en evne til mikrobiel pesticidnedbrydning:

1) Sandtransplantation med frisk sand fra sandfiltre med pavist pesticidnedbrydende evner til
sandfiltre uden pesticidnedbrydende evne.

2) Direkte tilseetning af isolater til sandfiltre. Dvs. bakterier der baerer MGE, og som er i stand
til at videregive MGE til de allerede forekommende, ikke-pesticidnedbrydende bakterier i filtret,
opdyrkes i laboratoriet og tilsaettes herefter til sandfiltrene.

FIGUR 1. Tilsaetning af isolater. De naturlige isolater (grenne) er baerere af evnen til pesticid-

nedbrydning via MGE (gule). Efter introduktion af isolater til sandfiltre vil MGE blive overfort til
eksisterende bakterier i sandfiltrene (gra). Herfra vil kopier af MGE blive serieoverfert til andre
bakterier i biofilmen.

For udvikling og afprgvning af bioteknologien til pilotskala (TRL-niveau 7) gennemferes i projek-

tet fglgende aktiviteter:

o Karakterisering af danske sandfiltres evne til biologisk nedbrydning af pesticiderne MCPP og
BAM. Hertil inddrages og viderekarakteriseres pa DNA-niveau de eksisterende isolater fra
forprojektet, Den Trojanske Hest.

* Laboratorieforsgg med isolering af bakterier til de nyere fundne pesticider N,N-dimethylsul-
famid (DMS) og desphenyl-chloridazon (DPC).

o Laboratorieforsgg med modelbakterier, som beerer en pesticidnedbrydende evne pa et spor-
bart MGE, og observation af elementets overlevelse under sandfilterlignende forhold.

o Opstilling og lebende tilpasning af pilotskalaforseg pa vandvaerker, som er direkte pavirket
af pesticidfund i deres grundvand. Formalet er at analysere effekten af sandfiltrenes pesti-
cidnedbrydende evne efter hhv. sandtransplantation og tilseetning af isolater til vandvaerker-
nes sandfiltre.

¢ Teste potentialet for dobbelt sandtransplantation i sandfilter i semiteknisk skala pa partner-
vandveerk.
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6. Pesticidfund og
pesticidnedbrydende
egenskaber i sandfiltre

Projektet laener sig op ad den nyeste, videnskabelige litteratur omhandlende bioremediering i
naturlige miljger med fokus péa de pesticider, som er pavist direkte i det danske grundvand.
Endvidere fokusere dette projekt pa andre nyere, nationale projekter om bl.a. sandfiltres mi-
krobiologi (DW Biofilters 2010-2015) og pesticidnedbrydning i sandfiltre (Mem2Bio, Den Tro-
janske Hest 2016-2019) samt pa relevante internationale studier (Ref 1, 2, f.eks. Wet et al.).
Kortlaegningen af tilgaengelige data om nyere pesticidfund i grundvandet i Danmark og EU
(f.eks. DMS og DPC) inddrages i projektet for at sikre en bredere anvendelighed af den i pro-
jektet udviklende, bioteknologiske tilgang til pesticidproblematikken.

| forprojektet, Den Trojanske Hest (2016-2019), blev der identificeret danske sandfiltre, der in-
deholder bakterier med en naturlig, biologisk evne til pesticidnedbrydning. Disse sandfiltre blev
anvendt til berigelse og isolering af en raekke pesticidnedbrydende bakterier for bl.a. MCPP,
BAM, MCPA og glyphosat, hvoraf de fgrstneevnte skulle viderekarakteriseres med henblik pa
anvendes i naervaerende projekt.

6.1 Forekomst af DMS og DPC i Danmark og EU samt stoffernes
bionedbrydningspotentiale

6.1.1 Forekomst af DMS og DPC i Danmark

Pesticidet N,N-dimethylsulfamid (DMS) stammer fra et af de to stoffer tolylfluanid eller dichlo-

fluanid, der begge har vaeret anvendt som svampemiddel i Danmark helt op til 2007. Begge

stoffer har dog vaeret anvendt i maling og treebeskyttelse efter 2007, bl.a. til beskyttelse af tree

mod skimmelsvamp. | 2019 blev det helt forbudt at bruge stoffet dichlofluanid i maling.

Pr. 1 juli 2018 blev DMS opfert pa listen over de stoffer, der i forbindelse med en boringskon-
trol skal undersgges i det obligatoriske analyseprogram for pesticider og nedbrydningsproduk-
ter heraf. Nogle af de farste analyseresultater blev praesenteret i en rapport om grundvands-
overvagning fra GEUS, 2019. DMS blev fundet i 481 af de i alt 1.565 undersggte grundvands-
boringer (30,7 %), hvoraf en DMS-koncentrationen >0,1 ug/L (greensevaerdi for drikkevand)
blev konstateret i 128 (8,2 %).

| et opfelgende program for overvagning af grundvand (GEUS 2020) blev DMS pavist som det
hyppigst fundne pesticid i vandforsyningernes boringer, med fund i 32,8 % af de undersagte
boringer. | 8,8 % af disse oversteg DMS-koncentrationen graensevaerdien ift. kvalitetskravet.
Hvad angar undersggelsen af DMS-forekomst i de grundvandsindtag, som indgar i det natio-
nale system til grundvandsovervagning (GRUMO), blev DMS pavist i 29,8 % af de undersggte
grundvandsindtag.

Disse fund viser, at DMS p.t. er det hyppigst fundne pesticid i dansk grundvand, hvilket gar det
yderst relevant at kunne fjerne det effektivt fra det grundvand, der anvendes til drikkevands-

produktion pa vandveerkerne.

Geografisk forekomst af DMS i vandforsyningernes boringer i Danmark er preesenteret i FlI-
GUR 2. Det fremgar, at DMS-koncentrationer >0,1 pg/L ofte ses i hovedstadsomradet. Dette
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kunne skyldes det hgjere forbrug af maling og treebeskyttelse med fundet af stofferne tolylflua-
nid og dichlofluanid i omradet, omend faeanomenet ikke observeres i andre stgrre byer sdsom
Aarhus og Odense. Geologisk set kunne DMS pavises i grundvandet helt ned til 109 meters
dybde. De stgrste forekomster er dog forsat mest synlige i de gvre jordlag (0-50 m).

Vandwvserksboringer
DMS [pgiL]
@ ikke pavist
e 001-01
* =01
L
®

FIGUR 2. Geografisk forekomst af DMS i Danmark i geengse vandvaerkers indvindingsborin-
ger. Boringerne er i figuren opdelt i tre intervaller for koncentrationen af DMS: Gra: ikke pavist
(under detektionsgraensen, typisk <0,01 pg/l; Bla: pavist mindst én gang under graenseveer-
dien (0,01-0,1 pg/l); Red: pavist mindst én gang over graeenseveerdien (>0,1 ug/l).

Desphenyl-cloridazon (DPC) er et nedbrydningsprodukt, der stammer fra det nu forbudte her-
bicid chloridazon, som i udbredt grad blev anvendt i Danmark til ukrudtsbekeempelse ved dyrk-
ning af bl.a. sukkerroer. Chloridazon var mest udbredt i perioden 1970-1980, men i 1996 blev
godkendelsen af stoffet trukket tilbage, og siden 2012 har anvendelse af stoffet veeret totalt
forbudt. En rapport fra GEUS i 2018 viste, at der blev fundet DPC i 23 % af de undersggte
grundvandsboringer, og dermed udger fernsevnte DMS og DPC to af de tre hyppigst fundne
pesticider i dansk grundvand.

De nyeste undersggelser af grundvandet viser, at DPC blev fundet i 31,5 % af de undersggte
grundvandsindtag, hvoraf 16,8 % indeholdt DPC i en koncentration, der overstiger graense-
veerdien pa 0,1 ug/L (Thorling L. A., 2021). | de grundvandsboringer, som er direkte tilknyttet
vandforsyningerne, blev DPC pavist i 25,5 % og i 6,9 % heraf i koncentrationer over greense-
veerdien. NIRAS har i 2017-2018 foretaget en landsdeekkende undersggelse pa ledningsfart
vand (drikkevand) fra 545 danske vandvaerker, og DPC blev malt i drikkevand fra 127 vand-
veerker.

DMS og DPC er séledes fortsat de hyppigst forekommende pesticider i dansk grundvand.

Geografisk forekomst af DPC i Danmark er praesenteret pa FIGUR 3. Som det fremgar af figu-
ren, ses DPC-koncentrationer >0,1 pg/L hovedsageligt pa Fyn.
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FIGUR 3. Geografisk forekomst af DPC i Danmark i gaengse vandvaerkers indvindingsborin-
ger. Boringerne er i figuren opdelt i tre intervaller for koncentrationen af DPC: Gran: ikke er pa-
vist (under detektionsgreensen, typisk <0,01 pg/l); Bla: pavist mindst én gang under graense-
veerdien (0,01-0,1 pg/l); Red: mindst én gang over greensevaerdien (>0,1 pg/l).

6.1.2 Forekomst af DMS og DPC i EU

Forekomst af pesticiderne DMS og DPC i drikkevand er en global udfordring. De gvrige EU-
lande har i samme eller i endnu stgrre grad benyttet sig af pesticider sasom tolylfluanid og
chloridazon til hhv. svampe- og ukrudtsbekeempelse. Udfordringen kan veere lidt sterre i EU-
lande, hvor man pa vandvaerkerne delvis bruger overfladevand og/eller benytter sig af UV-be-
handling/ozonering af grundvandet.

Man har i Tyskland fundet DMS i grund- og overfladevand (sger) med typiske koncentrationer
pa 0,05-1 ug/L (Schmidt & Brauch, 2008). Et andet studie omhandlende det tyske grund- og
overfladevand viste, at DMS blev pavist i 65 % af 600 udtagne vandpraver med koncentratio-
ner helt op til 63 pg/L (Kowal, Balsaa, Werres, & Schmidt, 2009). | lande som Tyskland ligger
den store udfordring iseer i det faktum, at DMS i vandet ved den praktiserede ozonering af
grundvandet pa de tyske vandvaerker kan frembringe et kreeftfremkaldende stof (NDMA), som
udger et endnu starre problem end DMS. Et studie af Schmidt et al. (2008) viste, at 30-50 %
af DMS omdannes til NDMA ved ozonering af DMS i vandet.

Forekomsten af DMS i overfladevand er ogsa betydelig i mange andre EU-lande. F.eks. har et
studie foretaget af Norwegian Climate and Pollution Agency (KLIF) undersggt overfladevand
fra to store norske sger, Jstensjg og Holmendammen, hvor der var betydelige fund af DMS i
koncentrationer over graensevaerdien pa hhv. 0,45-0,77 ug/L i Ostensje og 0,10-0,54 ug/L i
Holmendammen.

Et bredere studie af grundvandet for forekomst af pesticider og pesticidnedbrydende produkter
blev foretaget i 23 EU-lande (Loos, et al., 2010). FIGUR 4 viser, at DMS var et af de pestici-
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der, som hyppigst blev fundet i koncentrationer, der overstiger greenseveerdien ift. kvalitetskra-
vet til europaeisk grundvand pa 0,1 ug/L (Den Europaeiske Unions Tidende, 2020). | dette stu-
die oversteg DMS greenseveerdien i 8 af de 23 undersggte vandpregver med den hgjeste DMS-
koncentration pa 55 ug/L og en gennemsnitskoncentration pa 0,332 ug/L.
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FIGUR 4. Forekomst af DMS i EU-lande (Loos, et al., 2010).

Flere EU-lande har, ud over DMS, registreret betydelige fund af stoffet DPC i grund- og over-
fladevand. Man har f.eks. i region Hesse i Tyskland allerede i 2007, som en del af en omfat-
tende kampagne vedr. chloridazon og nedbrydningsproduktet DPC, opsamlet 548 praver af
grund, overflade- og spildevand. Blandt de undersggte prever pa overfladevand blev chlorida-
zon detekteret i sma koncentrationer - gennemsnitlig koncentration pa 0,06 ug/L og den hgje-
ste maling pa 0,89 ug/L. Malekampagnen viste, at chloridazon forekom hyppigst i det nordlige
af Hesseregionen med intensivt landbrug. Disse maleresultater var forventelige, idet chlorida-
zon hurtigt omdannes mikrobiologisk til DPC, hvorfor en eventuel forekomst af en efterfal-
gende biologisk nedbrydning af DPC kan diskuteres.

Et studie af grundvand i det sydlige Tyskland (Baden-Wirttemberg og Bavaria) viste, at 42 %
af de udtagne vandpraver indeholdt en DPC-koncentration >1 pg/L, mens 44 % viste en DPC-
koncentration pa 0,11-1 ug/L (Bulttiglieri, et al., 2009). Studiet viste, at en anden mulig chlori-
dazon-metabolit, methyl-desphenyl-chloridazon (Me-DPC), var til stede i 45 % af pravetag-
ningsstederne med DPC mailt til 0,11-1 pg/L. Forekomst af DPC i grund- og overfladevand er
desveerre rapporteret i de fleste af de EU-lande, som har foretaget malrettede malekampagner
(Kiefer, et al., 2020).
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6.1.3 Biologisk nedbrydning af DMS og DPC

Nyere forskning har dokumenteret et hidtil uudnyttet mikrobielt potentiale i sandfilire grundet
co-metabolsk pesticidnedbrydning. Metanoxiderende bakterier (MOB), som er en naturlig del
af et sandfilters mikrobiologiske samfund, omsaetter foruden metan ogsa visse pesticider og
pesticidrester (co-metabolsk nedbrydning) (Hedegaard, et al., 2018; Papadopoulou, et al.,
2018). Nedbrydningen skyldes, at enzymet metanmonooxygenase (pmoA), der omsaetter me-
tan, ogsa uspecifikt kan omsaette andre forbindelser, herunder pesticider. MOB kan co-meta-
bolsk omsaette f.eks. bentazon, mechlorprop, trichloroethen, benzotriazol og 2,4-dichlorop-
henoxyeddikesyre (Hedegaard & Abrechtsen, 2014; Hedegaard, et al., 2018; Wang, Li, &
Yang, 2019; Wang, et al., 2021). Det mangler at blive afklaret, hvorvidt de hyppigst forekom-
mende pesticider DMS og DPC kan omseettes co-metabolsk ved metanoxidation.

En anden gruppe af bakterier i sandfiltrene, ammoniumoxiderende bakterier (AOB), oxiderer
ammonium i sandfiltret vha. enzymet ammoniummonooxygenase (amoA), der ligesom metan-
monooxygenase uspecifikt kan omsaette andre forbindelser, f.eks. pesticidet 1,2,4-triazole
(Wu, et al., 2016). AmoA-enzymet blev dog ikke identificeret som vaerende betydende ift. co-
metabolsk oxidation af bentazon (Hedegaard, et al., 2020). Enzymerne pmoA og amoA er
trods deres forskellige funktioner i hhv. MOB og AOB strukturelt og evolutionzert taet beslaeg-
tede (Erwin, et al., 2005), hvilket forklarer det faelles traek uspecifikt at kunne nedbryde forskel-
lige stoffer (co-metabolsk). Fra tidligere projekter om laegemiddelfjernelse fra spildevand ken-
des AOB’s evne til co-metabolsk nedbrydning, da fiernelsen af visse laegemidler var direkte
korreleret med en hgj fiernelsesgrad for ammonium (Tang, et al., 2017; Xu, Chen, Yuan, & Ni,
2018).

Initiale forsgg i laboratorieskala med pesticiderne MCPP, DMS og DPC viste en potentiel bio-
logisk nedbrydning af DMS og DPC pa hhv. 35 % og 23 % (foredrag Dansk Vand Konference
12. nov. 2019). Mikrobiel nedbrydning af DMS er dog endnu ikke publiceret i videnskabelige
artikler, hvilket indikerer, at muligheden for, at der findes bakterier, der kan nedbryde DMS er
meget lille eller ikke-eksisterende.

| Tyskland har man som en del af den fgrnaevnte kampagne i region Hesse (2007) undersggt
den aerobe nedbrydning af chloridazon (moderstof til DPC) i bioreaktorer i laboratorieskala.
Det blev pavist, at moderstoffet chloridazon var biologisk fuldstaendig omdannet til pesticidet
DPC. Forsgget med bioreaktoren varede i ca. 100 dage og viste, at DPC desvaerre var resi-
stent overfor videre nedbrydning, hvilket igen forklarer den laengerevarende stabilitet og det
hgjere fund af DPC i miljget end af moderstoffet chloridazon.

Det geelder for DPC som for DMS, at der mangler palidelige videnskabelige publikationer om
stoffets biologiske nedbrydningspotentiale. Et studie omhandlende DPC i overfladevand i
Schweiz (Kiefer, et al., 2020) antydede, at det fundne DPC kunne veaere det endelige nedbryd-
ningsprodukt, som ikke kan nedbrydes til mindre komponenter.

Trods flere forsgg i laboratorium, hvor det blev forsggt at berige for DMS- og DPC-nedbry-
dende bakterier fra flere sandfiltre, lykkedes det ikke at fa isoleret bakterier til videre arbejde
(7.1.1). Dette kunne igen tyde pa, at de rester, der findes af bAde DMS og DPC kunne veere
de endelige nedbrydningsprodukter, som bakterierne ikke kan nedbryde yderligere.
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6.2 Identificerede pesticidnedbrydende isolater

| forbindelse med forprojektet, Den Trojanske Hest, blev der opsat forsgg med C'*-markerede
pesticider og frisk sand med naturligt forekommende bakterier. Forsggene paviste, hvilke
sandfiltre der indeholdt bakterier, der kunne reducere C'*-markerede pesticider hele vejen til
C'4-markeret COz2. De bedste sandfiltre fra forprojektet blev udvalgt til sandtransplantation i
naervaerende projekt. Desuden blev frisk sand fra nogle af de testede sandfiltre anvendt ved
forsgg i laboratoriet malrettet selektivt isolering af pesticidnedbrydende bakterier. Fokus var
seerligt pa de bakterier, der baerer en evne til nedbrydning af pesticider pa MGE. Et vellykket
forsgg ville styrke den innovative del af den udviklende bioteknologi med mulighed for, at de
pesticidnedbrydende evner ville kunne overfgres til andre, naturligt forekommende bakterier i
sandfiltre (se FIGUR 1).

Til forsegene blev der i starten af forprojektet initieret flaskeforsgg, hvortil der blev anvendt
frisk sand og vand med de ngdvendige salte og sporstoffer fra sandfiltre og derudover et be-
stemt pesticid (hhv. MCPP, BAM, osv.) som eneste kulstofkilde. Det lykkedes i forprojektet at
isolere flere pesticidnedbrydende bakterier, som ad flere omgange kunne vokse i bade fly-
dende og fast medie med det tilsatte pesticid som eneste tilgaengelige kulstofkilde.

| alt blev der i naervaerende projekt isoleret og verificeret 25 MCPP-nedbrydende bakterier og 9
BAM-nedbrydende bakterier, hvoraf det blev valgt at arbejde med 5 MCPP-nedbrydende bak-
terier og 5 BAM-nedbrydende bakterier. Udvaelgelsen var baseret pa det molekylaerbiologiske
arbejde, hvor man ved flere selektive dyrkninger bl.a. undersggte a) forekomst af MGE med
specielle DNA-kits, som udelukkende isolerer MGE fra bakterieceller, samt b) molekyleere
PCR-analyser pa visse kendte pesticidnedbrydende gener sasom bbdA og bbdF for BAM, og
tfaA for MCPP. Af BAM-isolaterne blev BAM1st, BAM3st, BAM3fl, BAM5st og BAM7st udvalgt
til videre arbejde. Af MCPP-isolaterne blev MCPP4, MCPP6, MCPP9, MCPP14 og MCPP14
udvalgt til videre arbejde. Den ngjagtige udveelgelsesproces og resultater af de molekyleere
analyser er vist i afsnit 7.
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7. Verifikation af isolaternes
egnethed til nedbrydning af
MCPP og BAM

| neervaerende projekt var fokus pa at verificere bakteriers evne til nedbrydning af pesticider
som beskrevet ovenfor. Der var ligeledes fokus pa ved flaskeforsgg at forsgge at booste bak-
teriers effektivitet mht. nedbrydning af en nyere generation af pesticider, hhv. DMS og DPC.

De eksisterende bakterier for nedbrydning af MCPP (25) og BAM (9) blev udsat for yderligere
verifikation. Der blev saledes foretaget molekyleer og bicinformatisk analyse af bakterierne for
at verificere, at nedbrydningsevnen primeert ligger pa MGE og dermed kan overfgres.

71 Bioinformatisk analyse af bakterier, der nedbryder hhv.
MCPP og BAM

De ovenfor beskrevne bakterier er blevet undersagt for tilstedevaerelsen af bestemte gener,
som ifglge flere videnskabelige studier ville kunne nedbryde hhv. MCCP og BAM. Alle de iso-
lerede bakterier blev opdyrket i minimal medie (MSS) med kontrolbar N,C,P-kilde, hvor C-kil-
den var et bestemt pesticid. Der blev undersggt for a) tilstedevaerelse af det pesticidnedbry-
dende gen i cellen, b) tilstedevaerelse af et MGE vha. en selektiv isolation af MGE-DNA) og c)
tilstedeveerelse af det pesticidnedbrydende gen pa det ekstraherede MGE-DNA (FIGUR 5).

De traditionelle PCA- og PCR-assays malrettet identifikation af de kendte gener for nedbryd-
ning af hhv. MCPP (tfdA) og BAM (bbdA) blev anvendt pa de respektive isolater, se FIGUR 5.
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FIGUR 5. Isolater dyrket i Minimal media (MSS) med pesticid som eneste C-kilde bruges til
kvantitativ a) gPCR analyse pa kendte gener der star for nedbrydning af hhv. MCPP (tfdA) og
BAM (bbdA), b) undersgge tilstedeveerelse af plasmid i isolatet, via en direkte plasmidisolation
fors@g med laboratoriske kits eller filter-matings forsgg der til formal har at overfare plasmidet
til et andet laboratorisk bakteriel stamme (ref. recipient).

Denne screening viste, at det var muligt at verificere en MGE-baren evne til nedbrydning af

pesticider (BAM og MCPP) hos en stor del af bakterierne. Dermed kunne de observerede ned-
brydningsegenskaber tilskrives hhv. tfdA- og bbdA-generne, som fandtes pa disse MGE.
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TABEL 1. Oversigt over BAM-isolater, som viste tilstedeveerelse af en af de kendte BAM-ned-
brydende gener (ref.: bbdA og bbdF).

Brgndnavn Isolatnavn Primer 1 Primer 2
(bbdA) (bbdF)

c1 A3 st (BAM) + +

D1 A3 fl (BAM) + +

G1 A7 st (BAM) + +

F1 A5 st (BAM) + +

A1 A1 st (BAM) + +

Alle MCPP- og BAM-isolater blev sekvenseret (16S DNA-niveau) for at bestemme, hvilke mi-
krobielle grupper de tilhgrer. De fleste MCPP-isolater var teettest beslaegtet med gruppen af
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas brenneri, Pseudomonas sp og Chryseobacterium
indologenes, mens de fleste BAM-isolater var taettest beslaegtet med bakterier fra Pseudomo-
nas sp, Chryseobacterium indologenes og Flavobacterium sp-gruppen.

Den endelige udveelgelse af pesticidnedbrydende bakterier var baseret pa falgende kriterier:
1) at bakterierne var beerere af et af de relevante pesticidnedbrydende gener, tfdA eller bbdA,
og at disse gener var pa et pavist MGE; 2) at bakterierne sa vidt muligt tilhgrte forskellige mi-
krobielle grupper; samt 3) at bakterierne var lette at dyrke i laboratorium, da et betydeligt volu-
men var ngdvendigt til udfgrelse af pilotskalaforsag.

7.1.1 Laboratorieforseg med berigelse for DMS- og DPC-nedbrydende
bakterier

| laboratoriet blev der opstillet en raekke flaskeforsgg med det formal at isolere og berige bak-

terier til isolater malrettet de nyere fundne pesticidrester i drikkevand, DMS og DPC. Formalet

var at sikre, at teknologikonceptet fortsat ville kunne videreudvikles, sa det ogsa i fremtiden

kunne anvendes til eventuelt kommende fund af nye pesticidrester.

For at fremme berigelsen af relevante pesticidnedbrydende bakterier i laboratorieforsgg blev
felgende fremgangsmade anvendt: Flasker tilsat minimal medie med enten DMS eller DPC
som eneste kulstofkilde blev inkuberet over 3 maneder. Der blev tilsat 2 forskellige koncentra-
tioner af DMS og DPC (1 mg/L og 10 m/L) som vist i FIGUR 6. Berigelses-, isolerings- og veri-
ficeringsplan for renkultur var udarbejdet og bestod bl.a. af periodisk (14-dags) udpladning pa
fast medie og i flydende minimal medie. Det var desvaerre ikke muligt at frembringe vaekst af
de bakterier, der var specialiseret i nedbrydning af DMS og DPC, pa trods af talrige, gentagne
fors@g.
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FIGUR 6. Laboratorieopstilling af flaskeforsag til berigelser af bakterier for specialisering i ned-
brydning af hhv. DMS og DPC. Sma flasker tilsat minimalt medie med enten DMS eller DPC
(hhv. 1 mg/L eller 10 mg/L) og frisk sand fra udvalgte sandfiltre inkuberes. Der laves periodisk
(14-dags) udpladning fra hver flaske pa solidt vaekstmedie (agarplader), og evt. voksende ko-
lonier pa pladerne overfgres til et rer med flydende minimalt medie.
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8. Etablering af proof-of-
concept og optimering af
bioteknologien pa
modelniveau

For at kunne verificere det bioteknologiske koncept med spredning af et gen for nedbrydning
af pesticider til andre naturligt forekommende bakterier i sandfiltrene var det nadvendigt at do-
kumentere spredningen af MGE og at optimere de forhold, som evt. ville kunne gge denne
spredning. Den farste proof-of-concept for spredning af et model-MGE fra en modelbakterie
tilfert det naturlige mikrobielle samfund i sandfiltre, er blevet pavist i forprojektet under opti-
male laboratorieforhold. Her blev fire MGE’er (RP4, RSF1010, pKJK5 og TOL) anvendt, og
forsgg viste, at spredning er mulig under laboratorieforhold (pa fast medie, ved rumtemperatur
m.m.), til de naturlige Alpha-, Beta- og Gammaproteobacteria (Pinilla-Redondo, et al., 2021).
Spredning af RP4 under mere virkelighedsneere forhold, dvs. forhold som findes i sandfiltrene
(flow, lav temperatur (8° C) osv.), skulle undersgges i naerveerende projekt.

Fokus i dette projekt var séledes at undersgge: 1) overlevelsen af de introducerede bakterier,
2) spredningen af MGE fra de introducerede bakterier til sandfilterbakterier samt 3) mulighe-
den for positivt at stimulere MGE-spredning, f.eks. med tilseetning af udvalgte sporstoffer eller
lignende tiltag. Optimeringsforsggene skulle danne basis for det endelige design af pilotskala-
forsggene.

Til formalet blev kolonneforsgg med frisk, levende sand fra to vandveerker opstillet i laborato-
riet under konstant temperatur (8° C) og flow (hanevand). Forsgget skulle vise, om det introdu-
cerede RP4 i en bakteriestamme Pseudomonas putida kunne overfares til de bakterier, der
naturligt forekommer i sandfiltre.

Overlevelse af Pseudomonas putida samt spredning og langsigtet etablering af det introduce-
rede RP4 i kolonnerne blev selektivt monitoreret ved hjaelp af molekyleer gPCR-analyse pa ge-
ner, der er specifikke for Pseudomonas og for modelplasmidet RP4. Resultaterne viste, at
man iseer i sandkolonner med frisk sand fra Hillerad Forsyning kunne konstatere et fortsat
konstant niveau af det tilsatte Pseudomonas putida efter 14 dage, mens maengden af det til-
seette RP4 steg betydeligt i Igbet af samme periode. Mangden af RP4 (bestemt ved gPCR-
analyse som antal af RP4-kopier) steg 40 gange over 14 dage i forhold til det oprindelige ni-
veau (FIGUR 7). Disse resultater tyder pa, at det tilsatte RP4 ikke alene kunne spredes fra det
tilsatte Pseudomonas putida, men ogsa overleve i de naturlige bakterier under sandfilterlig-
nende forhold, dvs. med lav temperatur og konstant vandflow.
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FIGUR 7. Proof-of-concept med spredning af modelplasmid (RP4) i sand fra vandvaerk til an-
dre naturligt forekommende bakterier.

Anvendelse af bakterier med pesticidnedbrydende egenskaber til en hurtig opstart af nye
sandfiltre blev undersggt pa rent sand (sand uden mikrobiel veekst). | kolonner med rent sand
og sandfilterlignende forhold, blev modelstammen, Pseudomonas putida, med RP4 tilsat.
Overlevelse af modelstammen og RP4 blev detekteret vha. gPCR, hvor man kunne differenti-
ere mellem Pseudomonas putida (dsRed-gen pa kromosomet) og det tilhgrende RP4 (gfp-gen
pa plasmidet). Kolonner blev opsat i et 10°C keleskab med konstant vandflow (hanevand tilsat
0,5 mg NHa) for at simulere de naturlige forhold i sandfiltrene pa vandveerkerne.

Opsaetningen bestod af fire kolonner, hvoraf den fgrste var kommercielt sand uden naturligt

forekommende bakterier, og de sidste tre var frisk sand fra vandvaerker med naturligt forekom-
mende bakterier. Opsaetningen ses pa FIGUR 8.
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FIGUR 8. Kolonner i kaleskab ved 10°C. Farste kolonne til venstre indeholder rent sand uden
naturligt forekommende bakterier, og de tre efterfglgende kolonner indeholder sand med na-
turligt forekommende bakterier. Igennem kolonnerne sendes hanevand tilsat 0,5 mg/L NHa for
at efterligne forholdende ved et sandfiltre pa et vandvaerk.

Dette koncept skulle vise, om det var muligt for modelbakterien og dens MGE (RP4) at etablere
sig i sandet, og om RP4 spredes, og hvor i sandets forskellige lag overlevelsen er bedst (hhv.
top og bund).

Som det fremgar af FIGUR 9, blev der i kolonnen med rent sand observeret en initial stigning i
antallet af modelbakterier (DsRed), men efter 12 dage faldt niveauet drastisk, og der kunne
ikke detekteres nogen modelbakterier. Mangden af RP4 blev reduceret svarende til antallet af
modelbakterier. Dette tyder pa, at modelstammen og RP4 ikke kunne etableres sig i et sandfil-
ter uden naturligt forekommende bakterier.
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FIGUR 9. Kolonisering af rent sand uden naturligt forekommende bakterier over tid, med tilsat
modelbakterier indeholdende RP4. GFP viser maengden af plasmidet der kan males i hhv. top
(bla) og bund (orange) af kolonnen. P4 samme made indikerer DsRed maengden af Pseudomo-
nas der detekteres i kolonnens top (gren) og bund (gul). Her ses en stigning af Pseudomonas
efterfulgt af et fald.

Til gengeeld viste forsaget i kolonner med frisk, levende sand fra et vandvaerk med tilhgrende
naturlig, mikrobiel aktivitet (FIGUR 10), at de tilfarte donorceller (Pseudomonas putida) etable-
rede sig fint i sandfilteret efter 7 dage. | labet af forsagsperioden blev maengden af donorceller
10-doblet. Tilsvarende kunne man observere, at maengden af RP4-kopier ogsé @ges, om end
ikke i lige sa hgj grad, hvilket kunne indikere et mindre tab af RP4 fra donorceller.
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FIGUR 10. Mulig spredning af Pseudomonas putida samt RP4 i sandkolonner med sand fra et
vandveerk. GFP viser maengden af plasmidet der kan males i hhv. top (bla) og bund (orange)
af kolonnen. P4 samme made indikerer DsRed maengden af Pseudomonas der detekteres i
kolonnens top (gren) og bund (gul). Her ses en stigning af Pseudomonas samt en mindre stig-
ning af maengden af plasmidet.
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9. Test af nedbrydning af
MCPP og BAM i vandveerker
ved forsag i pilotskala og
semiteknisk fuldskala

Det er ngdvendigt at bringe bioteknologien op i skala, hvilket forudsaetter opfgrelse af et pilot-
anlaeg og kersel og optimering under de driftsforhold, som er repraesentative for forholdene i
fuldskala. De optimale driftsforhold under test af teknologien, fastlagt vha. proof-of-concept (se
afsnit 8), vil blive anvendt som udgangspunkt ved konstruktion af pilotskalaforsgg pa vandveer-
kerne.

Pilotskalaanlzegget blev opsat pa et vandveaerk hos hhv. Hjarring Vandselskab og Herning
Vand. Pilotanleegget, der var placeret i en container, bestod af identiske pilotskalakolonner,
hvis opbygning er skaleret efter sandfiltre pa et vandvaerk. Indlgbsvand til kolonnerne hentes
umiddelbart efter forfiltre pa vandveerket, og vandgennemstrgmning (per cm?) tilpasses de ak-
tuelle forhold p& vandvaerket. Alt efter vandveerket, var flow tilpasset til 60-80 L/h. Pilotskalako-
lonner blev brugt til forseg med:

1. sandtransplantation fra 2 naturlige sandfiltre med pavist pesticidnedbrydende evne til pilot-
skalakolonner med filtersand fra det pageeldende vandvaerk uden observeret nedbryd-
ningsevne

2. ftilfarsel af de udvalgte isolater (MCCP, BAM) under de optimale forhold.

Effekten pa pesticidfjernelsen over ca. 2 maneder med hhv. sandtransplantation og inokulering
folges med kemiske analyser af ind- og udlgbsvand.

Effekten af den dobbelte sandtransplantation, dvs. transplantation af sand fra en kolonne, som
et par maneder forud er blevet transplanteret med donorsand fra et andet sandfilter, og som
over perioden pa 2-3 maneder er modnet, for nu selv at fungere som donorkolonne til et op-
kommende filter, unders@ges i semiteknisk storskala ved forsg@g pa Hjerring Vandveaerk. Effek-
ten af sandtransplantation fglges med periodiske, kemiske analyser af ind- og udigbsvand.

| projektet fik man igennem pilotskalaforsgg ved vandveerkerne i Herning og Hjarring testet re-
duktionen af pesticiderne MCPP (Herning og Hjarring) og BAM (Hjgrring). En uddybende for-
klaring omkring opsaetning af pilotskalaforsggene gives i de to neeste underafsnit. For at opna
en reduktion af pesticider under forsggene er bakterier med det pesticidnedbrydende gen ble-
vet tilfart til forsagskolonner pa to forskellige mader — vha. isolater hhv. ved sandtransplanta-
tion - som uddybes nedenfor.

Isolater: Pa baggrund af tidligere udfart arbejde i dette projekt (se afsnit 7) blev 5 pesticidned-
brydende bakterier udvalgt til pilotskalaforsag. De udvalgte bakterier blev selektivt beriget via
frisk sand fra sandfiltre og udsat for talrige molekylaere analyser beskrevet ovenstadende. Ana-
lyserne er foretaget i laboratoriet ved Teknologisk Institut i Aarhus. Disse bakterier kan hurtigt
opformeres i flydende medie og kan derved nemt tilsaettes andre sandfiltre, hvor en forventet
tilpasning samt etablering af bakterierne vil kunne forventes og saledes medfere en stigning i
pesticidfiernelsen. Til forsggene blev alle isolater dyrket enkeltvis, hvorefter de blev blandet
sammen i en 5 L flaske og anvendt til on-site kolonner (se FIGUR 11).
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Sandtransplantation: Sandfiltre, hvori en naturlig nedbrydning af pesticider er identificeret, blev
udvalgt til pilotskalafors@gene. Sand udtaget fra disse sandfilire (sanddonor) transplanteres
over i kolonner med sand fra vandvaerker, hvori de tilstedevaerende bakterier udviser lille eller
ingen naturlig pesticidnedbrydning (modtager), se FIGUR 11. Bakterier i det transplanterede
sand forventes at ville kunne overleve og formere sig, som dokumenteret under forsag i labo-
ratorieskala. Saledes forventes det, at overfarslen af en lille meengde sand med indhold af pe-
sticidnedbrydende bakterier vil veere tilstreekkelig til, at der i et sandfilter uden naturlig reduk-
tion af pesticider over tid, nar bakterierne har etableret og formeret sig, vil kunne observeres
en naturlig fiernelse af pesticider i hele sandfilteret.

FIGUR 11. Opdyrkede isolater og sandtransplantationskoncept med donor og modtager.
9.1 Pilotskalaforseg

Pilotskalafors@gene blev udfgrt ved Herning Vand og Hjgrring Vandselskab, som begge har
udfordringer med indhold af bl.a. MCPP og BAM i flere grundvandsboringer, og som efterspar-
ger en naturligt forekommende mikrobiologisk population i sandfiltrene, som kan nedbryde
disse pesticider.

9.1.1 Pilotskalaforsgg ved Herning Vand (MCPP)

Pilotskalafors@get ved Herning Vand blev opstillet i november 2021 og afsluttet i januar 2022,
med en forsggsperiode pa i alt 65 dage. Forsag blev opsat i en 22” container, hvor temperatu-
ren blev holdt pa ca. 10°C, primzert pa grund af det 10 grader kolde grundvand. En radiator
forhindrede eventuel frost. Seks kolonner blev opstillet (H: 200 cm, &: 20 cm) og vand blev til-
fart kolonnerne fra vandvaerkets efterfilter. Vandet blev lgbende tilsat MCPP til en koncentra-
tion pa 1,0 ug/L, for kontakt med kolonnerne, for at sikre en kendt minimumkoncentration af
MCPP. Flowet igennem kolonnerne var 60-80 L/t. Kolonnerne blev fyldt med grus i bunden for
at undga tilstopning. Ovenpa gruset, blev der tilsat sand fra et af Herning Vands sandfiltre.

I FIGUR 12 vises hele opstillingen ved Herning Vand, hvor den bla firkant repraesenterer con-
taineren. Som beskrevet ovenfor, blev vand fra efterfilteret ledt ind i containeren, hvor MCPP
blev tilsat, far vandet blev filtreret gennem kolonnerne. Slutteligt var der opsat et aktivt kulfilter
for at sikre, at der ikke blev ledt MCPP ud fra containeren, hvis ikke MCPP blev nedbrudt i ko-
lonnerne. FIGUR 13 viser den faktiske opstilling ved Herning Vand.
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FIGUR 13. Fotodokumentation af forsggsopstillingen ved Herning Vand.

De 6 forsggskolonner blev brugt til at unders@ge reduktionen af MCPP, bade ved brug af bak-
terier og ved brug af sandtransplantation (FIGUR 14). Sandet anvendt til sandtransplantations-
forseg var frisk sand fra Kerteminde Vandveerk udvalgt pa baggrund af tidligere arbejde samt
litteratur ( (Hedegaard & Abrechtsen, 2014), hvor det blev vist, at der naturligt var en reduktion
af MCPP i Kerteminde Vandveerks sandfilter. Derudover blev der ogsa afprgvet sand fra vand-
veerket ved Bregnergd Vandveerk (forprojekt) for at teste muligheden for, at flere vandvaerker
havde en naturlig mikrobiel MCPP-nedbrydning.
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Kolonnerne i containeren ved Herning Vand var inddelt séledes:

Kontrolkolonne. Kun bestaende af sand fra et af Herning Vands sandfiltre.

Isolater. Sand fra et sandfilter ved vandvaerket tilfart MCPP-nedbrydende bakterier.

Isolater. Sand fra et sandfilter ved vandvaerket tilfart MCPP-nedbrydende bakterier.

Sandtransplantation. 10 % frisk sand fra et sandfilter ved Bregnered Vandveerk lsegges i

toppen af kolonne med 90 % sand fra et sandfilter ved Herning Vand.

5. Sandtransplantation. 1 % frisk sand fra et sandfilter ved Kerteminde Vandveerk laegges i
toppen af kolonne med 99 % sand fra et sandfilter ved Herning Vand.

6. Sandtransplantation. 10 % frisk sand fra et sandfilter ved Kerteminde Vandveerk lsegges i
toppen af kolonne med 90 % sand fra et sandfilter ved Herning Vand.

PN

FIGUR 14. Overblik over sandfiltre i pilotskaladrift. Der testes dels tilseetning af bakterier med
pesticidnedbrydende egenskaber, dels effekten af sandtransplantation fra hhv. Kerteminde
Vandvaerk og Bregnergd Vandveerk.

Bakterierne, der blev tilsat til kolonnerne med sand fra Herning Vands sandfilter, var tidligere
isoleret i laboratoriet pa Teknologisk Institut. Inden tilsaetningen blev isolaterne opformeret i
laboratoriet. Isolaterne blev blandet med sand og tilfart kolonnerne, hvor en mindre maengde
vand var tilsat for at undgé udtarring. Kolonner med sand og tilfarte isolater fik lov at st& p&
standby i 48 timer, for at sikre at isolaterne ikke bliver vasket ud den fgrste time med flow i ko-
lonner. Efter 48 timer startede vandflow (60-80 L/t) som beskrevet.

Vandprgver blev Ilgbende indsamlet undervejs i projektet. Disse blev indsamlet bade ved ind-

Igb til kolonnerne (vand tilsat 1,0 ug/L MCPP) samt to steder i hver kolonne: i midten af kolon-
nen samt ved kolonnens udlgb. Derudover blev der udtaget en vandprgve ved udlgb til kloak

efter kulfilteret, for at sikre at der ikke blev udledt MCPP til kloakken.

Pa FIGUR 15 er de forskellige pravetagningssteder vist vha. pil og cirkler. Den rade pil indike-
rer indlgb til kolonnen. Pa kolonnen vises en rad cirkel, der indikerer prgvetagningsstedet fra
midten af kolonnen. Ved den bla tande opsamles alt udigbsvand fra kolonnerne, s& her indike-
rer den rgde cirkel prgvetagningsstedet for udlgbsvandet.
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FIGUR 15. Overblik over prgvetagningssteder under pilotskalafors@get. Den rade pil indikerer
indlgb til kolonnen. Den rade cirkel pa kolonne indikerer den midterste prevetagning og en
rade cirkel ved den bla tende indikerer udlgbspragvetagningerne.

Vandprgverne blev i Igbet af forsggsperioden pa 65 dage udtaget pa dag 7, 30 og 65. Herefter
blev vandpraverne analyseret for MCPP ved Eurofins Steins Laboratorium A/S. Resultaterne
er vist og diskuteret senere i dette kapitel.

Sandtransplantation med sand fra Bregnerad havde ikke den gnskede reduktion af MCPP og
blev derfor ikke medtaget til pilotskalaopsaetningen ved Hjgrring Vandselskab (se FIGUR 21).

9.2 Pilotskalaforseg ved Hjorring Vandselskab (MCPP og
BAM)

Pilotskalaforsa@get ved Hjarring Vandselskab blev opstillet i februar 2022 og afsluttet i april

2022 med en forsggsperiode pa i alt 60 dage. Containeren med forsa@gsopstilling hos Herning

Vand blev efter afslutning flyttet til Hjgrring Vandselskab. Forsgget blev opfart ligesom ved

Herning Vand, dog blev der ved Hjgrring Vandselskab udover MCPP ogsa testet for reduktio-

nen af BAM.

Forsggene ved Herning Vand og Hjgrring Vandselskab var stort set identiske, bortset fra antal
testede pesticider (Herning kun MCPP, Hjgrring MCPP og BAM). Desuden blev det efter ikke-
lovende resultater besluttet at udelukke sand fra Bregnerad Vandvaerk som leverandgr af do-
norsand til sandtransplantation og udelukkende benytte sand fra Kerteminde Vandveerk som
donorsand denne gang. Der blev saledes kun medtaget 5 af de installerede kolonner i contai-
neren. Efter endt forsggsperiode ved Herning Vand blev det aktive kulfilter i containeren desu-
den fornyet for at forhindre eventuel udledning af MCPP- og/eller BAM-rester fra containeren.
Se FIGUR 16 for opstillingen ved Hjgrring Vandselskab.

30 Miljstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand - Naturlig biologisk fiernelse af pesticider i sandfiltre pa vandvaerker



FIGUR 16. Oversigt over pilotskalaopstilling ved Hjgrring Vandselskab, hvor i alt 5 kolonner
blev testet.

Kolonnerne ved Hjgrring Vandselskab var inddelt saledes:

1.
2.

Kontrolkolonne bestaende af sand fra et sandfilter fra Hjgrring Vandselskab

Isolater. Sand fra et sandfilter ved vandvaerket tilfart MCPP- og BAM-nedbrydende bakte-
rier.

Isolater. Sand fra et sandfilter ved vandvaerket tilfart MCPP- og BAM-nedbrydende bakte-
rier.

Sandtransplantation. 10 % frisk sand fra et sandfilter ved Kerteminde Vandvaerk lsegges i
toppen af kolonne med 90 % sand fra et sandfilter ved Hjgrring Vandselskab
Sandtransplantation. 10 % frisk sand fra et sandfilter ved Kerteminde Vandvaerk leegges i
toppen af kolonne med 90 % sand fra et sandfilter ved Hjgrring Vandselskab.

Se FIGUR 17 for oversigt over kolonnerne ved Hjgrring Vandselskab.
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FIGUR 17. Overblik over sandfiltre i pilotskaladrift. Der testes tilsaetning af isolater med pesti-
cidnedbrydende egenskaber, samt effekten af sandtransplantation fra Kerteminde.

Isolaterne, der blev tilsat til kolonnerne med sand fra Hjgrring Vandselskab var ogsa tidligere
isoleret pa laboratoriet. Inden tilsaetningen af isolaterne blev disse opformeret i laboratoriet.
Isolaterne blev blandet med sand og tilsat kolonnerne sammen med lidt vand for at undgéa ud-
terring. Kolonnerne blev holdt pa standby i 48 timer, for at undgé udtarring, hvorefter det nor-
male vandflow pa 60-80 L/t blev startet.

Vandprgver blev indsamlet undervejs i projektet. Vandpraverne blev udtaget ved samme prga-
vetagningssteder som ved Herning Vand (FIGUR 15). Vandpreverne blev i Igbet af de 60
dage udtaget dag 7, 30 og 60. Herefter blev vandprgverne analyseret for MCPP og BAM ved
Eurofins Steins Laboratorium A/S og ved SGS Analytic Denmark A/S.

9.3 Resultater fra pilotskalaforsggene
9.3.1 Effekt af tilseetning af isolater
9.3.1.1 Fjernelse af MCPP vha. isolater under pilotskalaforseg hos Herning
Vand
Pilotskalaforsggene ved Herning Vand med tilfarsel af isolater viste en betydeligt reduktion af
MCPP fra vandet. Over hele forsggsperioden blev der i sandfilterkolonnerne som var tilsat
MCCP-reducerende isolater, observeret en MCPP-reduktion mellem 29-47 % i forhold til
MCCP-koncentrationen i indlgbsvandet (FIGUR 18). Dette tyder pa, at isolaterne (og deres
nedbrydende evner) havde etableret sig i sandfilterkolonnerne og ikke blev vasket ud. Trods
en baggrundsreduktion af MCPP i sandfilteret uden isolater pa mellem 10-15% er det tydeligt,
at tilseetning af MCPP-reducerende bakterier havde en positiv effekt pA MCPP-reduktionen.
MCPP-reduktion i kolonner uden tilsat isolater kan tilskrives enten den eksisterende, mikrobi-
elle reduktion eller den kemiske binding af MCPP-molekylet til sandet, hvoraf det sidstneevnte
er mest sandsynligt i disse fors@g. Usikkerhederne pa analysemalingerne er estimeret op til 15
% (Eurofins). Dette, sammen med udtagelsen af én pragve pr. dag (pga. analysepris), kan betyde
at der faktisk ikke er nogen reel forskel pa MCPP fijernelsesgraden i kontrolkolonnen pa dag 30
og dag 65 (hhv. 10% og 15%).
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FIGUR 18. Reduktion af MCCP-koncentration ved tilseetning af isolater ved Herning Vand. NA
indikerer at prgven ikke er tilgeengelig.

9.3.1.2 Fjernelse af MCPP vha. isolater under pilotskalaforseg ved Hjorring
Vandselskab
Pilotskalaforsggene med tilsaetning af isolater ved Hjarring Vandselskab viser ogsa en positiv
effekt af isolater pa fiernelse af MCPP (FIGUR 19). Dog ses her, modsat i sandfiltre ved Her-
ning Vand, at sand i kolonnerne uden tilsatte bakterier (negativ kontrol) ogsa i hgj grad kunne
reducere MCPP fra indlgbsvandet. Ved den negative kontrol ses en reduktion, som starter
med ca. 50 % ved dag 7 og ender ved op imod 94 % ved dag 60. Den steerkt stigende MCPP-
reduktion ved den negative kontrol kan skyldes, at de eksisterende bakterier, som under for-
segsperioden fik tilfert en hgj koncentration af MCPP, formaede at formere sig, hvilket bevir-
kede, at sandet nu kunne handtere MCPP. Derfor ses en hgjere fiernelse ved dag 65 end ved
dag 7. Hjerring Vandselskabs sandfilter kunne derfor fremover teenkes som et muligt donor-
sandfilter, der kan bruges til andre sandfiltre i forbindelse med sandtransplantation.

Tilseetning af isolater til sandet ggede MCPP-fiernelsen sammenlignet med kontrolkolonnerne
bade efter dag 7 og dag 30. Det tyder pa, at isolaterne ikke er blevet vasket ud. Her kan der
dog argumenteres for, at samme tendens med stigende MCPP-reduktion observeres i den ne-
gative kontrol, og at det derfor ikke helt kan konkluderes, at det er isolaterne, der bevirker den
ggede MCPP-reduktion ved Hjgrring Vandcenter, som tilfaeldet var ved Herning Vand (lav fjer-
nelse af baggrunds-MCPP).
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FIGUR 19. Reduktion af MCCP-koncentration ved tilsaetning af isolater ved Hjarring Vandsel-
skab. NA indikerer at pragven ikke er tilgaengelig.

9.3.1.3 Fjernelse af BAM vha. isolater under pilotskalaforseg hos Hjgrring
Vandselskab

Udover tilseetning af MCPP-reducerende isolater blev der i de samme sandkolonner i Hjgrring

ogsa tilfert BAM-reducerende isolater. Modsat MCPP-reduktionen antyder resultatet, at Hjor-

ring Vandselskab ikke havde nogen betydelig baggrundsreduktion af BAM i form af kemisk

binding eller naturlig nedbrydning, idet reduktionen af BAM var <2 % i kontrolkolonnen.

Derimod var det lettere at observere en reduktion af BAM pa dag 7 ved tilferslen af isolater pa
hhv. 42 % og 38 % i kolonner. Der kunne ogsa observeres en betydelig reduktion af BAM efter
30 dage (>25 %) for den ene kolonne, mens vandpraver fra den anden kolonne blev tabt un-
der transport. Trods en baggrundsreduktion af BAM pa 2 %, viste preverne fra kolonner med
isolater 0 % BAM-reduktion ift. Indlgbsvand pa dag 60. Selvom man forventer den samme
baggrundsreduktion i alle kolonner, er en 0 %-maling meget usikker. Dog kunne dette tyde pa,
at BAM-isolaterne og/eller deres MGE havde meget sveerere ved at etablere sig i kolonnerne,
se FIGUR 20. Ved den afsluttende prgvetagning pa dag 60 kunne der ikke ses nogen reduk-
tion af BAM i nogen af kolonnerne, da man forventer en baggrundsreduktion i alle kolonner, er
det uklart, om malingerne pa dag 60 er brugbare. Ser man bort fra dem, kan man fra den for-
ste periode pa 30 dage konkludere, at tilseetning af BAM-isolater havde en positiv effekt pa
BAM-reduktionen hvorefter bakterierne hgjst sandsynligt er blevet skyllet ud.
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FIGUR 20. Reduktion af BAM-koncentration ved tilsaetning af isolater ved Hjarring Vandsel-
skab. NA indikerer at pragven ikke er tilgaengelig.

9.3.2 Effekten af sandtransplantation

| kolonner ved bade Herning Vand og Hjgrring Vandselskab blev der foretaget forseg med
sandtransplantation. Her blev sand fra Kerteminde Vandvaerk og Bregnergd Vandveerk tilsat til
forsggskolonnerne i forskellige maengder, hhv. 1 % og 10 % i toppen af kolonnerne. Dog var
det kun sand fra Kerteminde Vandveerk, der blev arbejdet videre med ved fors@get i Hjarring.

9.3.2.1 Fjernelse af MCPP vha. sandtransplantation under pilotskalaforseg hos
Herning Vand

Ved Herning Vand blev der testet 2 typer donorsand fra hhv. Kerteminde og Bregnergd. Fra

Bregnergd Vandveerk blev der i toppen tilsat 10 % donorsand oven pa 90 % sand fra Herning

Vand. Der blev ogsa testet med donorsand fra Kerteminde Vandvaerk med 10 % og 1 % og

hhv. 90 % og 99 % sand fra Herning Vand.

Resultaterne viser en betydeligt gget reduktion af MCPP ved sandtransplantation. Reduktio-
nen var hgjest med sand fra Kerteminde Vandveerk uanset blandingsforhold (1 % eller 10 %).
Den stgrste reduktion (op til 81 % dag 65) blev observeret ved tilsaetning af 10 % sand fra Ker-
teminde Vandvaerk, se FIGUR 21. Dog observeredes ogsa en betydelig reduktion pa 46 % pa
dag 65 i kolonnen tilsat 1 % sand fra Kerteminde Vandveerk. Dette tyder klart p3, at selv en
mindre (1 %) andel transplanteret sand fra Kerteminde Vandveerk kunne gge reduktionen af
MCPP betydeligt, og det forventes, at kolonnen vil modne over tid og vise de samme resultater
som forsgg med 10 % sand.

Det samme kunne forventes for sand fra Bregnerad, hvor kolonnen med tilsat 10 % sand fra
Bregnergd Vandveerk forst viste malbar MCPP-fiernelse efter 65 dage. Dog tyder resultaterne
entydigt pa, at donorsand fra Bregnergd Vandvaerk ikke var nzer sa velegnet som donorsand
fra Kerteminde Vandveerk, der boostede MCPP-reduktionen med det samme.
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FIGUR 21. Reduktion af MCCP-koncentration ved sandtransplantation ved Herning Vand. NA
indikerer at praven ikke er tilgeengelig.

9.3.2.2 Fjernelse af MCPP vha. sandtransplantation i pilotskalaforseg hos
Hjorring Vandselskab

| pilotskalafors@g ved Hjgrring Vandselskab blev der udelukkende afprgvet kolonner med 10

% sand fra Kerteminde Vandveerk, da resultaterne i det afsluttede pilotskalaforseg med sand-

transplantation hos Herning Vand viste den hgjeste reduktion af MCPP i tilsvarende fors@gs-

kolonne.

Trods den hgje baggrundsreduktion af MCPP ved Hjgrring Vandselskab kunne man i kolon-
nerne med tilfgrt donorsand fra Kerteminde Vandveerk konstatere en knap 100 % fjernelse af
MCPP, mens fijernelsen i negativ kontrol-kolonnen 14 p& ca. 75 % (FIGUR 22). Det skal dog
papeges, at kontrolkolonnen og kolonnerne med sand fra Kerteminde Vandvaerk havde et nae-
sten identisk forlgb over forsggsperioden mht. den procentvis stigende reduktion af MCPP.
Den observerede hgjere reduktion pa dag 30, kunne tyde pa en positiv effekt pa MCCP-reduk-
tionen ved tilsaetning af 10 % donorsand til kolonnerne, selv med analyseusikkerheden pa
15%.

36 Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand - Naturlig biologisk fiernelse af pesticider i sandfiltre pa vandvaerker



Reduktion af MCPP (%)

120%

100%

80%
60%
40%
20%

0%

Negativ kontrol 10% Kerteminde 10% Kerteminde

Procentvis reduktion

mDag 7 mDag30 mDag60

FIGUR 22. Reduktion af MCCP-koncentration ved sandtransplantation ved Hjgrring Vandsel-
skab.

9.3.2.3 Reduktion af BAM vha. sandtransplantation under pilotskalaforsag
ved Hjgrring Vandselskab
Udover at undersege MCPP-reduktionen i kolonnerne med tilsat donorsand fra Kerteminde,
blev der i samme kolonner ogsa analyseret for BAM-reduktionen. Der blev ikke observeret no-
gen naevneveerdig reduktion af BAM i kontrolkolonnen (negativ med en baggrundsreduktion pa
ca. 2 %), som kun indeholdt sand fra Hjarring Vandselskab. Derimod kunne man konstatere
en reduktion op til 40 % i kolonnerne tilfart 10 % sand fra Kerteminde Vandvaerk. Den obser-
verede reduktion af BAM var stabil i de farste 30 dage ved begge kolonner. De sidste malinger
ved dag 60 viste ingen BAM-reduktion i nogen af prgverne (FIGUR 23). Ser man bort fra
denne, kan man fra den ferste periode pa 30 dage konkludere, at donorsand havde en positiv
effekt paA BAM-reduktionen, inden bakterierne formodes at vaere blevet skyllet ud.

Miljgstyrelsen / Pesticidfrit Drikkevand 37



Reduktion af BAM (%)
50%

40%
30%
20%
10%
NA NA
0% LB

Negativ kontrol 10% Kerteminde 10% Kerteminde

on

Procentvis redukt

mDag7 mDag30 mDag60

FIGUR 23. Reduktion af BAM-koncentration ved sandtransplantation ved Hjarring Vandsel-
skab. NA indikerer at pragven ikke er tilgaengelig.

9.4 Semiteknisk fuldskalaforseg ved Hjorring Vandselskab

Der sas positive resultater i form af en hgjere reduktion af BAM og MCPP i kolonnerne med
sandtransplantation, iseer ved forsgget ved Herning Vand (dette geelder dog kun MCPP). Ved
sammenligning med resultaterne fra negativ kontrol-kolonnen (baggrund), var det derfor ogsa
meget interessant at undersgge, om sand fra Herning Vand, der var modnet med donorsand,
over tid (2 maneder) selv ville kunne fungere som donorsand. Nar det er interessant at under-
sgge, er det fordi der ved sandtransplantation i fuldskala vil skulle bruges betydelige meengder
sand fra et donorsandfilter. For at undga at draene et bestemt vandveerks sandfilter helt i for-
bindelse med sandtransplantation til f.eks. 5-10 andre sandfiltre, er det vigtigt at undersage,
om recipientfilteret (modtager) med etablering af naturlige, MCPP-nedbrydende bakterier kan
modne over et par maneder og herefter selv kunne agere donorfilter.

Derfor blev der ved Hjorring Vandselskab opsat en kolonne, hvor sand fra kolonne nr. 6 ved
fors@get ved Herning Vand blev brugt som donor. Kolonne nr. 6 bestod oprindeligt af 90 %
sand fra Herning Vand tilfgrt 10 % sand fra Kerteminde Vandveerk i toppen.

Den semitekniske kolonne i fuldskala bestod af 90 % sand fra Hjarring Vandselskab og i top-
pen 10 % sand fra kolonne nr. 6 fra fors@get pa Herning Vand. Det semitekniske fuldskalafor-
sgg blev afprgvet samtidig med pilotskalaforsgget ved Hjarring Vandselskab og analyseret for
MCPP og BAM. Detaljer omkring fors@gsperiode, container, pravetagninger mv. kan ses un-
der afsnittet om pilotskalfors@get ved Hjarring Vandselskab (se afsnit 9.2).

9.4.1 Resultater fra semiteknisk fuldskalaforsag ved Hjorring
Vandselskab

Mht. reduktion af MCPP under forsggsperioden for det semitekniske fuldskalaforsgg observe-

redes en stigende reduktion af MCPP efter 30 dage, fra en baggrundsreduktion pa ca. 75 % til

100 % ved tilseetning af donorsand. Derfor kan der argumenteres for, at den modnede kolonne

fra Herning Vand med en andel 90 % sand fra Herning Vand og 10 % sand fra Kerteminde

Vandveerk nu ville kunne fungere som donorsand.

Dette er en interessant observation, fordi det indikerer, at sand fra Herning Vand uden natur-
lige MCPP-reducerende bakterier (lille baggrundsreduktionsevne) efter tilfersel af sand fra den
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forrige donor, Kerteminde Vandvaerk, kunne modne og etablere sig og herefter videregive den
MCPP-reducerende egenskab til et helt tredje sandfilter (Hjerring Vandvaerk) og saledes selv
blive sanddonor til andre vandvaerker. Det er meget positivt, da sandtransplantation ellers pa
leengere sigt ville kunne dreene et vandvaerk for alt sand, der naturligt har pesticidreducerede
bakterier. Det skal dog pointeres, at reduktionen pa negativ kontrol-kolonnen i Hjgrring tilsva-
rer disse resultater, hvilket gar det sveert at afggre, om det er det transplanterede sand, der
viser en effekt, eller om reduktionen skyldes de naturlige bakterier i sandet fra Hjgrring vand-
veerk. Der skal dog papeges, at negativ kontrol-kolonnen og kolonner med sand fra Herning
begge havde en reduktion af MCPP over forsggsperioden.
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FIGUR 24. Reduktion af MCPP-koncentration ved den dobbelte sandtransplantation ved Hjgr-
ring Vandselskab.

Den dobbelte sandtransplantation viste, at der kunne observeres en betydelig BAM-reduktion i
den semitekniske fuldskalakolonne pa ca. 30 %, versus baggrundsreduktionen i negativ kon-
trol-kolonnen pé ca. 2 %. De 30 % blev dog reduceret il 0 % efter 60 dage. Hvis man ser pa
den betydelige reduktion af BAM pa dag 7 og dag 30 i kontrolkolonnen, vil man uden tvivl
kunne konkludere, at den dobbelte sandtransplantation havde en positiv effekt pa MCPP- og
BAM-reduktionen, isezer i de fgrste 30 dage af forsagget.
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FIGUR 25. Reduktion af BAM-koncentration ved sandtransplantation ved Hjarring Vandsel-
skab. NA indikerer at pragven ikke er tilgaengelig.

9.5 Konklusion

Ud fra pilotskalaforsggene kan det konkluderes, at bade tilfgrslen af isolater og tilsaetning af
donorsand ved sandtransplantation havde en positiv effekt pa filirenes reduktionen af de un-
dersggte pesticider, MCPP og BAM.

| forsggene med sand fra Herning Vand er det iseer reduktionen af MCPP, som stiger i eks-
tremt hgj grad ved tilfgrsel af MCPP-reducerende isolater eller af det udvalgte donorsand fra
Kerteminde Vandveerk. Forsagene viste, at hverken isolater eller de naturlige bakterier tilfart
ved sandtransplantation blev udvasket over tid. Tvaertimod ser det ud til, at disse kunne etab-
lere og formere sig i kolonnerne og sge MCPP-reduktionen til hele 80 %. Forsggene ved Hjor-
ring Vandselskab viste ligeledes en positiv effekt pa MCCP-reduktionen i sandkolonnerne til-
fort MCPP-isolater eller ved sandtransplantation, trods den forholdsvis hgje, naturlige MCPP-
baggrund ved Hjgrring. Reduktionen af BAM ved Hjgrring var mindre og blev kun observeret
ved dag 30. Overordnet kan det forventes, at tilsaetning af MCPP- og BAM-isolater og sand-
transplantation, som var en del af strategien i forprojektet, Den Trojanske Hest, er en holdbar
Igsning til mange danske vandveerker ift. at booste reduktionen af bestemte pesticider i veer-
kernes sandfiltre.

Her kunne det dog veere interessant at afprgve sand fra andre vandvaerker som donorsand og
undersgge, hvorvidt der kan isoleres andre naturlige bakterier, der kunne have en hgjere ef-
fektivitet med hensyn til reduktion.

Det semitekniske fors@g viste, at den dobbelte sandtransplantation ogsa er en sserdeles brug-
bar tilgang, der vil kunne sikre, at man ikke lgber ter for donorsand, idet de sandfiltre, der
modtager sand i farste omgang, kan fungere som donorer efter et par maneders modning.

Idet isolering af naturlige bakterier er meget tidskraevende (berigelse, isolering og molekylaer

verifikation af disse (1-2 ar)), kunne tilgangen med sandtransplantation veere at foretraekke
fremover, idet den kreever korte forsgg (3 maneder).
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Pesticidfrit drikkevand - Naturlig biologisk fjernelse af pesticider i sandfiltre pa
vandvaerker

Formalet med dette projekt var at udvikle biologiske metoder til reduktion af de rester
af pesticider, som findes i dansk grundvand.

Naturlig forekomst af pesticidnedbrydende bakterier i naturen er pavist. En udnyttelse
af disse bakterier til reduktion af pesticider i sandfiltrene pa danske vandvaerker vil
vaere en nem og skansom metode til reduktion af pesticider i drikkevandet.

P& baggrund af de udferte forsgg kan det konkluderes, at tigangen med MCPP- og
BAM-isolater samt tiigangen med enkelt og dobbelt sandtransplantation, er brugbare
biologiske metoder, der vil kunne anvendes til en betydelig og stabil reduktion af
MCPP og BAM i drikkevand pa de danske vandveerker.
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