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FORORD

Som led i oprensning af jordforurening med dieselolie pa en tankstation i Hedehusene opstod
der onske om at gennemfere in-situ oprensningen ved at ventilere formationen med atmosfarisk
luft. Der foreld kun begrenset dokumentation for, at denne metode inden for en rimelig
tidshorisont kunne reducere jordens indhold af olie ned til et acceptabelt nievau. For at kunne
belyse, om in-situ oprensning er muligt, blev det besluttet at gennemfort en rakke laboratorie-
forseg, som skulle vise om det er muligt af fremme nedbrydningen af dieselolie i en sandjord
ved forceret iltning. Forsegene er gennemfort i samarbejde mellem COWlconsult A/S og Dansk
Teknologisk Institut. Laboratorieforsegene er financieret af Lossepladsprojektet under
programmet for afvargeudviklingsprojekter.

Bo Lindhardt



SAMMENFATNING

Ved laboratorieforseg er det undersagt om iltning med atmosfarisk luft af sandjord forurenet
med dieselolie alene vil fremme den mikrobielle nedbrydning af olier, eller om det er nadven-
digt at tils@tte nzringssalte for at fi en acceptabel nedbrydningshastighed for olien. Det er
undersegt, hvorvidt det er tilstrekkeligt kun at tils@tte kvalstof for iltningen, eller om der ogsa
skal tils@ttes phosphor og mikronaringsalte for at fremme den mikrobielle nedbrydning.

Forsegsbetingelserne er tilstrebt at svare til de forhold, der forventes af forekomme i en
umattet sandjord, saledes at resultaterne kan danne grundlag for design af forsag med in-situ
oprensning af en umattet sandformation. Tit forsegene er der anvendt forurenet sandjord fra
en tankstation, hvor spildet med dieselolie antageligt er sket for mere end 8 Ar siden. Efter
homogenisering er koncentrationen af dieselolie i den anvendte sandjord mellem 4.800 og 6.400
mg/kg.

Forsegene er opbygget af forsegsserier, der hver bestdr af en rekke selvstendige sejler. En
forsagsserie bestAr maksimalt af 10 sejler. For hver miling nedtages der én sejle pr.
forsegsserie. Sojlerne er 10 cm haje og 5 cm i diameter. Selve jordsejlerne er ca. 6,4 cm hoje.
Jorden er pakket, si den oprindelige volumenvagt pA 1,6 g/cm® er opnaet. Tilsatning af
nzringssalte er sket ved at infiltrere gedningsholdigt vand, efter at jorden er pakket i sgjlerne.
Det infiltrerede vandvolumen svarer til ca. 4 porevoluminer. Efter tils®tning af gedningsvand
er jorden afdrznet. Jorden er gennembl®st med atmosfarisk luft under hele forsegsperioden.
Det tilfarte luftvolumen svarer til, at poreluften er udskiftet 10 gange pr. time. Forsegene er
genhemfart ved 9°C.

Forsegene viser, at der kun sker en vasentlig mikrobiel nedbrydning af dieselolie i sandjorden,
ndr der samtidig tilszttes bade nitrat og phosphat. NAr der tilsttes nitrat og phosphat, reduceres
koncentrationen af dieselolie med ca. 50% i labet af forsagsperioderne pA mellem 50 og 192
dage. I kontrolserierne sker der kun en reduktion i indholdet af dieselolie p& 20 %. I de forsags-
serier, hvor der er tilsat nitrat og phosphat, er forholdet mellem det kulstof, som er bundet i
olien, og nitrat i jorden i sterrelsesorden 25:1 og forholdet mellem kulstof og det udvaskelige
phosphat 150:1.

At der er tale om mikrobiel nedbrydning af olie underbygges af tre forhold. For det forste stiger
den aktive biomasse i jorden, udtrykt ved jordens indhold af ATP, i de forsegsserier, hvor der
sker en forpget reduktion af jordens indhold af olie. Efter en kort lagfase pa ca. 8 dage stiger
indholdet af ATP fra en udgangskoncentration pA mellem 30 og 160 ng/g til et niveau for det
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videre forlgb pA mellem 270 og 940 ng/g. Der ses ingen @ndring i jordens indhold af ATP i
de evrige forsegsserier. For det andet ses der kun en @ndring i oliens sammensatning i de for-
segsserier, hvor der sker en foraget reduktion i indholdet af dieselolie. Oliens indhold af n-
alkaner reduceres fra at udgere mellem 12 og 15% af olien til ca. 3 og 6%. Efter iltning i 16
dage er det muligt at registrere @ndringen i forholdet mellem pristan og n-C,;. Forholdet
mellem pristan og n-alkanen C,; stiger fra ca. 0,5 til mellem 1,5 og 1,8 inden for for-
sagsperioderne. . En tilsvarende udvikling ses i forholdet mellem phytan og n-alkanen C 4. For
det tredje viser malinger af kulbrinter i afkastluften, at der kun fjernes i sterrelsesorden 1-2%
af jordens olieindhold med afkastluften. Det indikerer, at den fysiske fjernelse af olien er
ubetydelig.

Tilstning af mikron®ringssalt til gedningsvandet vurderes at have en beskeden positiv effekt
pd den mikrobielle omsatning af olien. Det er ikke muligt at se nogen effekt pa totalkon-
centrationen af olie, mens der ud fra @ndringen i sammensatningen af olien ses en foregel
effekt.

Under antagelse af, at nedbrydningen forlgber efter en 0.ordens kinetik er der ved tilsatning
af nitrat og phosphat en nedbrydningshastighed pA mellem 0,014 og 0,061 g/(kgdegn). 1
litteraturen er der refereret nedbrydningshastigheder for olie i jord p4 meliem 0,02 og 0,4

g/(kgdegn).

Inden for rammerne af disse laboratorieforsag er jordens indhold af dieselolie maksimalt blevet
reduceret til 50% af udgangskoncentrationen, d.v.s. til mellem 2.500 og 3.600 mg/kg. Det er
endnu uklart, hvor lang tid der kraves for at fa nedbrudt de sidste 50% af olien. Forsagene
viser, at indholdet af samtlige identificerede stoffer reduceres ved iltningen.

Zndringen i oliens sammensa&tning, henholdsvis andelen af n-alkaner og forholdet mellem
pristan og n-C,, samt forholdet mellem phytan og n-C,g vurderes at vzre velegnede parametre
til at folge det indledende forleb af den mikrobielle nedbrydning af dieselolie, da disse
parametre er uafh@ngige af totalkoncentrationen.



SUMMARY

Lindhardt, B., Jacobsen, J. and Andersen, E.M. (1991): Degradation of diesel oil in unsaturated
soil. Losspladsprojektet, report A2, juli 1991

Laboratory experiments were conducted to investigate the possibility to promote microbial
degradation of diese! oil in a sandy soil only by aerating, or if it would be necessary to add
nutrients to achieve an acceptable biodegradation rate. Investigations have been carried out to
examine whether it is sufficient adding only nitrogen before oxidation, or if phosphate and
micro nutrients should be added as well to promote the microbial degradation process.

It was attempted to obtain experimental conditions corresponding to those in natural unsaturated,
sandy soils. The results will constitute a basis for designing experiments with in-situ cleaning
of unsaturated sand formations. Sandy soil from a filling station, where diesel oil spills occurred
probably more than 8 years ago, was used in the experiments. After homogenization, the
concentration of diesel oil in the soil was between 4,800 and 6,800 mg/kg.

The experiments are comprised of experimental series containing rows of independent columns.
Each experimental series contains a maximum of 10 columns. One column at a time is taken
out of the experimental series for measurement. The columns are 10 cm high and 5 cm in
diameter. Each soil column is 6.4 cm high. The soil is packed so that the original bulk density
of 1.6 g/cm3 is obtained. The addition of nutrients is done by infiltrating water containing
fertilizer after the soil has been packed into columns. The infiltrated volume of water
corresponds to approx, 4 pore volumes. After addition of the fertilized water, the soil is
drained. The soil is aerated throughout the whole experiment. The infusion of air per hour
corresponds to 10 times the soil air volume. The experiments are carried out at 9°C.

The experiments show that a substantial microbial degradation of diesel oil in sandy soil only
happens when there is added both nitrate and phosphate. With the addition of nitrate and
phosphate, the concentration of diesel oil is reduced by about 50% during the experimental
period of between 50 and 192 days. In the control series only about 20% of the diesel oil is
reduced. In the experimental series, where nitrate and phosphate are added, the ration between
carbon in the oil and the nitrate in the soil reaches 21:1, and the ration between carbon and the
leachable phosphate reaches 150:1.

Microbial degradation can be supported by three facts. Firstly there is an increase of active
biomass expressed be the content of ATP in the soil, in those experimental series where the
content of oil in the soil is rapidly reduced. After a short lag period of approx. 8 days, the
content of ATP increased from between 30 and 160 ng/g to between 270 and 940 ng/g. There
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is no change in content of ATP in the soil in the other experimental series. Secondly, there is
only change in composition of the oil, where there are add nitrate and phosphate to the soil. In
these experimental series the content of n-alkanes in the oil is reduced from between 12 and
15% of oil to 3 and 6%. After 16 days of aeration, it is possible to register changes in the
ration between pristane and n-alkanes C,,. Ration between pristane and n-C increase from 0.5
to 1.5 and 1.8 during the experimental period. A corresponding development is noticeable in
the ration between phystane an n-alkanes C,g. Thirdly, measurements of hydrocarbons in the
effluent air show that only 1-2% of the content in the soil removed. The indicates that physical
removal of oil is significant.

Addition of micro nutrients to the fertilized water is estimated to have a modest positive effect,
on the microbial degradation of oil. It is not possible to see any effect on the total concentration
of oil while there is an increased effect in the change of the composition of oil.

Assuming a first-order kinetic for oil biodegradation, the addition of nitrate and phosphate will
cause a degradation rates of between 0.014 and 0.061 g/(kg-day). A degradation rats for oil in
soil is referred in literature as being between 0.02 and 0.4 g/(kg-day).

In these laboratory experiments, the content of diesel oil in soil has been reduced to a maximum
of 50% of the outset concentration, which is between 2,500 and 3,600 mg/kg. It is still
uncertain how long time will be needed to degradation the remaining 50% of oil. The
experiments show that the content of all identified substances is reduced be biodegradation.

Changes in the composition of the oil, the ration of n-alkanes and the ration between pristane
and n-C,5, together with the ration between phytane and n-Cg, respectively, are estimated to
be appropriate parameters for following the introductory microbial degradation of diesel oil,
because these parameters are independent of the total concentration of oil.
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1. INDLEDNING

P4 tankstationer og ligende steder, hvor der er sket forurening med dieselolie, forekommer ofie
en vaesentlig del af olien i den umattede zone. I de tilflde, hvor forureningen forekommer
dybt eller tzt ved og under bygninger, kan det vare vanskeligt og omkostningsfyldt at bortgrave
den forurenede jord. I sddanne tilfelde vil det vere anskeligt at kunne gennemfore oprensning
af den forurenede jord in-situ.

Anvendelse af forceret ventilering til oprensning af jord forurenet med dieselolie er ikke
realistisk pa grund af oliens lave damptryk. Hovedparten af de stoffer, dieselolie bestar af, har
et damptryk pi mindre end 0,1 kPa. Fjernelse af dieselolie ved udvaskning er ¢j heller
realistisk, da opleseligheden af olien i vand er lille, mellem 2 og 20 mg/l.

Forcering af den biologiske nedbrydning anses for at vare en mulig metode til in-situ
oprensning af olieforurenet jord i den umattede zone. Jord, der er forurenet med dieselolie
renses i dag, efter at den er gravet op, ved udnyttelse af mikroorganismernes evne til at
nedbryde olien, f.eks. ved landfarming. Mange af de konstaterede forureninger med dieselolie
i den umattede jordzone er relative gamle, d.v.s. over 10 ar. Dette indikerer, at den mikrobielle
oms&tning af olie i en naturlig formation er kraftigt hemmet. Den optimale mikrobielle
omsztning af komponenterne i dieselolie sker under aerobe forhold, hvor der er tilstrekkelige
meangder af naringsstoffer og vand. I hvilket omfang det er mangel pd ilt og/eller nerings-
stoffer, der er begrensende for omsatningen af dieselolie, er vanskeligt at vurdere pa forhand
for den enkelte lokalitet.

En metode til in-situ oprensning af jord forurenet med dieselolie, kunne vare en forceret venti-

lering af den forurenede jordmatrice med atmosfarisk luft, efter at der eventuelt er infiltreret
vand med de nedvendige naringsstoffer.

Ventilering af den umattede jordzone er en kendt og afprevet teknik. Den anvendes ved
oprensning af flygtige organiske stoffer som f.eks. chlorerede oplasningsmidler og benzin.
Spergsmalet er, om iltning af forurenet jord alene vil fremme den mikrobielle omsatning af
dieselolien i tilstrekkeligt omfang, eller om det er nedvendigt at tilsztte nzringssalte for at fa
en acceptabel oms&tningshastighed.

Foreliggende rapport er en afrapportering af et laboratorieforsag, hvis formdl er at undersege
om det ovenfor skitserede koncept til in-situ nedbrydning af dieselolie i en umattet jord kan
anvendes. Det overordnede formal med laboratorieforseget er at estimere en realistisk nedbryd-



ningshastighed og hermed en tidshorisont inden for hvilken, det vil veere muligt at fA reduceret
koncentrationen af dieselolie til et acceptabelt niveau. Det er tillige undersegt, i hvilket omfang
iltning af forurenet jord alene vil kunne fremme den mikrobielle nedbrydning af dieselolie, elier
om der skal tilsattes neringssalte for at fi en rimelig nedbrydningshastighed. Det er undersagt,
om det er tilstrekkeligt kun at tilsztte kvalstof, i form af nitrat, eller om der ogs skal tilszttes
phosphat, samt mikron&ringssalte for at fi forceret den mikrobielle nedbrydning af dieselolien.

Laboratorieforseget er farste skridt i at gennemfere et pilotforseg med in-situ oprensning af jord
forurenet med dieselolie pA en tankstation i Hedehusene.
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2. NEDBRYDNING AF DIESELOLIE

Den mikrobielle nedbrydning af et olieprodukt vil ath&nge af sammensatningen af selve
produktet, af de tilstedevarende mikroorganismer og deres vakstbetingelser, s4 som temperatur,
elektronacceptorer og tilgengelige nzringssalte.

2.1 SAMMENSATNINGEN AF DIESELOLIE,

Dieselolie er fremstillet ved destillation af riolie og bestdr som folge heraf af en blanding af
flere hundrede forskellige kulbrinter. Den eksakte sammensatning af dieselolie athznger af den
raolie, som anvendes til fremstillingen og den anvendte fremstillingsmetode. Destillationsinter-
vallet for dieselolie angives oftest til 180-360°C (Christensen et al., 1987). Kulbrinterne i
dieselolie kan opdeles i 3 hovedfraktioner efter deres struktur : 1) alifatiske, 2) alicycliske og
3) aromatiske. Disse hovedgrupper kan sd igen opdeles i en ra&kke undergrupper efter
bindingstyper. Inden for hver grupppe findes der utallige kombinationer af forgrenede
forbindelser. Herudover indeholder dieselolie mindre ma&ngder af organiske forbindelser, som
indeholder svovl og kvalstof. I tabel 2.1 er der angivet en oversigt over stofgrupper, samt den
relative andel af hver hovedgruppe i en typisk dieselolie (Christensen et al., 1987).

Tabel 2.1: Strukurelle grupper af kulbrinter som finders i dieselelic samt fordelingen af disse i en typisk

dieselolic {Christensen et al 1987).

Molekylar struktur Fordelingen
Fraktion Type ) Atomar struktur Bindingstyper %
Alifatiske alkaner dben kede metitede
ca.30
alkener aben kede umettede
Alicycliske cycloalkaner ring mettede
ca. 45
cycloalkener ring umeatiede

Aromatisk aromatisk ring umetiede ca. 25




Jord forurenet med dieselolie vil oftest indeholde forskellige sammensatninger af oliekomponen-
ter, For udover, at der kan have varet forskel pA den oprindelige olie, kan olien i forskelligt
omfang vare mere eller mindre nedbrudt ved udvaskning eller pA grund af biologiske aktitivet
i jorden.

Identifikation og kvantificering af de enkelte stoffer og/eller stofgrupper kraver et omfattende
analysearbejde. Ved forureningsundersageiser bestemmes indholdet af dieselolie i en eventuel
forurenet jord oftest ved simpel ekstraktion med et organisk oplesningsmiddel, f.eks.
svovlkulstof, efterfulgt af en gaschromatografisk analyse af det ikke-fraktionerede ekstrakt pa
en non-polar kapillar kolonne. Ved en sddan metode fremtrader frisk dieselolie med et karak-
teristisk monster af n-alkaner samt en pukkel af uopleste toppe. Det er umiddelbart muligt at
identificere n-alkaner fra n-C g til n-C,4, idet de fremtreder som separate toppe pa chroma-
togrammet. P2 figur 2.1 er der vist et chromatogram af en frisk dieselolie. Et yderligere
karakteristikum, som fremtreder ved den gaschromatografiske analyse, er, at det er muligt at
identificere to forgrenede alkaner. Det drejer sig om henholdsvis pristan (2,6,10,14 tetramethyl-
pentadecan) som forekommer umiddelbart efter C;; n-alkanen og phytan (2,6,10,14 tetra-
methylhexadecan) der forekommer umiddelbart efter C,g n-alkanen.

1 n-C,-,

n-C,,

_ T T

10 20 30 40 SO a o min.

Figur 2.1: Chromatogrammet af en frisk dieselolie. Kolonne: J og W Fused silica DB-5, 30m,0,32
mm 1.D, 0,25 um film. Temperatur: 70°C i 5 min, derefter 5°C pr. min til 275°C, denne
temperatur holdes i 20 min.




Cycloalkanerne og de aromatiske forbindelser er vanskelige at identificere ved den beskrevne
analysemetode, idet dieselolie indholder mange strukturelt tet beslegtede forbindelser. Disse
stoffer danner en pukkel af uopleste toppe pA chromatogrammet. Ud fra pukkelens retentionstid
forventes det, at de stoffer, der danner "pukkelen”, er alkylbenzen, methylerede cycloalkaner
og 2-3 ringede polyaromatiske forbindelser, som er forgrenede i forskelligt omfang.

2.2 NEDBRYDNING AF KULBRINTER

Der er udfert en lang r&kke undersogelser af nedbrydningen af de enkelte kulbrinter og
forskellige olieprodukter, samt de sandsynlige nedbrydningsveje for de enkelte komponenter.
Der foreligger flere sammenfatninger af disse undersoagelser (Atlas, 1981, McGill, 1981, Bossert
and Bartha, 1984 og Jensen et al., 1987) .

2.2.1 Nedbrydning af enkeltstoffer.

Undersogelserne af den mikrobielle nedbrydning af de enkelte komponenter som dieselolie
bestar af viser, at de er nedbrydelige under aerobe forhold. Der er forskel pa, hvor let de
enkelte stoffer nedbrydes. Under aerobe forhold forventes de enkelte stoffer inden for de samme
stofgrupper at vare rimeligt ens med hensyn til nedbrydelighed.

Singer og Finnerty (1984) har sammenstillet undersegelser af nedbrydningen af n-alkaner og
forgrenede alkaner under aerobe forhold. Disse undersegelser viser, at n-alkanerne generelt er
let bionedbrydelige. Der er set nedbrydning af n-alkaner med op til 44 kulstofatomer. Den
mikrobielle nedbrydning af n-alkanerne sker ved oxidation af det endestillede kulstofatbm,
hvorved der dannes en primear alkohol. Herefter sker der en videre oxidation til aldehyd og
videre til carboxylsyre. Carboxylsyren nedbrydes videre ved S-oxidation, hvorved der sker en
dannelse af acetatsyre. En lang ra&kke mikroorganismer kan tillige danne dicarboxylsyre ved
nedbrydningen af alkaner, der videre kan nedbrydes som monocarboxylsyrerne. Der kan ogsa
ske en oxidation af ikke endestillede kulstofatomer, hvorved der dannes en sekundar alkohol
og videre en keton. Ketonerne kan underg videre bionedbrydning.

Forgrening af alkaner eger generelt modstanden mod bionedbrydelighed. Men selv hajt
forgrenede stoffer som pristan og phytan er vist at vare bionedbrydelige. De undergar 8- og
w-oxidation, hvorved der dannes dicarboxylsyre, der nedbrydes ved videre §-oxidation (Singer
and Finnerty, 1981).

Cycloalkanerne er relativt svart bionedbrydelige under aerobe forhold og er blandt de mest
persistente komponenter i olieprodukter. Flere undersegelser har dog vist, at svel substituerede
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som ikke substituerede cycloalkaner enten direkte kan oxideres eller co-oxideres. Nir forst
ringsstrukturen er brudt, foregir den videre bionedbrydning relativt let (Atlas, 1981) .

Aerob nedbrydning af monoaromatiske forbindelser som benzen, toluen og xylener er
velbeskrevet. Dette galder ogsd for de to- og tre-ringede aromatiske forbindelser, som
naphthalen og phenanthren (Jensen et al., 1987). Disse er alle letnedbrydelige under aerobe for-
hold. Methyleringer af forbindelserne er viset at h&#mme nedbrydningen (Atlas, 1981).

Atlas (1981) refererer en rzkke undersegelser, der har forsegt at afdekke den relative ned-
brydningshastighed for de forskellige stoffer, ndr de forekommer i olieprodukter. De tleste
undersagelser viser, at n-alkaner er den stofgruppe, der nedbrydes hurtigst. I en undersogelse
er fundet, at den relative nedbrydningshastighed var felgende: hexadecan > naphthalen >
pristan > benzanthracene. En anden undersagelse viste, at nedbrydningen foregik hurtigst for
hexadecan > naphthalen > toluen > cyclohexan. Nedbrydningen af de mere komplekse
forbindelser i olie, som de forgrenede og cycliske forbindelser, foregdr antageligt ved co-
oxidation, idet mikroorganismerne kan anvende en rzkke af de letnedbrydelige stoffer i olien
som primarsubstrat (Atlas, 1981).

Biologisk nedbrydning af dieselolie vil derfor betyde, at forholdet mellem de forskellige
stofgrupper @ndrer sig, efterhdnden som nedbrydningen skrider frem. I flere undersegelser
(Oudat et al., 1989 og Halmé, 1985) er ®ndringen i forholdt mellem pristan og n-C,,, samt
phytan og n-C,g, anvendt som et relativt mal for den biologiske nedbrydning af olie. Hvis olie
udszttes for udvaskning, eller der sker en fordampning, vil disse forhold ikke @ndre sig
vasentligt, da stoffernes vandopleselighed og damptryk er relativt ens.

2.2.2 Nedbrydningshastigheden af olie i jord.

Nedbrydningshastigheden af olie og olieslam i jord er bestemt i en rzkke undersegelser.
Nedbrydningen er primert bestemt ved ®ndringen i totalkoncentrationen af kulbrinter under
nedbrydningsforlabene. En sammenfatning af resultaterne er vanskelig, idet der er tale om
forskellige olieprodukter, forskellige behandlingsformer, samt forskellige analysemetoder.
Bosseret og Bartha (1984) har dog forsegt at omregne en rakke resultater til en felles enhed.
Under forudsatning af, at nedbrydningen foregdr efter en 0. ordens kinetik, fandt de nedbryd-
ningshastigheder i jord fra 0,02 til over 0,4 g/(kg-dag) (gram olie pr. kg jord pr. dag), med
0,09 til 0,14 g/(kgdag) som et middelinterval. Flertallet af undersegelserne i denne sammen-
stilling omhandlede r3olie. En enkelt undersagelse omfattede fuel oil, der er den olietype, som
mest svarer til dieselolie, her blev der fundet en nedbrydningshastighed pa 0,05 g/(kg-dag).
Resultaterne viste, at tils@tning af uorganiske naringsstoffer, specielt kvalstof og phosphor,
havde en vasentlig effekt pi nedbrydningen. Iltning og temperaturen, hvorved nedbrydningen




forleb, var ogsa vasentlige faktorer for nedbrydningshastigheden.

2.2.3 Nedbrydning af dieselolie i jord.

Mikrobiel nedbrydning af dieselolie og mineralolie i jord ved landfarming er et velbeskrevet
faenomen (MacGill et al., 1981, Bossert and Bartha, 1984, Staps, 1988, Oudot et al., 1989,
Eastcott et al., 1989, Payne and Floyd, 1990, Wang and Bartha, 1990 og Morgan and
Watkinson, 1990). Samstemmende viser disse undersagelser, at dieselolie nedbrydes i jord
under aerobe forhold.

Undersegelser har vist, at der i jord, som bliver forurenet med et olieprodukt, vil udvikle sig
en mikroflora, som kan udnytte olie som substrat (Atlas, 1981). Dette er ikke overraskende, da
de stoffer, olie bestar af, i forvejen forekommer i naturen.

Der er ingen indikationer pa, at alifatiske kulbrinter er toksiske over for jordens mikroflora
(Jensen, 1987). Der er set mikrobiel nedbrydning af dieselolie i jord, hvor koncentrationen af
olie har varet pd 20.000 mg olie pr. kg jord (Oudot et al., 1989).

I enkelte undersegelser er dieselolien opdelt i mattede-, aromatiske og polare forbindelser, hvor
grupperne er analyseret gaschromatografisk. Af disse undersegelser ses, som forventet, at det
er n-alkanerne, der forst nedbrydes , men der sker ogsé en nedbrydning af de ikke identificerede
stoffer, der udger pukkelen pa chromatogrammerne (Oudot et al., 1989 og Eastcott et al, 1989).
I de foreliggende undersogelser har der ved forsegenes afslutning ved den gaschromtografiske
undersogelse stadig kunne identificeres en pukkel af "uopleste” toppe pa chromatogrammerne.
I et forseg med tils®tning af olie til jord i et lysimeter, blev der genfundet 17,4 % efter 3 ar
(Oudot et al., 1989).

Der foreligger meget lidt litteratur om in-situ nedbrydning af dieselolie. I en enkelt undersagelse
(Staps, 1988) refereres til nedbrydning af mineralolie ved recirkulation af vand gennem den
umattede jordzone. Vandet er iltet og tilsat kvalstof og phosphat. Efter 8 uger var mellem 5
og 56% af olien nedbrudt, begyndelseskoncentrationen var ca. 10.000 mg/kg. Recirkulering af
vand er tillige undersagt i en anden undersegelse (Ellis et al., 1990). I dette forsag er olien
lokaliseret under grundvandsspejlet. Her blev der tillige tilsat overfladeaktive stoffer og
adapterede mikroorganismer til det vand, der blev recirkuleret. Koncentrationen af olie i jorden
blev reduceret fra 186 mg/kg til 26 mg/kg i lebet af 15 uger. .

I laboratorieforseg er nedbrydningen af en blanding af n-decan (94,3%), n-hexadecan (1,9%),
pristan (1,9%) og naphthalen (1,9%) undersegt, ved at gennemblase jorden med atmosferisk
luft (Lund, 1990). I lebet af 57 dage var indholdet reduceret med 47 % som folge af bioned-



brydning, begyndelseskoncentrationen var omkring 8.900 mg/kg.

2.3 FAKTORER, DER PAVIRKER NEDBRYDNINGEN

Mikrobiel nedbrydning af olie er som alle andre enzymatiske processer st@rkt athangig af
temperaturen. I marine systemer er fundet, at nedbrydningshastigheden af olie stiger 2-3 gange,
nir temperaturen stiger 10°C i intervallet fra 6-26°C. Undersogelser af nedbrydnings-
hastigheden i olieslam har vist at den oges til ca. det dobbelte, nar temperaturen stiger fra 10°C
til 20°C (Dibble and Bartha, 1979a). Mikrobiel nedbrydning af olieprodukter er set ved tem-
peraturer under 5°C (Atlas, 1981).

Jordens vandindhold har indflydelse pA den mikrobielle aktivitet i jorden. Vandindhold p4 10-
20% af matning forventes at vare tilstrakkeligt for mikroorganismerne (Bossert and Bartha,
1984). Den gvre grense for det acceptable vandindhold i jorden athenger af de avrige
parametre, som har indflydelse pa iltningen af jorden. Ved for hajt vandindhold vil der opstd
anaerobe forhold i jorden. Det maksimale vandindhold i jorden for en aerob omsatning er
mellem 80-90% af vandmatning.

Jordens pH vil ligeledes pAvirke mikroorganismernes evne til at nedbryde olie. Det optimale pH
for mikroorganismer er mellem 5,5 og 8,5 (Sims et al., 1990). Undersegelser af bioned-
brydeligheden af octadecan og naphthalen viser et maksimum ved pH 8,0 i forhold til pH 6,5
og 5,0 (Bossert and Bartha, 1984). Ved pH 8,5 er der set en vasentlig h&mning af den
mikrobielle omsztning af olie (Dibble and Bartha, 1979a).

De fleste underspgelser af mikrobiel nedbrydning af olie i jord har vist, at tilsztning af
nzringsstofferne kvalstof og phosphor har en vasentlig indflydelse pa nedbrydningshastigheden.
Oftes angives der et C:N forhold pa 10:1 og et C:P forhold p& 100:1 for at disse n&ringssalte
ikke skal vare begrensende for den mikrobielle nedbrydning. 1 forseg med landfarming af
olieslam er der fundet en optimal nedbrydning ved et C:N forhold pa 60:1 og et C:P forhold
pa 800:1 (Dibble and Bartha, 1979a). I enkelte undersagelser er der ikke fundet nogen effekt
af tilsztningen af naringssalte pA nedbrydning af olien (Bossert and Bartha, 1984). Wang og
Bartha (1990) har undersegt nedbrydningen af dieselolie i lysimeter, hvor det blev fundet at
tilsatningen af kvalstof og phosphat gav en beskeden foreget nedbrydningshastighed. Der var
tilsat nzringssalte, s& C:N og C:P forholdene blev henholdsvis 200:1 og 1000:1.

De A undersegelser, der har belyst betydningen af at tilsztte mikron&ringsstofter til jord for
at fremme nedbrydningen af olie, har vist, at der ikke er nogen effekt ved at tilsxtte
mikronaringsstoffer. (Dibble and Bartha, 1979a og Pettersen et al., 1989).



2.4 SAMMENFATNING

En gennemgang af litteraturen viser, at dieselolie kan nedbrydes mikrobielt under aerobe
forhold. Tilsztning af nzringsstofferne kvalstof og phosphor vil fremme nedbrydningen, men
det er ikke altid nedvendigt at tilsztte disse for at f4 fremmet nedbrydningen. Den mikroflora,
der findes i jord, kan nedbryde oliekomponenterne efter en vis adaptationstid. Nedbrydnings-
hastigheden er vanskelig at vurdere ud fra litteraturen, da oplysninger om olietype, jordtype og
vakstbetingelser for mikroorganismerne ofte er vanskelige at sammenligne undersagelserne
imellem. Der er meget fi referencer pa in-situ nedbrydning af dieselolie. Disse har vist, at det
er muligt at fremme nedbrydningen af olien ved at recirkulere ilt og nazringsholdigt vand
gennem den forurenede jord. Forcering af den mikrobielle nedbrydning af olie i jord ved iltning
med atmosfariske luft, er undersegt i laboratorieforseg. Forseget'viste, at konceptet fremmede
den mikrobielle nedbrydning af en kunstig dieselolie.

Udfra litteraturen ma man forvente, at dieselolie kan nedbrydes mikrobielt i jord ved forceret
iltning med atmosfarisk luft. Det er vanskeligt at estimere en realistiske nedbrydningshastighed.
Det er ikke muligt pa det foreligge grundlag at afgere om det er nadvendigt at tilsette kvalstof
og/eller phosphat til jorden for at opnd en acceptabel nedbrydningshastighed.



11

3. UDFORTE LABORATORIEFORSOG

Formélet med laboratorieforsagene er at undersege om iltning af sandjord forurenet med
dieselolie alene vil fremme den mikrobielle nedbrydning af olien, eller om det er nedvendigt
at tils@tte neringssalte for at f4 en acceptabel nedbrydningshastighed af olien. Det underseges,
i hvilket omfang nedbrydningen fremmes ved kun at tilsztte kvalstof fer iltningen, i forhold
til bade at tilsztte kvalstof, phosphat og mikronringssalte.

Laboratorieforsagene er udfart som sgjleforseg, hvor der er blast atmosfarisk luft op gennem
jorden. Nazringsstofferne er tilsat inden iltningen er begyndt, ved at infiltrere godningsholdigt
vand gennem jorden. Der er gennemfert 3 forsag. De er tidsmassigt udfert i forlengelse at
hinanden. Forsagene er udfert som parallelle forsegsserier, som hver bestdr af en rakke
selvstendige sejler. Forsegene bestir af henholdsvis 2 eller 4 forsegsserier. En forsegsserie
bestar af maksimalt 10 sajler. For hver maling nedtages der én sajle pr. forsegsserie. Materialer
og forsegsdesign er beskrevet i kapitel 4.

Formilet med forsag A er dels at undersage om der sker en nedbrydning af olien under
optimale vakstbetingelser, og hermed give en indikation af den maksimale nedbrydnings-
hastighed. Formalet er tillige at undersege om jordens olieindhold er si homogent, at
nedbrydningsforlebet i to forsagsserier kan sammenlignes og hermed om det opstillede
forsegskoncept er anvendeligt. Forseget omfatter to forsagsserier, hvor jorden i begge serier
er behandlet ens. Der er tilsat nitrat og phosphat til jorden og den iltes med atmosfarisk luft.
Forsoget er igangsat d.29.1.90. Forseget forleb over 50 dage, der er i hver forsagsserie udtaget
7 prover gennem forseget.

I forseg B er det undersegt, hvilken betydning tilstning af nitrat og phoshat har p4 ned-
brydningshastigheden, nir jorden gennembl®ses med atmosfaerisk luft. Forsoget omfatter 4
forsagsserier. 1 tabel 3.1 er angivet hvilken behandling jorden har fiet i hver enkelt
forsegsserie. 1 forsegsserie Bl er der tilsat nitrat og phosphat til jorden. Behandlingen svarer
til forsegserierne Al og A2. 1 forsegsserie B2, er der kun tilsat nitrat til jorden, mens der i
forsegsserie B3 hverken er tilsat nitrat eller phosphat. Forsegsserie B4 er en kontrolserie, hyor
jorden er gennemblast med kvalstof i stedet for atmosferisk luft. I de to sidste forsegsserier,

Tabel J.1: Oversigt over gennemfarte forseg

FORSOG A FORSOG B " FORS@G C
Al: IIt, NogP Bl: I, NogP Cl: Ik, NogP
A2: I, NogP B2: IltogN C2: I, N,PogpH
B3: It C3: Ik, N, P, pH og mikro

B4 : Kontrol C4: Kontrol
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Tabel 3.2: Oversigt over udfsrte analyser i de 3 forsag,

FORSOG A
TID [Dag]
Jord:
Olie
ATP
Nitrat
Orto-phosphat
VAND:
Olie
Nitrat
Orto-Phosphat
" LUFT:
Olie

16

34

MoOoM M M

]

F I B B

FORSOG B
TID [Dag]
JORD:

Olic

ATP

Nitrat

Orto-phosphat
VAND:

Olic

TOC

Nitrat

Orto-phosphat
LUFT:

Olie

16

120

Lo I B -

MoOoM oM ox

Lo T

oM om X

Eo I - ]

Moo M X

oM oM

FORSQG C
TID [Dag]
JORD
Olic
ATP
Nitrat
Onto-phosphat
pH
VAND:
Olie
TOC
Nitrat
Orto-phoshpat
pH
Mikrotox

Eo I I - B |

Moo M K K

X

Eo T B B -

Lo T B B

E T T

E T T

Eo T B - -

E I - - |

bR S B B B

Analysemetoderne fremgdr af bilag 3.
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hvor der ikke er tilsat nzringssalte, er der infiltreret den samme mangde vand som i de to
forste forsegsserier, siledes af den fysiske pavirkning af jorden er den samme. Forseget er
igangsat d.1.5.90 og forleb over 192 dage. Der er udtaget 10 prover pr. forsegsserie.

I forseg C, er nedbrydningen af dieselolien forsogt optimeret ved justering af pH og tilsztning
af mikronaringsstoffer til gedningsvandet. I tabel 3.1 er der givet en oversigt over for-
sagsserierne, Dette forseg omfatter ligeledes 4 forsegsserier. I forsegsserie C1 behandles jorden
ligesom i forsegsserierne A1, A2 og BI. I forsagsserie C2 er gadningsvandets pH justeret til
pH 7 ved hjelp af en phosphat buffer. I forsogserien C1 er pH i gedningsvandet 8.2.
Forsagsserie C3 svare til C2, men der er derudover tilsat mikron@ringsstoffer. Forsagsserie C4,
er kontrol og er behandlet lige som B4. Forsoget er startet d.10.3.91 og forleb over 70 dage.
I forseg C er der udtaget 7 prover pr. forsagsserie.

Udviklingen i jordens olieindhold er fulgt gennem forsagene, ligesom den mikrobielle aktivet
i jorden er fulgt ved maling af ATP i jorden.

I forseg A og B er mangden af kulbrinter, som fjernes med den luft, der sendes gennem jorden
malt.

I forsog B og C er &ndringen i mengden af udvaskelige organiske stoffer undersogt pa udvaigte
tidspunkter. Drznvandet er analyseret for indhold af dieselolie og total organiske kultstof

(TOC). 1 forseg C er der tillige udfert Mikrotox test pA dranvandet.

I tabel 3.2 er der givet en oversigt over hvilke parametre, der er malt til hvilke tidspunker.
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4. MATERIALER OG FORSOGSDESIGN

4.1 UDTAGNING AF JORD.

Til laboratorieforsogene er der anvendt forurenet sandjord fra den lokalitet, hvor pilotforseget
pAtznkes udfert. Herved fis en oliesammensatning og mikroflora, som svarer til den, der
eksisterer pA den lokalitet, der skal oprenses. Jorden er udtaget pa tankstationen Hovedgaden
482, Hedehusene.

Forureningen forekommer i en sandet formation fra 3 til 7 m.u.t. Under sandlaget forekommer
et siltlag, hvor kun den @verste 0,5 meter er forurenet. P4 figur 4.1 er der gengivet et geblogisk
snit af formationen. Der forekommer ikke noget sekundert grundvandsspejl. Det primare
grundvandspejl foreckommer 20 m.u.t. Forureningen med dieselolie stammer sandsynligvis fra
et zldre tankanlzg, der blev renoveret i 1982. Det formodes derfor, at olieforureningen er mere

mult B4 B13 B12 B16 B18 arr
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Figur 4.1: Geologisk snit af den formation pi Hovedgaden 482, Hedehusene, hvorfra den
dieselolie forurenede jord er udtaget.
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Tabel 4.1: Indhold af dieselolic i jorden fra de 4 boringer pA Hovedgaden 482, Hedehuene, samt i tidligere
udtaget prever fra samme formation.

mg/kg
B15 <10
B16 480
B17 7.500
Bi8 3.400
P9 5.500
P10 4.200
B12/6,5 m.u.L. 17.000
B14/6,5 m.u.t. 100

Tabel 4.2; Volumenvesgt og vandindhold for den anvendte jord, fra Hovedgaden 482, Hedehusene,

B18/4,0 m.u.t. B18/5,0 m.u.t.
Volumenvagt (glcma) 1,69 1,64
Vandindhold (% w/w) 6,4 6,0

end 8 Ar gammel. Det antages at olien er stremmet ned gennem sandformationen som rent
produkt, hvorfor der er sket en meget begrznset @ndring i oliens sammenstning under
transporten ned gennem jorden. Det forurenede areal var befastet mens udsivningen skete og
er det forsat. Det ma derfor forventes, at der kun er sket en meget begrenset udvaskning af
olien.

Jorden er udtaget d.4.1.1990. Der er anvendt 6" sneglebor ved provetagningen. Jorden er
opsamlet i 10 1 metalspande med tatsluttende 13g.

Der er udtaget jord fra 4 boringer. Disse er benzvnt B15, B16, B17 og B18. Den indbyrdes
placering af boringerne fremgar af figur 4.1. P4 figuren er optegnet et geologisk snit af den
formation, hvorfra jorden er taget, samt angivet i hvilket interval, der er udtaget pravemateriale
fra. De enkelte boreprofiler findes i bilag 1. Boringerne B12, B14, P9 og P10 er udfert i
forbindelse med kortlzgningen af forureningen i november 1989. De angivne boringer pa figur
4.1 ligger pa en linie, inden for en 1 meter.

Jorden er udtaget fra intervallet 4-5,8 m.u.t.. Jorden fra boring B16, B17 og B18 er ved

feltbedemmelsen vurderet som verende forurenet med dieselolie. Om jorden fra BIS tillige er
forurenet var ikke til at afgere med sikkerhed ved provetagningen.

Jorden fra den enkelte boring er opbevaret sarskilt. Der er analyseret én prove fra hver af
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boringerne. Resultaterne fremgar af tabel 4.1. I tabel 4.1 er endvidere medtaget analyseresulta-
ter fra kortlagningen af forureningen (COWIconsult, 1990). Det ses, at der en er betydelig
variation i koncentrationen af dieselolie inden for relativt korte afstande. Den jord, der er
udtaget til forsagene, anses for at vare reprasentativ for den formation, hvorfra den er udtaget.

Der er udtaget to intaktprever til bestemmelse af jordens volumenvagt og vandindhold.
Praverne er taget fra boring B18, henholdsvis 4,0 og 5,0 m.u.t. Resultaterne er gengivet i tabel
4.2. P4 en prove fra den samme boring er der udfert en sigteanalyse. Jorden er bestemt som
enskornet fin sand (bilag 2).

4.2 FORSAOGSDESIGN

Forsegsbetingelserne er i si hgj grad, som det er praktisk muligt, tilstrebt at svare til de
faktiske forhold, der forventes at forekomme i en umattet sandjord.

Sajlerne er opbygget af et rustfrit stilrer, med en indre diameter pd 4,8 cm og en hgjde pa 10
cm. Endestykkerne er fremstillet af PVC. P4 figur 4.2 ses en skitse af en sgjle. I bunden af
sojlerne er der anbragt ca. 1 cm smasten (26 g, starrelse 2-4 mm). Mellem smastenene og
provejorden er der lagt et trAdnet (masker 1 mm). T toppen og bund af sejlerne er der anbragt
et tilsvarende net. Smisten og tridnet er gladet inden ibrugtagningen. Sajlerne er affedtet med
tetrachlorkulstof inden ibrugtagningen.

VANDIND LUFTUD

FORURENET L L-HJ T
SANDJORD\ e

1

GROFT GRUS

LUFT INC ———————

|

Figur 4.2: Skiste af en sajle
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Til hver sejle er der afvejet 200 g jord, vad vagt. For at opni den samme volumenvaegt som
oprindelig, er det tilstrebt at pakke jorden, si hajden af proven er 6,4 cm.

Tilsztning af n&ringstoffer er sket i form af vandige oplesninger af nazringssalte, efter at jorden
er pakket i sajlerne. Der er tilsat 100 ml nzringssaltsoplesning til hver sgjle, dog kun 60 ml
i Forsag A. De sgjler, hvor der ikke er tilszt nzringssalte, er der tilsat et tilsvarende volumen
destilleret vand. Sejlerne henstdr 1 degn til drening efter tils@tning af vand, hvorefter der
sattes svagt overtryk pd toppen af sajlerne, indtil der ikke afdrenes mere vand. Jordens
vandindhold, efter tilsztning af neringssaltoplesning, er bestemt ved at veje sgjlerne med jorden
far og efter tils@tning af vand.

Nitrat er tilsat i form af KNQO; , koncentrationen i gedningsvandet er 1.250 mg N/L. I forsog
Al og A2, Bl og C1 er phosphaten tilsat i form af Na,HPQ,, mens den i forsegsseriernie C2
og C3 er tilsat i form af Na,HPO, og KH,PO, (1:1). I alle tilfzlde er koncentrationen 400 mg
P/1. I forseg C3 er der udover KNO;, Na,HPO, og KH,PO, tilsat MgSO,-7H,0 (0,2g/1), CaCl,
(10 mg/1), Fe,SO4-6H,0 (3 mg/1), MnCl,-4H,0 (1 mg/l), ZnSO,-7H,0 (0,5 mg/t), H,BO; (0,5
mg/l), CuSO4-5H,0 (0,25 mg/l), (NH,)sMo,0,,°4H,0 (0,25 mg/l), Co(NO;),-6H,0 (0,25 mg/l)
og KJ (0,25 mg/l).

Aerobe forhold i jorden er tilstrabt opnéet ved at gennemblzse jorden med atmosfzrisk luft.
Hver sgjle er gennemblast med 200 ml Juft pr. time. Herved udskiftes poreluften i jorden
minimum 10 gang i timen. Der er anvendt atmosfarisk luft fra trykflaske. Luften der bleses
gennem jorden renses gennem et kulfilter og mattes efterfelgende med vand, inden det sendes
ind gennem jorden. Luftflowet gennem hver sejle er jevnligt kontrolleret og om nadvendigt
justeret.

Sojlerne er opstillet i svaleskab, hvor det er tilstrabt at holde en temperatur pA 10°C.
Temperaturen er malt kontinuert gennem forsggsperioderne. Den faktiske temperatur har ligget

pa mellem 8 og 10°C.

I forseg B og C er der i udvalgte sajler infiltreret 100 ml destilleret vand efter nedtagningen og
inden jorden er taget ud af sejlerne. Vandet har afdrznet ca. et degn.

De anvendte analysemetoder fremgar af bilag 3.
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5. RESULTATER

5.1 ANTALLET AF BAKTERIER I JORDEN

Indledningsvis er det undersogt om der er mikrobiel aktivitet i den forurenede jord. Dette er
undersogt ved en bestemmelse af antallet af levende aerobe bakterier i jorden. Antallet af
bakterier er bestemt ved en pladespredningsmetode. Der er anvendt et medium, som giver
optimale vakstbetingelser for jordbakterier, se bilag 3.2. ‘Inkubationen foregik ved 30°C i 5
dogn. Som reference blev antallet af bakterier i en almindetig havejord bestemt.

Indholdet af bakterier i den olieforurenede jord er bestemt til 3,5-10° CFU/g jord, mens
indholdet i referencejorden er 1,8-10% CFU/g jord. Indholdet i jord forventes at ligge mellem
107-10° CFU/ g jord (Bossert and Bartha, 1984). Dette resultat indikerer, at der er en aktiv
mikroflora i den forurenede jord, som potentielt vil kunne nedbryde olien, under optimale
vakstbetingelser.

5.2 INDHOLD AF DIESELOLIE I UDGANGSMATERIALE

Til forseg A og B er der udtaget jord fra den batch af jord, der fremkom ved at blande jorden
fra boring B17 og B18. Til forsag C er der tilsat jord fra boring B16 til den rest, der var af
blandingen fra boring B17 og B18. Delmangderne, der er udtaget til de enkelte forseg, er
homogeniseret umiddelbart inden de er anvendt til forsagene.

Efter at sejlerne er pakket er der tilsat gedningsvand, som har afdrenet natten over. Herefter
er der sat overtryk pi toppen af sajlerne, indtil der ikke kunne afdranes mere vand. Efter
afdrzningen af gedningsvandet er den ferste sejle i hver forsogsserie nedtaget, denne prave

Tabel 5.1: Indhold og sammmensetning af dieselolie i jorden til de 3 forseg, samt i jorden fra
de 3 boringer, hvor jorden er udtaget. Sammenseiningen af den dieselolic der er anvendt som
standard ved GC-analysen er tillige angivet.

B16 B17 B18  Forseg Forseg Forseg Stan-

A B C dard
Indhold af dieseolie [mg/kg] 480 7.500 3.400 6.400 5400 4.800
n-alkaner [% af olie indhold] 16 .4 13,8 12,8 15.5 14,8 12,9 11,8
Pristan/n-Cyy 0,40 0,49 0,50 0,54 0,51 0,51 0,62

Phytan/n-C g 0,51 0,59 0,59 0,67 0,59 0,62 0,52
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betegnes som dag 1.

Det gennemsnitlige indhold af dieselolie i jorden fra de sejler, der er nedtaget dag 1, antages
at reprazsentere udgangskoncentrationen i det enkelte forseg. Koncentrationen af dieselolie i
udgangsmaterialet i de tre forseg var mellem 4.800 og 6.400 mg/kg, se tabel 5.1. Til
bestemmelse af olieindholdet er der fra hver sejle udtaget 3 delprever af 25 g. Spredningen i
koncentrationen af dieselolie i disse 3 delpraver inden for hver sejle er under 5% for 60 af de
80 sojler, som er analyseret i hele forseget, og mellem 5 og 10% i 15 af sgjlerne, mens
spredningen er mindre end 25% for resten. Spredningen pa den gennemsnitlige koncentrationen
af dieselolie i jorden mellem de sojler, som er nedtaget dag 1, er under 3% i alle 3 forsog.

Til en kvalitativ beskrivelse af oliens sammensatning er andelen af n-alkaner fra n-C 4 til n-C,gq
i forhold til det totale indhold af dieselolie i jorden, forholdet mellem pristan og n-C,;, samt
forholdet mellem phytan og n-C,g bestemt. N-alkanerne udger mellem 12,9 og 15,5% af det
totale indhold af identificerede kulbrinter i udgangsmaterialet til de tre forseg. Forholdet mellem
n-alkaner og forgrenede alkaner er ligeledes det samme i udgangsmaterialet til de tre forseg.
Forholdet mellem pristan og n-C, er mellem 0,51 og 0,54, mens forholdet mellem phytan og
n-C,q er mellem 0,62 og 0,67. Forskellen i det absolutte indhold af dieselolie i jorden til de tre
forseg tilskrives den variation, der er i koncentrationen af olie i de tre batche, der er anvendt
til at blande forsegsjorden. Andelen af n-alkaner og forholdet mellem pristan og n-C,,, samt
phytan og n-C,g indikerer, at der ikke er sket nogen mikrobiel nedbrydning af olien under
opbevaringen. Jorden til forsag B og C er opbevaret henholdsvis 4 og 14 maneder lengere end
jorden til forseg A.

5.3 INDHOLD AF VAND OG NAERINGSSALTE

Vandindholdet i sajlerne efter tils@tning af gedningsvand er bestemt ved vejning af sejlerne for
og efter tilsztning af vandet. Sajlerne er tillige vejet inden nedtagning, siledes at &ndringen i
vandindholdet kunne registreres. Jordens vandindhold i forseg A og B er mellem 65 og 80%
af vandmatning, i gennemsnit henholdsvis 77 og 72 %, se bilag 4.1. I forseg C er vand-
matningen mellem 75 og 100 %, med et gennemsnit pA 93%. Der er umiddelbart ikke nogen
forklaring pa, hvorfor vandmatningen er hgjere i forseg C.

I forseg C er der pa grund af en fejl, dag 32 infiltreret 100 ml vand gennem de sejler, der ikke
skulle nedtages pa det tidspunkt. For at kompensere for udvaskning af naringssalte er der tilsat
naringssalte til disse sojler dag 38, ved at der er infiltreret 100 mi gedningsholdigt vand pr.
sgjle.

I forsag A og B har @ndringen i jordens vandindhold varet under 13%. 1 forsog C er der ikke
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estimeret nogen @ndring, pA grund af vandtilsztning dag 38.

Koncentrationerne af nitrat og phosphat i jord og drenvand er gengivet i bilag 4.2 og 4.3.
Forholdet mellem jordens indhold af kulstof, i form af dieselolie og nitrat-N og orto-phosphat-P
er beregnet for hver sgjle. Der er anvendt en bruttoformel for dieselolien pa (CH,),. For de
sajler, hvor der ikke er infiltreret vand inden nedtagningen, er forholdet mellem C:N og C:P
beregnet ud fra koncentrationen af neringssalte i jorden. For de sajler, hvor der er infiltreret
vand inden nedtagningen, er der beregnet et forhold mellem kulstof i jorden og den mangde
neringssalte, som er udvasket. I tabel 5.2 er der gengivet de gennemsnitlige forhold i hver
forsggsserie mellem kulstof i diselolien og nitrat-N, og forholdet mellem kulstof og phosphat-P.
Inden for den enkelte forsagsserie er disse forhold rimeligt ens, se bilag 4.4 og bilag 4.5.

I de forsagsserier, hvor der er tilsat nitrat (A1, A2, Bl, B2, Cl, C2 og C3), ligger den
gennemsnitiige koncentration i de enkelte forsegsserier mellem 120 og 170 mg N/(kg vad jord).
Det giver et C:N forhold p4 mellem 11 og 34. Der fis det samme forhold mellem kulstof og
nitrat-N, hvad enten det beregnes ud fra koncentrationen af nitrat i jord eller ud fra den
udvaskelige mengde nitrat. I de forsegsserier, hvor der ikke er tilsat nitrat, er den gennemsnit-
lige koncentration af nitrat under 1 mg N/(kg vad jord), hvilket giver et C:N-forhold sterre end
2.000.

Tabel 5.2: Det gennemsnitlige indhold af nitrat og phosphat i jord i de enkelte forsegsserier. Henholdsvis
udirykt ved C:N og C:P forholdene beregnet ud fra indholdet af de to neringsstoffer i jorden (“Jord") og i
dreenvandet ("Vand™). ’

C:N (o8
*lord" "Vand" “Jord" "Vand”

FORSOG A

Al: 1it, NogP 34 3s

A2:1lt, NogP 34 38
FORS@G B

Bl:Ilt, Nog P 27 21 30 160

B2: lit og N 26 25 46 > 30.000

B3: It >2.000 >2.000 47 >30.000

B4: Kontrol >2.000 >2.000 39 >30.000
FORSQOG C

Cl:1t, NogP 20 15 23 200

C2: I, N, Pog pH 19 16 24 140

C3: IIt, N, P, pH og mikro 18 11 23 130

C4: Kontrol >2.000 >2.000 40 >30.000
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Indholdet af orto-phosphat i jorden i de forsegsserier, hvor der er tilsat phosphat (A1, A2, Bl,
Cl, C2 og C3), er mellem 250 og 340 mg P/(kg vad jord), hvilket giver et C:P forhold p4
mellem 23 og 40. I de serier, hvor der ikke er tilsat phosphat, er der malt en orto-phosphat
koncentration p& mellem 200 og 220 mg P/(kg vad jord). Det giver et C:P forhold pa 40 og 47.
C.P-forholdet, beregnet pA baggrund af den udvaskelige mangde phosphat, er derimod mellem
130 og 200 i de forsegsserier, hvor der er tilsat phosphat og starre end 30.000 i de serier, hvor
der ikke er tilsat phosphat. Det viser, at der er vasentlig forskel pa forholdet mellem kulstof
og phosphat i forsegsserierne, alt efter om det beregnes ud fra phosphatindholdet i jorden eller
den udvaskelige mangde phosphat.

I forseg C, hvor der er anvendt to forskellige phosphatoplesninger, er der ikke registreret nogen
forskel i C:P forholdet.

5.4 UDVIKLINGEN I JORDENS pH

I forseg C er jordens pH malt hen gennem forseget. Jordens pH er bestemt ved at jorden er
opslemmet i destilleret vand (lige dele jord og vand (w/w), hvorefter pH er malt i vandfasen).
I tabel 5.3 er resultaterne angivet, samt pH i gedningsvandet, der er tilsat dag 1. Mailingerne
fra dag 1 og 16 er fejlbehaftet, idet jorden ved disse bestemmelse ved en fejl er udrystet med
postevand, hvorfor de ikke er medtaget.

Inden forseg C blev sat op, blev jordens pH bestemt til 8,1. I perioden fra dag 32 til dag 70
er jordens pH mellem 8,1 og 9. Der ses ingen tydelig forskel i jordens pH i de 4 forsegsserier
som folge af tilsztning af gedningsvand med forskellig pH, hverken for dag 1 eller for de
ovrige dage. Milingerne udviser ej heller nogen tydelig udvikling i jordens pH mellem dag 32
og dag 70.

Tabel 5.3: Udviklingen i jordens pH i de enkelte forsegsserier i forseg C.

Tid [Dag) Ged. 16 32 38 54 70
vand

Cl:Ilt, NogP 8,2 8,7 8,3 8.8 9,0

C2: 1It, N, P og pH 6,8 8,6 8,3 8,5 8,9

C3: 1it, N, P, pH og mikro 6,7 8,4 8,2 8,4 8,5

C4: Kontrol 7.1 8.5 8,6 8,0 8,6
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5.5 UDVIKLINGEN I KONCENTRATIONEN AF DIESELOLIE I JORDEN

5.5.1 Udviklingen i jordens indhold af dieselolie

Udviklingen i koncentrationen af dieselolie i de enkelte forsegsserier er afbilledet i figur 5.1.
De malte koncentrationer af dieselolie i jorden er gengivet i bilag 4.6.

I forsag Al og A2, hvor der i begge forsegsserier er iltet og tilsat sdvel nitrat som phoshat, er
koncentrationen af dieselolie i udgangsmaterialet 6.800 mg/kg. I lebet af de forste 16 dage af
forsegsperioden sker der ikke nogen signifikant &ndring i koncentrationen af dieselolie i jorden.
Efter at jorden er beluftet i 34 degn er olieckoncentrationen reduceret til henholdsvis 4.400
mg/kg og 4.100 mg/kg. Efter 50 dage er koncentrationen yderligere reduceret til henholdsvis
3.400 mg/kg og 3.600 mg/kg, svarende til henholdsvis 53% og 57% af udgangskoncentratio-
nen.

I forseg B er udgangskoncentrationen 5.400 mg/kg. I de ferste 8 dage af forsoget sker der ikke
nogen registrerbar @ndring i jordens indho!d af dieselolie i nogen af de 4 forsegsserier. Efter
degn 16 begynder der at ske en reduktion i indholdet af dieselolie i forsagsserie B1(Ilt, N og
P), efter 48 dage er koncentrationen reduceret til 3.900 mg/kg og efter 192 dage yderligere til
2.600 mg/kg, hvilket svare til henheldsvis 71 og 48% af koncentrationen i udgangsmaterialet
i forseg B. I figur 5.2 er der gengivet chromatogrammer af dieselolien i jorden, fra dag 1 og
fra dag 192. Det ses tydeligt, at oliens sammensatning har @ndret sig. De tydelige toppe af n-
alkaner, der ses dag 1, genfindes kun svagt efter 192 dage. Pukkelen af uopleste toppe er
ligeledes reduceret under nedbrydningen.

I de 3 andre forsagsserier i forseg B er indholdet efter 192 dage mellem 81 og 85 % af kon-
centrationen i udgangsmaterialet. Forsagsserie B2 (Ilt og N) og B3 (Itt) forleber parallelt med
kontrolserien B4,

I forsog C er koncentrationen af dieselolie i udgangsmaterialet 4.800 mg/kg. I alle de 3
forsegsserier, hvor der er tilsat nitrat og phosphat, er der efter 70 dage sket en reduktion,
sAledes at koncentrationen er mellem 2.400 og 2.700 mg/kg, hvilket svarer til mellem 49 og
56% af indholdet af dieselolie i jorden ved forsogets start. Spredningen pa tripelbestemmelserne
er relativ stor i dette forsag, hvorfor det ikke er muligt at registrere nogen forskel i ned-
brydningsforlebet mellem de 3 serier. I kontrolserien, C4, er koncentrationen af dieselolie efter
70 dage, 80% af koncentrationen i udgangsmaterialet.
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Figur 5.1: Endring i koncentrationen af dieselolie i jorden [mg/kg] i de 3 forsag. Gennemsnit og
90% konfidensinterval for hver sojle er gengivet. Bemerk, at akseinddelingen ikke er den samme
ph de 3 figurer.
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Figur 5.2: Chromatogram af dieselolien i jorden fra forseg B1{Ilt, N og P). Henholdsvis dag 1
(5.400 mp/kg) og dag 192 (2.600 mg/kg).

5.5.2 Udviklingen i oliens indhold af n-alkaner

~ Det relative indhold af n-alkaner, fra Cy3 til Cyq, i dieselolie er beregnet i de 3 forseg.
Resultaterne er gengivet pa figur 5.3.
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totalindholdet af dieselolie i jorden i de 3 forseg. Gennemsnit og 90% konfidensinterval for hver
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Indholdet af n-alkaner i olien ved begyndelsen af de 3 forsag har varet relativt ens, mellem
12,9 og 15,5 %. | forseg Al og A2 falder andelen af n-alkaner til ca. 3 % efter 50 dage. |
forsegserie Bl (Iit, N og P) sker der igennem forsegsperioden en tilsvarende reduktion i n-
alkanernes andel af olien. Indholdet af dieselolie reduceres i disse forseg til 53 og 58 % af
udgangskoncentrationen. I de 3 avrige forsegsserier i forsag B sker der ikke nogen &ndring i
oliens indhold af n-alkaner.

I forsegsserie C1 (Ilt, N og P) reduceres n-alkanernes andel af olien fra 12,9 til 6,5% i lebet
af 70 dage. Indholdet af dieselolie reducerec til ca. 56% af udgangskoncentrationen i denne
forsegsserie. 1 forsegsserie C2 (Ilt, N, P og pH) foregar udviklingen parallelt med udviklingen
i C1. I forsegsserie C3 reduceres andelen af n-alkaner i lebet af de forste 32 dage til 3% af
olien. T labet af disse 32 dage er indhoidet af dieselolie i jorden reduceret til 63 % af
udgangskoncentrationen. I resten af forsegsperioden sker der ikke yderligere @ndring i n-
alkanernes andel af olien, til trods for at olieindholdt i jorden reduceres til 49%. Der er stor
spredning pa bestemmelsen af dieselolie dag 70, i forhold til de evrige sajler i forsagsserien.
Der ses ikke en tilsvarende forgget spredning pa bestemmelsen af andelen af n-alkaner. 1 kontrol
forsegsserien sker der ikke nogen ®ndring.

5.5.3 Forholdet mellem pristan og n-C,,, samt forholdet mellem phytan og n-C g

Udviklingen i forholdet mellem pristan og n-C,; er gengivet i figur 5.4 for de enkelte
forsegsserier. I figur 5.5 er gengivet forholdet mellem phytan og n-C,3 for de enkelte
forsegsserier. I forsegserierne A1 og A2 ses en parallel udvikling i forholdet mellem pristan og
n-C4, samt i forholdet mellem phytan og n-C,g. Forholdet mellem pristan og n-C | stiger fra
0,54 til henholdsvis 1,80 og 1,45, mens forholdet mellem phytan og n-C;g stiger fra 0,68 og
0,66 til henholdsvis 2,27 og 1,85. Hen igennem forlgbet stiger spredningen pa bestemmelsen
af disse forhold. Der er ikke nogen signifikant forskel i udviklingen i de to forhold i de to

forsegsserier.

I forseg B ses, at det kun er i forsegsserie B1 (Ilt, N og P), at der sker en &ndring i de to
forhold i forsegsperioden, forholdet mellem pristan og n-C 4 stiger fra 0,51 til 2,48 efter 192
dage, og forholdet mellem phytan og n-C g stiger fra 0,59 til 2,15. I de tre vrige forsegsserier
er de to forhold gennem forseget mellem 0,49 og 0,64 for forholdet mellem pristan og n-C4
og mellem 0,57 og 0,75 for forholdet mellem phytan og n-C,g. I kontrolserien, dag 156, er
forholdene dog henholdsvis 1,03 og 1,30. Der er ikke umiddelbart nogen forklaring pa denne
afvigelse,

1 forseg C ses en parallel udvikling i de to forhold i forsegsserie C1 (Ilt, N og P) og C2 (Ilt,
N, P og pH). Forholdet mellem pristan og n-C, stiger fra henholdsvis 0,50 til 1,02 og 1,07
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og forholdet mellem phytan og n-C,y stiger fra 0,60 og 0,63 til 1,19 og 1,31. Forskellen
mellem de to forsegsserier ligger inden for usikkerheden. I forsagsserie C3 (lit, N, P, pH og
mikro) stiger de to forhold vasentligt mere, henholdsvis fra 0,52 til 2,17 og fra 0,62 1il 3,19.
I kontrolserien er forholdet mellem pristan og n-C;; konstant 0,51, mens forholdet mellem
phytan og n-C,g er mellem 0,57 og 0,63.

5.5.4 Fordampning af kulbrinter

I forsag A og B er der milt den mangde kulbrinter, som fjernes fra jorden med den luft, der
bleses gennem sojlerne.

I forseg A er afstripningen af kulbrinter mlt i perioderne dag; 0-1 , dag; 0-34 og dag; 0-50.
Pa de sajler, der er nedtaget pa sluttidspunkerne, er afkastluften blevet sendt gennem et kulror.
Mangden af kulbrinter, der er opsamlet pa kulrerene er angivet i tabel 5.4, Fra de to sejler,
som er nedtaget dag 1, er mengden af kulbrinter pi kulrerene under detektionsgransen pa 0,1
mg/ror. Efter 34 og 50 dage er der i gennemsnit fjernet 4,6 mg/sejle. Den mangde, der er
fjernet med afkastluften, er under 1% af den samlede mangde dieselolie i jorden.

I forseg B er indholdet af kulbrinter i afkastluften malt i 5 perioder i lebet af forsegsperioden.
Af tabel 5.4 fremgir inden for hvilke tidsintervaller kulbrinterne i afkastluften er opsamlet pa
kulrer og m@ngden af kulbrinter pr. ror. Det akkumulerede afkast i de 4 forsegserier gennem
hele forsagsperioden er estimeret til at vare mellem 0,5 og 1,7% af den mangde dieselolie,
der har varet i udgangsmaterialet. Det er kulbrinter, der svarer til alkaner med 9-14 kulstofato-
mer, der er registeret i afkastluften.

Tabel 5.4: Mzngden af kulbrinter opsamlet fra afkastluften i forsag A og B. Mangderne er angivel som mg
kulbrinter pr. rer. Exponeringstiden for hver opsamling er tillige angivet.

FORSOG A
Opsamlingsperioder [Dage] 0-1 0-34 0-50
Al:Ilt, NogP - 6,5 4.1
A2:It, Nog P - 4.9 3.9
FORSOG B
Opsamlingsperioder [Dage] 0-4 0-16 38-48 110-120 182-192
Bl: IIt, Nog P - 6,6 0,3 0,3
B2: Illtog N - 2.8 0,1 0,4
B3: Ik - - - 1,9 -
B4: Kontrol - 0,1 0,48 0.4 -

- : Under detckektionsgrensen pa 0,1 mg/rar
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5.5.5 Udvaskning af dieselolie og TOC,

Inden jorden er udtaget af de sgjler, som er nedtaget dag 16, 84 og 192 i forseg B og dag 32
og 70 i forseg C, er der infiltreret 100 ml vand. Indhold af dieselolie og total organisk kulstof
(TOC) i dette drenvand, samt i drenvandet fra tilsztningen af gadning dag l. er malt og
resultaterne fremgAr af tabel 5.5 og 5.6.

Koncentrationen af dieselolie i dr@nvandet udviser betydelige variation, der er sdledes
registreret koncentrationer fra 3 til 400 mg/l. Den hajeste koncentration er malt i dranvandet
fra gadningstilsztningen i forseg A dag 1. I forseg B er den gennemsnitlige koncentration af
dieselolie 34 mg/l (90% konfindensinterval: 28-41 mg/l). I tabel 5.5 er gennemsnitskon-
centrationen for hver forsegsserie gengivet. Der er ingen registrerbar forskel i koncentrationen
af dieselolie i dreenvandet fra de enkelte forsegsserier eller udvaskningstidspunkter. I forseg C
er den gennemsnitlige koncentration af dieselolie i drenvandet 89 mg/l (90% konfidensinterval:
58-120 mg/l). Der er ikke nogen signifikant forskel i koncentrationen fra de enkelte for-
segsserier. Koncentrationen af dieselolie i drenvandet fra dag 1 er 9 mg/l i gennemsnit for de
4 forspgsserier, hvilket er vasentligt lavere end koncentrationen i drenvandet fra de avrige 3
udvaskningstidspunkter, hvor gennemsnittet er 73 mg/l.

Koncentrationen af TOC i drenvandet udviser ogsd en vasentlig variation, fra 27 til 540 mg/l.
Variationen er mere systematisk end for koncentrationen af dieselolie. I dranvandet fra
gedningstils@tningen dag 1 er der registreret den samme koncentration af TOC i forsag B og
C. Koncentrationen af TOC er mellem 230 og 280 mg/l, med et fxlles gennemsnit p& 260 mg/l.
I forseg B ses et forhgjet indhold af TOC i drenvandet fra forsegsserie B1 (Ilt, N og P), fra
udvaskningen dag 16, 84 og 192. Den gennemsnitlige koncentration ved disse 3 udvasknihger
er 380 mg/l, mens det tilsvarende gennemsnit for de 3 ovrige forsegsserier i forseg B er mellem
75 og 110 mg/l. I forsag C er der ikke den samme tydelige forskel mellem koncentrationen af
TOC fra de forskellige forsegsserier. Ved udvaskningen dag 32 og 70 er der en lavere
koncentration fra forsagsserie C4, hvor gennemsnittet af disse to malinger er 55 mg/l. For
forsegsserie C1 og C2 er gennemsnitet h.h.v. 130 og 120 mg/l, mens det for forsegserie C3
er 210 mg/l. Variationerne i TOC-koncentrationen i drenvandet i forsegsserie Cl1, C20g(C3
er sa store, at det ikke er meningsfyldt at vurdere, om den registrerede forskel skulle vare

signifikant.

I forsag B udger indholdet af dieselolie i drenvandet fra udvaskningen dag 1 14% af den malte
koncentration af TOC. I dr&nvandet fra de svrige udtagningstidspunkter i forsegserie Bl, B2
og B3 udger dieselolien mellem 4 og 33 % af det registrerede TOC. I drenvandet fra forsag
B4 udger dieselolien derimod mellem 98 og 150% af den milte TOC. 1 forseg C udger
dieselolien 3% af TOC’en i drenvandet fra udvaskningen dag 1. I drznvandet fra dag 32 udger




Tabel 5.5: Koncentrationen af dieselolic [mg/]] i dreenvandet.

FORSOGG A

Tid [Dag] 1
A:Ilt, NogP 400

FORSGG B

Tid [Dag) 1 16 84 192 gen(1-192)
B1: 1t, Nog P 36 30 21 72 40
B2: It og N 36 3 11 - 17
B3: 1kt 53 26 17 - 32
B4: Kentrol 55 53 140 - 62

FORS@G C

Tid [Dag] 1 32 38 70 Gen(1-192)
Cil:It, NogP 8 66 79 160 78
C2: IIt, N, Pog pH 9 90 120 45 66
C3: It, N, P, pH og mikro 9 55 21 34 106
C4: Kontro!l 9 30 200 180 105

Tabel 5.6: Koncentrationen af total organisk kulstof (TOC) [mg/]] i drenvandet

FORSQG B

Tid [Dag] 1 16 84 192 Gen(16-192)
Bl: Ilt, NogP 260 180 540 430 383
B2: llt og N 260 70 86 16 105
B3: It 270 80 79 65 5
B4: Kontrol 280 54 97 80 7

FORSYG C

Tid [Dag] 1 32 a8 70 Gen(32-70)
Cl:1lt, Nog P 250 170 94 132
C2: 1, N, P og pH 270 170 78 124
C3: 1it, N, P, pH og mikro 270 290 120 205
C4: Kontrol 230 83 27 55

- Under detcktionsgreensen p 2 mg/l.

dieselolien mellem 19 og 41 % af TOC indholdet. I drenvandet fra udvaskningen dag 70 er der
malt en hojere koncentration af dieselolie end TOC, hvilket indikerer fejl ved analyserne fra
denne dag, eller i de anvendte metoder. Koncentrationen af dieselolie er relativt hgj, mens de

maAlte koncentrationer af TOC er relativt lave.

Til at belyse, om det foregede indhold af TOC i drznvandet, som er registreret i forspgserie
Bl (lit, N og P), hvor der er sket nedbrydning af dieselolie, reprasenterer toksiske ned-
brydningsprodukter, er der i forseg C udfert Mikrotoxtest pd drznvandet. 1 tabel 5.7 er
resuitaterne gengivet. Analysemetoden og resultaterne findes i bilag 5. Drnvandet fra dag 1
har identisk indhold af dieselolie og TOC, hvorfor det m& forventes, at responset ved
Mikrotoxtesten skulle vare den samme. Den koncentration af drenvand, der giver en 20 %
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Tabel 5.7; Koncentrationen af dreenvandet fra forseg C, som giver en 20% hemming (EC,p) ved Mikrolox-
testning. 1 parentes er 95% konfidensintervallet angivet.

Tid [Dag] 1 32 38 70
ml prave/l

Cl:It, NogP 248* 145 179
(238-258) (125-164) (167-192)

C2: It, N, P og pH 169 226 - 196
(116-221) (208-242) (181-210)

C3: Iy, N, P, pH og mikro 250-500* 129 116
(119-138) (102-129)

C4: Kontrol 100* 294 348
(80-118) (257-324) (318-374)

* : Disse prever er usikkert 1dentificeret, sc bilage 6.

hemning, varierer mellem 100 og 500 ml drenvand pr.l. for drenvandet fra dag 1.

Koncentrationen af dr&nvandet fra dag 32 og 70, der giver en 20% hammning, ligger for alle
4 forsegsserier mellem 116 og 348 mt prove/l. Det vil sige inden for det interval der er fundet
for drenvandet fra dag 1.

5.6 JORDENS INDHOLD AF ATP

Som et relativt mil for udviklingen i den aktive biomasse i jorden er indholdet af ATP maélt.
P4 figur 5.6 er udviklingen i jordens ATP-indhold i de 3 forseg afbildet. Der er udtaget én
prove pr. sajle. For hver prave er der udfert en 4-dobbelt bestemmelse af ATP-indholdet. Ud
fra spredningen pA disse enkeltbestemmelser er der beregnet en analyseusikkerhed. Analyseusik-
kerheden er mindre end 15%, undtagen for proverhe fra forsegsserie C1 og C2. I C1 er den
mellem 9 og 60% og i forsagsserie C3 mellem 12 og 26 %.

I forsag A er indholdet af ATP i jorden fra de sejler, der er nedtaget dag 1 og 2, relativt
identisk. Gennemsnittet for dag 1 og 2 i de to forsegsserier er h.h.v. 44 og 37 ng/g, se tabel
5.8. Fra dag 2 til dag 8 stiger indholdet med en faktor 10, til 470 ng/g, og det holder sig pa
dette niveau i resten af forsagsperioden. Det gennemsnitlige indhold af ATP i sojlerne fra dag
8 til dag 50 er henholdsvis 460 og 430 ng/g i de to forsegsserier.

I forseg B er indholdet af ATP i udgangsmaterialet lidt hajere i den ene af sojlerne, nemlig i
B1 (lit, N og P), hvor indholdet dag 1 er 72 ng/g, mens gennemsnittet i de 3 andre prover er
44 ng/g. Det er kun i forsagsserie B1 (IIt, N og P) at der ses en signifikant &ndring af jordens
indhold af ATP gennem forsegsperioden. Her stiger indholdet markant efter 8 dage. Det
gennemsnitlige indhold af ATP i forsegsserie B (Ilt, N og P) fra dag 8 til dag 156 er 270 ng/g.
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Tabel 5.8: Indholdet af ATP 1 jord [ng/g] i starten &f forsegene samt gennemnsniltet i perioden med
aktivet.

FORSOG A Dag 8-

Periode [Dag] 1-2 8-50
Al:Ilt, NogP 44 460
A2:1lt, Nog P 37 430

FORS@G B '

Periode [Dag] 1 8-156
Bl: I, NogP 72 270
B2: it og N 46 59
B3: It 46 71
B4: Kontrol 44 35

FORS@G C

Periode [Dag] 1 16-70
Cl: It, NogP 170 400
C2:1lt, N, Pog pH 160 870
C3: Iit, N, P, pH og mikro 160 940
C4: Kontrol . 150 100

For de sejler, hvor der er infiltreret vand inden nedtagningen er der ikke méalt ATP. I de 3
andre forsagsserier er indholdet af ATP i gennemsnit for hele perioden fra dag 8 til dag 156
mellem 63 og 81 ng/g. I de sejler, som er nedtaget dag 48 til dag 156, er der registreret en
stigning i indholdet af ATP i forhold til udgangsmaterialet. Der er dog tale om en parallel
stigning i alle 3 forspgsserier.

1 forseg C er indholdet af ATP i udgangsmaterialet hajere end i de to foregdende forseg, nemlig
160 ng/g, mod h.h.v. 35 og 50 ng/g i forseg A og B. For de sgjler, hvor der er infiltreret vand,
er der i forseg C udtaget jord til bestemmelse af ATP, inden vandet er tilsat. Mellem dag 1 og
dag 16 stiger indholdet af ATP i de 3 forsegsserier Cl, C2 og C3. Der er stor variation pa de
malte koncentrationer af ATP i disse tre forsegsserier mellem dag 16 og 70. I tabel 5.8 er der
dog beregnet et felles gennemsnit for hver serie. I forsegsserie C2 (Ilt, N, P og pH) og C3 (llt,
N P, pH og mikro) ligger indholdet af ATP pa et niveau omkring 800-1.000 ng/g, mens
indholdet i forsagsserie C1 (Ilt, N og P) ligger omkring 400 ng/g. Indholdet i forsagsserie Cl
efter dag 16 svarer rimeligt til indholdet i forseg A og Bl, hvor jorden er behandlet pa
tilsvarende vis. Indholdet i kontrolserien, C4, ligger p4 et gennemsnit omkring 100 ng/g.
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6. DISKUSSION

De foreliggende laboratorieforsag har haft til formal at undersege muligheden for at forcere den
mikrobielle nedbrydning af dieselolie i en umzttet sandjord ved at ilte formationen med atmos-
ferisk luft.

Der er udtaget jord fra en sandet formation, der var forurenet med dieselolie. Der er anvendt
jord fra tre forskellige boringer, med meget varierende indhold af dieselolie ( 480-7.400 mg/kg
vad jord). Det relative indhold af n-alkaner fra C,3 til Cy6 er i de 3 prover mellem 12,8 og
15,8%. 1 den anvendte dieseloliestandard er indholdet af de tilsvarende alkaner 11,8%.
Forholdet mellem pristan og n-C,5 er mellem 0,40 og 0,50 i preverne fra de tre boringer, mens
det i den anvendte dieseloliestandard er 0,62. Ud fra denne sammenligning af olien i jorden i
de tre boringer, med dieseloliestandarden, mi olien i sandjorden betegnes som relativ frisk,
uden tydelige tegn p4, at den er biologisk nedbrudt. Dette indikerer, at den mikrobielle aktivitet
i den forurenede formation er kraftigt hemmet.

Ud fra de malte koncentrationer af dieselolie i de sajler, der er nedtaget dag 1 i de tre forseg,
samt i de to kontrolserier, B4 og C4, vurderes det, at homogeniseringen af jorden inden hvert
forseg har varet tilfredstillende. Udgangskoncentrationen i de 3 forseg er meliem 4.800 og
6.400 mg/kg, hvilket anses for at viere reprasentativt for den centrale del af den formation, der
patenkes oprenset.

Forsegesresultaterne viser, at det er muligt at fremme den mikrobielle omsztning af olien ved
iltning, nar der bade tilsettes nitrat og phosphat. 1 forseg B og C ses en reduktion i jordens
indhold af dieselolie p4 op til 50% i de forsegsserier, hvor der er tilsat nitrat og phosphat, i
lobet af en periode pa henholdsvis 192 og 70 dage. Reduktionen i jordens indhold af dieselolie
i kontrolserier har varet omkring 20%. At den forogede reduktion i jordens indhold af
dieselolie er begrundet i en mikrobiel oms®tning underbygges af tre forhold. For det ferste
stiger jordens indhold af aktiv biomasse, udtrykt ved indhold af ATP, i de forsegsserier, hvor
jordens olieindhold reduceres. For det andet ses en @ndring i oliens sammens&tning i de for-
sogsserier, hvor der sker en reduktion i jordens olieindhold. Oliens indhold af n-alkaner
reduceres og forholdene mellem pristan og n-C,,, samt phytan og n-C,g, stiger. [ kontrolserier-
ne er disse forhold konstante. Disse @ndringer forventes alene at vare fordrsaget af en
mikrobiel omsztning. For det tredje har malinger af kulbrinter i afkastluften vist, at der kun
fjernes i storrelsesorden 1-2% af jordens olieindhold med afkastluften.

Det er ngdvendigt at tilsztte bade nitrat og phosphat til jorden for at fa fremmet den mikrobielle
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nedbrydning af olien. Det underbygges af, at der ikke sker nogen registrerbar reduktion i
jordens indhold af dieselolie i de forsegsserier, hvor jorden iltes og tilszttes nitrat (B2), hvor
jorden kun iltes (B3), samt i kontrolserien (B4). 1 forsegsserierne B2-B4 ses heller ingen
@&ndring i jordens indhold af ATP eller i sammens®tningen af olien. Der sker en paraliel
reduktion i jordens indhold af dieselolie i disse forsegsserier i forhold til kontrolserien. Reduk-
tionen er pd ca. 20%. Det er ikke muligt at begrunde denne reduktion. I forseg C ses en
tilsvarende reduktion i indholdet af dieselolie i kontrolserien.

I de forsegsserier, hvor jorden er iltet, er der blast 200 ml atmosfarisk luft gennem hver sojle
pr. time. Det svarer til, at der tilferes 2.300 mg ilt pr. kg jord pr. degn. Til fuldstendigt at
oxidere 1 g olie skal der bruges ca. 3 g ilt, I lgbet af 3 dagn vil der, med den anvendte for-
segsopstilling, vere tilfart tilstrekkeligt ilt til at oxidere al olien i jorden, nir koncentrationen
i udgangsmaterialet til forsagene er 7.000 mg/kg. Ud fra denne overslagsberegning vurderes
det, at beluftningen af jorden har veret tilstrekkelig til at opretholde aerobe forhold i jorden.
I forseg A og B er vandmatningen mellem 65 og 80%, hvilket skulle muliggore en iltning af
jorden. I forseg C er vandmatningen mellem 75 og 100%. I forsegsserier Cl, hvor
vandmatningen er beregnet til 100%, dvs. de to sejler der er nedtaget dag 38 og dag 54, er der
registreret en nedbrydning af dieselolien, hvilket indikerer, at den haje vandmatning ikke har
forhindret iltning af jorden,

Indholdet af nitrat i jorden er malt i de enkelte forsegsserier. I udgangsmaterialet til forsegene
er indholdet af nitrat mindre end 1 mg/kg. Ved tilsztning af gadningsvand med 1.250 mg N/I,
er der i de tre forseg opniet et C:N forhold pd mellem 11:1 og 30:1. Inden for hver for-
sogsserie har dette forhold vaeret rimeligt konstant. I de forsegsserier, hvor der ikke er tilsat
nitrat, er der beregnet et C:N starre end 2.000. Hvis olien fuldstendigt skal omdannes til
biomasse vil det krave et forhold mellem kulstof og kvalstof pa 10:1 beregnet ud fra sammen-
s@tningen af biomassen. [ litteraturen er der set nedbrydning af olie ved tils@tning af vaesentlig
mindre mangder kvalstof i forhold til kulstof, f. eks. ved C:N forhold p4 60:1 (Dibble and
Bartha, 1979a). Med det her anvendte forsegskoncept er der opndet et C:N forhold i jorden,
der anses for at vare tat pd det optimale. Det forventes ikke, at nedbrydningen af olien kan
optimeres vasentligt ved en aget dosering af kvalstof.

Jordens indhold af phosphat er ligeledes mélt. Indholdet af phosphat i jorden er bestemt ved
udrystning med 0,2 M H,SO,. Indholdet af phosphat i udgangsmaterialet er bestemt til 200 mg
P/kg. Med et indhold af dieselolie i jorden pA mellem 4.800 og 6.400 mg/kg giver dette et C:P
forhold pa mellem 40:1 og 47:1. Hvis olien fuldstendigt skal omsattes til biomasse, kraver det
et C:P forhold pa 100:1. Ved tils®tning af phosphat, s& der er opndet et C:P forhold pa 800:1,
er der i en undersagelse opndet en acceptabel nedbrydning af olie (Dibble and Bartha, 1979a).
Det naturlige indhold af phosphat i den anvendte sandjord skulle derfor vere tilstrazkkelig til
at mikroorganismerne kan omsatte olien. Der er dog ingen registrerbar nedbrydning af olien
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i forsegsserie B2, hvor jorden iltes og der er tilsat nitrat, mens der i de forsegsserier, hvor der
tillige tilsattes phoshat ses nedbrydning. Dette indikerer, at jordens indhold af phosphat ikke
er tilgaengeligt for mikroorganismerne,

Ved tilsztning af 100 m! gadningsvand pr. sejle med en phosphatkoncentration pa 400 mg P/I,
er der opndet et C:P forhold pa mellem 30:1 i forseg B og 23:1 i forseg C, beregnet ud fra
jordens indhold af phosphat. For de sajler, hvor der er infiltreret 100 ml vand inden nedtag-
ningen, er den udvaskede mangde af phosphat beregnet, herudfra et C:P forhold beregnet. C:P
forholdet i de sajler, hvor der er tilsat phosphat med gedningsvandet, kan p4 denne mide
beregnes til, mellem 130:1 og 200:1, mens det for de sojler, hvor der ikke er tilsat phosphat,
er storre end 30.000: 1. Forsggene viser, at indholdet af tilgengeligt phosphat for mikroorganis-
merne i den anvendte sandjord, bedst bestemmmes ved ekstraktion med vand frem for eks-
traktion med 0,2 N H,SO,. Bestemmelsen af C:P forholdene ud fra den udvaskelige mengde
phosphat ber kun opfattes som et relativt forhold, idet de gennemforte forseg ikke giver
grundlag for at vurdere om al den udvaskelige phosphat er fjernet med de 100 ml vand, der er
infilteret inden nedtagning af sgjlerne

Med en koncentration af dieselolie pA omkring 5.000 mg/kg vurderes det, at det vil vare
tilstraekkeligt at tilsztte nitrat og phosphat til jorden, ved indledningen af et oprensningsforteb,
idet det mikrobielle forbrug af neringssalte er relativt begranset. I de gennemforte forseg, hvor
der kun er tilsat n@ringssalte ved begyndelsen, er der ved forsegenes opher stadig et acceptabelt
forhold mellem kulstof og henholdsvis nitrat og phosphat,

Justering af gedningsvandets pH til 7, ved anvendelse af bl.a. phosphatbuffer har ikke haft
nogen registrerbar effekt p4 jordens pH i forseg C. Ved afslutningen af forseg C er pH i jorden
steget til 8,5 og 8,9 i de to forsegsserier Cl1 og C2, hvor gadningsvandets pH er justerét. I
kontrolserien, hvor der er tilsat destilleret vand steg jordens pH til 8,5 og mens, jordens pH steg
til 9,0 i forsegserie C1, hvor gadningsvandets pH var 8,2. Jordens pH inden tils@tning af
godningsvand var 8,1. Reduktionen af jordens indhold af olie forlgber parallelt i forsegsserierne '
C1 og C2, hvor den eneste forskel i behandlingen af jorden er gadningsvandets pH. £ndringen
i oliens sammensatning er identisk i de to forsegserier. Derimod ses, at indholdet af ATP i
jorden stiger mere i forseg C2 end i forseg C1. I perioden fra dag 16 til dag 70 er det
gennemsnitlige indhold af ATP i de to forsegsserier henholdsvis 870 og 410 ng/g. Dette
indikerer, at stigningen i jordens indhold af ATP ikke nedvendigsvis er proportional med
omsatning af dieselolie.

Tils@tning af mikronzringssalte til gedningsvandet i forsegsserie C1 vurderes at fremme den
mikrobielle oms&tning af olien i jorden, men effekten er dog beskeden. Ud fra reduktionen i
jordens indhold af dieselolie er det ikke muligt at se nogen signifikant effekt af at tilsztte
mikronaringssalte, mens der ud fra @ndringen i oliens sammensatning ses en markant effekt
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i forhold til forsggsserierne C2 og C3, hvor der er tilsat nitrat og phosphat, men ikke
mikrongringssalte. Forholdet mellem pristan og n-C,5 stiger i forsegsserie C3 til 2,2, mens det
i de to ovrige forsagsserier stiger henholdsvis til 1,2 og 1,3. En tilsvarende forskel ses i
udviklingen i forholdet mellem phytan og n-C 4. I forsagsserie C3 ses, at oliens indhold af n-
alkaner reduceres fra 12,9% af de identificerede kulbrinter ved forsegets begyndelse til 3% efter
32 dages forleb. Mellem dag 32 og dag 70 reduceres jordens olieindhold fra 3.000 til 1.700
mg/kg, uden at der yderligere sker en reduktion i n-alkanernes andel af olien. Bestemmelsen
af jordens indhold af dieselolie for dag 70, er beh&ftet med en relativ stor spredning, en
tilsvarende foroeget usikkerhed ses ikke pA bestemmelsen af den relative andel af n-alkaner.
Tilsztning af mikronaringssalte, giver ikke anledning til en yderligere stigning i jordens indhold
af ATP, vurderet udfra det gennemsnitlige ATP indhold i forsegsserie C2 og C3 i periode
mellem dag 16 og dag 70, hvor gennemsnittet i det to forsagsserier er henholdsvis 870 og 950
ng/g. I litteraturen er der ikke fundet nogen foreget effekt pa nedbrydningen af olie i jord ved
tils@tning af mikronzringsstoffer (Dibble and Bartha, 1979a og Pettersen et al., 1989) ud fra
henholdsvis produktionen af CO, og reduktion af totalkoncentrationen af olie i jorden.
Resultaterne fra dette forseg stemmer overens med de i litteraturen refererede observationer,
idet effekten af mikron@ringsstoffer er s begr®nset, at den alene ses som en ndringen i oliens
sammensatning. Variationen i jordens indhold af dieselolie er for stor til at denne begr@nsede
effekt ses tydeligt.

I alle 3 forsag ses en kort lagfase i den mikrobielle aktivitet pd 2 til 8 dage. Andringen i den
mikrobielle aktivitet som folge at de &ndrede vakstbetingelser ses tydeligt pa jordens indhold
af ATP. Efter 2 til 8 dage stiger indholdet af ATP fra en udgangskoncentration pAd meliem 30
og 160 ng/g til mellem 270 og 950 ng/g, alt efter tils®tningen af nzringssalte. Det er samtidigt
muligt at registrere en &ndring i oliens sammensatning, udtrykt ved det relative indhold af n-
alkaner. Efter 16 dages forlgb ses en tydelig effekt p4 forholdet mellem pristan og n-C;,, samt
phytan og n-Cg. Disse resultater indikerer, at den mikroflora, som forekommer i den anvendte
jord, som forventet (Atlas, 1981), er adapteret til at nedbryde dieselolie, og at det er deres
v&kstbetingelser, der er styrende for nedbrydningen af olien.

Der har varet en vis variation mellem nedbrydningsforlebene i de tre forseg, vurderet ud fra
de forsegsserier, hvor jorden er behandlet identisk, A1, A2, Bl og C1. I disse forsagsserier er
jorden iltet, og der er tilsat bade nitrat og phosphat. Den nedvendige tid for at fi reduceret
koncentrationen af olie med 50% varierer fra ca. 50 dage i forseg A til omkring 192 dage i
forseg Bl. I forseg C1 er olieindholdet reduceret med 45 % efter 70 dage. PA figur 6.1 er
afbildet udviklingen i den relative koncentration af dieselolie i jorden og udviklingen i forholdet
mellem pristan og n-C; for disse 4 forsegsserier. Det ses af figuren, at den mikrobielle om-
satning i forseg A forleber hurtigere end i forsegsserierne Bl og C1, hvor den forlgber relativt
parallelt. Det er ikke muligt at forklare forskellen i nedbrydningshastigheden mellem disse 3
identiske forsegsserier. Sammensztningen af olien har ikke &ndret sig, som folge af
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Udviklingen i den relative koncentration af dieselolie i jord
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Figur 6.1: Gverst ses udviklingen i den relative koncentration af olie i forseg Al, A2, Bl og Cl.
Gennemsnit og 90% konfidensinterval for hver enkelt sajle. Nederst ses udviklingen i forholdet
mellem pristan og n-C,, for de tilsvarende forsagsserier. Her er tillige gengivet gennemsnit og 90%
konfidensinterval.

opbevaringen i tiden mellem forseg A og C. Indholdet af mikrobiel aktivitet i jorden, malt som
ATP, har heller ikke ®ndret sig vasentligt i den jord, der er anvendt til de tre forseg.

En egentlig modellering af nedbrydningsforlabet er ikke muligt inden for rammerne af dette
projekt. Beregning af en nedbrydningshastighed for dieselolien kompliceres af, at olien @ndrer
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sammens&tning hen gennem nedbrydningsforlgbet. N-alkanerne, der er den fraktion af
kulbrinter i olien, der forventes lettest at blive mikrobielt nedbrudt, reduceres da ogsa fra 13-
15% i udgangsmaterialet til 2-3% ved afslutningen af de tre forseg. 1 og med at den totale
reduktion af kulbrinter ligger omkring 45-50%, er der samtidig sket en vasentlig reduktion af
de evrige fraktioner i olien. Ved en visuel sammenligning af chromatogrammerne fra dag 1 og
dag 192 i forseg Bl ses, at alle toppene reduceres. Dette tages som udtryk, for at alle de
fraktioner af kulbrinter, det vil vaere muligt at identificere med den anvendte ekstraktions-
metode, bliver nedbrudt i de gennemforte forseg.

Nedbrydningshastigheden af olie under forskellige forhold er sammenlignet af Bosseret og
Bartha (1984). Sammenligning forudsatter at nedbrydningen forleber efter en 0.ordens kinetik.
Antages det, at nedbrydningen forlgber pd denne méde i de gennemfarte forseg, dvs. vis der
nedbrydes den samme mangde olie pr. kg jord pr. dag i hele forsegsperioden, fies en
nedbrydningshastighed pa mellem 0,014 og 0,061 g/(kg-degn), nir jorden iltes og der er tilsat
bade nitrat og phosphat. Disse vardier ligger i den lave ende af det interval, Bosseret og Bartha
(1984) fandt for nedbrydningshastigheder. De refererede vardier ligger mellem 0,02 og 0,4
g/(kg-dogn), de laveste omsatningsrater forkom i forseg, der var udfert under kelige klimaer
og i sur jord. Idet de her gemmenforte forseg er udfert ved 10°C, er der en rimelig over-
ensstemmelse med de bestemte nedbrydningshastigheder og de i litteraturen angivne,

Inden for en forsegsperiode pa op til 192 dage er koncentrationen af olie i jorden maksimalt
reduceret til ca. 50 % af udgangskoncentrationen. Restkoncentrationen i jorden har varet
mellem 2.500 og 3.600 mg/kg i de tre forseg. N-alkanerne udgjorde mellem 12 og 15% ved
forsegenes begyndelse. I og med at der er fjernet op til 50% af olie, mi der ogsi vare sket en
nedbrydning af de mere svart nedbrydelige forbindelser. Om det er muligt at f4 nedbrudt de
sidste 50% og i s& fald hvor lang tid det vil tage, vides ikke ud fra de gennemferte forseg.

Indholdet af dieselolie og TOC i drenvandet fra forseg B viser, at den udvaskelige mengde af
dieselolie er konstant mellem de enkelte forsegsserier og hen gennem forsegsperioden. Den
gennemsnitlige koncentration der er malt i drznvandet er 34 mg/l. Dette er hajere end
opleseligheden af dieselolie i destilleret vand, der forventes at ligge mellem 2 og 20 mg/l
(Arvin, 1985). Indholdet af TOC @ndrer sig hen gennem forsegsperioden. I den forsegsserie,
hvor der sker en mikrobiel nedbrydning af olien, sker der en stigning i den udvaskelige ma&ngde
TOC fra 260 mg/1 til mellem mellem 180 og 540 mg/l. I de tre ovrige forsegsserier reduceres
den mangde TOC, der udvaskes, fra 260 mg/! til tiden dag 1 til i gennemsnit 84 mg/l for
udvaskningen dag 16 til dag 192.

I forseg C er den gennemsnitlige koncentration af dieselolie i drenvandet 89 mg/Il, der er dog
betydelige variationer mellem de enkelte malinger, idet der er malt mellem 9 og 200 mg/l. Der
ses ingen systematik i variationen, udover at der i dr&nvandet fra gedningstilsztningen dag 1,
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er milt de laveste koncentrationer. De milte koncentrationer af TOC i dr&nvandet udviser
ligeledes i dette forseg vesentlige variationer. I drenvandet fra dag 70 er TOC-indholdet lavere
end indholdet af dieselolie. Om der er tale om fejl ved de pAgaldende mélinger, eller det er den
valgte praveforberedelse til de to analysemetoder, der er utilstr&kkelig, er det ikke muligt at
afgere, Med de fi mlinger af udvaskelig dieselolie og TOC i forsag C og den store variation,
er det begranset, hvad der kan konkluderes ud fra tallene. Mélingen antyder dog, at den
mikrobielle nedbrydning af dieselolie giver anledning til et foreget indhold af TOC i
drenvandet. En undersegelse af udvaskeligt TOC fra jord, hvor der foregik mikrobiel
nedbrydning af olie, viste en tilsvarende foreget udvaskning af TOC som felge af den
mikrobielle aktivitet (Dibble and Bartha, 1979b).

Der er registreret haje koncentrationer af dieselolie i drenvandet i alle forsegsserierne i forseg
C. Disse heje koncentrationer kan vare begrundet med, at der sker udvasking af fint partikulrt
material, hvorp4 der er adsorberet olie, samt fri olie. Det kan ikke udelukkes, at fraktioner af
ikke oplest olie er medtaget i bestemmelsen af dieselolie i vandet. Herved er den udvaskelige
fraktion blevet overestimeret, idet infiltrationen af ca. 3 porevoluminer pa et degn, mi betegnes
som en meget hird behandling, i forhold til den, jorden vil blive udsat for ved en egentlig in-
situ oprensing.

Den gennemfarte Mikrotoxtest af drznvandet fra de 4 forsegsserier i forsag C giver ikke
grundlag for at antage, at der dannes toksiske nedbrydningsprodukter som folge af den
mikrobielle omsatning af dieselolie. Drznvandet udtaget hen gennem forsegsperioden giver det
samme respons i alle forsegsserie. Der er dog en vasentlig variation mellem de enkelte
malinger. Mikrotoxtestning af jord fra lysimetre, hvor der foregik en nedbrydning af dieselolie,
viste at den hammende effekt blev reduceret i lebet af nedbrydningsforlabet (Wang and Bartha,
1990).
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7. KONKLUSION

Laboratorieforseg har vist, at det er muligt af fremme den mikrobielle nedbrydning af
dieselolie, i sandjord ved en optimering af mikroorganismernes vakstbetingelser. Tils@tning af
bde nitrat og phosphat er en nadvendig foruds®tning for at iltningen af jorden med atmosferisk
luft fremmer den mikrobielle omsztning af olien. lltning af jorden uden tilsztning af
neringssalte har ingen effekt pA den mikrobielle aktivitet i jorden. Tilstning af mikronzrings-
salte vil antagelig medfere en beskeden stignig i nedbrydningshastigheden. Koncentrationen af
dieselolie i forsegsjorden er mellem 4.800 og 6.400 mg/kg. Der er ikke tegn pa at disse
koncentrationer af olie h#mmede den mikrobielle aktivet. Koncentrationen af olie er blevet
reduceret til ca. 50% af udgangskoncentrationen inden for en periode af 50 til 192 dage. N-
alkanernes andel af olien er relativt hurtigt blevet reduceret. Der er sket en reduktion af alle de
identificerede toppe p4 chromatogrammerne som felge af nedbrydningen.

Zndringen i olienssammensatning, henholdsvis andelen af n-alkaner og forholdene meliem
pristan og n-C,; og forholdet mellem phytan og n-C,g vurderes at vere velegnede parametre.
til at folge det indledende forleb af den mikrobielle nedbrydning af dieselolie.
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BILAG 1:

BOREPROFILER FRA BORING B15, B16, B17 OG B18.
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BILAG 2:

BESTEMMELSE AF VANDINDHOLD, RUMVAGT OG
KORNFORDELING.
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ANALYSEMETODER.
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BILAG 3.1: Bestemmelse af olie, nitrat, phosphat, terstof og TOC.

DIESELOLIE - JORD.

Der udtages 3 delprover fra hver sajle, Jorden fra sgjlerne overfores til et bagerglas og blandes
med en ske, herfra udtages der 3 gange 25 g prove. Der tilszttes 25 g vandfrit natriumssulfat
og 35 ml svovlkulstof til hver del prave. Blandningen rystes i 2 timer, hvorefter svovl-
kulstofekstraktet analyseres gaschromatografisk.

Gaschromatografisk betingelser:

Gaschromatograf . HP 5890

Kolonne : J og W Fused silica DB-5, 30 meter, ID: 0,32 mm,
film 0,25 ym.

Temperatur . 70°C i 5 min, derefter 5°C min til 275°C, derefter
20 min ved denne temperatur.

Dataopsamling . HP 3365

Integration :  Total sum fra retentionstid 7,00 til 49,5 min.

Intern standard :  Cyklohexanon.

Hvert ekstrakt er analyseret ved to injektioner, Mellem hver 3. prove er der analyseret en
dieselstandard for at kontrollere GC-karsel og integrationen.

DIESELOLIE - VAND
400 g prave tilszttes 10 ml svovlkulstof. Blandingen rystes og henstar natten over, hvorefter
ekstraktet analyseres gaschromatografisk som anfert under jordprever.

DIESELOLIE - KULRJR
Kulrorene er analyseret gaschromatografisk efter AMI-metode L1.

DIESELOLIE - TRYKLUFT

Trykluften er analyseret for partikulert og dampformigt olieindhold ved at lede 3740 | luft
gennem glasfiberfilter og kulrer. Partikulert olie pA glasfiberfilter er analyseret efter NIOSH
283 (IR-metode). Dampformigt som ovenfor beskrevet.

ILT I TRYKLUFT
ltindhold er analyseret gaschromatografisk ved anvendelse af varmetrddsdetektor. Som

reference er anvendt atmosferisk luft.
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NITRAT (NO, + NO; - N)
Jord og vand: Analyseret efter DS 223.

TOTAL - N

Jord: Kjeldahl analyse efter DS/R 242. Analysen medtager ikke NO, + NO;3 - N

Total - N = Kjeldahl-N + (NO, + NO;)-N

Vand: Analyseret efter DS 221

ORTHO - P

~ Jord: 2 g prave afvejes og tilsattes 100 ml 0,2 N H,SO,4. Rystes i 24 timer, filtreres og males

ved induktivt coupled plasma detektion (ICP).

Vand: Analyseret efter DS 291.

TARSTOF
Bestemmes efter DS 204.

TOC 1 YAND
Dohrman 80: TOC analyse.
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BILAG 3.2: Bestemmelse af antallet af bakterier i jord.

Preve og referencejord opslemmes i vand i forskellige fortyndninger, hvorefter opslemningen

er inkuberet pA PYGV medium i 5 degn ved 30°C

PYGV-medium (Modificeret):

Efter: Staley (1968), Hirsch & Rades-Rohkohl (1983) og Cohen-

Bezire et al. (1957)

Pepton 190 (Gibco) 0,25 ¢g
Garekstrakt, Difco 0,25 g
Glucose 0,25 g
Agar (Struers) 20¢g
Winogradsky-opl, fort. 200 ml
Destilleret vand ad 1000 ml
Efter autoklavering tils®ttes sterilfiltreret:
Vitaminoplesning S ml
pH justeres til 7.

Yitaminoplesning:
d-Biotin 2 mg
Polinsyre 2 mg
Pyridoxin-HCI 10 mg
Riboflavin 5 mg
Thianin-HCI 5 mg
Nicotin amid 5mg
Calciumpantothenat 5 mg
B, 5 mg
p-aminobenzosyre 5 mg
Destilleret vand ad 1000 ml
Sterilfilteret

Wingoradsky-stamoplesning:
Efter: Winogradsky (1949)
Kalciumphosphat sek. K,HPO, 50¢g
Magnesiumsulfat, MgSO,-7H,0 25¢g
Natriumchlorid NaCl 25¢g
Ferrosulfat FeSO,-6H,0 0,05¢g
Manganosulfat MnSO,-7H,0 0,05 g

ad 1000 ml
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BILAG 3.3: Bestemmelse af ATP i jord.

1) Blindprever: Der afvejes 2 gange | g prove i glas med skrueldg. Der tils@ttes 10 ml 0,25
M H,S80,-PO, oplesning til hver prave. Der rystes kraftigt pA isbad i 15 min. Praverne
autoklaveres i 40 min.

2) Standard: 1 pg/ml :Ampul fra LUMAC med 10 ug ATP tilszttes 10 ml TRIS/EDTA 0,025 .
M - pd is bad. Opbevares i fryser.

Standard 250 ng/g: 2 gang 1 g af hver prave afvejes i glas med skruelag, der tilsettes 9,75
m! 0,25 M H,80,-PO,. Rystes kraftigt i 15 min, autoklaveres i 15 min og afkeles. Der
tilszttes 250 pl Standard 1 pug/l, dette sker pd is. Rystes kraftigt '

Standard 500 ng/g: 2 gang 1 g af hver prove afvejes i glas med skrueldg og der tilszttes
9,50 ml 0,25 M H,S0,-PO,. Rystes kraftigt i 15 min, autoklaveres i 15 min og afkeles.
Der tilszttes 500 ul Standard 1 pug/l, dette sker p4 is. Rystes kraftigt.

3) Prever: 4 gange | g jord af hver preve afvejes i glas med skrugeldg og anbringes pd is, der
tilsettes 10 ml 0,25 M H,580,-PO, og rystes kraftigt i 15 min stadig pd is.
Herefter behandles blindpreverne, standarderne og praverne ens, alt foreglr pa is.

4) pH miles i H,50,-PO4+ jordoplasningerne, det skal ligge under 2.

5) Der overfares 2 ml jordsuspension til 8 ml 0,025 M TRIS/EDTA.

6) Derefter indstilles proverne til pH 7,5 med 5 N og ! N NaOH

7) Enzymoplesning til miling pA LUMACOUNTER : Buffer anbringes ved stuetemperatur
(uabnet), 7 ml enzymoplesning tilszttes umiddelbart for maling. Inden enzymoplesningen
sattes pA appartet skylles det 12 gang med Bacto-Wast, 12 gange med autoklaveret vand og
12 gang med enzymoplesning.

8) Proven rystes grundigt og der udtages 100 ul, hvor til der tilszttes 100 ul NRB. Der rystes
i 10 sek, og herefter tilszttes enzym 100 pl. Der males efter 20 sek. Maletid 10 sek.

Reagenser :

A) H,80,-PO,: 27,3 ml 96 % H,50, + 44,5 g Na,HPO,'2 H,0. Svovlsyren plus 500 mi

vand bruges til af oplese Na,HPO, og der fyldes op til 1000 ml i en mélekolbe.

B) TRIS/ETDA: 37,7 g TRISMA (pH 7,5) + 1,5 EDTA (Titriplex 111) til 1 | destileret vand,

pH indstilles til 7,5 med HCI.
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BILAG 4

RESULTATER






Bilag 4.1 : Vandmstningen (%) efter afdrzening af gedningsvand

Forseg A
Sejle or. xl x2 x3 x4 x5 x6 x7
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
%
Al 81 77 74 75 80 79 78
A2 75 77 79 74 74 80 74
Forseg B
Sejle nr. x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9 x10
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
%
Bl 16 717 75 73 72 64 75 72 71 64
B2 79 70 80 71 69 68 68 71 67 78
B3 74 73 75 82 73 73 80 76 70 69
B4 70 72 73 68 80 | 74 67 67 65 70
Forseg C
Sajle nr. xl x2 x3 x4 x5 x6
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
%
Cl 98 99 93 102 105 81
Cc2 93 99 93 95 95 95
C3 97 96 92 82 84 85
C4 97 96 92 83 76 92




Bilag 4.2: Indholdet af nitrat i jord .og drznvand

JORD
Forssg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
mg N/kg vid jord
Al 137 103
A2 144 104
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16* 32 48 84+ 120 156 192%*
mg N/kg vad jord
Bl 220 150 149 1,0 138 96 2,6 125 120 5,1
B2 220 148 160 0,1 173 150 52 160 160 2,8
B3 0,8 0,2 0,2 0,1 0,9 0,2 2,5 0,4 0,3 2,6
B4 0,8 0,2 0,2 0,1 0,9 0,2 2,5 0,4 0,3 5,1

*: Efter tilszetning af dreenvand og efter folgende af drening

Forseg C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
mg N/kg vad jord
Cl1 210 160 200 180 0,3
Cc2 190 170 110 160 0,2
C3 190 140 130 140 0,3
C4 0,1 0,5 0,8 0,3 0,2
DRANVAND
Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
mg N/I
Al 910
A2 910
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
mg N/
Bl 1200 360 420 350
B2 1200 390 440 500
B3 1,1 0,1 0,2 0,8
B4 0,4 0,2 0,2 0,4
Forseg C
Tid [Dag) 1 16 32 38 54 70
mg N/i
Cl 1100 550 740 340
C2 1100 460 800 310
C3 160 470 790 450
C4 200 8 0,1 0,6




Bilag 4.3: Indholdet af orto-phosphat jord og drenvand

JORD
Forseg A
Tid [Dag) 1 2 4 8 16 34 50
. mg P/kg vid jord
Al 270 259
A2 270 223
Forseg B
Tid {Dag] 1 4 8 16* 32 48 84w 120 156 192+
mg P/kg vid jord
Bl 270 350 220 300 255 300 200 340 240 430
B2 170 320 200 228 177 180 150 270 190 250
B3 180 240 220 220 177 190 170 350 150 270
B4 190 150 180 220 183 200 150 210 170 270
*; Efter tilsztning af dreenvand og efter folgende af draning
Forsag C
Tid {Dag] 1 16 32 38 54 70
mg P/kg vad jord -
Cl 310 290 360 370 370
c2 290 260 300 350 420
C3 270 260 300 320 290
C4 200 190 190 220 280
DRZANVAND
Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
mg P/l
Al 28
A2 28
Forseg B :
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
: mg P/l
Bl 31 98 68 59
B2 0,2 0,7 0,2 0,7
B3 0,2 0,7 0,1 0,5
B4 0,2 0,9 1,6 0,8
Forseg C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
mg P/l
Cl1 46 94 170 55
C2 33 82 230 125
C3 56 110 200 64
C4 35 0,4 0,1 1,4




Bilag 4.4 : C:N-forholdet beregnet ud fra indholdet af nitrat i jord og dreenvand

C:N forholdet beregnet ud fra indholdet af nitrat i jord

Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
C:N
Al 39 28
A2 37 30
ForsagB
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
C:N
Bl 21 28 29 27 35 23 23
B2 21 27 28 24 28 26 24
B3 >2.000| >2.000(| >2.000 >2.000] >2.000 >2.000| >2.000
B4 >2.000| >2.000| >2.000 >2.000{ >2.000 >2.000] >2.000
Forseg C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
C:N
Cl 18 23 23 15
C2 20 20 19 15
C3 20 23 16 14
C4 >2.000| >2.000 >2.000] >2.000

C:N forholdet beregnet ud fra nitrat koncentration i dranvandet

Forseg A
Tid [Dag) 1 2 4 8 16 34 50
C:N
Al
A2
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
C:N
Bl 25 19 18
B2 25 27 22
B3 >2.000 >2.000 >2.000
B4 >2.000 >2.000 >2.000
Forseg C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
C:N
Cl 15 15
C2 16 16
Cc3 15 7
C4 700 >2.000




Bilag 4.5: C:P-forholdet beregnet ud fra indholdet af phosphat i jord og drenvand

C:P forholdet beregnet ud fra indholdet af phosphat i jord

Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
C:P
Al 44 25
A2 44 31
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
CP
Bl 3¢ 27 34 32 25 19 .25
B2 60 28 49 53 52 34 45
B3 57 37 44 54 48 26 60
B4 52 48 51 50 46 42 46
Forsag C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
C:P
Cl 27 29 21 16
C2 30 29 21 15
C3 32 28 18 13
c4 42 43 40 35
C:P forholdet beregnet ud fra phosphat koncentrationen i drenvand
Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
C:P '
Al
A2
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
C:P
Bl 240 120 108
B2 > 30000 > 30000 > 30000
B3 > 30000 > 30000 > 30000
B4 > 30000 > 30000 > 30000
Forseg C
Tid [Dag) 1 16 32 38 54 70
C:P
Cl 196 210
c2 198 86
C3 140 114
C4 > 30000 > 30000




Bilag 4.6 : Indholdet af dieselolie i jorden.

Forsag A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
mg/kg vid jord
Al A 5200 5100 4700 5000 5100 3800 3000
B 5400 5300 5200 4800 4900 3800 2700

C 5600 5400 5300 4800 4900 3600 2900

A2 A 5300 5700 7000 5100 6000 3400 3500
B 5400 6000 5200 5100 5200 3400 2900
C 5300 6200 5400 5300 6200 3600 2900
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 196
mg/kg vid jord
B1 A | 4900 4600 4300 3900 3700 3200 3100 2900 2800 2300

B | 4600 4200 4200 4000 3700 3400 2600 2900 2600 2300
C | 4600 4000 4300 4000 3600 3400 3000 3000 2700 2200

B2 A | 4600 3900 4500 4200 4300 4300 4300 4100 3700 3700
B 4500 4100 4400 4400 4200 4100 4100 4300 3900 3700
C | 4700 4200 4500 4300 4200 4200 4500 4200 4000 3700

B3 A | 4800 3900 4500 4300 4400 4100 4300 4100 4100 4000
B 4400 3800 4400 4300 4300 4100 4300 4100 4100 4000
C 4300 4300 4300 4300 4100 4200 4100 4000 3900

B4 A | 4500 4400 4300 4300 4200 4100 4100 4000 3600 3600
: B 4400 4100 4100 4300 4200 4300 3800 4000 3500 3800
C 4500 3800 4100 4300 4000 4000 3800 4000 3500 3800

Forsag C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
mg/kg vad jord
C1 A 3700 3600 2800 3600 2700 2200
B | 3900 | 3800 | 2800 | 3200 | 2800 | 2300

C 3800 3800 3000 3300 2500 2200

C2 A | 3600 3400 2400 2800 2100 2300
B 3800 3500 2600 2800 2400 1800
C | 4200 3300 2700 2600 2000
C3 A | 3800 3200 2500 2400 2000 2300
B 4100 3400 2400 2600 1800 2100
C | 3700 3200 2400 2400 2000 1400

C4 3800 3700 2300 3400 3400 3300
3800 3800 2200 3200 3600 3100

3900 3600 | 2200 | 3600 3300 | 2900

aQw




Bilag 4.7: Indholdet af ATP i jorden

Forseg A
Tid [Dag] 1 2 4 8 16 34 50
__ng ATP/g jord vad jord
Al 31 42 225 403 363 433 350
A2 29 34 227 398 295 448 300
Forseg B
Tid [Dag] 1 4 8 16 32 48 84 120 156 192
__ng ATP/g jord vid jord
Bl 61 57 247 88 201 264 173 273 175 85
B2 40 46 45 41 42 60 57 106 101 77
B3 39 42 41 46 46 74 56 95 83 59
B4 34 45 42 22 34 26 66 83 86 63
Forseg C
Tid [Dag] 1 16 32 38 54 70
ng ATP/g jord vad jord
C1 130 260 290 95 110 640
C2 130 850 490 380 440 1000
C3 130 820 530 310 620 1100
C4 120 140 42 35 36 96
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BILAG 5

MIKROTOX-TEST
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TIL NOTAT VEDRGRENDE

MICROTOXTESTNING AF PERKOLATPROVER

Vandkvalitetsinstituttet 4.31/5 1991
Sagsbehandler: Jens Terslev
Sag nr.: 302346
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1. Indledning.

vandkvalitetsinstituttet (ATV) har efter aftale med Bo
Lindhardt LTH/COWIconsult testet 8 perkolatprever fra en
forsegsopstilling pd Jydsk Teknologisk Insitut.

2. JTdentifikation, opbevaring oq forbehandling af prever.

Preverne blev modtaget d. 17/4 1991 og d. 23/5 1991.
Preoverne modtaget d. 17/4 blev opbevaret ved -20 °C indtil
analyse, mens preverne modtaget d. 23/5 blev analyseret

straks.

Preverne var ved modtagelse mzrket:
Prever modtaget d. 17/4:

5264 3 - 7 ’

5264 11 - 17

5264 13 - 17

5264 23 - 27

5264 33 - 37

Felgende prever var utilstrazkkeligt market (mzrkaterne var
faldet af):

5264 1 - 7

5264 21 - 27

5264 31 - 37

Da det ikke var muligt at identificere disse prever

benzvnes de herefter I, II og III

Prever modtaget 4. 23/5:
5264 6

5264 16

5264 26

5264 36
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Alle prever blev fer analyse filtreret gennem et GF/C -
filter, pH justeret til 7,0 og tilsat NaCl indtil en
salinitet pd 20 o/oo.

Princip for Microtoxtestning

Preverne blev testet Jjf. VKI’s standardforskrift for
Microtox-test. Testen er baseret pd mdling af lysudsen-
delsen fra den fluorescerende marine bakterie Photobac-
terium phosphoreum. I testen udszttes bakterien for en
fortyndingsrzkke af preven, og hamningen af fluorescensen
efter 5, 15 og 30 minutters inkubering bestemmes i forhold
til en kontrol, der ikke indeholder preve . Koncentrationen
af preve, der reducerer bakteriernes lysemission 20 og 50
% beregnes ved hijzlp af et computerprogram, TOXEDO,
udviklet af VKI. Effektkoncentrationer (EC~vardier), 95%
konfidensgreznser og regressionskoefficienten estimeres
under antagelse af en lini®r sammenhzng 1 et logaritmisk
normalfordelingsplot mellem Xkoncentration og hemning af
lysemission. Kurven tilnzrmes datapunkterne ved vagtet

lini®zr regression pd probit-transformerede data.

Resultater

Der er pd basis af testresultaterne ved 5, 15 og 30 minut-
ters eksponering beregnet effektkoncentrationer for 20%
hemning (EC20), og 50% hemning (EC50) i forhold til
kontrollen. I Tabel B 5.1 er angivet EC20 og EC50 vardierne
for 15 minutters testningen, der normalt anvendes til at

angive prevers tokcicitet i Microtoxtesten.
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Tebel B 5.1: Resultater fra Microtoxtestning af perkolatprgver (15 min. testning)
95 X konfidensgranser er angivet i parentes.

Prove Ec20’ ECS0
ml prgve/l ml preve/l

modtaget d. 17/4

5264 3 + 7 145 401
(125-164) (369-4642)

5264 11 - 17 169 > 500"
(116-221)

5264 13 - 17 226 > 500
(208-242)

5264 23 - 27 129 379
(119-138) (361-4D0)

5264 33 - 37 294 > 500
(257-324)

1 250 - 500 > 500

11 248 > 500
(238 - 258) > 500

111 100 235

¢80-118) (213-259)

Prever modtaget d. 23/5:

5264 & 179 473
{167-192) (447-504)

5264 16 196 > 500
(181-210)

5264 26 116 336
€102-129) (310-336)

5264 36 348 > 500
(318-374)

20% hamning er den laveste signifikante effekt for Microtox testen
Hg jeste testede koncentration var S00 ml preve /i
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BILAG 6
IDENTIFIKATION AF PROVERNE I, 11 OG III
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Identifikation af praverne I, II og III

3 af de prover der er sendt fra DTI til VKI kunne ikke identificeres ved hjalp af markningen.
VKI markede disse I, IT og III. De 3 prover er alle udtaget dag 1, fra forsegsserie C1, C3 og
C4, hvorfor det skulle vaere muligt at identificere dem ud fra indholdet af nitrat og/eller
phosphat og sulfat. I tabel B6.1 er resultaterne fra analyse af disse tre stoffer gengivet

Tabel B6.1: Koncentrationen af nitrat, phosphat og sulfat i de 3 uidentificerede prever til Mikrotox-

testen
NOy-N Orto-PO,-P S50, Identifikation
mg/l
I 960 6,5 115 C3 (21-27
Il 920 11 44 C1(1-n
Il 0,4 0,02 59 C4 (31-37)

Det ses, at prave III har et markant lavere indhold af nitrat og phosphat end de to andre prover,
hvorfor den med stor sandsynlighed ma vare praver fra forsegsserie C4, hvor der ikke er tilsat
nitrat og phosphat til gedningsvandet, mens det er tilfelde i C1 og C3. Proven [ har et hejere
indhold af sulfat end de to gvrige praver, hvorfor det sandsynligvis er preven fra C3. |
godningsvandet til forsegsserie C3 er der tilsat mikronzringsstoffer, bl.a. 200 mg/
MgSO,-7TH,0, hvilket svare til 79 mg SO,4/1. Forskellen i koncentrationen er henholdsvis 71
og 59 mg/l.

Det vurders at identifikationen af de tre prover er rimelig sikker, hvorfor resultaterne anvendes.
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