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Forord

Rapporten omhandler DNA-sekventering af jord- og grundvandsprever pa forurenede lokalite-
ter. Metoden kan bruges som kvalitativ dokumentation for naturlig biologisk nedbrydning, der
kan have afgerende betydning for udbredelsen af forurening med olie- og benzinprodukter (kul-
brinter).

Arbejdet har omfattet indsamling af jord- og grundvandsprgver fra forskellige typer sager og
geologiske forhold samt efterfelgende DNA-analyse og databehandling.

Rapporten henvender sig til myndighedspersoner og radgivere, som handterer og risikovurderer
forureninger med kulbrinter.

Projektet er gennemfart fra 2021 til 2025 af Dansk Miljgradgivning A/S (DMR) i samarbejde med
Aalborg Universitet, Center for Mikrobielle Systemer. De fleste af testlokaliteterne er stillet til
radighed af Region Midtjylland, der ogsa har bidraget med faglig sparring under afrapporterin-
gen.
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Sammenfatning

Forurening med olie- og benzinprodukter har typisk en begraenset udbredelse i jord og grund-
vand. Det skyldes iszer, at stofferne nedbrydes biologisk af naturlige mikroorganismer. Naturlig
nedbrydning kan dokumenteres kvalitativt med DNA-sekventering af jord- og grundvandsprever.

Dette projekt har haft til formal at udvide erfaringsgrundlaget for DNA-sekventering med ud-
gangspunkt i jord- og grundvandspraver fra testlokaliteter forurenet med kulbrinter. Desuden er
metoden testet pa en perkolatforurenet lokalitet med en mere kompleks forureningssammen-
seetning. Arbejdet omfattede i alt 118 jordprever og 100 grundvandsprgver udtaget pa 10 for-
skellige lokaliteter.

Korrelationsanalyser af resultaterne viste signifikante sammenhange mellem forureningsgrad
og bakteriesammensaetning i bade jord- og grundvandsprgver. Der blev identificeret bade posi-
tive og negative indikatorpopulationer, som kan indikere omfanget af naturlig nedbrydning. Flere
af de positive indikatorer omfatter taxa kendst fra litteraturen for deres rolle i omsaetning af orga-
niske forureninger.

Projektet viser, at sammensaetningen af mikroorganismer kan anvendes som kvalitativ doku-
mentation for biologisk aktivitet, og som statteparameter ved vurdering af naturlig biologisk ned-
brydning af kulbrinter. DNA-analyser kan ikke anvendes til kvantitativ bestemmelse af nedbryd-
ningsrater, men kan understgtte anvendelse af konservative rater i modelberegninger i f.eks.
JAGG eller GrundRisk.

Resultater af DNA-analyser kan dog ikke sta alene og skal indga i den samlede konceptuelle
model, der pa grundvandssager typisk ogsa vil omfatte geologi, jordfysiske transportparametre,
streamningsforhold, potentialeforhold, aktuel forureningsudbredelse, sorption og redoxforhold.
Nar den konceptuelle forstaelse er etableret, kan resultater fra DNA-analyserne indga i en vur-
dering af f.eks. spredningspotentiale, fanestabilitet og udvikling af kildestyrken.

Resultater fra perkolat pavirket grundvand viste, at mikrobiomsammensaetningen her i hgjere
grad var styret af geokemiske og hydrogeologiske forhold end af de enkelte forureningsstoffer,
f.eks. PFAS. Der kunne ikke pavises entydige mikrobielle responser relateret til PFAS, hvilket
er konsistent med den stofgruppes persistente karakter og begraensede biologiske nedbrydelig-
hed i grundvandet. Desuden var indholdene af PFAS i grundvandet relativt lave, hvilket vurderes
at have spillet en rolle.

DNA-analyser vurderes derfor primezert at vaere egnet ved forureninger med bionedbrydelige
organiske stoffer som f.eks. olie- og benzinstoffer.

DNA-analyser kan gennemfgres pa prgver udtaget i forbindelse med almindelige forurenings-
undersggelser. DNA-sekventering af en enkelt prgve fra jord eller grundvand er principielt til-
straekkeligt til at vurdere, om der er foregaet biologisk nedbrydning af kulbrinter. For robust do-
kumentation anbefales dog typisk 10-20 prgver pr. lokalitet inden for samme matrice. Desuden
ber der inddrages referenceprgver uden forurening for at etablere lokal baggrundsvariation.
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Summary

Contamination involving petroleum and gasoline products typically has a limited extent in soil
and groundwater. This is primarily due to biodegradation of these compounds by naturally oc-
curring microorganisms. Natural attenuation can be documented qualitatively through DNA se-
quencing of soil and groundwater samples.

The objective of this project was to expand the knowledge base for DNA sequencing using soil
and groundwater samples collected from test sites contaminated with hydrocarbons. In addi-
tion, the method was evaluated at a leachate-impacted site characterized by a more complex
contamination profile. The study comprised a total of 118 soil samples and 100 groundwater
samples collected from 10 different sites.

Correlation analyses of the results demonstrated significant relationships between the degree
of contamination and bacterial community composition in both soil and groundwater samples.
Both positive and negative indicator populations were identified, which may serve as indicators
of the extent of natural attenuation. Several of the positive indicators include taxa that are well
documented in the scientific literature for their role in the degradation of organic contaminants.
The composition of microbial communities can therefore be used as qualitative evidence of bi-
ological activity and as a supporting parameter in the assessment of the natural biodegrada-
tion of hydrocarbons. DNA analyses cannot be used to quantify degradation rates; however,
they can support the application of conservative degradation rates in Danish predictive model-
ling tools such as JAGG or GrundRisk.

The results of DNA analyses should not be considered in isolation but must form part of the
overall conceptual site model. For groundwater contamination cases, this model will typically
also include geology, soil physical transport parameters, groundwater flow conditions, hydrau-
lic potential conditions, the current extent of contamination, sorption processes, and redox
conditions. Once a sound conceptual understanding has been established, DNA analysis re-
sults can contribute to assessments of factors such as contaminant migration potential, plume
stability, and source strength development.

Results from leachate-impacted groundwater showed that microbial community composition
was influenced to a greater extent by geochemical and hydrogeological conditions than by in-
dividual contaminants, such as PFAS. No unambiguous microbial responses related to PFAS
were identified, which is consistent with the persistent nature of this group of compounds and
their limited biodegradability in groundwater. In addition, PFAS concentrations in the ground-
water were relatively low, which is considered to have contributed to this outcome.

DNA analyses are therefore considered primarily suitable for contamination involving biode-
gradable organic compounds, such as petroleum hydrocarbons and gasoline-related contami-
nants.

DNA analyses can be performed on samples collected as part of standard site investigation
programmes. In principle, DNA sequencing of a single soil or groundwater sample is sufficient
to assess whether biological degradation of hydrocarbons has occurred. However, for robust
documentation, 10—-20 samples per site within the same environmental matrix are typically rec-
ommended. Furthermore, uncontaminated reference samples should be included to establish
the local background variation.
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1. Baggrund og formal

1.1 Olie- og benzinforurening
Olie- og benzinprodukter er raffineret raolie, der er tilsat additiver for at opna de @nskede tekni-
ske egenskaber. Produkterne bestar overvejende af alifatiske kulbrinter, som typisk udger mere
end 70%, mens den resterende andel hovedsageligt er aromatiske og polyaromatiske kulbrinter
/Miljgstyrelsen, 2008/. Olie- og benzinstoffer samles ofte under betegnelsen “kulbrinter”, da de
primaert bestar af kulstof- og hydrogenatomer.

Pa trods af den igangvaerende omstilling veek fra fossile breendsler, er kulbrinter stadig den
hyppigste arsag til jordforurening i Danmark. Udover braendstof og breendsel indgar kulbrinter i
en bred vifte af produkter som f.eks. opl@gsningsmidler, smaremidler, hydraulikolier, motorolier,
tjeere og byggematerialer.

Kulbrinteforureninger er ofte gamle spild, der er omfattet af regionernes indsats. Kulbrinter spiller
derfor stadig en stor rolle ved regionernes kortlaegning, prioritering og afveerge af forurening.
Derudover er kulbrinter den hyppigste forureningstype pa pabudssager med nyere spild fra
uteette olietanke og rarfgringer samt spild fra landbrugsmaskiner og trafikuheld mv.

1.2 Spredning af kulbrinteforureninger
I modsaetning til persistente miljgfremmede stoffer som f.eks. PFAS og flere pesticider, medferer
kulbrinteforureninger sjaeldent lukning af drikkevandsboringer /Danske Regioner, 2023/.

Fere erfaringsopsamlinger og konkrete forureningssager har vist, at forurening med fyrings- og
dieselolie i terreennzert grundvand typisk medfarer faneudbredelser under 50 m, selv ved kraf-
tige forureninger, hvor der er fri fase (LNAPL) /Miljgstyrelsen, 2009a; Kristensen et al., 2013;
Miljgstyrelsen, 2014a/. Figur 1 viser et eksempel fra en sag med spild af ca. 3.000 liter fyrings-
olie.

Grundvandsfane

Kildeomrade
Kildestyrkek: tration, Cg

FIGUR 1. Eksempel pa grundvandsfane pa lokalitet med gammel fyringsolieforurening med fri
fase i kildeomradet og indhold af kulbrinter i jorden >13.000 mg/kg TS. Ved en undersggelse

8 DNA-sekventering af miljgprover fra olie- og benzinforurenede lokaliteter



udfert 15 ar efter spildet var fanen stabiliseret med en leengde pa 40-50 m fra spildstedet. P&
dette tidspunkt var der ikke foretaget oprensning af forureningen.

Andre undersggelser har vist, at oplgst olieforurening typisk har en udbredelse ned i lerlag pa
kun 2-4 m /Miljgstyrelsen, 2021a/ (figur 2). Det stemmer overens med, at olieforureninger sjeel-
dent pavises i dybtliggende grundvandsmagasiner /Miljgstyrelsen, 2009a/.
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FIGUR 2. Eksempel pa vertikal udbredelse kulbrinteforurening (dieselolie og lidt benzin) ned i
et lag af moraeneler. Kildestyrkekoncentrationen for totalindhold af kulbrinter var 4.200 mg/kg
TS i dybden 2 m u.t.. Udbredelsen er vist som PID-udslag pa udtagne jordprever samt pore-
vandkoncentrationer malt i porevand udtaget fra sugeceller /Miljgstyrelsen, 2021a/.

Benzin udviser generelt hgjere mobilitet i jorden end olie, hvilket primaert skyldes den mindre
molekylestgrrelse, lavere viskositet og lavere sorptionsaffinitet.

Benzinadditivet MTBE kan medfgre endog meget store faneudbredelser, men for benzin uden
MTBE (typisk benzin solgt efter 2001) ses dog sjeeldent faneleengder pa mere end 200 m /Mil-
jostyrelsen, 2014b/. Dette stemmer overens med en amerikansk erfaringsopsamling med mere
end 600 benzinforurenede lokaliteter, hvor fanelaengden generelt var maksimalt 106 m (90%
fraktil) /API, 1998/.

1.3 Betydning af biologisk nedbrydning

Den relativt begraensede udbredelse af olie- og benzinforureninger skyldes iszer stoffernes bio-
logiske nedbrydelighed i jord og grundvand. Nar nedbrydningen inkluderes i risikoberegninger
har den typisk meget stor betydning for udkommet. | veerktajer som Miljgstyrelsens JAGG-mo-
del, eller det nyere GrundRisk, vil selv meget konservative nedbrydningsrater medfere en mar-
kant reduceret faneudbredelse sammenlignet med beregningsscenarier uden nedbrydning.

Figur 3 viser et beregningsresultat fra JAGG2.1, hvor der er inddraget en konservativ nedbryd-
ningsrate for dodecan (C12) /Miljgstyrelsen, 2018/. Dodecan anvendes ofte som modelstof for
totalindhold af kulbrinter (total petroleum hydrocarbons, TPH), bestdende af diesel- og fyrings-
olie. Med en kildestyrkekoncentration pa 600 ug/l ses nedbrydningen at fgre til en forurenings-
udbredelse pa <10 m (C3). Til sammenligning vil den beregningsmaessige udbredelse vaere
>100 m, hvis ikke der tages hensyn til nedbrydning (C2).
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FIGUR 3. Modelberegning i JAGG2.1 for udbredelse af kulbrinter i en grundvandsfane hhv. uden
(C2) og med (C3) naturlig biologisk nedbrydning. Dodecan er anvendt som modelstof med en
aerob nedbrydningsrate pa 0,01 d, jf. anbefalingerne i en erfaringsopsamling fra 2018 udar-
bejdet til brug i GrundRisk /Miljgstyrelsen, 2018/. Der er sammenlignet med et kvalitetskriterium
pa 9 pg/l Miljgstyrelsen, 2021b/.

Modelberegninger baseres typisk pa "steady state”-antagelser med en konstant kildestyrkekon-
centration og uendelig kilde. | praksis reduceres bade kildestyrke og hotspot-areal i kildeomradet
over tid som falge af transport- og nedbrydningsprocesserne, der er centrale mekanismer for
stabilisering af forureningsfaner og dermed ogsa for den langsigtede pavirkning af grundvandet.
Denne dynamik har direkte betydning for myndigheders vurdering af risiko, tidsudvikling og be-
hov for afvaerge.

1.4 Styrende parametre for naturlig nedbrydning

Jord indeholder naturligt store mikrobielle populationer, hvoraf en vis andel er i stand til at ned-
bryde kulbrinteforurening, og selv i relativt ekstreme miljger vil der typisk vaere kulbrintenedbry-
dere til stede /Atlas, 1981; El-Baz et al., 2025/.

Efter tilfarsel af forurening sker der en selektion, hvor kulbrintenedbryderne gges i relativ og
absolut forekomst. Det medferer en reduceret mikrobiel diversitet, men ogséa en gget biomasse
i de forurenede zoner. Diversiteten styres desuden af miljgets heterogenitet og tilgeengelighed
af f.eks. naeringsstoffer (figur 4).

Neeringsfattigt
(uforurenet)

Hgj mikrobiel diversitet
(Mange forskellige
bakterier)

Lav mikrobiel diversitet
(f& dominerende bakterier)

Neeringsrigt

(forurenet)
Homogent milje Heterogent miljg
(grundvandspraver/ (jordpraver/
maettet zone) umeettet zone)

FIGUR 4. Betydning af heterogenitet og indhold af substrat for mikrobiel diversitet.
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Udover af tilstedevaerelsen af kulbrintenedbrydere, afhaenger selve nedbrydningshastigheden
af en reekke miljgmeaessige parametre /Kristensen, 2010/, herunder:

e  Substratkoncentration og -sammenseetning

e Tilgaengelighed af elektronacceptorer, saerligt ilt
e Neeringsstoffer, iseer kveelstof og fosfor

e Jordtype, pH, dybde og vandindhold

e Befaestelsesgrad og dermed ilt- og vandtilfarsel.

Kulbrinternes (dvs. substratets) kemiske struktur er typisk den vigtigste faktor for betydningen
af naturlig nedbrydning. Enkle, kortkeedede n-alkaner nedbrydes hurtigst, mens langkaedede,
komplekse, aromatiske eller forgrenede strukturer nedbrydes langsomt /Atlas, 1981/. Konkret
vil det betyde, at motor-/smgreolie og heavy fuelolie generelt nedbrydes langsommere end die-
selolie og benzin.

1.5 Traditionel dokumentation for naturlig nedbrydning

Historisk set har naturlig nedbrydning kun i begraenset omfang vaeret inddraget i risikovurderin-
ger i Danmark. Det skyldes dels et anske om konservative vurderinger, og dels en mangel pa
standardiserede dokumentationsmetoder.

Bade i udlandet og herhjemme er der imidlertid arbejdet intenst med udvikling af koncepter og
metoder til kvantitativ dokumentation for den naturlige nedbrydning af kulbrinter /Kristensen,
2010; Miljgstyrelsen, 2012/. Det har dog ikke resulteret i et paradigmeskifte herhjemme. Arsa-
gen hertil er sandsynligvis, at mange af de kvantitative metoder og strategier indebaerer relativt
omfattende undersggelser og dermed omkostninger og en kompleksitet, som kan veere en bar-
riere for implementering i rutinemaessige undersggelser.

Kvalitative metoder udger en mere indirekte dokumentation og er typisk nemmere at anvende.
De kan f.eks. omfatte monitering af forureningens udbredelse, koncentrationer eller masse over
tid. Her spiller andre processer dog ogsa en rolle, herunder sorption, dispersion, fortynding og
fluktuerende grundvandsspejl.

Kvalitativ dokumentation kan ogsa omfatte bestemmelse af redoxforhold, idet naturlige nedbryd-
ningsprocesser typisk forbruger de eksterne elektronacceptorer. Her skal man dog veere op-
maerksom pa, at saerligt iltindholdet kan veere naturlig lavt i hgjorganiske jorde eller hvis der er
sket udsivning af spildevand fra kloakker, hvilket kan vanskeligggre en entydig tolkning.

1.6 Inddragelse af nedbrydningsrater i dag

Indfgrelsen af modelveerktgjet GrundRisk i 2023-2025 har erstattet grundvandsmodulet i JAGG
pa mange regionssager med risikovurdering af punktkildeforureninger. | den forbindelse har Mil-
jostyrelsen og regionerne abnet op for i hgjere grad at anvende litteraturveerdier for nedbryd-
ningsrater i risikoberegninger, hvis der foreligger kvalitativ dokumentation for naturlig biologisk
nedbrydning pa den konkrete lokalitet.

Konservative litteraturveerdier for 1. ordens nedbrydningsrater (k1) er sammenfattet i et miljg-
projekt fra 2018 /Miljgstyrelsen, 2018/. Nedbrydningsraterne er typisk bestemt i laboratoriet med
udgangspunkt i jordprgver, men enkelte stammer ogsa fra in situ-forsag i felten, herunder in
situ-respirationstests /Kristensen, 2010/. Feelles for bade laboratoriemetoder og in situ-tests er,
at de generelt har sveert ved at simulere repreesentative forhold, herunder skala, rumlig/tidslig
variabilitet samt begreensning af elektronacceptorer eller naeringsstoffer /Kristensen, 2010/.
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Problemet med skala er sterre i laboratoriefors@g end ved in situ malinger, der dog er dyrere og
mere komplicerede at udfere.

1.7 DNA-analyser

DNA-analyser repraesenterer en alternativ strategi til kvalitativ dokumentation, idet metoden be-
lyser sammensaetningen af den mikrobielle biomasse, der aendrer sig efter forurening af jord
eller grundvand. Tilfgrsel af kulbrinter vil selektere de bakterier, der kan bruge stofferne i deres
metabolisme. Ligeledes kan kulbrinteforurening have en haemmende eller direkte toksisk effekt
pa andre mere fglsomme bakterier, der sa vil findes i mindre omfang end i upavirket jord. Ana-
lyse af DNA-sammensaetningen i en jord- eller grundvandsprgve kan derfor veere med til kvali-
tativt at dokumentere, om der foregar eller kan forega naturlig nedbrydning.

DNA-metoderne kan i dag ikke bruges til estimering af nedbrydningsrater, der kan indga kvan-
titativt i risiko- eller transportberegninger. Imidlertid kan kvalitativ dokumentation typisk bane
vejen for at inddrage en konservativ nedbrydningsrate, der som naevnt var én af tankerne bag
GrundRisk.

Udviklingen af DNA-metoderne har desuden gjort det muligt at identificere de organismer og
biologiske mekanismer, der er involveret i bioremediering. Det har styrket forskningen i nedbryd-
ning af kulbrinter og andre organiske forureninger i jord og grundvand verden over /Allen et al,
2007; Boto et al., 2021; Cabral et al., 2022; Fuentes et al., 2014; Hauptfeld et al., 2022/.

1.8 Formal

Projektets overordnede formal har veeret at styrke vidensgrundlaget for anvendelse af DNA-
baserede metoder til kvalitativ dokumentation for naturlig nedbrydning i forbindelse med risiko-
vurdering af kulbrinteforureninger. Dette er s@gt opnaet gennem:

e Udvidelse af erfaringsgrundlaget for DNA-sekventering med udgangspunkt i jordprever fra
fem testlokaliteter forurenet med kulbrinter.

o Afprgvning af metoden pa grundvandsprgver udtaget pa syv lokaliteter forurenet med kulbrin-
ter.

o Test af metodens anvendelighed ved grundvandsforurening med perkolat (kompleks forure-
ningssammensaetning).

o Udarbejdelse af anbefalinger til felt- og analyseprotokoller med henblik pa fremtidig myndig-
hedsanvendelse.
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2. DNA-analyse af miljgprever

21 Princip for DNA-metoder

Undersggelse af DNA-sammensaetningen i miljgpraver foretages typisk ved DNA-sekventering.
Metoden muligger karakterisering af komplekse mikrobielle samfund i deres oprindelige miljg
ud fra korte DNA-fragmenter fra bakteriernes eget genom. Resultaterne anvendes til at identifi-
cere hvilke bakterielle taxa, der findes i preven samt deres relative forekomst. Herved opnas
indsigt i samfundsstrukturen og de potentielle biologiske processer, som udfgres af mikroorga-
nismerne, herunder nedbrydning af organiske forureninger.

Ved bakterielle analyser anvendes ofte 16S rRNA-genet, der forekommer i alle bakterier, og har
en hgj forekomst i hver celle. Referencedatabaser for netop dette gen er samtidig meget omfat-
tende, hvilket giver grundlag for en fglsom detektion, og en sammenlignelig karakterisering pa
tveers af pragver.

Den biologiske mangfoldighed man indfanger ved DNA-sekventering udtrykkes typisk som am-
plikonsekvensvarianter (ASV), der repraesenterer biologiske unikke DNA-sekvenser i praven.
ASV-baserede tilgange giver hgj oplgsning og muligger sammenligning mellem forurenede og
upavirkede miljger.
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FIGUR 5. Skematisk oversigt over arbejdsgangen ved amplikonsekventering, fra prgvetagning
til bioinformatisk og ekologisk analyse

2.2 DNA-sekventering af miljoprover

Et af de tidligste studier af bakteriesammenseetning i miljgprgver blev publiceret i 2006 og om-
fattede karakterisering af den mikrobielle diversitet i marine vandprever /Sogin et al, 2006/. Stu-
diet omfattede fa tusinde sekvenser per prgve, hvilket p4 daveerende tidspunkt repraesenterede
en vaesentlig teknologisk udvikling. Siden er DNA-sekventering blevet markant mere tilgaengelig
og kan i dag generere millioner af sekvenser fra enkeltprgver, herunder jord- og grundvands-
praver /Hugerth og Andersson, 2017/. Den teknologiske udvikling har muliggjort rutinemeessig
anvendelse i bade forskning og anvendt miljgovervagning. Metoden anvendes i dag bredt il
kortleegning af mikrobielle samfund i medicinske, industrielle, tekniske og naturlige miljger. Cen-
trale internationale og nationale initiativer omfatter blandt andet:

o Earth Microbiome Project /Thompson et al., 2017/, som kortlaegger globale jordmikrobiomer

o MicroFlora Danica-projektet som kortlaegger bakteriesamfund i danske miljger / Singleton et
al., 2024; Singleton et al., 2026/

o MiDAS-databasen /Dueholm et al., 2022/, som beskriver mikrobiomet i danske spildevands-
anlaeg.
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DNA-baserede miljgundersggelser har bidraget til en gget forstdelse af en raekke mikrobielle
processer, herunder drivhusgasemissioner /Bahram et al., 2022/, biogasproduktion /de Jonge
et al., 2020/, kortlaegning af mikrobiomer i forskellige jordtyper /Danielsen et al., 2023/ og ned-
brydning af forureninger som f.eks. medicinrester i renset spildevand /Arriaga et al., 2016/.

23 Erfaringer fra forurenede lokaliteter

| Danmark blev DNA-sekventering farste gang anvendt i en konkret forureningssag i 2018 i for-
bindelse med grundvandsforurening med fyringsolie fra en villaclietank /Larsen et al., 2018/.
Arbejdet blev gennemfart i et samarbejde mellem DMR, Oliebranchens Miljgpulje og Center for
mikrobielle systemer ved Aalborg Universitet (AAU). Allerede en maned efter spildet kunne der
konstateres en aendring i bakteriesamfundets sammenseaetning og en gget biomasse i det foru-
renede grundvand. Resultaterne indikerede aktiv biologisk omsaetning af kulbrinter.

| perioden 2018 til 2021 blev metoden videreudviklet og afprgvet pa to danske testlokaliteter
med henblik pa anvendelse pa jordprgver /Miljgstyrelsen, 2021a/. Undersagelserne dokumen-
terede tilsvarende mikrobielle aendringer i kulbrinteforurenet jord i den umeettede zone og un-
derstgttede metodens anvendelighed til kvalitativ dokumentation af naturlig nedbrydning.

De forelgbige erfaringer peger pa, at DNA-sekventering kan udvikles til et standardiseret sup-
plement til traditionelle miljgtekniske undersggelser. Metoden kan bidrage til at dokumentere
biologisk aktivitet og dermed understgtte inddragelse af naturlig nedbrydning i risikovurderinger.
Dermed abnes for anvendelse af konservative nedbrydningsrater fra litteraturen i modelbereg-
ninger. DNA-analyser kan i princippet udfgres pa baggrund af enkeltprgver udtaget i forbindelse
med traditionelle afgreensende forureningsundersggelser.

Fer bred myndighedsanvendelse er det imidlertid ngdvendigt at udbygge erfaringsgrundlaget
samt de referencedatabaser specifikt mgntet pa olieforurenede jorde, der danner basis for vur-
dering af resultaterne fra DNA-sekventeringen. Et styrket datagrundlag vil ggre det muligt, pa
baggrund af et begraenset antal prgver, at vurdere om der foregar biologisk nedbrydning pa en
lokalitet. Dette kan indga i beslutningsgrundlaget ved:

e Risikovurdering af grundvandstruende forureninger

o Vurdering af faneudvikling og stabilitet

e  Prioritering af afvaergeindsatser

e Valg af afvaergestrategi, herunder overvaget naturlig nedbrydning.

24 Sammenligning med andre dokumentationsmetoder
Dokumentation af naturlig nedbrydning ved kulbrinteforureninger kan baseres pa flere komple-
menteere metodetilgange, der varierer i dokumentationsstyrke, kompleksitet og omkostningsni-
veau. Valg af metode afhaenger af formalet med undersagelsen samt kravene til sikkerhed i
risikovurderingen.

En veletableret kvantitativ metode er isotopfraktionering, der typisk udfgres som Compound
Specific Isotope Analysis (CSIA) /Braeckevelt et al., 2012/. Metoden er baseret pa aendringer i
isotopsammenseaetningen af forureningskomponenter. Under biologisk omsaetning ses en relativ
berigelse af tunge isotoper i restfraktionen og kan saledes dokumentere biologisk nedbrydning,
og give en semikvantitativ vurdering af nedbrydningsgraden, hvilket giver en staerk dokumenta-
tion. Metoden er dog forbundet med vaesentlige analytiske omkostninger og krav til pravekvali-
tet, og anvendes derfor primeert i sager med hgijt beslutningsbehov, f.eks. ved komplekse fane-
systemer eller hvor der gnskes dokumentation for effekten af afvaergetiltag.
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Andre dokumentationsmetoder omfatter redox- og geokemiske indikatorer, koncentrations- og
massebalancer, metabolit- og nedbrydningsproduktanalyser, samt molekyleerbiologiske meto-
der (f.eks. gPCR af funktionelle gener involveret i specifikke processer).

DNA-baserede metoder adskiller sig fra andre dokumentationsmetoder ved primaert at belyse
det biologiske potentiale og samfundsrespons frem for den direkte stofomsaetning. Metoden kan
derfor karakteriseres som en kvalitativ eller semiindikativ dokumentationsform og giver en mere
direkte kobling til de mikroorganismer, der driver nedbrydningen.

| praksis kan DNA-analyser anvendes som screeningsveerktgj til at vurdere, om der er indikati-
oner pa biologisk nedbrydning. Ved behov for steerkere dokumentation kan dette efterfglges af
isotopfraktionering eller udvidede geokemiske undersggelser.

En sadan trinvist opbygget dokumentationsstrategi kan bidrage til at optimere ressourceanven-

delsen i myndighedsarbejdet, samtidig med at beslutningsgrundlaget for risikovurdering og af-
veergestrategi styrkes.

TABEL 1. Forskellige metoder og strategier for dokumentation af naturlig nedbrydning,

Metode Dokumentati- Prisniveau Anvendelighed Primar dokumen- Styrker

onsstyrke i praksis tationstype
DNA- Middel (kvalitativ) Lav—middel Hoj Mikrobiel sammen- Kan pavise selektion for nedbrydere.
sekventering seetning og respons Kraever fa prover. Kan integreres i

standardundersggelser

Funktionelle ge- Middel Middel Middel Tilstedeveerelse af Mere malrettet end diversitetsanaly-
ner (QPCR eller nedbrydningsgener ser. Kvantificerbar genforekomst
ddPCR)
Isotop- Haj Hgj Middel-lav Isotopisk fraktione- Direkte dokumentation for biologisk
fraktionering ring ved nedbryd- omseetning. Kan indikere nedbryd-
(CSIA) ning ningsgrad
Redox- Lav—middel Lav Haj Elektronacceptorfor- Hurtig og billig screening. Velegnet til
og geokemiske brug og metabolitter monitering
indikatorer
Koncentrations- Middel Lav—middel Hoj Udvikling i koncen- Baseret pa standarddata. Let at inte-
0og massebalan- tration og masse grere i modeller
cer
Metabolit-/ned-  Middel- Hgj Middel Middel Pavisning af ned- Steerk dokumentation ved simple stof-
brydningspro- brydningsveje systemer
dukter
In situ nedbryd- Hgj Hgj Lav Direkte malt omsaet- Realistiske forhold. Kvantificerbar ned-
ningsforsgg ning i felt brydning
Laboratorieba-  Middel Middel Middel Potentiel nedbryd- Kontrollerede forhold. Sammenligne-
serede  mikro- ningskapacitet lige tests
kosmer
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3. Udferte undersagelser

3.1 Testlokaliteter

Projektet omfatter undersggelser fra syv danske lokaliteter forurenet med olie- og benzinpro-
dukter. Derudover er der inddraget data fra to kulbrinteforurenede lokaliteter fra et tidligere mil-
joprojekt /Miljgstyrelsen, 2021a/. Det samlede datagrundlag er vaesentligt udvidet sammenlignet
med tidligere.

Endvidere indgar DNA-analyser fra en grundvandsforurening ved en tidligere losseplads med
en mere kompleks forureningssammensaetning. Formalet har vaeret at belyse metodens anven-
delighed under perkolat-pavirkede forhold, hvor flere forureningskomponenter kan pavirke
mikrobiomet samtidig.

Sammenlagt inddrager projektet ti testlokaliteter fra Midtjylland (6 stk.), Fyn (2 stk.) og Sjeelland
(2 stk.). Lokaliteterne omfatter bade sandede og lerede aflejringer. Prgvetagningen er desuden
strategisk tilrettelagt med henblik pa at omfatte bade kraftigt forurenede prgver, svagt forure-
nede prever og prgver uden forurening (referenceprever) samt lokaliteter forurenet med forskel-
lige olie- og benzinprodukter. Tabel 2 sammenfatter nggleoplysninger om testlokaliteterne, her-
under forureningstype og antal analyserede jord- og grundvandsprgver.

TABEL 2. Testlokaliteter inddraget i projektet. De angivne prgveantal omfatter praver indsendt
til laboratoriet. Antallet af analyserede delpraver er stgrre, da der flere steder er anvendt repli-
kater fra de udtagne jord- og grundvandsprgver.

Lokalitet By Forureningstype Antal Antal
jordpraver grundvandsprover

HOJ1 Hgjbjerg, Aarhus Benzin 20 7
VEK Veksg, Sjeelland Benzin 0 10
BLO Blommenslyst, Fyn Dieselolie 15 3
LAN Langeskov, Fyn Dieselolie 10 5
HOJ2 Hajbjerg, Aarhus Dieselolie 0 6
HOJ3 Hgjbjerg, Aarhus Fyringsolie 9 11
EBE Ebeltoft, stjylland Fyringsolie 21 6
VIB1* Viby, Aarhus Petroleum/fyringsolie 20 0
VIB2* Viby, Aarhus Benzin/dieselolie 23 0
LYN Lynge, Nordsjeelland Lossepladsperkolat 0 52

med bl.a. PFAS og

phenoxysyrer

* Resultater fra VIB1 og VIB2 er tidligere beskrevet i et miljgprojekt fra 2021 /Miljgstyrelsen,
2021al.

3.2 Prevehandtering

3.21 Grundvandsprover til DNA-sekventering

Grundvandsprgverne blev udtaget fra eksisterende moniteringsfiltre (63 mm) etableret i forbin-
delse med traditionelle forureningsundersggelser. Fremgangsmaden muligger integration af
DNA-analyser i almindelige undersggelsesprogrammer (figur 6).
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En del af grundvandsprgverne blev ved pragvetagningen filtreret igennem et 0,22 um nitrocellu-
losefilter, mens @vrige prover blev filtreret efter modtagelse pa laboratoriet. Umiddelbart efter
pra@vetagning blev prever og filtre nedkglet til maks. 5-10 °C og transporteret til laboratoriet, hvor
de blev opbevaret ved maks. -18 °C indtil analysearbejdet kunne pabegyndes.

Forud for DNA-ekstraktion blev filtrene delt i to, og halvdelen blev skaret i mindre stykker med
en steril skalpel og overfart til et sterilt Eppendorf-rar og den anden halvdel blev gemt til senere
kontrol hvis ngdvendigt. DNA-sekventeringen blev generelt udfert som enkeltbestemmelser for
hver indsendt grundvandsprave.

3.2.2 Jordprover til DNA-sekventering

Jordprgver pa 0,2-0,5 kg blev udtaget i gasteette Rilsanposer uden headspace for at minimere
iltpavirkning. Prgverne blev nedkglet umiddelbart til maks. 5-10°C straks efter prevetagning og
transporteret til laboratoriet, hvor de blev opbevaret ved maks. -18°C frem til analyse.

Inden DNA-ekstraktion blev preverne homogeniseret mekanisk ved at massere posen indtil ind-
holdet fremstod ensartet. Delprgver & 0,25 g blev udtaget og overfart til et sterilt Eppendorf-rar
til brug i DNA-ekstraktionen. Indledende analyser omfattede replikater for udvalgte lokaliteter
med henblik pa vurdering og metodens reproducerbarhed (VIB1 og VIB2). Da variationen mel-
lem replikater var begreenset, blev der efterfelgende anvendt enkeltbestemmelser. Figur 6 illu-
strerer analyseforlgbet for jordprever.
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FIGUR 6. Oversigt over den samlede arbejdsgang ved DNA-analyse af jord- og grundvands-
praver fra prgvetagning til sekventering.

3.2.3 pH-bestemmelse
For alle jordprgver (undtagen VIB1 og VIB2) blev pH bestemt efter opslaemning af en delprave
pa 10 g jord i 1 M KCl-oplgsning, jf. DS/EN ISO 10390:2022.

3.3 DNA-analyse

3.3.1  DNA-ekstraktion

DNA blev ekstraheret fra jord og filtreret grundvand ved anvendelse af et kommercielt kit opti-
meret til miljgpraver (DNeasy PowerLyzer PowerSoil kit) efter producentens anbefalinger. Efter
ekstraktion blev DNA-kvalitet og -maengde analyseret vha. gelelektroforese (TapeStation) og
fluorometrisk kvantificering (Qubit). Den ekstraherbare DNA-maengde anvendes som en samlet
indikator for mikrobiel biomasse og kan indga i vurderingen af biologisk respons i forurenede
prever sammenlignet med referencepraver.
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3.3.2 Sekventering og databehandling

16S rRNA genets V1-V3 region blev opformeret ved Polymerase Chain Reaction (PCR), som
tidligere beskrevet /Albertsen et al., 2015/. Den er velegnet til bakteriel identifikation og har vee-
ret anvendt i en raeekke internationale mikrobiomprojekter som f.eks. Human Microbiome Projekt,
som havde til formal at kortlaegge det humane mikrobiom /Turnbaugh et al., 2007/.

PCR blev udfert i duplikat. PCR-produkter blev oprenset med Ampure XP SPRI bead-protokol
(Beckmann-Coulter). Prgverne blev sekventeret pa en lllumina MiSeq sequencer indstillet til
2x300bp “paired-end” sekventering. Alle sekventeringer omfattede bade positive og negative
kontroller for at kontrollere analysekvaliteten.

Radata blev behandlet bioinformatisk ved hjeelp af pipelinen "AmpProc5.1” /Yashiro, 2023/, og
taksonomisk klassificeret med nyeste MiDAS database v4 /Dueholm et al., 2022/. Resultaterne
udtrykkes som amplikonsekventeringsvarianter (ASV’er), der repraesenterer den relative biolo-
giske artssammensaetning, men som ikke kan oversaettes direkte til antallet af bakterier indenfor
de enkelte arter. Mikrobiomdatasaettet blev analyseret ved hjeelp af multivariat statistisk analyse
i softwaren R.

Indledningsvis blev der foretaget en multikorrelationsanalyse — kaldet en beta-diversitetsanalyse
— hhv. med PCA (Principal Component Analysis) og NMDS (Non-metric Multidimensional Sca-
ling) med henblik pa at undersagge hvor meget artssammensaetningen i de enkelte prever ligner
hinanden og afspejler forureningsgraden (gruppering i datamaterialet). P4 baggrund af denne
analyse er der foretaget en vurdering af hvilke pragver, hvor biomassen har eendret sammenseaet-
ning som fglge af forurening sammenlignet med referenceprgverne. Yderligere er der udfart en
Spearman’s korrelationsanalyse for at unders@ge hvilke bakteriegrupper, der har en positiv kor-
relation med stigende forureningsindhold. Det samlede datagrundlag udger herefter en res-
source, der kan anvendes ved fremtidige DNA-sekventeringer - ogsa uden viden om forure-
ningsindhold.

3.4 Beskrivelse af datasaet

Det samlede datasaet, som blev anvendt i DNA-analyseprocessen, omfatter 261 delprgver (jord-
eller grundvandspraver). Flere delprgver stammer fra samme feltprave som tekniske replikater
med henblik pa at ege datarobustheden. Delprgver med mislykkede analyser indgar ikke i da-
taseettet. En oversigt er vist i nedenstaende tabel.

TABEL 3. Oversigt over datasaet anvendt i den statistiske databehandling.

Lokalitet Forurening Datapunkter, Kulbrinter, Datapunkter, Kulbrinter,
grundvand ugl/l jord mg/kg TS

VEK Kulbrinter 8 0.1-300.000 O

EBE Kulbrinter 6 0.1 -930 15 0.1 -10.000

BLO Kulbrinter 2 0.01-40 9 -

LAN Kulbrinter 5 5-280 7 0.1 -5.300

HOJ1 Kulbrinter 6 0.1 -29.000 5 0.1 -550

HOJ2 Kulbrinter 2 0.1 0 -

HOJ3 Kulbrinter 6 0.1-43 9 0.1-23

LYN Perkolat 40 - 0 -

VIB1 Kulbrinter 0 - 43 0.01 -1.000

VIB2 Kulbrinter 10 - 59 0.01 —4.200
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Praver med utilstraekkelig sekvensantal blev ekskluderet. Et minimum pa 1.000 sekvenser pr.
prave blev anvendt som inklusionsgreense for at sikre repraesentativ deekning af de domine-
rende mikrobielle populationer. Efter kvalitetsfiltrering, indgik 222 prgver i den statistiske data-
behandling fordelt pa de ti lokaliteter. Datasaettet omfattede samlet 17.494 sekvensvarianter,
med en gennemsnitlig sekvensdybde pa ca. 29.000 sekvenser pr. prave.

Datasaettets starrelse og variation muligger robuste statistiske analyser og styrker grundlaget
for anvendelse af DNA-baseret dokumentation.
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4. Resultater

4.1 Indledende dataanalyse

En overordnet beta-diversitetsanalyse af det samlede datasaet blev udfert ved Principal Com-
ponent Analysis (PCA). Hver delprave er repreesenteret som et punkt, hvor den indbyrdes af-
stand afspejler forskelle i den mikrobielle sammensaetning (figur 7).

Resultaterne viser, at praver fra lokalitet LYN, der udelukkende omfatter grundvandsprever fra
en perkolat-forurenet lokalitet, adskiller sig markant fra de gvrige praver. Jord- og grundvands-
praver fra kulbrinteforurenede lokaliteter udviser derimod betydeligt overlap. Jordprgverne viser
en starre spredning i ordinationsrummet end grundvandspraverne, hvilket afspejler hgjere mi-
krobiel diversitet og starre geologisk heterogenitet.

Pa den baggrund er den videre databehandling opdelt i tre analyseenheder:
e  Kulbrinteforurenet grundvand (Vand)
e  Kulbrinteforurenet jord (Jord)

e  Perkolat-pavirket grundvand (LYN)

Denne opdeling gger fortolkningsstyrken i en risikovurderingsmaessig kontekst.
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FIGUR 7. Beta diversitetsanalyse (PCA) af det samlede datasaet. Hvert punkt repraesenterer
mikrobiomet i én delpragve. Procenttallet pa akserne angiver forklaringsgraden af prgvernes for-
deling pa den pageeldende akse. Prgvegrupperinger er farvet efter overordnet inddeling: Grund-
vandspraver fra LYN (losseplads) og jord- eller grundvandspraver fra kulbrinteforurenede loka-
liteter.

20 DNA-sekventering af miljgpraver fra olie- og benzinforurenede lokaliteter



4.2 Kulbrinteforurenet grundvand

Lokaliteterne BLO, EBE, HOJ1, HOJ2, HOJ3, LAN og VEK indgar i denne analyse, som bestar
af 35 prgver med et gennemsnit pa 45.050 sekvenser per prgve, som er fordelt over 10.953
registrerede biologiske artsvarianter (ASV’er).

421 DNA-udbytte og mikrobiel diversitet

For grundvandspreverne var der et DNA-udbytte mellem 0,1 og 840 ng per pr@gve, mens kul-
brinteindholdet varierede fra "ikke pavist” til 300.000 ug/L. Der observeredes en svag sammen-
haeng mellem kulbrinteindhold og biomassens sterrelse malt som DNA-udbytte ved ekstraktio-
nen (figur 8a). Det indikerer en gget mikrobiel biomasse ved hgjere forureningsniveauer. Der-
imod sas ingen entydig sammenhzaeng mellem kulbrinteindhold og antal ASV’er, hvilket tyder pa,
at forurening primaert pavirker biomasse frem for diversitet (figur 8b).
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FIGUR 8. Forholdet mellem TPH og DNA-udbytte (a) og antal ASV (b) i de analyserede grund-
vandsprgver fra kulbrinteforurenede lokaliteter. Punkterne er farvet efter lokalitet. Der er kun
medtaget data fra lokaliteter, hvor TPH og DNA-udbyttedata er tilgaengelige.

En NMDS-baseret beta-diversitetsanalyse viste tydelig forskydning i mikrobiel sammensaetning
mellem forurenede og ikke-forurenede prgver. Den sakaldte Bray-Curtis-afstand blev anvendt,
hvor veaerdierne gar fra 0 (fuldsteendig ens) til 1 (intet til faelles). NMDS-analysen, som er visua-
liseret i figur 9, viser en tydelig effekt af kulbrinteforurening pa den mikrobielle sammensaetning
med forurenede prgver placeret til hgjre i plottet og ikke-forurenede prgver til venstre. Overlap
forekom dog, hvilket indikerer lokalitetsspecifik variation.
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FIGUR 9. Beta-diversitetsanalyse af de analyserede vandpraver. Hvert punkt repraesenterer
mikrobiomet i én prgve, og afstanden mellem punkterne afspejler forskelligheden mellem prg-
vernes sammenseetning af bakterier. Akserne viser en relativ placering af punkterne pa bag-
grund af Bray-Curtis afstanden (akserne angiver saledes ikke selve Bray-Curtis afstanden, der
varierer fra 0 til 1). Prever med forurenet (trekant) og ikke forurenet (firkant) forureningsstatus
er angivet med symboler. Overlappet mellem de to omrader angiver de praver, hvor pavirknin-
gen af biodiversiteten ikke var entydig. N: Ikke-forurenet. Y: Forurenet.

4.2.2 Sammenhang mellem forureningsforhold og biomasse

De 40 hyppigst forekommende bakterielle taxa udgjorde 41-68 % af den samlede biomasse
(figur 10). Til sammenligning blev der identificeret mere end 5.000 forskellige bakteriepopulati-
oner i grundvandsprgverne. Flere populationer som Acidovorax, Pseudomonas, flere repraesen-
tanter af familien Comonadaceae og Sulfuritalea forekom hyppigere i forurenede prgver, mange
af disse er repraesentanter fra slaegter og familier kendt for kulbrinteomsaetning. Korrelations-
analyser (figur 11) identificerede 10 grupper med steerk positiv sammenhaeng til kulbrinteind-
hold, og dermed potentiale som indikatorer for biologisk nedbrydning (tabel 4). Disse indikator-
profiler kan anvendes som statteparametre ved kvalitativ dokumentation af naturlig nedbryd-
ning.

Samtidigt udviste 17 mikrobielle grupper en negativ sammenhasng med kulbrinteforurening, hvil-

ket kan afspejle falsomhed over for kulbrintepavirkning, og dermed udger negative indikatorarter
(tabel 5).
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FIGUR 10. Heatmap over de 40 hyppigst observerede bakterielle populationer pa slaegtsniveau
i grundvandsprgver udtrykt som relativ forekomst (%) af hele den mikrobielle biomasse. Prg-
verne er sorteret efter lokalitet og forureningsstatus (Y=forurening og N = ikke forurening). Lo-
kaliteter med ukendt forureningsstatus er ikke inkluderet.
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FIGUR 11. Spearman’s korrelationsanalyse af de 40 mest hyppigt forekommende populationer
i de analyserede grundvandsprgver. Spearman’s korrelationskoefficienten er udtrykt som et tal
fra -1 (meget negativ korrelation) til 1 (meget positiv korrelation).

TABEL 4. Oversigt over mikrobielle populationer (slaegter) med en staerk korrelation til kulbrinte
forurening i grundvand.

Zooglea Pseudoxanthomonas
Sulfuricurvum Pelotomaculum

Gallionella Comamonadaceae (familie)
Desulfatirhabdium Proteiniphilum

Acidovorax Paludibacter
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TABEL 5. Oversigt over mikrobielle populationer med en negativ sammenhang med kulbrinte
forurening.

Pseudorhodobacter Phenylobacterium
Comamonadaceae (familie) GKS98 freshwater group (ordre)
Pseudomonas Limnohabitans

Bacteriovorax Hydrogenophaga

Polaromonas Rhodococcus

Flavobacterium Undibacterium

Pedobacter Fluviicola

Pseudomonadales (ordre) Legionella

Massilia

4.3 Kulbrinteforurenet jord

Analysen omfatter 147 datapunkter fra lokaliteterne BLO, EBE, HOJ1, HOJ3, LAN, VIB1 og
VIB2, og har et gennemsnit pa 29.558 sekvenser per prgve og 16.414 registrerede amplikonse-
kvensvarianter (ASVer).

4.31 DNA-udbytte og diversitet

DNA-udbyttet varierede mellem 0,1 og 1.191 ng per prave ved kulbrinteindhold (TPH) pa op til
10.000 mg/kg TS. Der observeredes ingen tydelig sammenhang mellem kulbrinteindhold og
hverken biomasse (DNA-indhold) eller diversitet (figur 12).
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FIGUR 12. Forhold mellem TPH og DNA-udbytte (ng DNA ekstraheret fra 250 mg jord) (a) og
antal ASV (b) i de analyserede jordprgver. Punkterne er farvet efter lokalitet. Der er kun inklu-
deret lokaliteter hvor TPH og DNA-udbyttedata var tilgaengelig.

Resultatet indikerer, at der er andre forhold end kulbrinteindholdet, der spiller ind samtidigt sa-
som geologi eller redoxforhold. Tilsvarende sas ingen klar dybdegradient (figur 13). Dog er der
en faldende tendens i maengden af ekstraherbart DNA og graden af diversitet (ASV) med prg-
vetagningsdybde (figur 14 og 15). Her skal det dog bemaerkes, at alle jordprever stammer fra
lavorganiske jordlag, og er udtaget minimum 1 m u.t., hvilket begraenser variationen. Hvis der
var analyseret jordprgver fra muldholdig overjord, ville man givetvis have faet andre resultater.
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FIGUR 13. Forholdet mellem prgvetagningsdybde og totalindhold af kulbrinter (TPH) i de un-
dersggte jordprgver N: Ikke-forurenet prave. Y: Forurenet prgve.
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FIGUR 14. Forholdet mellem prgvetagningsdybde og DNA-udbytte (ng DNA ekstraheret fra 250
mg jord) i de undersagte jordprever. N: Ikke-forurenet prgve. Y: Forurenet prave.
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FIGUR 15. Forholdet mellem prgvetagningsdybde og antal observerede ASV i de undersggte
jordprever. N: Ikke-forurenet prgve. Y: Forurenet prave.

For at klarlaagge, om der er forskelle mellem den mikrobielle sammensaetning af forurenede og
ikke-forurenede jordprgver, blev der udfert en beta-diversitetsundersagelse ved hjaelp af en
NMDS-analyse (figur 16), som er en biologisk model baseret pa Bray-Curtis afstanden mellem
de analyserede prgver. Bray-Curtis afstanden afspejler forskelligheden mellem to mikrobiomer
(Punkter som ligger taet pa hinanden har sammenligneligt indhold).
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FIGUR 16. Beta diversitetsanalyse af de analyserede jordpraver. Hvert punkt repraesenterer en
prave, og afstanden mellem punkterne afspejler forskelligheden mellem de enkelte pragvers ind-
hold. Akserne viser en relativ placering af punkterne pa baggrund af deres Bray-Curtis afstande.
Overlappet mellem de to omrader angiver de prever, hvor pavirkningen af biodiversiteten ikke
var entydig. N: Ikke-forurenet prgve. Y: Forurenet prave.

NMDS-analysen viste en gradueret adskillelse mellem forurenede og ikke-forurenede prover,
der dog er mindre udtalt end for grundvand (figur 9). Variationen vurderes iseer at haenge sam-
men med geologien, der varierede fra udelukkende sand pa EBE til udelukkende ler pa HOJ1
og HOJ2.

4.3.2 Indikatorpopulationer i jord

De 25 mest dominerende taxa udgjorde op til 61% af biomassen (figur 17). Til sammenligning
blev der identificeret mere end 9.000 forskellige bakteriepopulationer i jordpraverne. Korrelati-
onsanalyser identificerede 15 mikrobielle grupper med steerk positiv sammenhaeng til kulbrinte-
indhold, hvilket tyder pa deres potentielle rolle, og mulig funktion som indikatorarter for naturlig
nedbrydning af kulbrinter i jord (tabel 6). Listen omfattede bl.a. Pseudomonas, Rhodoferax, Aci-
dovorax, Comamonadaceae (familie) og Sulfuritalea. Flere af de positive indikatorer genfindes
fra grundvandsanalyser, hvilket styrker robustheden af indikatorgrundlaget pa tveers af matricer.
Tilsvarende blev der ogsa fundet 15 mikrobielle grupper med en kraftig negativ sammenhaeng
til kulbrinteforurening i jordpraverne (tabel 7), hvilket kunne tyde pa at disse organismer kan
fungere som negative indikatorarter. En korrelationsanalyse blev udfert for at undersgge det
statistiske forhold mellem disse populationer og forureningsgrader (figur 18).

Begge typer af indikatorpopulationer vurderes anvendelige i kvalitativ dokumentation af biolo-
gisk nedbrydning i jord.
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FIGUR 17. Heatmap over de 25 hyppigst observerede bakterielle populationer pa slaegtsniveau
i jordprever udtrykt som relativ forekomst (%) af hele den mikrobielle biomasse. Prgverne er
sorteret efter lokalitet og forureningsstatus (Y=forurening og N = ikke forurening). Lokaliteter
med ukendt forureningsstatus er ikke inkluderet.

DNA-sekventering af miljgprover fra olie- og benzinforurenede lokaliteter 29



gaenihacillg _
radyZo:
]

F:f m?tgctsrPu L

f MB“‘I)ﬂOhQ&HaOED

B

e

Mikrober med negatw
sammenhaeng til kulbrinte
forurening

il

0 clenu n,

f Mlcrococcaﬁeae
aric

23
i mﬁn ph

§H. 0

Pheny] ba
Hga\
f__Gallionellacege

bgomamonagace

omamonadace:
Parvi

inim

omamona acg

Lsplohnea N

Mikrober med posmv \
sammenhaengtil kulbrinte
forurening

bg%rﬁ

S

E

A
1
1
1
1
1
1
ans !
1
1
1
I
I
1
/

| | . - o~

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 0.8

FIGUR 18. Spearman'’s korrelationsanalyse af de 40 mest hyppig forekommende populationer
i de analyserede jordprever, DNA udbytte, og kulbrinte indhold. Spearman’s korrelationskoeffi-
cienten er udtrykt som et tal fra -1 (meget negativ korrelation) til 1 (meget positiv korrelation).

TABEL 6. Oversigt over mikrobie

lle populationer med en staerk korrelation til kulbrinteforurening

i jordprover.

Pseudomonas Thiobacillus

Sphingobium Sulfuricella

Caulobacter Gallionellaceae (familie)
Phenylobacterium Acidovorax

Rhodoferax Comamonadaceae (familie)
Herminiimonas Sulfuritalea

Sideroxydans Paribaculum

Leptolinea

TABEL 7. Oversigt over mikrobielle populationer med en negativ sammenheeng til kulbrintefor-

urening i jordprgver.

Paenibacillus Bacillus

Streptomyces Sporosarcina
Bradyrhizobium Methyloligellaceae (familie)
Gaiella Nocardioides

RB41 (ordre) Dyadobacter

Nitrospira Hydrogenophaga
Flavobacterium Noviherbaspirillum
Undibacterium
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4.4 Perkolat-pavirket grundvand
Fra lokalitet LYN er der indleveret 40 grundvandspraver til DNA-sekventering. Der er opnaet et
gennemsnit af 13.168 sekvenser pr. prgve, fordelt over 5.174 ASV’er.

441 Biomasse og samfundsstruktur
DNA-udbyttet varierede fra 0,1 til 2.916 ng per prave, mens PFAS-koncentrationerne i grund-
vandsprgverne varierede mellem 0,01 og 130 ng/L.

Beta-diversitetsanalyser viste ingen signifikant adskillelse af mikrobiomer baseret pa PFAS-ind-
hold. Derimod viste en PERMANOVA-analyse, samt Goodness of Fit-analyse at filterdybde (p
<0,001; R? = 0,45), calciumindhold (p < 0,001; R? = 0,31), organisk kulstofindhold (p = 0,007;
R2 = 0,25), nikkel (p < 0,011; R% = 0,22) og hydrogencarbonat (p < 0,012; R?2= 0,23) havde en
signifikant indflydelse pa den mikrobielle sammensaetning i praverne. Det er dog alle parametre,
der er knyttet til typen af de geologiske aflejringer og ikke med grundvandsforureningen.

Indholdet af PFAS (sum af 22 stoffer) i grundvandet havde ikke umiddelbart en signifikant effekt
pa sammensaetningen af biomassen (p < 0.171; R2 =0.10).

4.4.2 Indikatorpopulationer

De 25 mest dominerende mikrobielle populationer i de PFAS-forurenede prgver udgjorde op til
95% af biomassen (figur 19). Flere taxa blev ogsa fundet i kulbrinteforurenede grundvands- og
jordprever, herunder grupper associeret med redoxprocesser og organisk stofomsaetning. Rho-
doferax, Gallionella, Sulfuricurvum, Acidovorax, Sphingobium, Sideroxydans, Herminiimonas og
Comamonadaceae (familie) blev identificeret som mulige indikatorer for naturlig nedbrydning pa
de undersggte lokaliteter.

Pa det nuvaerende tidspunkt kan der ikke drages entydige konklusioner om biologisk nedbryd-
ning af PFAS. Resultaterne afspejler sandsynligvis indirekte gkologiske effekter frem for direkte
omseetning, hvilket er i overensstemmelse med PFAS-stoffernes persistens. Det skal ogsa naev-
nes, at de paviste indhold af PFAS i grundvandet var relativt lave (maks. 130 ng/l), hvilket for-
ventes at ggre pavirkningen af mikroorganismerne begraenset.
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FIGUR 19. Heatmap over de 25 mest hyppig observerede bakterielle populationer pa sleegts-

niveau. Prgverne er sorteret efter |

okalitet og PFAS-indhold.
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5. Konklusion

5.1 DNA-sekventering som dokumentationsmetode

Den beskrevne metode til DNA-sekventering af jord- og grundvandsprgver er anvendt pa i alt
10 forskellige testlokaliteter fordelt i Midtjylland, pa Fyn og pa Sjeelland. Ni af lokaliteterne var
forurenet med forskellige blandinger af kulbrinter, mens én lokalitet var en perkolatforurenet
losseplads. Arbejdet omfattede 118 jordprever og 100 grundvandsprgver.

Korrelationsanalyser viste signifikante sammenhasnge mellem forureningsgrad og bakteriesam-
mensaetning i bade jord- og grundvandspraever. Der blev identificeret bade positive og negative
indikatorpopulationer. Flere af de positive indikatorer omfatter taxa kendt fra litteraturen for de-
res rolle i omseetning af organiske forureninger.

Sammenseetningen af mikroorganismer kan dermed anvendes som kvalitativ dokumentation for
biologisk aktivitet, og som stetteparameter ved vurdering af naturlig biologisk nedbrydning.
DNA-analyser kan ikke anvendes til kvantitativ bestemmelse af nedbrydningsrater, men kan
understgtte anvendelse af konservative rater i modelberegninger i f.eks. JAGG eller GrundRisk.

Resultater af DNA-analyser kan dog ikke sta alene og skal indga i den samlede konceptuelle
model, der pa grundvandssager typisk ogsa vil omfatte geologi, jordfysiske transportparametre,
streamningsforhold, potentialeforhold, aktuel forureningsudbredelse, sorption og redoxforhold.
Nar den konceptuelle forstaelse er etableret, kan resultater fra DNA-analyserne indga i en vur-
dering af f.eks. spredningspotentiale, fanestabilitet og udvikling af kildestyrken.

5.2 Anvendelse ved komplekse forureninger

Resultater fra perkolat-pavirket grundvand viste, at mikrobiomsammensaetningen her i hgjere
grad var styret af geokemiske og hydrogeologiske forhold end af de enkelte forureningsstoffer,
f.eks. PFAS. Der kunne ikke pavises entydige mikrobielle responser relateret til PFAS, hvilket
er konsistent med den stofgruppes persistente karakter og begraensede biologiske nedbrydelig-
hed i grundvandet. Desuden var indholdene af PFAS i grundvandet relativt lave.

DNA-analyser vurderes derfor primezert at vaere egnet ved forureninger med bionedbrydelige
organiske stoffer som f.eks. olie- og benzinstoffer.

5.3 Mikrobiel diversitet ved kulbrinteforurening

Udover det myndighedsrettede potentiale i DNA-metoderne, giver de ogsa nye muligheder for
at forstd mikrobielle samfund i forurenet jord og grundvand. Selvom der ofte er tale om kom-
plekse og heterogene systemer, kan positive eller negative pavirkninger fra en raekke miljgfak-
torer, herunder de geologiske forhold og tilgaengeligheden af forureningsstoffer, aflaeses i den
mikrobielle sammenseetning.

Pa tveers af lokaliteter blev der observeret en generelt hgjere mikrobiel diversitet i jordpraver
end i grundvandspregver. Dette afspejler forskelle i miljgmaessig kompleksitet, hvor jord udger et
strukturelt og kemisk heterogent system med mange mikronicher, mens grundvandszonen frem-
star mere homogen og typisk ogsa mere naeringsbegreenset.

Kulbrinteforureningerne inddraget i projektet medferte overordnet set en reduktion af den mikro-
bielle diversitet i bade jord og grundvand. Samtidig blev der observeret en gget dominans af
specifikke bakterielle grupper associeret med kulbrinteomsaetning. Resultatet er konsistent med
selektionsprocesser, hvor kulbrintenedbrydende bakterier favoriseres under forureningspavirk-
ning, mens andre arter udkonkurreres.
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AEndringerne i de mikrobielle sammensaetninger var mest udtalte i grundvandsprgver, hvor mul-
tivariate analyser viste en tydelig separation mellem forurenede og ikke-forurenede praver. |
jordprever var separationen mindre markant, hvilket vurderes som en konsekvens af en hgjere
baggrundsdiversitet og sterre miljgmaessig heterogenitet.

Samlet set dokumenterer analyserne, at kulbrinteforurening medfarer systematiske og reprodu-
cerbare aendringer i mikrobielle samfund i bade jord og grundvand.

5.4 Anbefalet provetagningsstrategi
DNA-analyser kan gennemfares pa praver udtaget i forbindelse med almindelige forurenings-
undersggelser.

DNA-sekventering af en enkelt pragve fra jord eller grundvand er principielt tilstraekkeligt til at
vurdere, om der er foregaet biologisk nedbrydning af kulbrinter. For robust dokumentation an-
befales dog typisk 10—20 prgver pr. lokalitet inden for samme matrice. Desuden bgr der inddra-
ges referenceprgver uden forurening for at etablere lokal baggrundsvariation. Et eksempel pa
en analyserapport ses i bilag 1.

Valg af pravematrice ber desuden afspejle dokumentationsformalet. | kildeomrader og umaettet
zone analyseres jordprgver. | grundvandsfanen analyseres grundvandsprgver. Porevandsprg-
ver vurderes mindre egnede til DNA-analyser, idet filtrering i sugecellen kan reducere biomas-
seindholdet.

-----
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b ]
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FIGUR 20. Anbefaling til pravematrice ved DNA-analyser forskellige steder pa en kulbrintefor-
urenet lokalitet.

5.5 @konomiske forhold

DNA-analyser i dette projekt er udfgrt af Aalborg Universitet, Center for Mikrobielle Systemer.
Analyseomkostningerne for DNA-sekventering ligger typisk i niveauet 1.400-2.000 kr. ekskl.
moms pr. preve for bade jord-, porevands- og grundvandsprever. En undersggelse med 10-20
praver udger dermed en relativt begraenset udgift sammenlignet med borearbejde og kemiske
analyser.

Metoden fremstar derfor som et omkostningseffektivt supplement til eksisterende undersggel-
sesstrategier, specielt pa sager, hvor der er behov for at dokumentere, at der sker en biologisk
nedbrydning af kulbrinteforurening. Derudover vil alternative undersggelser af den biologiske
nedbrydning typisk ogsa veere veesentligt starre.
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Bilag 1. Eksempel pa DNA-
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Analyserapport — DNA-sekventering

Rekvirent -

Kontaktperson -
Mobil -
E-mail -

Lokalitetsnr. og -navn -

Analysearbejdet er udfegrt af Aalborg Universitet, Center for Mikrobielle systemer. DNA-sekven-
teringen er udfart som beskrevet i reference A og B. Konklusionen af DNA-sekventeringen an-
giver om sammenseaetningen af pragvens biomasse vurderes at veere eendret som fglge af natur-
lig biologisk nedbrydning af forurening. Ved analysearbejdet sammenlignes med en database
af resultater fra sekventering af prgver fra danske lokaliteter forurenet med olie- og benzinpro-
dukter. Databasen udvides lgbende, hvorfor grundlaget for vurdering af DNA-resultaterne lige-
ledes forbedres over tid. Forureningskoncentration (jord/vand) samt oplysninger om jordtype,
pragvetagningsdato og dybde er oplyst af rekvirenten.

Dato for Jord, Ce¢- Naturlig
. Dybde )
provetagning Css nedbrydning®
Boring Jordtype
Ja/Nej/
dd-mm-aa. m.u.t. mg/kg TS
Ikke entydig
Sand 12-05-21 8,0 i.p. Nej
Sand 12-05-21 10,5 2.200 Ja
Sand 12-05-21 13,0 790 Ja
B101
Sand 12-05-21 14,5 760 Ja
Sand 12-05-21 16,0 110 Ikke entydig
Sand 12-05-21 17,0 ia. Nej
Sand 12-05-21 11,5 i.p. Nej
B102
Sand 12-05-21 14,5 24 Nej
Sand 22-05-21 6,5 610 Ja
Sand 22-05-21 9,5 4.300 Ja
B103 Sand 22-05-21 11,0 110 Nej
Sand 22-05-21 12,0 720 Ja
Sand 22-05-21 16,0 100 Nej
Sand 22-05-21 15,0 i.p. Nej
B104 Sand 22-05-21 16,0 10.000 Ja
Sand 22-05-21 17,0 150 Nej
B105 Grus 12-05-12 16,5 i.p. Ikke entydig
Sand 22-05-21 11,5 i.p. Nej
Sand 22-05-21 14,0 i.p. Nej
B108
Sand 22-05-21 15,5 i.p. Nej
Sand 22-05-21 17,0 i.p. Ikke entydig
Tabel 1: Konklusion af DNA-sekventering af jordprever sammenholdt med resultater af

kulbrinteanalyser samt oplysninger om jordtype, dybde mm.
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Dato for Jord, Ce- Naturlig
Provetype i Dybde i
prevetagning Css nedbrydning®
Prove
Ja/Nej/
dd-mm-aa. m.u.t. mg/kg TS
Ikke entydig
B18 Grundvand 14-06-21 15-17 i.p. Ja
B23 Grundvand 14-06-21 15-17 930 Ja
B101 Grundvand 14-06-21 14-17 i.p. Nej
B102 Grundvand 14-06-21 14,7-17,7 i.p. Nej
B105 Grundvand 14-06-21 14-17 < Nej
B108 Grundvand 14-06-21 14-17 < Nej
Tabel 2: Konklusion af DNA-sekventering af vandprgver sammenholdt med resultater
af kulbrinteanalyser og oplysninger om dybde mm.
Referencer
A Miljgstyrelsen, 2021. Nedsivning og nedbrydning af kulbrinter i moreeneler — Under-
sggelser med porevandspragver og DNA-analyse af jordprgver. Miljgprojekt nr. 2178,
september 2021.
B Larsen, P., Hansen, T.L., Loll, P., Larsen, C., Jonge, N. de, Nielsen, J.L. og Christen-

sen, M. 2018. Ny metode til rutinemaessig maling af bakteriesammensaetning i forure-

net grundvand. Miljg & Ressourcer, nr. 1.
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Resumé

Mange ejendomme er kortlagt pa baggrund af olie- og benzinforurening (kulbrinter). Denne type
forurening er kendt for generelt at blive nedbrudt af naturlige mikroorganismer. Hidtil har det dog
veeret vanskeligt at dokumentere nedbrydningen for en konkret lokalitet.

Rapporten beskriver en DNA-baseret metode til kvalitativ dokumentation for naturlig nedbryd-
ning af kulbrinter i jord og grundvand. Metoden omfatter DNA-sekventering af prgver fra det
forurenede omrade samt referenceprgver fra uforurenede omrader pa samme lokalitet.

| forbindelse med projektet er der analyseret 118 jordprgver og 100 grundvandsprgver, der pri-
maert er udtaget fra kulbrinteforurenede lokaliteter. Resultaterne viser signifikante forskelle mel-
lem sammensaetningen af bakterier i hhv. forurenede og uforurenede praver. Der blev identifi-
ceret bade positive og negative indikatorpopulationer, der vurderes at afslgre, om naturlig ned-
brydning har fundet sted i den pageeldende prave.

Den beskrevne metode vurderes at vaere et brugbart vaerktgj pa lokaliteter, hvor risikovurderin-
gen baseres pa naturlig nedbrydning i f.eks. JAGG eller GrundRisk, og hvor man @nsker lokali-
tetsspecifik dokumentation for at nedbrydningen finder sted.
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