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Forord

Denne rapport omhandler eksperimenter udfert af Danmarks
Miljoundersogelser i anden fase af laboratoriestudiet af projektet-
"Biologisk nedbrydning af PAH i jord fra Frederiksberg Gas-
varksgrund" udfert for Rambell, Hannemann og Hejlund A/S
(RHH). Laboratoriestudiet udger sammen med feltforseg pa
Frederiksberg gasveerk, Finsensvej et af de ialt 6 forsegsprojekter
til oprensning af kommunale gasverksgrunde, som finansieres af
staten og de bererte kommuner - her Frederiksberg kommune.

Formaélet med anden fase var i et mikrokosmosforseg at under-
sege indflydelsen af temperatur samt tilszetning af detergent pa
nedbrydningen af udvalgte PAH-forbindelser. Derudover blev
effekten af beluftning samt tilseetning af henholdsvis kompost og
flis som strukturmaterialer vurderet i et kolonneforseg.

Rapporten er udarbejdet til Rambgll, Hannemann og Hejlund
A/S til orientering om de udferte laboratorieforseg samt opnéede
resultater.






Abiotiske processer

Lagfaser

Effekt af detergent

Resumé

Formalet med anden fase af laboratoriestudiet vedrerende "Biolo-
gisk nedbrydning af PAH i jord fra Frederiksberg Gasveerks-
grund" var at undersoge indflydelsen af temperatur og detergent
pé nedbrydningen af udvalgte polyaromatiske hydrocarboner,
(PAH). Derudover blev beluftning samt tilseetning af henholdsvis
kompost og flis som strukturmaterialer undersegt for effekt pa
nedbrydning af PAH i et kolonneforsog.

Mikrokosmosforsog

Jord blev bestrélet og anvendt som kontrol af nedbrydningen i
forsoget. Pa trods af gentagen bestraling af jorden var det ikke
muligt at bibeholde 100% sterilitet gennem hele forsegsperioden,
og de bestralede prover kunne derfor ikke anvendes til at vurdere
omfanget af abiotiske processer i systemet. Indflydelsen pa fjer-
nelsen af PAH af abiotiske processer som kemisk fiksering, foto-
oxidation, fordampning og dannelse af perkolat samt pavirk-
ningen af proveudtagning, preveforberedning og kemiske analy-
ser blev vurderet at vaere minimal i forsegsdesignet. PAH-kon-
centrationerne faldt i lobet af forsegsperioden. Den mest sandsyn-
lige forklaring herpa var fjernelse vha. biologiske processer som
mineralisering og inkorporering af PAH i jordens organiske
fraktion.

PAH-nedbrydningen var ubetydelig de forste 4 méaneder af for-
soget, hvorefter koncentrationen af de underspgte PAH-forbindel-
ser (phenanthren, anthracen, fluoranthen, pyren og benz(a)pyren)
var signifikant aftagende i resten af forsegsperioden. Antallet af
phenanthren-nedbrydende bakterier var i den initielle periode
faldende, men steg generelt efterfelgende i forsegets sidste 198
dage. Det totale antal dyrkbare bakterier viste ikke tilsvarende
fluktuationer. Det var derfor sandsynligt, at de PAH-nedbrydende
bakterier var pavirket af de initielle forsogsbetingelser, men
adapterede sig i lobet af de forste 4 mdr. Forklaringen til denne
midlertidige inhibering vurderes at vere de hegje pH-vaerdier i
jorden efter tilseetning af neeringssalte.

I forsegets forste 127 dage var koncentrationsniveauet af PAH ge-
nerelt lavere i de detergent behandlede prover end i tilsvarende
bestralede prover og baggrundsprever. Den anvendte detergent-
blanding havde sandsynligvis en initiel effekt pd nedbrydningen
af PAH. Virkningen af detergentblandingen udeblev med tiden.
Dette skyldes formodentlig hel eller delvis mikrobiel omseetning
af detergenten. Det bor derfor overvejes at tilseette detergent flere
gange 1 lebet af inkuberingsperioden for at opnd en varig effekt.
Tilseetningen af detergent til jorden favoriserede ikke vaeksten af
de phenanthren-nedbrydende bakterier.



Effekt af temperatur

Mangde PAH omsat

Antallet af dyrkbare bakterier og antallet af phenanthren-ned-
brydende bakterier var signifikant hgjere ved 15 °C end ved 25
°C. Dette skyldes sandsynligvis, at omsaetningen af karbon ge-
nerelt er hurtigere ved 25 °C end 15 °C, og at den tilgeengelige
pulje af karbon derfor hurtigere bruges op ved den hgjere tem- -
peratur. En eget inkubationstemperatur pa 25°C i forhold til 15 °C
havde generelt ingen signifikant effekt pé fiernelsen af PAH.

De undersggte PAH-forbindelser; phenanthren, anthracen, fluor-
anthen, pyren og benz(a)pyren blev uafhaengig af pafert behand-
ling (bestraling, temperatur og detergent) fjernet med henholdsvis
66, 74, 66, 64 og 71 % i lebet af forsegsperiodens sidste 198 dage.
Nedbrydningsprocenterne for phenanthren og anthracen var,
forsegsperiodens leengde taget i betragtning, relativt lave, hvilket
sandsynligvis skyldes en minimal tilgeengelighed af de pageelden-
de forbindelser i den anvendte jord. Meengden af omsat fluoran-
then, pyren og benz(a)pyren samt de beregnede halveringstider
for disse PAH adskiller sig dog generelt ikke fra de i litteraturen
rapporterede veerdier.

Kolonneforsoget

Ingen af de anvendte behandlinger (baggrund, beluftning, til-
seetning af flis eller kompost) medferte signifikant nedbrydning af
de seks udvalgte PAH-forbindelser (phenanthren, anthracen,
fluoranthen, pyren og benz(a)pyren) i lebet af de 126 dage for-
soget varede. Den udeblivende nedbrydning af PAH-forbindelser-
ne i kolonnerne skyldes formodentlig, som i mikrokosmosfor-
soget, at forsegsbetingelser i jorden virkede heemmende pa PAH-
nedbrydningen. Forsegsperiodens 126 dage var ikke tid nok til, at
bakterierne kunne adaptere til forholdene.



1 Indledning

Polyaromatiske hydrocarboner (PAH) er en gruppe af organiske
forbindelser, som ofte findes i store mengder i jord pa omrader, .
hvor der tidligere har veret industriel fremstilling eller anvendel-
se af gas, tjere, asfalt, treimpraneringsmidler etc. PAH-forbindel-
serne bestar af to eller flere sammensatte benzenringe arrangeret
liniert eller forskudt i forhold til hinanden. Vandopleseligheden af
disse organiske forbindelser er lav, f.eks. 30,0-31,7 mg/1 for naph-
thalen og 0,71-1,29 mg/1 for phenanthren, som er to af de mere
vandopleselige PAH-forbindelser (Sims & Overcash 1993; Pearl-
man et al. 1984; Montgomery & Welkom 1989). Derudover har

P AH-forbindelserne heje logK,,, verdier; 3,37 for naphthalen og
4,46 for phenanthren (Sims & Overcash 1993 og Montgomery &
Welkom 1989). Sidstnaevnte betyder, at PAH'erne i stor udstraek-
ning vil adsorbere sig til den organiske fraktion i jorden. Denne
egenskab tillige med forbindelsernes ringe vandopleselighed
bevirker, at de i sterre eller mindre grad er sveert tilgeengelige
substrater for mikroorganismer.

Der er fra flere forskere rapporteret om aerob mineralisering af
lavmolekyleere PAH'er (to- og tre-ringede forbindelser) ved
forskellige naturligt forekommende mikroorganismer i forurenet
jord (Boldrin et al. 1993; Guerin & Jones 1988; Mueller et al. 1989;
Weissenfels et al. 1990). PAH-forbindelser med fire eller flere
ringe er mindre vandopleselige, mere stabile og derfor mindre
tilgeengelige overfor mikroorganismerne. Bakteriel mineralisering
af disse hagj molekylere forbindelser antages generelt at forega
ved hjeelp af co-metabolske mekanismer. Der er dog i de senere ar
blevet rapporteret om bakterier, der er i stand til at anvende f.eks.
pyren og chrysen (Grosser et al. 1991; Walter et al. 1991) og fluor-
anthen (Mueller et al. 1990; Weissenfels et al. 1990) som eneste
kulstof- og energikilde.

Oprensningen af PAH-forurenede grunde er ofte omstendelig og
dyr. Afhengig af forureningsgraden bliver den PAH-holdige jord
ofte gravet op og kert til forbreending eller deponeret som fyld-
jord pa deponeringspladser. Biologisk nedbrydning af PAH-
forurenet jord in situ, on site eller ved hjeelp af bioreaktorer er i
lobet af de sidste ar blevet afprovet med varierende succes (Wil-
son & Jones 1993).

In situ bioremediering som metode anses for at vaere uegnet til
PAH-forbindelser med fire eller flere ringe (Ellis et al. 1991; Mor-
gan & Watkinson 1990) bl.a. p& grund af de ovenfor omtalte '
fysisk-kemiske egenskaber for denne gruppe af organiske for-
bindelser samt generelle begreensninger i den effektive behand-
lingsperiode pga. arlige variationer i bl.a. nedber og temperatur.
Anvendelse af reaktorsystemer til biologisk rensning af jord er i
lebet af de sidste ar blevet mere udbredt (Wilson & Jones 1993).
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Dette skyldes, at de optimale forhold for den biologiske aerobe
nedbrydningsproces er lettere at opretholde i reaktorsystemer end
i det oprindelige jordsystem. Anvendelse af bioreaktorer har vist
at kunne oge hastigheden og omfanget af PAH-nedbrydning i
tjeereforurenet jord i forhold til on site behandling af den samme -
jord (Mueller et al. 1991a; Rittmann & Johnson 1989). Bioreaktor-
metoden er stadig under udvikling, og driftsudgifterne er relativt
haje. On site behandling af forurenet jord er en metode, der har
veeret anvendt i mange ar til bl.a. behandling af olieforurenet jord
(Bossert & Bartha 1984). Dokumentationen for anvendeligheden af
on site "landfarmingsmetoder” til nedbrydning af PAH-forurenet
jord bygger ofte kun pa fa parametre som f.eks. fald i "totale
hydrocarboner” eller "totale PAH’er". Wang et al. 1990 har dog
rapporteret, at on site bioremediering af dieselolieforurenet jord
pgede nedbrydningen af lavmolekylere PAH-forbindelser. Succes-
fuld bioremediering af jord forurenet med hgjmolekylere PAH-
forbindelser (f.eks. jord fra tidligere gasveerksgrunde eller traebe-
skyttelseindustrier) er dog begraenset (Ellis et al. 1991; Sherman et
al. 1990). Det er derfor interessant at optimere pa on site teknik-
ken, siledes, at den udover at veaere anvendelig til nedbrydning af
lavmolekylere PAH-forbindelser, ogsa bliver optimal med hensyn
til nedbrydning af hej molekyleere PAH-forbindelser.

En af de faktorer, der i de seneste ar er blevet forsket meget i
med hensyn til biologisk nedbrydning af PAH-forbindelser er
optimeringen af deres biotilgeengelighed. Tilseetning af detergen-
ter (overflade aktive stoffer) til nedbrydningssystemerne gor
PAH’erne mere tilgeengelige overfor mikroorganismerne. An-
vendelsen af detergenter ved nedbrydning af PAH’er i tjeere-
forurenet jord har i de seneste ar veeret forsggt med varierende
resultater (Bewley et al. 1989; Rittmann & Johnson 1989, Ellis et al.
1990). De anvendte detergenter bor veere optimale for nedbryd-
ningssystemet. Detergenten bor anvendes i lave koncentrationer,
adsorbere minimalt til jordpartiklerne og veere non-toksisk i de
anvendte koncentrationer overfor mikroorganismerne i jorden.
Derudover skal detergenten veere tilstraekkelig nedbrydelig i
systemet, sidledes at den ikke ophobes i miljget. Omvendt ber
detergenten ikke udgere et sa godt substrat for mikrofloraen i
jorden, at den nedbrydes forend, den nar at virke i systemet.

I torste fase (Fase 1) af neerveerende projekt blev PAH-nedbryd-
ningspotentialet i jorden fra Frederiksberg gasveerksgrund esti-
meret ved hjeelp af forskellige mikrobiologiske metoder. Derud-
over blev forskellige udvalgte detergenter screenet for deres evne
til at mobilisere udvalgte PAH-forbindelser fra jorden til en
vandig fase. Der blev udfert optimeringsforseg med hensyn til
anvendte detergent koncentrationer. Yderligere blev det under-
sogt om den anvendte koncentration inhiberede den naturlige
mikrofloras evne til at mineralisere udvalgte PAH-forbindelser.
Konklusionen pa de i Fase 1 udferte forspg var, at jorden inde-
holdt et potentiale for nedbrydning af udvalgte PAH-forbindelser.



En af de undersogte detergenter viste sig at veere mere effektiv
end de andre til at mobilisere PAH, og den optimale detergent
koncentration ved den anvendte metode blev estimeret (Willum-
sen & Karlson 1993).

Formalet med de i dette projekt udferte laboratorieforseg var at
undersoge PAH-nedbrydningen i tjaereforurenet jord fra Fre-
deriksberg gasveerksgrund under forskellige forsegsbetingelser.
Den anvendte metode til bioremediering af jorden pa Frederiks-
bergs gasveerksgrund i de efterfelgende storskala forseg (udfert af
RHH) er on site behandling af den forurenede jord i miler samt i
et specielt designet telt p& gasvaerksgrunden. Med udgangspunkt
i ovenstdende blev der i projektets anden del (Fase 2) udfert et
mikrokosmosforseg, hvor indflydelsen af temperaturen samt
tilszetning af en udvalgt detergent pa nedbrydningen af udvalgte
PAH-forbindelser i jorden blev vurderet. Der blev tillige udfert et
kolonneforsag, hvor effekten af beluftning samt tilsetning af
henholdsvis kompost og flis som strukturmaterialer blev under-
sogt.
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2 Beskrivelse af forsggsdesign

2.1 Mikrokosmosforseg

Temperaturens indflydelse og effekten af detergent pa nedbryd-
ningen af udvalgte PAH-forbindelser blev undersogt. Forsegs-
designet for de anvendte mikrokosmos fremgar af nedenstaende
Figur 1 og er beskrevet i detaljer i Appendiks 1.

forsggsjord

Figur 1 Forspgsdesign til mikrokosmosforseg.

En blanding af detergenterne Synperonic LF/RA310 og Synpero-
nic LF/RA 30 (1:1) blev tilsat jorden for at oge tilgeengeligheden
af PAH-forbindelserne i forspgsjorden. Blandingen blev udvalgt

ved indledende screening (Willumsen & Karlson 1993).

Forsoget blev udfert ved henholdsvis 15 °C og 25 °C for at esti-
mere temperaturens effekt p& PAH-nedbrydningen. Som kontrol
af abiotisk omseetning blev kobolt 60 bestralet jord anvendt. Tabel
1 giver en oversigt over de anvendte forsegsbetingelser.

Tabel 1 Forsegsbetingelser, mikrokosmosforseg. Neeringssalte (N tilsat som NaNO,, P tilsat som Na,HPO, i C:N:P-
forholdet 30:5:1) tilsat til alle mikrokosmos. Detergent (10 g/kg jord) tilsat ved forsegets start. Hver behandling blev

udfert i dublikat

Forsegsbetingelser Temperatur Tilsat detergent | Bestraling
A Baggrund 15 °C

B Baggrund 25 °C

C Detergent 15 °C +

D Detergent 25 °C +

E Bestralet kontrol 15 °C +

F Bestralet kontrol 25 °C +

12



Mikrokosmos blev inkuberet i 325 dage. Der blev udtaget jord-
prover fra alle mikrokosmos efter 0, 25, 53, 89, 127, 204, 281 og
325 dage. Felgende parametre blev bestemt ved hver preverunde;
koncentrationen af phenantren (Phe), anthracen (Ant), fluoranthen
(FAn), pyren (Pyr) og benz(a)pyren (BaP) (Appendiks 2); det '
totale antal bakterier, antallet af phenanthren-nedbrydende bak-
terier (Appendiks 7) og vandindholdet i jorden (Appendiks 5.B).
pH i jorden blev bestemt ved forsggets start og afslutning. Ud-
viklingen i pH er behandlet i afsnit 2.3.

2.2 Kolonneforsog

Omfanget af nedbrydningen af udvalgte PAH-forbindelser i jord
fra Frederiksberg Gasveerksgrund blev undersegt ved tilsaetning
af kompost samt ved beluftning. Indflydelsen af luft pa PAH-
nedbrydningen blev undersggt, da Rambell, Hannemann &
Hojlund A/S ville afprove effekten af ventilation pd PAH-ned-
brydning i feltforseget. Kompost og flis blev tilsat med det formal
at pge iltgennemferslen i systemet og derved oge omfanget af
PAH-nedbrydningen. Tabel 2 giver en oversigt over de anvendte
forsegsbetingelser

Tabel 2 Forsegsbetingelser ved kolonneforseget. Inkuba’tionstempefatur: 15 °C, C:N:P- forhold 30:5:1 (N tilsat som
NaNO,, P tilsat som Na,HPO,), kompost tilsat i forholdet kompost;jord= 3:7 (v/v), flis tilsat i forholdet flis:jord= 1:2
(v/v). Hver behandling blev udfert i dublikat.

Behandling | Kompost | Flis | Beluftning | Bemarkninger

A ) + Effekt af beluftning, baggrund
B Uden behandling, baggrund

C + + Effekt af kompost og beluftning
D + Effekt af kompost

E + + Effekt af flis og beluftning

Forsegsdesignet fremgar af Figur 2 og er beskrevet i detaljer i
Appendiks 1. Kolonnerne blev beluftet vha akvariepumper.
Luften blev ledt ind i bunden af kolonnerne. Et lag grus i bunden
af kolonnerne skulle sikre en ensartet distribution af den tilferte
luft. Det var ikke muligt at bestemme storrelsen af det effektive
luftflow (den meengden luft der reelt kom i kontakt med jorden i
kolonnerne), da designet af kolonnerne og beluftningssystemet
ikke var 100% teet. Det kan derfor ikke udelukkes, at beluftningen
af jorden ikke har veeret optimal.

Kolonnerne blev inkuberet ved 15 °C i 126 dage. Der blev udtaget
prover efter 0, 22, 50, 84 og 126 dage.
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Folgende parametre blev bestemt ved hver preverunde; kon-
centrationen af phenanthren (Phe), anthracen (Ant), fluoranthen
(FAn), pyren (Pyr) og benz(a)pyren (BaP) (Appendiks 2 og Figur
7); pH og terstofindhold i jorden. Tabel over udviklingen i tersto-
findholdet i kolonnerne i lebet af inkubationsperioden er placeret
i Appendiks 5.A. Variationen i terstofindholdet var minimal
under forsegsperioden. Udviklingen i pH i de forskellige kolon-
ner i lebet af forsegsperioden er behandlet i afsnit 3.3.

aktivt kul

@<-\

udtagning
af
< jordprgver

W

forsggsjord

luftflow —>

gruslag

Figur 2 Eksperimentelt design af anvendte kolonner
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Der blev sat to kolonner op for hver behandling. Udfra skonomi-
ske overvejelser blev det besluttet at bestemme PAH-koncentratio-
nerne i forsegsjorden ved udtagning af én preve per kolonne per
proverunde. Ved ekstraktion og analyse af PAH'er i tjeere-foru-
renede jorde ses ofte en stor variation pa analyseresultatet af de
enkelte PAH-forbindelser, selv mellem prover udtaget som repli-
kater til samme tidspunkt. Denne variation skyldes den meget
inhomogene distribution af tjeereforureningen i jorden og vil pa
trods af grundig homogenisering, veere sveer at undga. Spred-

ningen pa de opndede resultater vil derfor ofte kunne overskygge
en egentlig nedbrydningseffekt.



3 Resultater og diskussion

3.1 Mikrokosmosforseg

3.1.1 Bakteriel dyrkbarhed

Udviklingen i den bakterielle dyrkbarhed blev fulgt under hele
forseget. Ved de forskellige proveudtagninger blev det totale
antal dyrkbare bakterier og antallet af phenanthren-nedbrydende
bakterier bestemt. Det totale antal dyrkbare bakterier blev bestemt
pé et medium forholdsvis rigt pa karbon (trypton soya agar,
TSA), og antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier
blev bestemt udfra antallet af klaringszoner pa phenanthren-
coatede agaroseplader.

Bestrilede kontrolprever Omfanget af en abiotisk fjernelse af de udvalgte PAH-forbindelser
blev undersegt i bestrdlede kontrolprever inkuberet sammen med
forsogets andre mikrokosmos. Mikrokosmossystemerne blev be-
stralet forste gang lige efter, at systemet var sat op. Det viste sig
efter inkubation i 25 dage, at det ikke var muligt at bibeholde 100
% sterilitet i systemet. Selv efter en gentagelse af bestralingen
efter 63 dage voksede en dyrkbar population af bakterier frem pa
agarplader. Den fremvoksende population var af samme sterrelse,
som i de ikke bestralede prever (Figur 3).

Log (celler/g TS)

O 15 °C rigt medium (trypton soya agar, TSA)

2 R oY detektionsgraense O 25 °C rigt medium (trypton soya agar, TSA)
| | | R Bestraling
0 100 200 300
Tid (dage)

Figur 3 Udviklingen i det totale antal dyrkbare bakterier i de bestrdlede mikrokosmos. Veerdierne repraesenterer et
gennemsnit af 2 gentagelser af hver behandling, hver bestemt som et gennemsnit af resultater fra 3 fortyndinger
fremstillet udfra en ekstraktion =+ std. afvigelse (n=6). Mikrokosmos blev bestralet ved forsegets start og efter 63 dage.
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Dyrkbare bakterier

16

Det var dog tydeligt, at populationen af bakterier efter bestra-
lingerne ikke var sé varieret som "den naturlige population” i
jorden. Det var ikke muligt at pavise dyrkbare phenanthren-
nedbrydende bakterier ved hjelp af den anvendte metode (klar-
ingszoner pa phenanthren-coatede plader).

Det totale antal af dyrkbare bakterier i rdjorden (ubehandlet for-
segsjord; ikke sigtet, homogeniseret eller tilsat neeringssalte) blev i
Fase 1 bestemt til ca. 107 cfu/g ts (Willumsen & Karlson 1993).
Dette svarer til det initielle antal dyrkbare bakterier bestemt i den
behandlede forsegsjord. Den indledende behandling af jorden har
ikke umiddelbart pavirket antallet af dyrkbare bakterier i jorden.
Figur 4 viser den bakterielle dyrkbarhed i lgbet af forsegsperio-
den ved de forskellige forsagsbetingelser. Det totale antal dyrk-
bare bakterier faldt, undtagen ved behandling C (detergent ved 15
°C), generelt fra ca. 107 til 10°-10° dyrkbare bakterier per gram
torstof i lebet af forsegsperioden (Figur 4A,B og D).

Forsegsbetingelserne for behandling A/C henholdsvis B/D var,
med undtagelse af tilseetningen af detergent til C og D, identiske.
Hvis faldet i det totale antal dyrkbare bakterier skyldtes generelle
heemmende forsegsbetingelser, skulle antallet af dyrkbare bakteri-
er veere aftagende ved alle forsegsbetingelser. Dette var ikke
tilfeeldet (Figur 4). En osmotisk heemningseffekten ville manife-
stere sig i lobet af forsegets forste to preveudtagninger, og det
vurderes derfor, at det observerede fald i antallet af dyrkbare bak-
terier ikke skyldes et inhiberende osmotisk tryk i jorden som falge
af de tilsatte neeringssalte. Det konkluderes, at det ovenfor om-
talte fald i det totale antal af dyrkbare bakterier sandsynligvis er
et udtryk for mangel pa tilgeengelige kulstofkilder i jorden.

Den anvendte detergentblanding var sammensat af to detergenter,
der begge opfylder kravene i det europeeiske direktiv 82/242 om
bionedbrydelighed (80% pa 21 dage i et specielt testsystem) (ICI,
Danmark). Forsegsbetingelserne i neervaerende mikrokosmossy-
stem er ikke nedvendigvis sammenlignelige med det i direktivet
anvendte testsystem, men det vurderes, at der vil ske en hel eller
delvis mineralisering af den tilsatte detergent i lebet af forsogs-
perioden. Det udeblivende fald i det totale antal dyrkbare bakteri-
er ved behandling C vurderes sdledes at veere et udtryk for, at
detergentblandingen har veeret et lettilgaengeligt substrat for

bakterierne og derved sget meengden af totalt tilgeengelige kul-
stofkilder i jorden.

Det aftagende totale antal bakterier i behandling D i modsaetning -
til C kan forklares ved, at omseetningen af organisk kulstof ge-
nerelt er storre ved 25 °C end ved 15 °C. Der vil saledes, pa trods
af den tilsatte detergent, hurtigere blive mangel pa lettilgeengeligt
kulstof ved 25 °C end ved 15 °C. Dette underbygges af, at der ved
begge temperaturer var signifikant flere dyrkbare bakterier i mi-

krokosmos tilsat detergent end i baggrundsmikrokosmos (Appen-
diks 4.B.0).
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Bakteriel nedbrydning af den tilsatte detergent vil medfere, at
aktiviteten af detergenten mht. mobilisering af PAH-forbindelser-
ne i jorden bliver formindsket. Samtidigt vil puljen af biotilgaen-
geligt detergent i jorden med tiden blive mindre. Jordprever inde-
holdende detergent skummede ved ekstraktion til pladespredning
til forskel fra jordprever uden detergent. Dette blev observeret
igennem hele forsegsperioden, og det ma derfor antages, at der
ogsa ved forsegets afslutning var detergent tilstede i jorden.
Detergenterne er ikke 100% bionedbrydelige, og eventuelle ned-
brydningsprodukter udger ikke nedvendigvis lettilgaengelige kul-
stofkilder eller virker aktive med hensyn til mobilisering af PAH-
forbindelserne i jorden. Det er dog ikke muligt at vurdere i hvil-
ket omfang meengden samt aktiviteten af den tilsatte detergent i
jorden er blevet formindsket i lobet af inkubationsperioden.
Nedbrydningen kan siledes have haft en tidsmeessig indflydelse
pé detergentens effektivitet ved nedbrydning af PAH i jorden (se
afsnit 3.1.3).

En forpgelse af inkubationstemperaturen, 25 °C mod 15 °C, havde
ikke en stimulerende effekt pa det totale antal af dyrkbare bak-
terier, der var signifikant lavere ved 25 °C end ved 15 °C uaf-
heengig af behandling (Appendiks 4.B.0). Det storre fald i antallet
af dyrkbare bakterier ved 25 °C end 15 °C skyldes sandsynligvis,
som tidligere naevnt, at omsetningen af karbon generelt er storre
ved 25 °C end ved 15 °C, og at der derfor hurtigere bliver mangel
pa lettilgeengeligt karbon ved 25 °C.

Antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier i den ubehandlede
rajord blev i Fase 1 bestemt til ca. 10% cfu/g ts (Willumsen &
Karlson 1993). Dette er ca. 50 gange mindre end antallet bestemt i
den behandlede forsegsjord (sigtet, homogeniseret og tilsat nee-
ringssalte) ved forsagets start (5*10* cfu/g ts). Den indledende
behandling af jorden har formodentlig haft en initiel stimulerende
effekt pa antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier.
Antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier faldt i
forsagsjorden i lobet af forsogets forste 127 dage fra omkring
5%10* til 5*102 cfu/g terstof for behandlingerne A, B og C (Figur
4). Ved behandling D faldt antallet til omkring 5*10" cfu/g terstof.
I lobet af forsogets sidste halvdel enten steg antallet af dyrkbare
phenanthren-nedbrydende bakterier fra omkring 5*107 til 510*-10°
cfu/g ts (Figur 4A, B og C) eller stabiliserede sig omkring 10°
cfu/g TS (Figur 4D). De observerede fald i antallet af phenanth-
ren-nedbrydende bakterier i forsegets forste 127 dage kunne tyde
pa, at betingelser for phenanthrennedbrydning ikke har veeret
optimale i jorden i forsegets forste periode. Den efterfolgende
foregelse i antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier peger
pa en bakteriel adaptering til forholdene i jordsystemerne.

Generelt viste det totale antal dyrkbare bakterier (som er et ud-

tryk for mange forskellige bakteriestammers dyrkbarhed) ikke til-
svarende fluktuationer.



Det er derfor sandsynligt, at ikke alle bakterier i jorden har veeret
pavirket af forsegsbetingelserne i samme udstreekning som de
phenanthren-nedbrydende bakterier. Sammenhangen mellem de
her omtalte resultater fra pladespredningerne, de anvendte nae-
rigssalte og udviklingen i pH er diskuteret i afsnit 3.3.

Antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier ved
behandling A og B (baggrund ved 15 °C henholdsvis 25 °C) var
ikke signifikant forskelligt. Antallet af phenanthren-nedbrydende
bakterier ved behandling C (detergent 15 °C) var derimod signifi-
kant sterre end ved behandling D (detergent 25 °C). Samtidigt var
antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier signifi-
kant lavere i detergentbehandlede prover ved 25 °C end i til-
svarende baggrundsprever. Det kan saledes tyde pd, at de phe-
nanthren-nedbrydende bakteriers dyrkbarhed ved 25 °C var
heemmet i jorden. Det er muligt, at den anvendte detergentblan-
ding virker inhiberende pé de phenanthren-nedbrydende pro-
cesser ved hejere temperaturer, f.eks. hvis en hejere opleselighed
af detergenterne ved 25 °C end ved 15 °C pavirker transportpro-
cesser over bakteriernes cellemembran etc. Sammenholdes antallet
af phenanthren-nedbrydende bakterier ved behandling A med B
(baggrund ved 15 °C henholdsvis 25 °C) med antallet ved be-
handling C og D (tilsat detergent ved henholdsvis 15 °C og 25 °C)
kan det konkluderes, at den tilferte detergentblanding ikke umid-
delbart har haft en stimulerende effekt pa de phenanthren-ned-
brydende bakteriers evne til at danne klaringszoner f.eks. ved at
udgere en lettilgaengelig karbonkilde, og derved oge det totale
antal phenanthren-nedbrydende bakterier eller ved at oge til-
gengeligheden af PAH-forbindelserne.
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3.1.2 Sammendrag

Bestralingen af den anvendte jord var ikke effektiv nok til at
bibeholde systemet 100% sterilt igennem inkubationsperioden. De
fremvoksende populationer var af samme storrelse, som popula-
tionerne i de ikke-bestralede prever. Det var dog ikke muligt at
identificere phenanthren-nedbrydende bakterier ved klarings-
zonemetoden i den bestralede jord.

Antallet af dyrkbare bakterier var med undtagelse af jord tilsat
detergent ved 15 °C aftagende igennem hele forsegsperioden (fra
107 til 10°-10° cfu/g ts). Faldet skyldes sandsynligvis mangel pa
lettilgeengelige kulstofkilder i jorden. Det udeblivende fald i
antallet dyrkbare bakterier i detergent behandlet jord ved 15 °C
sammenholdt med et signifikant sterre antal bakterier ved til-
seetning af detergent, ved 15 sével som 25 °C i forhold til bag-
grundsjorden, kan forklares ved, at den tilsatte detergentblanding
blev anvendt som letomsattelig karbonkilde af jordbakterierne i
systemet. Antallet af bakterier, i baggrunds- savel som i deter-
gentpraver, var generelt signifikant sterre og mindre aftagende
ved 15 °C end ved 25 °C. Dette skyldes sandsynligvis, at omsaet-
ningen af kulstof generelt er storre ved 25 °C end 15 °C, og at
puljen af letomseetteligt kulstof saledes hurtigere bruges op ved
25 °C.

Antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier var faldende i
forsegets forste 127 dage (fra 5*10* til 5*10'-10? cfu/g ts). Med
undtagelse af den detergentbehandlede jord inkuberet ved 25 °C
steg antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier i forsegets
sidste 198 dage (fra 5*107 til 10*-10° cfu/g ts). Det konkluderes, at
forhold i jorden i forsegets forste 127 dage har virket heemmende
pa dyrkbarheden af de phenanthren-nedbrydende bakterier. Efter
inkubation i ca. 130 dage adapterede de phenanthren-nedbryden-
de bakterier til forsggsbetingelserne, og antallet af bakterier steg
efterfolgende. Det totale antal dyrkbare bakterier var ikke til-
svarende pavirket af de initielle forsagsbetingelser.

Der er intet, der tyder p4, at tilseetningen af detergent har medfert
forbedrede vaekstbetingelser for de phenanthren-nedbrydende
bakterier, f.eks. ved at udgere en lettilgeengelig karbonkilde, og
derved oge det totale antal af phenanthren-nedbrydende bakterier
eller ved at oge tilgeengeligheden af PAH-forbindelserne.

Antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier var signifikant
lavere i detergentbehandlede prover ved 25 °C (10° c¢fu/g ts) end i
tilsvarende prever ved 15 °C (10%10° cfu/g ts) og i baggrundspre-
ver ved bade 15 °C og 25 °C (10*-10* cfu/g ts). Det er muligt, at
den anvendte detergentblanding har virket inhiberende pa dyrk-
barheden af de phenanthren-nedbrydende bakterier ved 25 °C.



3.1.3 Nedbrydning af PAH

Nedbrydningen af seks udvalgte PAH-forbindelser under de
anvendte forsegsbetingelser blev undersogt ved udtagning af
jordprever efter inkubering af jorden i henholdsvis 0, 25, 53, 89,
127, 204, 281 og 325 dage. Figur 5 viser udviklingen i koncentra-
tionerne af pyren (Pyr) og benz(a)pyren (BaP) ved 15 °C og 25 °C.
Figur 6 viser tilsvarende for phenanthren (Phe), anthracen (Ant),
fluoranthen (FAn).
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Figur 5 Koncentration af pyren og benz(a)pyren i mikrokosmossystemet som funktion af tiden og de forskellige
behandlinger. Veerdierne reprasenterer et gennemsnit af tre replikater fra hver to gentagelser af behandlingerne +
std. afvigelse (n=6).
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Da de bestrélede jorde ikke forblev sterile i hele forsegsperioden
(afsnit 3.1.1, Figur 3), og da det ikke var muligt at skelne mellem
de bestrdlede prever og baggrundspreverne i de statistiske test
(afsnit 3.1.3, side 26), kunne de bestralede kontrolprever ikke
anvendes til at vurdere, hvor stor en del af den observerede
reduktion af PAH-koncentrationen i forsggssystemerne, der kunne
tilskrives abiotiske henholdsvis biologiske processer. I det felgen-
de vil faktorer, der kan have haft indflydelse pa de observerede
fald i PAH-koncentrationen i de bestralede kontrolprever blive
diskuteret.

Abiotiske processer

Faldet i PAH-koncentrationerne i den bestralede jord kan skyldes,
at bestralingen har haft en stimulerende effekt pa den abiotiske
omsatning af PAH f.eks. ved produktion af frie radikaler, oxida-
tion af de organiske forbindelser eller ved at pavirke andre pro-
cesser, som indvirker pa den kemiske omsaetning af PAH-for-
bindelser. Det ville veere mest neerliggende, at et fald i PAH-
koncentrationen pa grund af ovennavnte processer ville finde
sted kort tid efter bestralingerne (dag 0 og 63) og ikke efter 127
dage med stigende intensitet i resten af forsegsperioden, som
tilfzeldet var i mikrokosmosforseget. Det er derfor mindre sand-
synligt, at bestralingen har pavirket den kemiske omseetning af
PAH i de bestralede prever naevneverdigt.

Biologiske processer

Den mest naerliggende forklaring pa det observerede fald i PAH-
koncentrationerne i de bestralede jordprever er, at der er sket en
biologisk betinget nedbrydning af PAH-forbindelserne i jorden.
Hvis den fremvoksende bakteriepopulation i de bestralede kon-
trolprever lignede den naturligt forekommende meget, ville der i
princippet ikke veere forskel pa behandlingen af "baggrundsjord-
en" og "den bestrélede jord". Bakteriekolonier fra de bestrilede
jorde viste imidlertid en mindre variation end kolonier fra bag-
grundsjorden. Samtidig var det ikke muligt at detektere dyrkbare
phenanthren-nedbrydende bakterier vha klaringszonemetoden i
den bestralede jord (afsnit 3.1.1). Bestraling af jord vil normalt
medforer, at storstedelen af den levende bakteriepopulation der.
Dog vil nogen bakteriesporer kunne overleve (Farkas 1994), og
det kan heller ikke udelukkes, at enkelte stammer er i stand til at
udbedre de skader bestrélingen paforer dem og séledes forblive
aktive. Ved pladespredning estimeres antallet af dyrkbare bakteri-
er, hvilket kun er en del af den totale bakteriepopulation. De
udeblivende klaringszoner kan sdledes skyldes, at der ikke var
phenanthren-nedbrydende bakterier tilstede i jorden. I litteraturen
er der dog enighed om, at mange levende bakterieceller er ikke-
dyrkbare, og at hajst 10% af alle bakteriearter i jorden vil kunne
detekteres ved pladespredning. Pa baggrund af dette samt vores
erfaringer med PCP-nedbrydende jordbakterier kan det ikke
afvises, at de tilstedeveerende ikke-dyrkbare bakterier stadig var
aktive mht. PAH-nedbrydning og saledes i storre eller mindre
omfang har vearet i stand til at omsatte PAH-forbindelser.
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Ufuldsteendig mikrobiel nedbrydning samt de novo syntese af
humusagtige stoffer fra mellemprodukter kan medfere inkor-
porering af PAH i jordens organiske materiale. Sidstneevnte
proces er sandsynligvis enzymatisk (Mahro et al. 1994), og da
mange enzymer forbliver aktive ved bestraling (Ramsay & Baw- -
den 1983), vil denne proces kunne forlgbe i de bestralede prover
savel som i de ikke-bestrlede.

P4 baggrund af ovenstaende konkluderes, at de observerede fald i
PAH-koncentrationer i de bestralede prover mest sandsynligt
skyldtes biologiske processer (mineralisering savel som inkor-
porering af PAH i organisk materiale). Det er ikke udfra de
udferte forseg muligt at forklare, hvorfor forlebet af PAH-kon-
centrationerne i de bestralede kontrolprever i forsegets sidste 198
dage ikke var signifikant forskelligt fra forlebene i baggrunds-
henholdsvis detergentbehandlede prover.

Ikke-bestrilet forsegsjord

Der var ikke forskel i forlobet af PAH-koncentrationerne i jorden
ved de forskellige behandlinger (bestrling, detergent, baggrund
og temperatur) i mikrokosmosforsagets sidste 198 dage (afsnit
3.1.3, side 26). Det observerede fald i PAH-koncetrationerne kan
teoretisk skyldes abiotiske savel som biologiske processer. De
vigtigste af disse processer, som kan have haft indflydelse pa
koncentrationen af PAH-forbindelserne i jordpreverne, vil blive
diskuteret i det efterfolgende.

Abiotiske processer

Mikrokosmossystemet var designet som et lukket system, séledes,
at et evt. tab til omgivelserne i form af flygtige forbindelser eller
dannelsen af perkolat kunne detekteres. Der blev ikke observeret
dannelse af perkolat i systemet, og meaengden af opsamlede flygti-
ge PAH-forbindelser i udgangsluften fra de anvendte mikrokos-
mos var minimal (Appendiks 2.3). Det var hovedsagligt de lav
molekyleere PAH-forbindelser, der kunne detekteres i preverne,
dog kun i meengder mellem 0 og 55 pg per mikrokosmos over
hele forsegsperioden. Det var ikke muligt at detektere pyren og
benz(a)pyren i afgangsluften. Den mengde PAH, vi kunne detek-
tere i afgangsluften, stemmer overens med tilsvarende forsog
beskrevet i litteraturen (Park 1990; Mueller et al. 1991b). Inkuba-
tionen af mikrokosmossystemerne foregik i morke med undtagel-
se af den periode, hvor der blev udtaget prever. Denne periode,
hvor jorden blev udsat for lys, var dog i forhold til forsegets
leengde minimal og ikke lang nok til, at fotooxidationsprocesser
kunne f& indflydelse p& omsatningen af PAH-forbindelserne i
jorden. Det konkluderes, at hverken fordampning, fotooxidation
eller perkolatdannelse er arsag til de observerede fald i PAH 1
mikrokosmossystemet.

Den anvendte procedure til udtagning af jordprover (Appendiks
1) var optimeret mht. ensartet udtagning og behandling samt
efterfolgende homogenisering af proverne.



Kemisk fiksering af PAH

Inkorporering af PAH i
organisk materiale i jorden

Det var de samme to personer, der forestod udtagningen af
prover gennem hele forsoget. Ved forsegets sidste preverunde
(dag 325) blev proceduren for udtagning af jordprever af prakti-
ske grunde delvis sendret. Der blev til forskel fra tidligere prover-
under foretaget en grundig opblanding af den resterende jord i
alle mikrokosmos. Den mindre variation i analyseresultaterne til
dag 325 sammenlignet med resten af data (Figur 5 og Figur 6) kan
tilskrives denne ekstra homogenisering af jorden.

Den kemiske analyse (inkl. ekstraktion) af jordpreverne blev fore-
taget pa et akkrediteret analyselaboratorium. Det er af laboratoriet
oplyst, at ekstraktion og analyse af preoverne har veret sa ensartet
som muligt gennem hele forsegsperioden. PAH-forbindelserne
blev identificeret og kvantificeret vha. GC-MS-SIM (selektiv ion
monitering), hvilket betyder, at eventuelle oxiderede eller methy-
lerede PAH-forbindelser ikke blev identificeret som de udvalgte
PAH-forbindelser og séaledes ikke bidrog til de mdlte koncentra-
tioner. Variation i PAH-koncentrationerne pa grund af ovenfor
naevnte faktorer mé antages at veere minimal. Ved ekstraktion og
analyse af PAH'er i tjeere-forurenede jorde ses ofte en stor varia-
tion pa analyseresultater af de enkelte PAH-forbindelser, selv
mellem prover udtaget som replikater til samme tidspunkt. Denne
variation skyldes den meget inhomogene distribution af tjaere-
forureningen i jorden og vil, pa trods af grundig homogenisering,
veere sver at undga. Ekstraheres selv en lille tjeereklump, vil de
maélte PAH-koncentrationer, iseer af hej molekylere PAH, som
regel veere hgje. Standardafvigelserne pa de udtagne prover
(triplikater) var generelt forholdsvis sma (Figur 5 og 6). Det
konkluderes, at indflydelsen af tilfeeldigt ekstraherede tjeereklum-
per pa de observerede tidsafthengige fald i PAH-koncentrationer-
ne var relativ lav.

Forureningen i den anvendte jord er mere end 30 &r gammel, og
en evt. fiksering af PAH til jordpartikler forventes derfor, pa trods
af opgravning, homogenisering etc. af jorden for brug i forseget,
ikke at have indflydelse pa de observerede fald i PAH-koncentra-
tioner.

Biologiske processer

Som omtalt i afsnittet "Bestralede kontrolprover" vil bade minera-
lisering og inkorporering af PAH i den organiske fraktion i jorden
kunne pavirke PAH-indholdet i jorden.

Inkorporering af oxiderede PAH-forbindelser i humuslignende
strukturer i det organisk materiale i jord er en biologisk proces,
som kan endre PAH-forbindelsernes tilgeengelighed i jord (Mah-
ro et al. 1994). Det er i de seneste ar blevet diskuteret i hvilket
omfang disse processer pavirker den ekstraherbare fraktion af
PAH i jord (Eschenbach et al. 1994).
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De udferte forseg danner ikke grundlag for at undersege om det
observerede fald i PAH-koncentrationerne i forsegsjorden skyldes
inkorporering af oxidationsprodukter af PAH i jordens organiske
fraktion. Det kan dog ikke udelukkes, at sadanne processer bidra-
ger til det observerede fald i mikrokosmosforsggets sidste 198
dage i savel bestralede som ikke bestralede mikrokosmos.

P4 baggrund af resultaterne fra mineraliseringsforsoget udfert
efter mikrokosmosforsegets afslutning, omtalt i afsnit 3.3, konklu-
deres det, at fuldsteendig mineralisering af PAH fandt sted i
storre eller mindre omfang i mikrokosmossystemet.

Af de udforte statistiske analyser (afsnit 3.1.3, side 26) fremgar
det, at koncentrationen af de undersogte PAH-forbindelser efter
dag 127 er aftagende. I samme periode var antallet af dyrkbare
phenanthren-nedbrydende bakterier stigende. Det er ikke rea-
listisk, at PAH-forbindelserne, i den udstreekning det er obser-
veret, er forsvundet ud af systemet alene ved abiotiske processer.
P4 baggrund af diskussionen ovenfor vurderes effekten af abioti-
ske processer pa fiernelsen af PAH at have veeret minimal. De
observerede PAH-koncentrationer ma derfor antages at veere et
resultat af biologiske processer, mineralisering savel som inkor-
porering af PAH i jordens organiske fraktion. Det er dog, pa bag-
grund af de udferte forseg, ikke muligt at vurdere, i hvor stort
omfang hver af disse processer, har pavirket PAH-koncentratio-
nerne i jorden. Ingen af processerne kan dog udelukkes at have
deltaget i fiernelsen af PAH fra mikrokosmossystemet.

Der var tendens til lagfaser pa omkring 4 maneder i nedbryd-
ningsforlebene for de undersogte PAH-forbindelser, mest udbredt
for benz(a)pyren, pyren og fluoranthen og mindst for anthracen
og phenanthren (Figur 5 og 6). De observerede lagfaser sam-
menholdt med reduktionen af antallet af phenanthren-nedbryden-
de bakterier i tilsvarende periode (afsnit 3.1.1) skyldes sandsynlig-
vis tilstedevaerelsen af inhiberende forsggsbetingelser for de PAH-
nedbrydende bakterier. Den forogede omsatning af PAH i for-
sogets sidste 198 dage i forhold til de forste 127 dage heenger
sandsynligvis sammen med, at de PAH-nedbrydende bakterier
efter ca. 130 dage har adapteret til forsagsbetingelserne i jordsy-
stemerne. Sammenheaeng mellem de observerede lagfaser, de

anvendte neeringssalte og pH i forsegsjorden vil blive diskuteret i
afsnit 3.3.

Signifikante forskelle i hele nedbrydningsforlebet for de enkelte
PAH-forbindelser mellem de forskellige behandlinger (bestralet
kontrol, baggrund og detergent) blev undersegt ved 2-sidet
variansanalyse. Der var ikke signifikant forskel mellem bestra-
lings- og baggrundsbehandlingen. Med undtagelse af anthracen
(25°C), benz(a)pyren (15°C) og phenanthren (15°C) var der signifi-
kant forskel mellem detergentbehandlingen og tilsvarende be-
stralings- og baggrundsbehandlingerne.



Effekt af detergent

Resultaterne fra variansanalysen findes opsummeret i Appendiks
4.B.1. Ved variansanalysen blev kurveforlebene over hele
inkubationsperioden (0 til 325 dage) sammenlignet. En enkeltsta-
ende forskel mellem forlgbet af behandlingerne i lobet af inkuba-
tionsperioden f.eks. i forsggets start eller slutning ville siledes
kunne betyde, at behandlingerne blev betragtet som varende
signifikante forskellige. Af Figur 5 og 6 fremgér det, at der umid-
delbart er storst forskel i PAH-koncentrationerne mellem de
bestralede kontrolprever/ baggrundspreverne og detergentpro-
verne i forspgets forste 3-4 maneder, hvorefter forskellene ud-
lignes. Det kunne saledes tyde pa, at den forskel, der jvf. varian-
sanalysen var mellem detergent og de bestralede kontrolpre-

ver /baggrundbehandlinger hovedsageligt var initial.

En stimulerende effekt pa bionedbrydning ved tilseetning af deter-
gent forventes at haenge sammen med eget opleselighed af PAH-
forbindelserne og deraf folgende oget mikrobiel tilgeengelighed af
PAH-forbindelserne i jordsystemet. Dette er formodentlig for-
klaringen pa den observerede initielle forskel i PAH-koncentratio-
nerne mellem detergentbehandlede prover og bestrilede hen-
holdsvis baggrundsprever (Figur 5 og Figur 6). Antallet af dyrk-
bare phenanthren-nedbrydende bakterier var i lebet af de forste
127 dage aftagende for alle behandlinger. En gget tilgaengelighed
af PAH hzanger saledes ikke direkte sammen med et oget antal
phenanthren-nedbrydende bakterier. Dette kan forklares ved, at
phenanthren er den af de undersegte PAH, der er mindst hydro-
fob, og hvis opleselighed forventes at blive mindst pavirket af
detergentblandingen (Falatko & Novak 1992, Willumsen & Karl-
son 1993). Den med tiden udeblivende effekt af detergent til-
setningen kan skyldes, at maengden af detergent med tiden er
blevet mindre i jorden. Dette underbygges af resultaterne fra
pladespredningsforsegene. Der var en signifikant storre total bak-
teriel aktivitet i de mikrokosmos, som var tilsat detergent end i
baggrundsjorden (afsnit 3.1.1), hvilket indikerer, at detergenten er
blevet omsat som relativt lettilgeengelig karbonkilde. Det vil derfor-
sandsynligvis veere nedvendig at tilseette detergentoplesning til

jorden flere gange i lobet af nedbrydningsperioden for at opnd en
varig effekt.

Pa baggrund af resultaterne fra variansanalysen samt de ovenfor
omtalte lagfaser blev ligningerne for nedbrydningsforlebene
mellem 127 og 325 dage for de forskellige behandlinger og PAH-
forbindelser bestemt ved linizer regression. Det blev testet om
nedbrydningsforlebene for de forskellige behandlinger var signifi-
kante forskellige fra hinanden. Resultaterne fra regressionsanaly-
sen er opsummeret i Appendiks 4.B.2. Der var ikke signifikant
forskel mellem de forskellige behandlinger (bestraling, baggrund
og detergent) i forsegets sidste 198 dage (fra dag 127 til dag 325).
Heldningerne pa de beregnede regressionslinier var alle negative
og signifikante forskellige fra nul, hvilket betyder, at der i lebet af

forsegets sidste 198 dage fandt en signifikant reduktion af PAH
sted.
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Udfra de anvendte statistiske analyser samt Figur 5 og 6 konklu-
deres, at den anvendte detergentblanding ikke har haft en signifi-
kant stimulerende effekt p& nedbrydningen af de udvalgte PAH-
forbindelser. Den med tiden udeblevne effekt af detergent skyldes
sandsynligvis, som tidligere beskrevet, at detergenten blev for- -
holdsvis hurtigt omsat i jordsystemet. Det er dog sandsynligt, at
tilseetningen af detergentblandingen har haft en initial stimuleren-
de effekt pd PAH-nedbrydningen.

Effekt af forhajet Den pgede inkubationstemperatur 25 °C mod 15 °C havde ikke

inkubationstemperatur umiddelbar effekt pa niveauet af PAH-koncentrationerne i for-
sogets forste 127 dage. Da der ikke var signifikant forskel pa
behandlingerne mellem dag 127 og 325, blev data for denne
periode for de bestrilede kontrolprever, baggrund og detergent-
proverne i det efterfolgende betragtet som replikater. Kurveforle-
bene for nedbrydningen af phenanthren, anthracen, fluoranthen,
pyren og benz(a)pyren mellem 127 og 325 dage ved henholdsvis
15 og 25 °C blev sammenlignet ved linier regression (opsum-
meret i Appendiks 4.B.3). Den statistiske analyse viste ingen
signifikant forskel i omsatningen af PAH ved henholdsvis 15 °C
og 25 °C. Dette resultat stemmer delvis overens med konklusio-
neme pé pladespredningsforseget, hvor antallet af dyrkbare
phenanthren-nedbrydende bakterier i baggrundspreverne var
uatheengig af temperaturen. Tilseetning af detergent havde en
heemmende virkning pa antallet af dyrkbare phenanthren-ned-
brydende bakterier ved 25°C til forskel for 15 °C (afsnit 3.1.1).

Estimering af mengden af ~ Tabel 3 gengiver de estimerede ligninger for nedbrydningsfor-

nedbrudt PAH lobet for de undersogte PAH-forbindelser. Alle de beregnede
heeldninger var negative (Tabel 3), hvilket betyder, at der i lgbet
af forspgets sidste 198 dage fandt signifikant reduktion sted af
PAH-forbindelserne.

Tabel 3 Ligninger for PAH-nedbrydningsforleb bestemt ved linieer regression. x= tiden i dage. Ligningerne er beregnet
pa baggrund af data for alle behandlinger ved 15 og 25 °C (n=36) for tiden 127 dage til 325 dage.

PAH-forbindelse In konc.= A+Bx R?

Phenanthren 2,9644 - 0,0054x 0,7047
Anthracen 2,6684 - 0,0067x 0,7915
Fluoranthen 3,5546 - 0,0055x 0,8009
Pyren 3,2106 - 0,0052x 0,7029
Benz(a)pyren 2,6873 - 0,0063x 0,7273

Tabel 4 angiver den teoretiske mangde PAH fjernet i systemet fra
dag 127 til 325. Verdierne er beregnet pa baggrund af de i Tabel
3 estimerede regressionsligninger for de undersegte PAH-for-
bindelser. Da den udeblivende nedbrydning i forsegets ferste 127
dage tilskrives ikke optimale nedbrydningsbetingelser i jorden, vil
kun de sidste 198 dage af forseget blive diskuteret.
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Startkoncentrationerne i den anvendte PAH-forurenede gasvaerks-
jord var forholdsvis lave, og forureneningen ma betragtes som
verende mindre sammenlignet med mange af de i litteraturen
rapporterede nedbrydningsforseg (Aprill et al. 1990; Weissenfels et
al. 1990; Ellis et al. 1991). Samtidigt er forureningen pa Frederiks-
berg gasveerksgrund af sldre dato, og de mikrobielt lettilgeen-
gelige organiske forbindelser er sandsynligvis nedbrudt. De
tilstedeveerende PAH-forbindelser méa derfor forventes at vaere
relativt stzerkere bundet til jordpartikler og derfor sveerere til-
gaengelige for mikroorganismerne end PAH-forbindelser i yngre
forureninger.

Tabel 4 Procent PAH fjernet fra mikrokosmossystemet i perioden 127 til 325 dage (198 dage), beregnet pa baggrund af
de i Tabel 3 estimerede regressionsligninger. t¥%= halveringstid i forsegsdesignet i dage.

PAH mg PAH/kg TS | mg PAH/kg % PAH |t
t= 127 dage TS fjernet (dage)
t= 325 dage

Phenanthren 9,8 34 65,7 128
Anthracen 6,2 1,6 73,5 103
Fluoranthen 17,4 59 ' 66,4 126
Pyren 12,8 4,6 64,3 133
Benz(a)pyren 6,6 1,9 71,2 110

Omseetningen af phenanthren og anthracen forventes pa grund af
disse forbindelsers kemiske struktur og fysisk-kemiske egenskaber
(vandopleselighed, log Kow etc) at vere relativ sterre end for
PAH-forbindelserne fluoranthen, pyren og benz(a)pyren (Sims &
Overcash 1983). Med udgangspunkt i ovenstdende er det bemaer-
kelsesveerdigt, at reduktionen af phenanthren og anthracen er af
samme storrelse (66-74% pa 198 dage) som for fluoranthen, pyren
og benz(a)pyren (64-71% pa 198 dage), der normalt er betragtet
som vearende relativt biologisk sveerere nedbrydelige. Den pro-
centvise nedbrydning af udvalgte PAH i jordforseg rapporteret i
litteraturen er summeret i Tabel 5.

Med undtagelse af phenanthren og anthracen er de omsatte PAH-
mengder (Tabel 4), forsegsperiodens lengde (198 dage) taget i
betragtning, sammenlignelige med resultaterne vist i Tabel 5. Den
procentvise lavere omsetning af phenanthren henholdsvis an-
thracen kan som tidligere naevnt skyldes PAH-forureningens
alder. Halveringstider for nedbrydning af udvalgte PAH-for-
bindelser i jordforseg rapporteret i litteraturen samt resultater for
dette forseg er beskrevet i Tabel 6. De rapporterede halverings-
tider for de undersogte PAH-forbindelser varierede meget fra
forsog til forseg, sandsynligvis pga. forskelle i startkoncentratio-
ner, forsegsbetingelser etc.
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De i Tabel 6 opgivne halveringstider for phenanthren og pyren er
generelt lavere end de i vores forsog bestemte veerdier. Halve-
ringstider bestemt for anthracen, fluoranthen og benz(a)pyren
adskiller sig ikke fra de i litteraturen rapporterede veerdier.

Tabel 5 Nedbrydningsprocenter af udvalgte PAH-forbindelser rapporteret i litteraturen. Co: initiel koncentration

(mg/kg jord). - : ikke bestemt.

“ | % nedbrudt “CL % nedbrudt Jl&f % nedbrudt
Phenanthren 61 88,5 | 98,8 ]
Anthracen 38 89 - -
' Fluoranthen " 154 | 45 - -
Pyren 49 628 “ 177 | 58 26,5 97,0
Benz(a)pyren || 28 | 434 “ 10 |50 - -

! Mueller et al. (1991), forsegsperiode: 84 dage, 2 Sims (1986), forsegsperiode: 90 dage,  Wang & Bartha (1990),

forspgsperiode 84 dage
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Ved rapportering af resultater fra PAH-nedbrydningsforseg er det
sjeeldent diskuteret, hvorvidt de reducerede PAH-koncentrationer
skyldes mikrobiel nedbrydning eller mikrobiel betinget inkor-
porering af omdannet PAH i jordens organiske fraktion. Mahro
og hans gruppe i Tyskland arbejder i disse &r pa at belyse de
processer, der ligger bag mikrobiel inkorporering af PAH samt
omfanget af disse processer i forhold til mineraliseringsprocesser-
ne (Mahro et al. 1994; Eschenbach et al. 1994). Det ber udfra op-
reningsmeessige synspunkter diskuteres, hvorvidt PAH inkor-
poreret i jordens organiske fraktion (svarende til humus) skal
betragtes som "nedbrudt". Det ber ogsé undersoges, hvorvidt
denne nye "humusfraktion" er stabil eller om inkorporeringen af
PAH er reversibel, og om PAH sdledes med tiden vil blive frigjort
til omgivende jord.



Tabel 6 Halveringstider ved nedbrydning af udvalgte PAH-forbindelser i jordsystemer.

PAH ] Co (mg/kg jord) | t¥2 (dage) Reference

Phenanthren 2,1% 26 Groenewegen & Stolp 1976
Phenanthren 98* 128 Denne rapport
Phenanthren || 30 69 Sims 1986

Anthracen 6,2 % 103 Denne rapport

Anthracen r 10,3 * 143 Gardner et al. 1979
Anthracen I 13,7 * 108 Gardner et al. 1979
Anthracen " 38 28 Sims 1986

Fluoranthen 16,5 * 143 Gardner et al. 1979
Fluoranthen “ 17,4 * 126 Denne rapport
Fluoranthen 23,0 * 105 Gardner et al. 1979
Fluoranthen 154 104 Sims 1986

Pyren 50* 3 Medvedev & Devidov 1972
Pyren " 12,8 * 133 Denne rapport

Pyren | 177 73 Sims 1986

Benz(a)pyren || 6,6 * 110 Denne rapport
Benz(a)pyren || 9,5 * 294 Gardner et al. 1979
Benz(a)pyren || 10 91 Sims 1986

Benz(a)pyren | 18,5 * 30 Gardner et al. 1979

: forsegene udfert ved medium temperaturer (15-25°C). Co: initiel koncentration.
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3.1.4 Sammendrag

Da de bestrilede jorde ikke forblev sterile i hele forsegsperioden
(afsnit 3.1.1, Figur 3), og da det ikke var muligt at skelne mellem
de bestralede prever og baggrundspreverne i de statistiske test
(afsnit 3.1.3), kunne de bestralede kontrolprover ikke anvendes til
at vurdere, hvor stor en del af den observerede reduktionen af
PAH-koncentrationen i forsggssystemerne, der kunne tilskrives
biologiske henholdsvis abiotiske processer.

Den abiotisk fjernelse af PAH fra jorden via kemisk fiksering,
fotooxidation, fordampning og dannelsen af perkolat var minimal.
Ligeledes vurderedes péavirkningen fra preveudtagning og de
kemiske analyser at have veeret ubetydelig. Efter dag 127 var
PAH-koncentrationerne signifikante aftagende. De observerede af-
tagende PAH-koncentrationer vurderedes at veere et resultat af
biologiske processer som mineralisering og inkorporering af PAH
i jordens organiske fraktion.

Der blev observeret lagfaser pA PAH-nedbrydningen pa omkring
4 maneder. Sammenholdt med aftagende antal phenanthren-
nedbrydende bakterier i samme periode er det sandsynligt at de
tilstedeveerende forspgsbetingelser (stigende pH pga. de tilsatte
neeringssaltene) har virket heemmende pa de PAH-nedbrydende
bakterier og dermed veeret arsag til, at der ikke sas initiel ned-
brydning af PAH-forbindelserne. Efter inkubation i ca. 130 dage
adapterede bakterierne sandsynligvis til forholdene.

Generelt var de malte PAH-koncentrationer lavere i de detergent-
behandlede prover end i de bestrilede henholdsvis baggrunds-
proverne i forsegets forste 127 dage. Efter de indledende lagfaser
var der ikke signifikant forskel mellem behandlingerne (bestra-
ling, detergent, baggrund og inkubationstemperatur).

Den anvendte detergentblanding har haft en initiel effekt pa
nedbrydningen af PAH-forbindelserne. Virkningen af detergent-
blandingen udeblev med tiden. Dette skyldes sandsynligvis
mikrobiel omsztning af detergenten. Det ber derfor overvejes at
tilseette detergent flere gange i lobet af inkuberingsperioden for at
opna en varig effekt.



Effekt af temperatur

Meengde PAH fjernet i
systemet

En oget inkubationstemperatur fra 15 til 25 °C havde generelt
ingen signifikant stimulerende effekt pa omsaetningen af PAH.
Dette stemmer delvis overens med resultaterne fra pladespred-
ningsforsegene, hvor dyrkbarheden af de phenanthren-nedbry-
dende bakterier i detergentbehandlet jord blev heemmet ved 25 °C
i forhold til 15 °C.

De undersegte PAH-forbindelser; phenanthren, anthracen,
fluoranthen, pyren og benz(a)pyren blev uafheengig af pafert
behandling (bestraling, temperatur og detergent) fjernet med
henholdsvis 66, 74, 66, 64 og 71 % i lebet af forsegsperioden
sidste 198 dage. I betragining af forsegsperiodens leengde (198
dage, nar der ikke tages hensyn til de indledende lagfaser) er
nedbrydningsprocenterne for phenanthren og anthracen forholds-
vis lave sammenholdt med lignende forseg rapporteret i littera-
turen. Dette skyldes formodentlig at tilgeengeligheden af de
pageldende forbindelser, pga. den anvendte jords forurenings-
historie (aeldre forurening, lave udgangskoncentrationer etc.) ma
antages at vere lille. Den procentvise omsetning og de beregnede
halveringstider for fluoranthen, pyren og benz(a)pyren adskiller
sig generelt ikke fra de i litteraturen rapporterede verdier.
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3.2 Kolonneforsog

Det blev ved variansanalyse undersegt, om kolonneforsogets
design havde givet anledning til signifikante forskelle i PAH-kon-
centrationerne. Analysen var baseret pa data fra sidste proverun-
de (dag 126). Resultaterne af variansanalysen er placeret i Appen-
diks 4.A.1. Der var med undtagelse af de beluftede "rajordskolon-
ner" ingen signifikant forskel pd4 PAH-koncentrationerne i de to
replikatkolonner. Det blev konkluderet, at designet af forseget
generelt ikke havde signifikant indflydelse pa PAH-koncentratio-
nerne, og prever udtaget fra samme type kolonner kunne i den
efterfolgende behandling af resultaterne betragtes som replikater.
PAH-koncentrationerne i forsegsjorden blev séledes bestemt, som
var der udtaget to prever per behandling per preverunde.

Faktorer, som beluftning af kolonnerne (indgangsflow i bunden af
kolonnen) eller fordampning af de mest flygtige PAH-forbindelser
fra toppen af kolonnerne, kunne teenkes at have indflydelse pa
PAH-forbindelsernes kvantitative vertikale fordeling i forsegsop-
stillingen. Den anvendte preveudtagningsprocedure (Appendiks
1) ville ved signifikant vertikal variation i PAH-koncentrationerne
i kolonnerne vere uanvendelig. Den vertikale variation i PAH-
koncentrationerne blev ved forsegets afslutning undersegt ved at
udtage enkeltpraver fra kolonnens top, midt og bund. Derudover
blev en blandingspreve bestéende af delprover fra hele kolonnes
lzengde udtaget. Der var for ingen af kolonnerne signifikant
forskel pa PAH-koncentrationerne mellem top, midt, bund eller
blandingspreve. Dette betyder, at preveudtagningsproceduren
ikke har haft signifikant indflydelse pa variationen af PAH-kon-
centrationen i prgverne.

Den anvendte metode for preveforberedelse af jordprover
indeholdende flis vanskeliggjorde tolkningen af analyseresultater-
ne af disse prover mht. storrelsen af den nedbrudte meengde
PAH. Storre stykker af flis blev af analyselaboratoriet usystema-
tisk frasorteret manuelt forud for den organiske ekstraktion af
proverne. Da flis med tiden nedbrydes i jordsystemet, vil der
sandsynligvis med tiden vere blevet fiernet mindre og mindre flis
fra de udtagne prever. Denne procedure kan have betydet, at de
malte PAH-koncentrationer har haft varierende storrelse af for-
holdet flis;jord som grundlag for bestemmelse af torstofindholdet.
Reelt kan dette betyde, at der mod slutningen af forsgget er
rapporteret for lave PAH-koncentrationer.

De malte PAH-koncentrationer har sterre standardafvigelser og er
mere variable i bade rajorden og jord tilsat flis end i jorden tilsat
kompost (Figur 7). Den indledende behandling af den til for-
spgene anvendte jord, hvad enten tilsat kompost, flis eller an-
vendt "rd", har veeret ens og er siledes ikke grund til denne
forskel. Det er muligt, at den tilsatte kompost har pavirket PAH-
forbindelsernes fordeling i jorden, siledes at variationen er blevet
mindre. Det er dog ikke pa baggrund af de udferte forseg muligt
at undersoge dette. "



PAH-koncentrationerne i prever fra E (beluftet jord tilsat flis) var
gennem hele forspgsperioden generelt hojere end i prover fra de
andre behandlinger (Figur 7). Niveauforskellen kan ikke umiddel-
bart forklares. PAH-koncentrationerne per kilo terstof i de for-
skellige typer prover er ikke korrigeret for indholdet af flis hen-
holdsvis kompost og kan derfor ikke direkte sammenlignes. Den
udeblivende korrektion skyldes den ovenfor beskrevne provefor-
beredelse for prever med flis.

Der blev ikke observeret reduktion af PAH-koncentrationer i
baggrundsjorden, og hverken beluftning eller tilseetning af kom-
post har i lebet af forsegsperiodens 126 dage haft en reducerende
effekt p4 PAH-koncentrationerne i jorden i forhold til rajorden
(Figur 7 A,B,C og D). I de beluftede kolonner tilsat flis (Figur 7E)
ses, pa trods af spredningerne i modseetning til de andre behand-
linger, en mere udbredt tendens til faldende PAH-koncentrationer
i lobet af inkubationsperioden (Figur 7A,B,C,D). I Tabel 7 er
mengden af fiernet PAH i kolonne E (beluftet, tilsat flis) beregnet
pa baggrund af de malte koncentrationer efter 0 og 126 dage. Der
er ikke taget hejde for de mélte PAH-koncentrationer mellem
disse tidspunkter. Som det fremgar af tabellen fiernes 24% phe-
nanthren i lobet af de 126 dage mod 40% for benz(a)pyren. Phe-
nanthren er den af de udvalgte PAH-forbindelser, der forventes
hurtigst nedbrudt i jordforseg (Mueller et al. 1991). Vores observa-
tion er saledes i modstrid med litteraturen.

Tabel 7 PAH-koncentrationer ved forsagets start (t=0 dage) og afslutning (t=126 dage) i kolonne E (tilsat flis og
beluftet). © Veerdierne er gennemsnit + std. afvigelse beregnet pa baggrund af 3 replikater (n=3). 2Verdierne er
gennemsnit + std. afvigelse beregnet pa baggrund af gennemsnit af 8 bestemmelser (top-, midt-, bund- og blandings-
veerdier for 2 replikat (n=16) kolonner).

PAH t=0 dage" t=126 dage® | fjernet % fjernet
B mg/kg TS mg/kg TS mg/kg TS
Phenanthren— 15,2-: 4,2 - 1_1,6 + ;,Z 3,6 - 24
Anthracen 8,8+ 1,8 6,0 3,3 2,8 32
Pyren 25,1 £ 4,3 18,1 = 3,8 7,0 28
Fluoranthen 32,0 + 5,6 259 + 5,8 6,1 19
Benz(a)pyren || 209 +4,5 12,6 £ 2,6 8,3 40

Omsatningen for de forskellige PAH-forbindelser blev bestemt
ved linizer regression af PAH-koncentrationerne i de beluftede
kolonner tilsat flis. Ingen af de beregnede haldninger var signifi-
kant forskellige fra nul (95% konfidensniveau). Dette betyder, at
de umiddelbare fald i PAH-koncentrationerne, som fremgar af
Figur 7 og Tabel 7, ikke er signifikante, og at der saledes ikke har
fundet signifikant nedbrydning af PAH sted i de beluftede kolon-
ner tilsat flis. Resultaterne for de statistiske analyser er at finde i
Appendiks 4.A.2
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P4 baggrund af resultaterne praesenteret i Figur 7, Tabel 7 og
regressionsanalyserne konkluderes, at ingen nedbrydning af de
underspgte PAH-forbindelser under de undersogte forsegsbe-
tingelser (baggrund, beluftning, tilseetning af kompost og flis) har
fundet sted efter 126 dages inkubation. Den udeblivende reduk-"
tion af PAH-koncentrationen i jorden efter 126 dages inkubation
skyldes sandsynligvis, som diskuteret i afsnit 3.1.3 og 3.3.0 for-
hold i forsegsjorden, som virkede heemmende for PAH-nedbryd-
ningen. Inkubationsperioden for kolonnerne var "kun" 126 dage i
modsetning til 325 dage i mikrokosmosforseget. Forsegsperioden
for kolonnerne var formodentlig ikke lang nok til, at de PAH-ned-
brydende bakterier adapterede til forsegsbetingelserne i jorden.
Kolonnernes inkubationstid pa 126 dage svarer saledes til lagfasen
observeret i mikrokosmosforsoeget.

3.2.1 Sammendrag

Ingen af de anvendte behandlinger (baggrund, beluftning, til-
setning af flis eller kompost) medferte signifikant nedbrydning af
de seks udvalgte PAH-forbindelser (phenanthren, anthracen,
fluoranthen, pyren og benz(a)pyren) i lobet af de 126 dage kolon-
neforspget varede. Der blev i mikrokosmosforseget observeret
lagfaser af ca. 4 maneders varighed for nedbrydningen af de
pageldende PAH-forbindelser. Den udeblivende nedbrydning af
PAH-forbindelserne i kolonnerne skyldes sandsynligvis, som i
mikrokosmosforsoget, at forsegsbetingelser i jorden virkede
heemmende pd PAH-nedbrydningen. Forsegsperiodens 126 dage
var ikke tid nok til, at bakterierne kunne adaptere til forholdene i
jorden.
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3.3 pH i mikrokosmos- og kolonnesystemet

I kolonnesystemet blev pH bestemt til hvert udtagningstidspunkt.
Tabel 8 gengiver udviklingen i pH i de forskellige kolonner i
lgbet af forsggsperioden. pH steg 1 alle kolonnerne fra 8,1-8,3 til
9,0-9,9 i lebet af forsegsperioden.

Tabel 8 Udviklingen i pH i kolonneforsaget over forsegsperioden. Bestemt i vand. ! triplikabestemmelser, evrige

malinger er duplikatbestemmelser

pH i vand dag | dag | dag | dag | dag | dag | dag dag

“ oY 22 50 84 126 | 126 126 126

] mix | top midt | bund

Al (+luft) " 8,1 89 |9, 98 (98 199 97 9,7
A2 (+luft) 8,1 86 [93 199 |99 (99 99 98
B1 (baggrund) 81 89 189 |95 (96 |98 9,6 9,2
B2 (baggrund) 8,1 88 |90 (97 195 |99 94 9,3
C1 (kompost+luft) || 8,4 88 191 [90 |94 |94 9,5 9,6
C2 (kompost-+luft) 8,4 89 8,6 9,0 9,1 9,2 9,1 9,2
D1 (+kompost) l 84 85 |86 [86 |90 [91 8,9 9,0
D2 (+kompost) r&4 85 |86 |86 |90 |90 8,9 9,0
E1 (flis+luft) " 8,3 90 |85 |98 |99 [101 |99 9,9
E2 (flis+luft) “ 8,3 88 {85 |97 199 |99 9,8 9,8
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I mikrokosmosforseget blev pH indledningsvis bestemt til 8,4 i
den anvendte jord. Efter forsegets afslutning (325 dage) blev pH
bestemt i de enkelte mikrokosmos. Tabel 9 gengiver de mélte pH-
veerdier. De malte pH-verdier efter inkubation i 325 dage er
relativt heje (9,7-10,1) i forhold til startveerdierne bestemt for
systemet. Verdierne svarer i niveau til de pH-veerdier, der blev
bestemt i kolonneforsgget. Udviklingen i de mélte pH-veerdier for
kolonneforsoget henholdsvis mikrokosmosforseget tyder pa, at
pH har veeret omkring 130 dage om at blive stabiliseret i jordsy-
stemet.

pH-niveauet i sunde jorde er normalt baseret pd Ca™- og Mg™*-
karbonatbuffersystemet, og pH-veerdier pa mellem 6 og 8.5 er
almindelige. Tilstedevzerelsen af neutrale salte, specielt calcium og
magnesiumkarbonater samt natriumklorider og -sulfater vil
forhindre at pH stiger meget over 8,5. I jordtyper, hvor NaCO; er
den mest udbredte salttype vil reaktion med CO, give et over-
skud af hydroxidioner i forhold til hydrogenioner i jordveesken.
Dette er dog mest udbredt for i forvejen udpinte jordtyper. Resul-
tatet er, at jorden bliver basisk, og pH-veerdier mellem 9 og 10
kan blive aktuelle (Brady 1974). '



Tabel 9 pH i mikrokosmos ved forsegets afslutning efter inkubation i 325 dage. Bestemt i vand. Vardierne
repraesenterer et gennemsnit af to malinger.

Spand nr. pH Bemeerkninger
Al 9,9 Baggrund 15 °C
A2 9.8 Baggrund 15 °C
Bl 9,8 Baggrund 25 °C
B2 9,8 Baggrund 25 °C
C1 9,8 Detergent 15 °C
C2 9,8 Detergent 15 °C
D1 10,0 Detergent 25 °C
D2 9,7 Detergent 25 °C
E1l 99 Bestralet 15 °C
E2 10,0 Bestralet 15 °C
F1 10,1 Bestralet 25 °C
F2 10,1 Bestralet 25 °C

Dette betyder, at de alkaliske pH-veerdier, der er malt i jordpre-
verne fra henholdsvis kolonne- og mikrokosmosforsgget formo-
dentlig er fremkommet som et samspil mellem en ringe bufferka-
pacitet i jorden, den anvendte type naeringssalte (Na,HPO, og
NaNO;) og den tilsatte meengde af disse. De anvendte salte blev
valgt, da de er letopleselige i vand. I kolonneforseget blev saltene
tilsat som krystaller, da den meengde vand, der skulle tilsettes til
jorden var minimal og derfor ikke kunne oplese den nedvendige
mengde salte. I mikrokosmosforseget blev saltene tilsat oplest i
vand (Appendiks 3.1.A og B samt Appendiks 3.2.A og B). Buffer-
kapaciteten i den anvendte jord blev ikke undersogt inden for-
sogets start, men efter forsegets afslutning. Bufferkapaciteten i
jorden var ringe (Appendiks 3.1.C) og forméede ikke at stabilisere
pH ved tilsaetning af NaHCO,. Meengden af tilsatte nzeringssalte
blev beregnet udfra et C:N:P-forhold pa 30:5:1, hvilket er optimalt
for bakterier (Paul & Clark 1989). Det aktuelle forhold for jorden
blev beregnet pa baggrund af jordens indhold af tilgeengeligt P,
totalt N og totalt organisk C, sidstnaevnte bestemt ved glodetab.
Alternativt kunne den nedvendige meengde neerings-salte veere
beregnet udfra landbrugsmeessige betragtninger eller med ud-
gangspunkt i jordens indhold af PAH-forbindelser. Da forsegene
blev startet op med et mikrobiologisk udgangspunkt blev de
landbrugsmaessige betragtninger ikke overvejet, og da der ikke
blev analyseret for samtlige PAH-forbindelser i jorden (iseer flere
lavmolekylere forbindelser manglede), og da der sandsynligvis
ville ske en mineralisering af andre organiske forbindelser i
jorden, blev gladetabet brugt som grundlag for beregningerne.
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Typen af neringssalte (Ca++ eller Na+) kan, hvis saltene an-
vendes i hgje koncentrationer, have betydning for pH i jord med
ringe bufferkapacitet. Derimod er typen ikke afgerende for pH 1
tilfzelde, hvor lave saltkoncentrationer benyttes. Det kan pa bag-
grund af de malte pH-veerdier samt den opnéede viden om
jordens bufferkapacitet konkluderes, at typen savel som mangden
af de anvendte neeringssalte burde have veeret overvejet naermere.

De alkaliske pH-veerdier malt i jordsystemerne naermede sig et
pH-omrade, som normalt ikke antages at veere optimalt for ned-
brydning af hydrocarboner (Weissenfels et al. 1990; Dibbles &
Bartha 1979). Generelt antages det ikke for sandsynlig, at den
generelle bakterielle aktivitet ved pH 8,4 vil vaere vzsentlig for-
skellig fra aktiviteten ved pH 9,9. De observerede lagfaser i PAH-
nedbrydningen samt de gennemgéende fald i antallet af phe-
nanthren-nedbrydende bakterier efterfulgt af en stigning i antallet
efter 127 dage (Figur 4) antyder dog, at de phenanthren-ned-
brydende bakterier var felsomme overfor pH-stigningen. Bakteri-
erne var stortset i stand til at adaptere til forholdene med tid. Det
er kendt, at bakteriel aktivitet opretholdes selv under ekstreme
pH og saltkoncentrationer. Med henvisning til tidligere erfaringer
vurderes effekten af osmotisk stress pga. de tilsatte neeringssalte
ikke at pavirke bakterierne (Frankenberger & Karlson 1995).

pH’s indflydelse pé den bakterielle viabilitet og aktivitet i for-
segsjorden blev undersegt. pH's indflydelse pa viabiliteten af
phenanthren—nedbrydende bakterier blev ved afslutning af mikro-
kosmosforseget bestemt i forsegsjord (jord tilsat detergent inku-
beret i 325 dage, hvor pH havde stabiliseret sig omkring 9.8) ved
dyrkning pa phenanthren-coatede agarplader, hvor pH varierede
mellem 7,4 og 10,0 (Appendiks 4.B.4). Der var signifikant forskel
pé antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier pa pladerne
afheengig af pH i mediet (1,6 - 4,3*10* cfu/g torstof). Der var dog
ingen sammenhzeng mellem antallet af dyrkbare phenanthren-
nedbrydende bakterier og stigende pH i mediet, og det kan pa
baggrund af dette forseg ikke konkluderes, om hgje pH-veerdier
har formindsket viabiliteten i forsegsjorden. pH-malingerne for
kolonne- og mikrokosmosforsggene tydede som tidligere omtalt
pa, at pH i jorden stabiliserede sig efter ca. 130 dage. Det er
derfor sandsynligt, at bakterierne i den anvendte forsegsjord
allerede var adapterede til miljget, og at det var grunden til, at
viabiliteten ikke blev pavirket af stigende pH i mediet. Dette
underbygges af resultaterne fra pladespredningsforsegene omtalt 1
afsnit 3.1.1, hvor viabiliteten af phenanthren-nedbrydende bakteri-
er faldt fra omkring 10* til 10? cfu/g terstof i forsegets forste 127
dage, i hvorefter antallet steg til omkring 10* cfu/g terstof i tre ud
af fire behandlinger. Det totale antal dyrkbare bakterier, bestemt
som funktion af inkubationstiden ved de forskellige forsogsbe-
tingelser, er beskrevet i Figur 4. Det totale antal dyrkbare bakteri-
er folger generelt ikke udviklingen for de dyrkbare phenanthren-
nedbrydende bakterier, der indledningsvis var aftagende, hvor-
efter antallet generelt steg.



De haje pH-veerdier og/eller den tilsatte maengde neringssalte

har saledes ikke umiddelbart haft indflydelse pa dyrkbarheden af
det totale antal bakterier i jorden, mens dyrkbarheden af de phe-
nanthren-nedbrydende bakterier sandsynligvis er blevet pavirket.

For at fa kendskab til pH’s indflydelse pa dyrkbarheden af ikke-
adapterede phenanthren-nedbrydende bakterier, ville det vaere
nedvendigt at gentage forseget med ikke inkuberet forsegsjord.
Dette var ikke muligt indenfor dette projekts rammer. Adaptation
af phenanthren-nedbrydende bakterier til alkaliske pH-veerdier er
tidligere rapporteret. Mueller et al. (1991b) anvendte i tilsvarende
mikrokosmosforseg et PAH-forurenet sediment, som pé grund af
dets indhold af flyveaske var meget alkalisk (pH omkring 10). De
fandt, at sedimentets indhold af phenanthren-nedbrydende bak-
terier (bestemt ved klaringszone-metoden) i lebet af 8 ugers
inkubering var i stand til at adaptere til det alkaliske milj.

Den umiddelbare bakterielle aktivitet i jorden mht. mineralisering
af PAH-forbindelserne blev undersegt med *C-meerket phenanth-
ren som modelstof. Den anvendte jord havde, som i forseget
ovenfor, veeret inkuberet i 325 dage. Figur 8 viser resultaterne af
dette indledende forseg. Resultaterne kan ikke umiddelbart
bruges til at sammenligne effektiviteten af de forskellige behand-
linger, men det fremgar, at op til omkring 40% af den tilsatte
meengde “C-merket phenanthren blev omsat i jorden pa 42 dage.
Da bakterierne i den anvendte jord, som omtalt ovenfor sandsyn-
ligvis allerede var adapteret til miljget i jorden, kan disse resulta-
ter ikke direkte anvendes til at forklare, om den mikrobiologiske
mineralisering af phenanthren var blevet heemmet af pH i jorden
sammenlignet med jord med normal pH. I mikrokosmosforseget
blev der p& 198 dage omsat 66 % phenanthren (Tabel 4). For-
skellen mellem dette resultat og resultaterne opndet i minerali-
seringsforseget (Figur 8) skyldes sandsynligvis, at den tilsatte UC-
merket phenanthren var bundet mindre steerkt til jorden sam-
menlignet med phenanthren-forureningen i forsggsjorden.

Sammenholdes resultaterne med resultater for omseetning af “C-
meerket phenanthren i jord rapporteret af Manila & Alexander
(1991) og med tidligere erfaringer med omszetning af "“C-merket
anthracen og pyren i den pageldende forsegsjord (Willumsen &
Karlson 1993) fremgér det, at der ved forsegets afslutning var
signifikant phenanthren-nedbrydende mikrobiel aktivitet tilstede i
jorden.

Det er ikke muligt pa baggrund af de ovenfor omtalte plade-
sprednings- og mineraliseringsforseg at vurdere, om de alkaliske
pH-veardier og meengden af de anvendte neeringssalte har pa-
virket omfanget af PAH-nedbrydningen i jorden. Mineraliserings-
forseget viste imidlertid, at der ved mikrokosmosforsegets af-

slutning var aktive phenanthren-nedbrydende bakterier tilstede 1
forspgsjorden.
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Figur 8 Den mikrobielle aktivitet mht. *C

B P
(@] (3]

W
[&]

Akkum. 14C02 i % af tilsat 14C-
phenanthren

Dette tyder, sammen med det gennemgaende fald efterfulgt af
stigning i antallet af dyrkbare phenanthren-nedbrydende bakterier
i mikrokosmosforsgget (afsnit 3.1.1) samt omfanget af PAH-ned-
brydningen mikrokosmosforsegene for og efter 130 dage (afsnit
3.1.3) og den udeblivende nedbrydning i kolonneforseget (afsnit
3.2) p4, at bakterierne var omkring 130 dage om at adaptere til
miljoet i jordsystemerne.

1000 1200

Tid(h)

-maerket phenanthren i forsegsjorden udtaget efter 325 dages inkubation i

mikrokosmos. Véerdierne reprasenterer et gennemsnit af seks replikater (n=6). A: baggrund 15 °C; B: baggrund 15 °C;
C: detergent 15 °C; D: detergent 25 °C; E: bestralet kontrol 15 °C; F: bestrélet kontrol 25 °C.
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3.3.1 Sammendrag

P4 baggrund af ovenstaende kan det konkluderes, at de hoje pH-
vardier observeret i jordsystemerne sandsynligvis skyldes et
samspil mellem den ringe bufferkapacitet i den anvendte jord,
mengden af de tilsatte neeringssalte samt tilseetningen af N og P
som Na-salte. Den observerede lagfase i mikrokosmos- og kolon-
neforsogene skyldes formodentlig, at bakteriepopulationen i

jorden var omkring 127 dage om at adaptere til de alkaliske pH-
veerdier og/eller saltindholdet i jorden.



Mikrokosmosforsaget

4 Konklusion

Der blev observeret lagfaser pA PAH-nedbrydningen pd omkring
4 maneder. Sammenholdt med et aftagende antal phenanthren-
nedbrydende bakterier i samme periode (fra 510 il 10'-10° cfu/g
ts) er det sandsynligt, at de tilstedeveerende forsggsbetingelser
(stigende pH pga. tilsatte neeringssalte) har virket heemmende pa
de PAH-nedbrydende bakterier. Det totale antal dyrkbare bakteri-
er var ikke tilsvarende pavirket af de initielle forsegsbetingelser.
Antallet af phenanthren-nedbrydende bakterier steg generelt i
forsegets sidste 198 dage. Det blev konkluderet, at de phenan-
thren-nedbrydende bakterier i lobet af forsegets sidste 198 dage
adapterede sig til forsegsbetingelserne. Efter de indledende lag-
faser var koncentrationen af de undersogte PAH-forbindelser
(phenanthren, anthracen, fluoranthen, pyren og benz(a)pyren)
signifikant aftagende, og der blev uafhengig af pafert behandling
(bestraling, temperatur og detergent) fjernet med henholdsvis 66,
74, 66, 64 og 71 % i lebet af forsegsperiodens sidste 198 dage.
Indflydelsen af abiotiske processer pa fjernelsen af PAH blev
vurderet at veere minimal i forsegsdesignet. Udviklingen i PAH-
koncentrationerne i lobet af forsegsperioden blev antaget, at veere
pavirket af biologiske processer som mineralisering og inkor-
porering af PAH i jordens organiske fraktion.

I betragtning af forsegsperiodens leengde (198 dage, nar der ikke
tages hensyn til de indledende lagfaser) er nedbrydningspro-
centerne for phenanthren og anthracen forholdsvis lave sammen-
holdt med lignende forseg rapporteret i litteraturen. Dette skyldes
sandsynligvis en minimal tilgeengelighed af de pageeldende
forbindelser, der pga. den anvendte jords forureningshistorie
(gammel forurening, lave udgangs-koncentrationer etc.) ma an-
tages at vaere forholdsvis godt bundet i jorden. Maengden af
omsat fluoranthen, pyren og benz(a)pyren samt de beregnede hal-
veringstider for disse PAH adskiller sig dog generelt ikke fra de i
litteraturen rapporterede veaerdier.

Den anvendte detergentblanding havde en initiel effekt pa ned-
brydningen af PAH-forbindelserne. Der blev observeret en generel
tendens til, at niveauet af PAH-koncentrationerne i forsggets
forste 127 dage var lavere i de detergent behandlede prover end i
tilsvarende bestrdlede prover og baggrundsprever. Virkningen af
detergentblandingen udeblev med tiden. Dette skyldes, at den
tilsatte detergentblanding helt eller delvist blev anvendt som
letomsaettelig karbonkilde af jordbakterierne i systemet. En oget
inkubationstemperatur péa 25°C i forhold til 15 °C havde generelt
ingen signifikant stimulerende effekt pa nedbrydningen af PAH.
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Kolonneforsoget
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Ingen af de anvendte behandlinger (baggrund, beluftning, til-
seetning af flis eller kompost) medferte signifikant nedbrydning af
de seks udvalgte PAH-forbindelser (phenanthren, anthracen,
fluoranthen, pyren og benz(a)pyren) i lebet af de 126 dage for-
soget varede. Den udeblivende nedbrydning af PAH-forbindel-
serne i kolonnerne skyldes formodentlig, som i mikrokosmosfor-
soget, at forsggsbetingelser i jorden virkede heemmende pa PAH-
nedbrydningen. Forsegsperiodens 126 dage var ikke tid nok til, at
bakterierne kunne adaptere til forholdene.
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