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Forord

Fororeningar kan medfora risker for manniskors hélsa och var miljo. | Sverige har vi miljokvali-
tetsmal som anger inriktningen for miljéarbetet och fokuserar pa att minska dessa risker. Det finns
ett stort antal fororenade omraden i landet. Utredningar av vilka risker ett fororenat omrade kan
innebéara for manniskors hélsa eller miljon och hur man vid behov kan minska riskerna genom ef-
terbehandling, ar en viktig del av miljomalsarbetet.

Statens geotekniska institut (SGI) har det nationella ansvaret for forskning, teknikutveckling och
kunskapsuppbyggnad gallande foérorenade omraden. Syftet ar att SGI ska medverka till att hoja
kunskapsnivan och 6ka saneringstakten sa att miljokvalitetsmalen nds. Som ett led i detta ingar att
formedla kunskap om det arbete som utfors vid SGI till olika intressenter, sdsom tillsynsmyndig-
heter, konsulter och problemagare. Detta gors bland annat genom att ge ut SGI Publikationer.

Atskilliga omraden i Sverige beddms vara férorenade med klorerade l6sningsmedel, t.ex. i anslut-
ning till kemtvattar eller metallbearbetningsindustrier. Sanering av klorerade 16sningsmedel kan
bl.a. ske genom olika typer av kemiska och/eller biologiska metoder som bryter ner féroreningarna.

| publikationen beskrivs viktiga principer for nedbrytning av klorerade l6sningsmedel, lampliga
metoder for att utvardera nedbrytningsforloppet samt rekommendationer for design av atgard. Sar-
skilt fokus riktas mot metoden biostimulering som &r en typ av forstarkt mikrobiell sjalvrening.
Den innebér att man stimulerar den naturliga nedbrytningen genom tillsats av kolkélla. Metoden
kan kompletteras med bioaugmentation, da man aven tillsétter speciellt utvalda mikroorganismer.

Arbetet med publikationen har genomforts av SGI. Flera har bidragit pa olika satt i detta arbete;
Lennart Larsson, Helena Branzén och Marta Landell. Lennart Larsson har skrivit publikationen och
Marta Landell har utfort teknisk granskning.

Publikationen baseras pa litteraturstudier samt praktiska erfarenheter fran ett pilotforsok vid Tvatte-
riet Alingsas som drivits av SGI med Helena Branzén som uppdragsledare. Publikationen ar inde-
lad i en huvudrapport, en rapportbilaga och en referensbilaga. Innehallet i huvudrapporten ar pa en
allman niva. Rapportbilagan ger fordjupad information om viktiga faktorer och strategier att beakta
vid mikrobiellt baserade atgarder vid akvifarer som fororenats av klorerade l6sningsmedel.

Synpunkter pa publikationen har inhamtats genom ett remissforfarande. Ett utkast har skickats for
synpunkter till Naturvardsverket, Sveriges geologiska undersokning, Lansstyrelsen Skane, Lanssty-
relsen Vastra Gotaland, Lansstyrelsen Ostergétland, lansstyrelsernas tillsynssamordnare samt WSP
Sverige AB, SWECO och NIRAS Sverige AB. Inkomna synpunkter har beaktats vid fardigstal-
lande av denna publikation.

Undertecknad har beslutat att ge ut publikationen.

Linkdping i september 2017

Mikael Stark
Chef Markmiljéavdelningen
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Sammanfattning

Atskilliga omraden i Sverige bedéms vara férorenade med klorerade l6sningsmedel som &r toxiska
for manniska och miljo. | begreppet klorerade l6sningsmedel ingdr bl.a. klorerade etener, t.ex. per-
kloreten och trikloreten. Dessa ar starkt forknippade med fororening fran kemtvattar samt meka-
niska industrier. Fororeningarna gar att bryta ned med mikrobiella metoder men for att resultatet
ska bli lyckat kravs goda mikrobiella och kemiska kunskaper. Vid manga svenska saneringar av
akviféarer som férorenats av kemtvattar har man anvant sig av biostimulering, som ar en typ av
forstarkt mikrobiell sjalvrening. Biostimulering innebar att man genom tillsats in situ av kolkalla
stimulerar den naturliga nedbrytningen. En kompletterande teknik ar bioaugmentation varvid man
tillsatter speciellt utvalda mikroorganismer. Bioaugmentation ar en etablerad teknik i t.ex. USA,
men har hittills bara anvants vid enstaka férorenade objekt i Sverige.

Denna publikation forklarar varfor det ibland krévs en kombination av biostimulering och bioaug-
mentation for att saneringen ska bli lyckad. | publikationen beskrivs hur man undersoker om det
finns behov av att kombinera metoderna samt hur de bada atgardsmetoderna kan utforas i fullskala.

Publikationen baseras pa omfattande studier av framst utlandsk litteratur, listade i en separat Bi-
laga. Textinnehallet i publikationen exemplifieras delvis med diagram vars underliggande data ar
hamtade fran erfarenheter erhallna i ett projekt utfort i pilotskala, i en kloretenfororenad akvifar vid
Alingsas tvatteri.

Summary

Numerous sites in Sweden are contaminated with chlorinated solvents that are toxic to humans and
the environment. Chlorinated solvents include for example tetrachloroethene (PCE) and trichloroe-
thene (TCE). These are strongly associated with contamination from dry cleaners and mechanical
industries. The pollutants can be degraded using microbial methods but for the result to be success-
ful, good microbial and chemical knowledge is required. In many Swedish remediation projects
that have focused on aquifers contaminated of spill from dry cleaner activities, biostimulation has
been used, which is a type of enhanced microbial self-remediation (enhanced natural attenuation).
By biostimulation natural carbon sources are added to the contaminated aquifer to stimulate the
natural biodegradation of the contaminant. An important complementary method is bioaugmenta-
tion by which special selected microorganisms are added. The combination is established for ex-
ample in USA but has so far only been tested at a very few contaminated sites in Sweden.

This publication explains why a combination of biostimulation and bioaugmentation can be neces-
sary for the remediation to be successful. The publication describes how to investigate whether
there is a need to combine the methods and how such combination can be performed in full scale.

The publication is based on extensive studies of mainly foreign literature, listed in a separate An-
nex. The text content of the publication is exemplified in part with diagram whose underlying data
is derived from experiences obtained in a project conducted in pilot scale, in a PCE polluted aquifer
at a dry cleaner facility in Alingsas, Sweden.
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1. Inledning

Under de senaste decennierna har mikroorganismers férmaga att bryta ned fororeningar fatt 6kad
anvandning vid efterbehandling av fororenade markomraden. Det galler inte minst s.k. mikrobiell
reduktiv deklorering for sanering av akviférer fororenade med klorerade 16sningsmedel, framfor
allt klorerade etener. Dessa &mnen har spridits till miljon framst fran kemtvattar och verkstader for
metallbearbetning.

Atgardsmetoder som baseras p& mikrobiell reduktiv deklorering har inte alltid uppnatt acceptabel
haltreduktion inom acceptabel tid. Utférandet kan liknas vid en hégteknologisk biokemisk process-
industri dar varje process ar platsspecifik och kraver sin unika losning. Detta kraver bade aktuell
vetenskaplig och ingenjérsmassig kunskap inom flera &mnesomraden sdsom mikrobiologi, kemi
och hydrogeologi.

Med forstarkt mikrobiell sjalvrening menas atgarder som forstarker/stimulerar det naturliga mi-
krobiella nedbrytningsforloppet av en fororening. For de allra flesta klorerade 16sningsmedel stimu-
leras de mikroorganismer som anvéander reduktiv deklorering som nedbrytningsmetod.

Nyttjandet av fullskalig forstarkt mikrobiell reduktiv deklorering av klorerade I6sningsmedel var
tidigare enbart inriktad pa stimulerad nedbrytning genom tillsats in situ av ndgon lamplig fermen-
terbar kolkélla, s.k. biostimulering. Saneringsresultaten varierade; ofta stannade nedbrytningen vid
cis-DCE och vinylklorid (VC). Detta ”stopp” i nedbrytningsprocessen Kkallas stallning och innebér
att koncentrationen av lagklorerade produkter okar. Detta gav metoden daligt rykte. Den utveckla-
des dock till att &ven innefatta tillsats in situ av speciellt utvalda mikroorganismer/bakterier, s.k.
bioaugmentation. Dessa organismer, kallade Dehalococcoides (Dhc), upptacktes for nagra tiotal
ar sedan i ett PCE-fororenat omrade i Kanada. Efter att man funnit att de inte var patogena for
méanniskan selekterades, upparbetades och uppkoncentrerades de for forsta gangen for drygt 10 ar
sedan. De har sedan kommit till stor anvandning vid behandling av kloretenférorenade akvifarer
internationellt. Detta har resulterat i en mer fullstandig deklorering av kloretenférorenade akvifarer,
varvid alla kloretener, inklusive DCE och VC, kunnat brytas ned mikrobiellt till icke-toxiska icke-
klorerade produkter, t.ex. eten. Bade biostimulering och bioaugmentation beskrivs 6versiktligt i
efterfoljande kapitel samt mer ingdende i Bilaga 1. Forklarande ordlista ges i Kapitel 8.

| bl.a. USA ér atgérder dér biostimulering kombineras med bioaugmentation en etablerad teknik.
Dér hade man redan fram till 2009 utfort bioaugmentation med Dhc for deklorering av klorerade
I6sningsmedel pa ca 300 fororenade platser i 6ver trettio delstater (Lyon och Vogel, 2013).

| Danmark gar utvecklingen idag mot att kombinera biostimulering och bioaugmentation redan vid
uppstart av saneringar av akvifarer fororenade med klorerade I6sningsmedel. Man motiverar detta
med att merkostnaden for bioaugmentationen ar relativt 1ag (Avsnitt 5.2.3 samt Bilaga 1, Avsnitt
3.5) och att man blir mer saker pa att saneringsforloppet kommer igang omedelbart, inklusive de-
klorering av de lagklorerade etenerna (DCE och VC). Dessutom vill man undvika att enbart bi-
ostimulering i efterhand visar sig vara otillracklig och att man darfor anda maste tillsatta bakterier i
slutdnden (dvs. bioaugmentation).

| Sverige ar fullskaleatgarder med en kombination av biostimulering och bioaugmentation med Dhc
fortfarande (ar 2016) en i huvudsak outnyttjad teknik. I de fall man anvant sig av forstarkt reduktiv
deklorering sa har det, med fa undantag, enbart innefattat biostimulering. Resultaten har varierat,
men man har ofta fatt en ofullstandig deklorering. Nagra fa pilottester har dock genomférts med
bioaugmentation med Dhc (t.ex. NSD, 2013). | ett pilottest i Alingsas (Branzén och Léandell, 2017)

9 (54)



SGI Publikation 37

visades att kombinationen var bade nédvandig och lyckad for att paskynda fullstandig deklorering
till eten.

1.1  Syfte och mal

Det finns idag omfattande svensk kunskap om klorerade I6sningsmedels egenskaper, spridnings-
satt, riskbedémning och atgardsmetoder. Daremot saknas information om viktiga kemiska och mi-
krobiella faktorer och hur de kan undersokas, utvérderas, nyttjas och optimeras for att mikrobiell
efterbehandling av klorerade 16sningsmedel med kombinationen biostimulering och bioaugmentat-
ion ska lyckas. Det ar speciellt viktigt att forsta vad som styr nedbrytningsprocessen, hur mikroorg-
anismerna fungerar och hur olika kemiska parametrar paverkar processen.

Syftet med rapporten ar att den ska ge fordjupad ingenjorsmassig biokemisk kunskap infor plane-
ring och genomforande av sanering. Malsattningen &r att rapporten ska ge stod at myndigheter,
lansstyrelser, kommuner, konsulter och entreprendrer och genom detta bidra till en 6kad anvénd-
ning av forstarkt mikrobiell sjalvrening som atgardsmetod.

1.2 Lé&sanvisning
Publikationen &r indelad i en huvudrapport, en fordjupningsbilaga och en referensbilaga.

Huvudrapporten inleds med nagra 6vergripande forutsattningar for mikrobiell nedbrytning av klo-
rerade I6sningsmedel (Kapitel 3). Detta foljs av Kapitel 4 som beskriver hur klorerade 16shingsme-
del, framfor allt klorerade etener, bryts ned reduktivt och oxidativt med och utan mikroorganismer.
| Kapitel 5 beskrivs analyser, kostnader och hur resultaten fran analyserna kan utvérderas. Kapitel 6
innehaller kemiska och mikrobiella fragor och svar som kan guida lasaren till ett optimalt utférande
av forstarkt naturlig sjalvrening av klorerade I6sningsmedel. | Kapitel 7 ges nagra generella re-
kommendationer infor nyttjandet av mikrobiell nedbrytning av klorerade I6sningsmedel. | Kapitel 8
ges en forklarande ordlista for de vanligast forekommande uttrycken.

Bilaga 1 ar avsedd for den lasare som onskar fa en djupare forstaelse for de bakomliggande faktorer
som gor saneringar av kloretenfororenade akviférer lyckade. Bilagan inleds med information om de
unika mikroorganismer som maste finnas i akvifaren for att fullstandig mikrobiell nedbrytning av
klorerade etener, inklusive vinylklorid, ska kunna ske. Detta foljs av information som ingaende
beskriver mikrobiella metabola och cometabola nedbrytningssétt, kopplade till reduktiv deklorering
och oxidativ nedbrytning. | Bilagans Kapitel 3 ges en férdjupning av begreppen biostimulering och
bioaugmentation med fokus pa deras fullskaliga nyttjande. Bilaga 1 avslutas med ett reaktions-
schema som visar olika reaktionsvagar och reaktionssatt for nedbrytning av de flesta klorerade
I6sningsmedel. | Bilaga 2 redovisas referenser fran huvudrapport och Bilaga 1.
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2. Avgransningar

Med klorerade I6sningsmedel menas i denna publikation en grupp av féreningar bestaende av klo-
rerade alifater med maximalt tva kolatomer. Framst avses den industriellt stora andel av dessa som
besitter maximalt fyra kloratomer, framfor allt klorerade etener (perkloreten/tetrakloreten, triklore-
ten etc.). Det innebar att t.ex. pentakloretan (PCA, anvandes forr som ravara for framstallning av
bekampningsmedel etc.) och hexakloretan (HCA, fast forening, ravara vid framstéllning av ke-
miska produkter etc.) inte tas upp i rapporten.

Vidare har innehallet i publikationen avgransats till att framst galla mikrobiell nedbrytning med
biostimulering i kombination med bioaugmentation. Publikationens avgrénsning innebar att fytoba-
serad nedbrytning, dvs. nedbrytning med vaxter, inte tas upp. Kemisk, icke-biologisk, nedbrytning
beskrivs endast oversiktligt.

Information om biostimulering som ensam metod for sanering in situ av klorerade etener har tidi-
gare getts i Larsson et al. (2014). I denna publikation, inklusive i dess Bilaga, ges nu en uppdate-
ring av olika sétt att understka och utvérdera biostimulering och bioaugmentation.

Det kravs omfattande undersokningar for att bedoma om ett omrade fororenat av klorerade 16s-
ningsmedel kan saneras genom mikrobiell nedbrytning. Vad som kan inga i en sadan undersckning
finns beskrivet i Larsson (2009). Denna publikation ger kompletterande information kring detta.

Denna publikation &r inriktad pa att ge ny mikrobiell och kemisk information, betydelsefull att
kanna till vid anvandandet av forstarkt sjalvrening for klorerade 16sningsmedel. | publikationen
beskrivs inte klorerade 16sningsmedels egenskaper och hur de sprider sig i olika jordlager (med
varierande partikelstorlekar, naturligt organiskt innehall och hydrauliska konduktiviteter) och i
berg. Rapporten redovisar inte heller tillgngliga tekniska metoder som kan anvandas for att under-
soka och karakterisera fororenade omraden som innehaller klorerade l6sningsmedel, lampligt
materialval for bl.a. provtagare, grundvattenror etc., samt vad man praktiskt bor tanka pa infor
provtagning och upphandling av undersokning och efterbehandling. For sadan information hanvi-
sas till bl.a. SGF (2012), Larsson (2009), Englov et al. (2007), Atgérdsportalen (2015), FRTR
(2015) och US EPA (2015b).

Vid val av atgard for en fororenad akvifar behdver hansyn tas till eventuell kalla/hotspot. Mikro-
organismer kan inte direkt bryta ned fri fas av klorerade 16sningsmedel, men de kan bryta ned for-
orening i vatten som har halter vid eller nara fororeningens maximala effektiva loslighet. Om at-
garder som baseras pa mikrobiella metoder ska ge tillracklig effekt inom rimlig tid nedstroms hot-
spot sa behover hotspot forst atgardas med andra metoder &n biologiska. Vad som avses med hot-
spot behdver fortydligas. Ibland anges hotspot motsvara omrade dar halterna ar mycket hogre an i
plymen nedstroms hotspot men inte nédvandigtvis att det i sadan hotspot maste finnas signifikant
volym av fri produkt, s.k. pool. Dessa hdga halter kan istéllet orsakas av sma volymer fri produkt
inne i s.k. ganglia (sma spricksystem).

| denna publikation benamns hotspot som ett omrade i vilket det finns en betydande mangd av fri
produktfas (pool). Om denna pool har direkt kontakt med akvifaren kan den under lang tid generera
en avsevard vattenvolym som innehaller halt av férorening vid dess mattnadsgrad. Mangden for-
orening ar da sa stor att sanering av denna pool med mikrobiella metoder (biostimulering och bio-
augmentation) kommer att ta betydligt langre tid an vad som kan anses rimligt. Andra atgardsme-
toder for poolen behover da dvervagas och utforas innan, eller eventuellt parallellt med, den biolo-
giska behandlingen av plymen. Fri fas i form av residual/ganglia i begrénsad del av akvifaren be-
doms dock kunna atgardas med bioaugmentation och/eller biostimulering.
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3. Nagra overgripande forutsattningar

For att kunna genomfora forstarkt mikrobiell nedbrytning i ett omrade som fororenats av klorerade
l6sningsmedel krdvs underlag och beslut i flera steg:

1. Grundlaggande karakterisering av omradet for att bedoma potentialen for reduktiv deklorering.

2. Pilottest pa plats. Alternativt kan test utforas i laboratorieskala med jord fran platsen eller med
speciella testprober som placeras i grundvattenror i den fororenade akviféren (se Larsson et al.,
2014).

3. Sanering i fullskala. Beslut om att utfora fullskalesanering baseras da pa utfallet av pilotforso-
ket och/eller ett eller flera laboratorietester.

| de foljande avsnitten beskrivs vilka kemiska och mikrobiologiska undersékningar som bor inga
som del i pilottest och utférande i fullskala och hur resultaten fran dessa kan bedémas. Det galler
dels lampliga parametrar att undersoka, aktuella &mnen och fororeningar och mikroorganismer,
dels vilka halter eller parametervarden som kravs for att optimera nedbrytningsprocessen. | slutet
av denna rapport ges en kortfattad sammanfattande guide. | Bilaga 1 finns fordjupningsavsnitt.

For att forenkla beskrivningen av olika mikroorganismers slaktskap sa benamns i denna rapport de
organismer som har samma initiala namn for ”slékte”. En speciell grupp inom detta slikte kallas
for ”art” och speciell undergrupp till denna grupp for ’stam”, exemplifierat enligt f6ljande:

Dehalococcoides kallas slékte, Dehalococcoides ethenogenes kallas art (som da ar en speciell art
bland flera arter inom detta slékte) och Dehalococcoides ethenogenes strain 195 kallas har stam
(som da ar en speciell stam bland flera stammar inom namnda art). Dartill, i denna rapport anges
ibland t.ex. det initiala namnet foljt av sp. (t.ex. Dehalococcoides sp.). Med det menas har en art
inom slaktet Dehalococcoides som man framodlat men inte bestdmt genetiskt till vilken art den
tillnér. Om det initiala namnet f6ljs av spp. menas har att det da géller flera obestamda arter inom
det angivna slaktet.

3.1 Klorerade l6sningsmedel

| Sverige har klorerade 16snings- och extraktionsmedel anvants framfor allt inom verkstadsindustri,
kemiteknisk industri, elektronikindustri samt kemtvatteri. De klorerade féreningar som dominerat
har varit klorerade alifater, speciellt trikloreten (TCE) och perkloreten (PCE). Aven 1,1,1-
trikloretan (1,1,1-TCA) och dikloretan (DCA) har anvants. Férbrukningen i Sverige av klorerade
I6sningsmedel kulminerade under 1970-talet da den uppgick till mer an 20 000 ton/ar, varav TCE
utgjorde halften (Englov et al., 2007).

Vad galler svenska kemtvéttar sa fanns det ar 2002 ca 125 industrikemtvattar och 400 konsument-
tvattar. Inom denna verksamhet dominerade PCE sedan 1950-talet. De flesta spill som upptéacktes
fram till borjan av 2000-talet hade skett under efterkrigstiden fram till 1980-talet (L&nsstyrelsen,
2002).

Olika PCE-produkter hade olika renheter vad galler PCE-innehall. PCE-produkterna kunde ibland
innehalla upp till 1% orenheter, framst 1,1,1-TCA, koltetraklorid (CT), diklormetan (DCM)
och/eller TCE. Inom kemtvattindustrin anvandes aven 1,1,1-TCA. Anvéandningsomradet var fram-
for allt kemtvattning av lader (DCC, 2009).
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Det var alltsa framfor allt PCE och TCE som anvandes industriellt i Sverige under 1900-talet. Bade
PCE och TCE samt dess nedbrytningsprodukter ar mycket halsovadliga och klassas bl.a. som can-
cerogena eller missténkt cancerogena. De ar dessutom miljéfarliga och kan t.ex. orsaka skadliga
Iangtidseffekter i vattenmiljon (Lansstyrelsen, 2004). Fokus i denna publikation har darfor lagts pa
mikrobiell nedbrytning av klorerade etener.

3.2  Mikrobiell nedbrytning

De reaktionssatt som mikroorganismer anvéander for att bryta ned fororeningar &r antingen baserade
pa reduktion eller oxidation av férorening. Dessa reaktionssatt beskrivs ingdende i Kapitel 4 samt i
Bilaga 1. Vid mikrobiell reduktion av klorerade alifater (&ven kallat mikrobiell reduktiv deklore-
ring) byts ett klor pa molekylen stegvist ut mot ett véte. Forenklat sa agerar den klorerade alifaten
da som elektronacceptor, i konkurrens med andra geokemiska elektronacceptorer (nitrat, Fe*, etc.).
Véte ar da elektrondonator. Oxidation av klorerade alifater innebar istallet att den klorerade alifaten
ar elektrondonator med koldioxid, vatten och klorid som slutliga produkter.

Mojligheterna att mikrobiellt bryta ned en fororening via reduktion eller oxidation beror bl.a. pa
vilken fororening det galler, pa vilket satt nedbrytningen ska ske och vilka mikroorganismer som
ska utfora nedbrytningen. Vissa klorerade alifater, t.ex. PCE, kan endast brytas ned genom reduk-
tiva reaktioner av reducerande mikroorganismer medan andra klorerade alifater, t.ex. vinylklorid
(VC) och dikloreten (DCE), kan brytas ned bade oxidativt av oxiderande mikroorganismer och
reduktivt av reducerande mikroorganismer. De olika organismerna kréver bl.a. olika redoxmiljoer
for att utfora de olika reaktionssatten.

Eftersom alla klorerade alifater kan reduceras mikrobiellt, medan féarre kan oxideras mikrobiellt, ar
reduktiv deklorering den férharskande typen av mikrobiell nedbrytning vid sanering av dessa fore-
ningar.

3.3 Geokemiska forhallanden

Redox spelar en viktig roll for vilka mojligheter olika mikroorganismer har att bryta ned klorerade
alifater. Redox i en akviférs grundvatten styrs av dess geokemiska forhallanden, t.ex. dess syrehalt.
Beroende pa hur syrehalten varierar sa betecknas forhallandena som oxiska eller anoxiska. Ibland
anvands istallet begreppen aerobt och anaerobt. De tva forsta benamningarna ar framst kopplade till
syrehalten i vattnet/redox, medan aerobt och anaerobt framst &r kopplade till biologiska processer.
Strikt kemiskt anses haltgrans oxiskt/anoxiskt ga vid 0,01 mg O/l (Bradley, 2012b) Vanliga falt-
metoder kan normalt inte mata sa laga halter av 16st syre i vatten (Chapelle et al., 2009). USGS
(2015c) har déarfor foreslagit foljande haltgrénser:

e Oxiska vatten: Halten syre >0,5 mg/I

e Anoxiska vatten: Halten syre <0,5 mg/I.
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For att fa en battre noggrannhet i bedémningen av oxiska/anoxiska forhallanden sa bér man ta hjalp
av kompletterande analyser av geokemiska elektronacceptorer. Dessa redovisas under rubriken
”Vattenkemi kriterium” i Tabell 3.1. USGS (2015c) anger vidare vad som innefattas i begreppen
aeroba och anaeroba forhallanden:

e Aeroba forhallanden: Biologiska aktiviteter kan fortgd under forhallanden som har tillrackligt
hoga syrehalter for att syremolekylen kan verka som slutlig elektronacceptor vid respirato-
riska/metabola processer.

e Anaeroba forhallanden: Biologiska aktiviteter kan fortga utan tillgang till syre. Anaeroba org-
anismer anvander da annat &n syre som slutlig elektronacceptor.

Det finns inte heller ndgon exakt grans mellan aeroba och anareoba forhallanden, utan underlig-
gande kemiska Kriterier varierar, se Tabell 3.1. Variationen beror pé att oxiska och anoxiska pro-
cesser kan ske antingen rent kemiskt eller kopplas till mikrobiella aktiviteter, i det senare fallet till
olika aeroba eller anaeroba bakterier. Detta gor att man inte rakt av kan likstalla oxiskt och anox-
iskt med aeroba och anaeroba forhallanden.

| Tabell 3.1 ges dven olika termer for olika redoxforhallanden samt normala troskelvarden for hal-
ter av &mnen som definierar dominerande redoxprocesser i vatten.

| samtliga redoxprocesser som presenteras i Tabell 3.1 sa spelar elektronéverforing huvudrollen.
Vid oxidativ nedbrytning av organiskt material fungerar detta material som elektrondonator, dvs.
materialet ger ifran sig elektron. Elektronen frigérs nar bindning i den organiska molekylen bryts.
Mycket forenklat sa nyttjas denna “donerade” elektron energiméssigt av bakterien varefter elektro-
nen maste ut ur processen. Bakterien lamnar den i en tillganglig elektronacceptor (syre, sulfat etc.)
varvid denna elektronacceptor reduceras (i fallet sulfat reduceras det till sulfid). Vid reduktiv de-
klorering &r forhallandena de omvanda, dvs. klorerade alifater fungerar som elektronacceptorer och
framst véte &r elektrondonator. Det innebdr att de klorerade alifaterna konkurrerar om elektronerna
med andra elektronacceptorer. Ju lagre redox desto féarre av dessa elektronacceptorer finns. Ju
mindre klorerad som den klorerade alifaten &r desto mindre konkurrens om vétet kréver den for att
kunna bli deklorerad, dvs. ju lagre maste redox vara. Olika redoxintervall motsvarar alltsa olika
mikrobiella huvudprocesser med dessa acceptorer, Figur 3.1 och Tabell 3.2.
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Tabell 3.1 Beskrivning av olika termer som anvénds fér att beskriva redoxférhallanden. Aven normala tros-
kelvarden for halter av amnen (elektron-acceptorer och -donatorer) som definierar dominerande redoxproces-
ser i vatten (data fran Chapelle et al., 2009 och Bradley et al., 2012). Rodstreckade linjer indikerar oprecisa
granser mellan olika kategorier.

Underdisciplin Vattenkemi kriterium (mg/l)
Redox- Dominerande
RED kategori  redoxprocess Fe?*
Geokem Mikrobiol 0, NOs3 Mn?* Fe?* S0,% /HeS
2
Oxiskt ) Aerobt
. Oxiskt (strikt
EEE O; reduktion EEwEwEE1 OXide- 20,5 - <0,05 <01 - -
rande)
EEEEEN]
Stark NOj3™ reduktion <0,5 20,5 <0,05 <0,1 - -
tgr t Anaerobt
oxide- Mn** reduktion (delvis <05 | <05 | 2005 <0,1 - -
rande oxide-
Fe®* reduktion - rande, <0,5 <0,5 - 20,1 20,5 >10
é delvis
Mix: Fe®* / 2 reduce- 23
S0,? reduktion 2 rande) <05 <05 ) 20.1 20,5 <10
a
EEEEEEEEEEEEN
S0,% reduktion <0,5 <0,5 - 20,1 20,5 <3
Starkt
reduce-
rande Anaerobt
Anoxiskt strikt redu-
Metanogenesis cerande <0,5 <0,5 - >0,1 <0,5 -

Praktiskt anoxiskt 1/
Strikt anoxiskt 2/

1/ En del faltmetoders detektionsgrénser kan ibland ligga strax dver 0,5 mg O2/I varvid halter under deras detektions-
grdnser i sd fall far grovt tolkas som “praktiskt anoxiskt”.

2/ 0,01 mg O/l &r anoxiskt enligt Bradley (2012b) men enligt Chapelle et al. (2009) kan vanliga metoder inte mata lagre
an 0,5 mg O2/l.

( Aerob respiration )
! C Manganreduktion )
C Niltratreduktion ) E
( Jarnreduktion >
( Sulfatreduktion ) E
C Metal-'logene-sis >

-1000 -500 o] 500 1000
REDUKTIONS- OXIDATIONSPOTENTIAL, REDOX (Eh), | MILLIVOLT

Figur 3.1 Intervall fér reduktions- oxidationspotential for vanliga mikrobiella processer (underliggande varden
fran USGS, 2000).
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Tabell 3.2 Slutliga elektronacceptorer, biprodukter frin dessa samt motsvarande elektrondonatorer involve-
rade i olika mikrobiella processer kopplade till klorerade l6sningsmedel. Underliggande data delvis fran USGS
(2000).

Mikrobiell slutlig Biprodukt 1/ Mikrobiell elektron- Mikrobiell process Respirations-
elektronacceptor donator process 2/
Syre (Oy) H,0; CO; Organiska foreningar, Aerob respiration 0O, —» HO

inklusive bl.a. vissa
klorerade alifater, t.ex.
DCE och VC 3/

Nitrat (NO3) Ammoniak (NH3) Nitratreduktion NO; — N,
Mangan (Mn**) Mangan (Mn2*) Manganreduktion MnOy — Mn?*
Jarn (Fe®) Jarn (Fe?) Jarnreduktion FeOOH ) —Fe?
Sulfat (SO,%) Sulfid (%) Sulfatreduktion S0,* — HS
Koldioxid (COy) Metan (CH,) Metanogenesis CO; — CH,4
Klor -etener, Molekyl med ett klor Vate Reduktiv Hz + CH,Cl; —
-etaner, -metaner mindre &n ur- deklorering CxHy+1Clz1 + HCI

sprungsmolekylen

1/ Bildad ammoniak ar en biprodukt (ett av flera steg i nitratreduktionsprocessen) och N2 &r slutprodukten.

2/ S% star i jamvikt med HS" i vatten och jamvikten ar pH-beroende.

3/ Galler inte for PCE och galler for TCE endast i undantagsfall och da cometaboliskt, se Kapitel 4 om oxidativ nedbryt-
ning.

Principiellt géller alltsa att ju mindre andel klor som en klorerad alifat besitter desto “svérare” ir
det att deklorera den vilket gor att hogre halt vate kravs och darmed lagre redox. Forenklat sa kan
exempelvis PCE dekloreras reduktivt till TCE under néstan alla redoxforhallanden (inte under syre-
rika och i viss man inte heller under nitratreducerande forhallanden). TCE kan genomga deklore-
ring till DCE (mikrobiellt framst till cis-DCE) under redoxforhallanden motsvarande jarnreduktion
eller lagre. VC kan endast dekloreras reduktivt under forhallanden som motsvarar metanogenesis
samt i viss man i den undre delen av det redoxintervall som motsvarar sulfatreduktion.

Som anges i Tabell 3.2 kravs vanligtvis vate for att reduktiv deklorering av klorerade etener ska
kunna genomforas. Detta vate kan fas t.ex. genom att organiskt material fermenteras. Denna fer-
mentation utfors vanligtvis av helt andra mikroorganismer an de som kan utfora dekloreringen.
Fermentation beskrivs i Bilaga 1.
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4. Nedbrytning av klorerade
|6sningsmedel

4.1 Inledning

Att forsta de mekanismer som ar involverade ar en forutsattning for en lyckad sanering som bygger
pa nedbrytning av klorerade alifater. Om inledande laboratorie- och/eller félttester visat att ned-
brytning ar en lamplig saneringsmetod sé& bor ett av de forsta designbesluten infor fullskalesanering
vara att bestamma om nedbrytningen ska utforas biotiskt (biologiskt) och/eller abiotiskt (kemiskt).

Man behover ocksa besluta om nedbrytningen ska ske genom reduktiv deklorering eller oxidativ
nedbrytning och om den ska ske metaboliskt eller cometaboliskt. Detta ar kopplat till bl.a. vilka
klorerade foreningar som ska brytas ned, vilka reaktionssétt som detta kan ske med och vilka mi-
krobiella och kemiska forutsattningar som kréavs for reaktionerna. Vilka mellan- och slutprodukter i
nedbrytningskedjan som kan accepteras har ocksa betydelse for hur man valjer att designa sin ef-
terbehandlingsatgard.

Biotiska (biologiska) angreppsatt, dar mikroorganismer spelar huvudrollen, kraver kunskap om
bl.a. vilka bakterier som kan géra vad och vad de behdver for att nedbrytningsprocessen ska fun-
gera optimalt. Dartill krdvs kunskap om vilken roll som de platsspecifika foreningarna spelar ke-
miskt och biologiskt (elektronacceptorer, -donatorer, hAmmare/toxicitet etc.), och hur lange de
olika processerna kan forvantas paga.

De nedbrytningssatt som hittills har dvervégts i Sverige infor fullskalesaneringar av klorerade alifa-
ter inkluderar bl.a. mikrobiell reduktiv deklorering, antingen som enskild metod eller i samspel
med abiotisk (icke-biologisk) nedbrytning. Pa senare tid har alternativ mikrobiell oxidativ nedbryt-
ning ront okat intresse for vissa lagklorerade alifater. Bakomliggande kemi och mikrobiologi besk-
rivs mer ingaende i Bilaga 1 (se dven Avsnitt 4.5.1). Det finns indikationer pa att kombinationen
med reduktiv deklorering av hogklorerade kolvaten (TCE, PCE) och oxidativ deklorering VC (och
i viss man av DCE) blivit ett allt vanligare sétt att projektera en in situ-sanering (reduktion av hog-
klorerade kolviten i det reducerade kallomradet och sedan oxidation av VC, och ev. DCE, i ply-
mens ytteromrade). Eventuellt kan miljon i ytteromradet forstarkas med tillsats av syre genom t.ex.
air sparging eller injektering av syreavgivande medel.

| Figur 4.1 ges de vanligaste abiotiska och biotiska reaktionssatten for klorerade etener. | figuren
redovisas ocksa nagra exempel pa idag kanda mikroorganismer som kan utfora de biotiska reakt-
ionerna. | de foljande avsnitten ges fordjupad information om dessa reaktionssatt.

Haltreduktion av en férorening i grundvatten kan, férutom biotisk och abiotisk nedbrytning, dven
ske genom andra processer. | dessa ingar bl.a. fastlaggning, utspadning och gasavgang. Alla pro-
cesser som pa naturligt satt (d.v.s. opaverkat av manniskan) minskar halterna ingar i begreppet
naturlig sjalvrening. Naturlig mikrobiell reduktiv deklorering ar alltsa bara en del av den naturliga
sjélvreningen. Forstarkt naturlig sjalvrening (t.ex. forstarkt biologisk/mikrobiell sjalvrening) inne-
fattar atgarder med vilka manniskan paverkar/forbattrar den naturliga biologiska/mikrobiella sjalv-
reningen. Detta kan ske t.ex. genom att tillsatta &mnen som stimulerar naturligt befintliga férore-
ningsnedbrytande bakterier i marken, sa kallad biostimulering eller genom att tillsatta bakte-
rier/mikroorganismer som paskyndar nedbrytningen, sa kallad bioaugmentation. Fordjupad inform-
ation ges i Bilaga 1.
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Aeroba férhallanden Anaeroba forhallanden Mikroorganismer
Tetrakloreten Abiotisk deklorering |
(pcg) [Tl "> Acetylen Dehalobacter
Reduktiv deklorering Dehalospirillum
) Desulfitobacterium
cOo; M Trikloreten - - E‘Eigtifk_d_e E"E’f r_|n_g > Acetylen
(TCE) Desulfuromonas
Reduktiv deklorering Dehalococcoides
Cometabolism Abiotisk deklorering
o < Dikloreten [~====-=-====---=-=-=< > Acetylen etc.
2 A
Oxidation (1,2-DCE) Anaerob oxidation
CO2
Reduktiv deklorering . .
Endast nagra fa/
Cometabolism N unika, hittills
Vinylklorid K&nda
€0, Oxidation (ve) Anaerob oxidation !
COo; bakteriestammar
inom sldktet
Reduktiv deklorering i
Dehalococcoides.
W
Oxidation Eten
0. < = Etan
I

Figur 4.1 Schematisk beskrivning av olika nedbrytningssétt av klorerade etener samt exempel p& mikroorg-
anismer som utfor reduktiv deklorering av klorerade etener. Modifierat och kompletterat schema, baserat
delvis pa information fran AFCEE (2007) och delvis frdn Hammer (2011).

4.2  Mikrobiell nedbrytning

En del klorerade alifater kan enbart brytas ned reduktivt, andra framst oxidativt. Vissa kan brytas
ned bade reduktivt och oxidativt med varierande effektivitet och hastighet beroende pa de kemiska
och mikrobiella forhallandena. En av flera viktiga faktorer som styr nedbrytningshastigheten ar om
reaktionerna sker metaboliskt eller cometaboliskt.

Mikrobiell nedbrytning utfors av enzym i mikroorganismerna. Dessa enzym kan antingen dra nytta
av nedbrytningsreaktionerna genom att de ser till att samtidigt utvinna energi och naring for cell-
uppbyggnad. Detta kallas metabola reaktioner. Alternativt kan nedbrytningen ske utan nagon nytta
for cellen, s.k. cometabola reaktioner. For att deklorering ska kunna ske cometaboliskt kravs att
andra reaktioner sker i enzymen med andra &mnen som genererar energi/celluppbyggnad. Deklore-
ringen sker dé passivt, ’av bara farten”, parallellt med den reaktion som ger energi. Denna come-
tabola omvandling ar mindre vanlig &n motsvarande metabola omvandling, dvs. antal molekyler
som omvandlas/tidsenhet &r mycket farre &n vid metabol dito. FOr deklorering av klorerade 16s-
ningsmedel &r alltsa metabola reaktioner att foredra, men det kraver bl.a. att motsvarande speciali-
serade mikroorganismer foreligger med aktiva gener som producerar de metabola enzymen.

Bakterier som klarar av att metaboliskt reduktivt deklorera hogklorerade alifater &r relativt vanligt
forekommande i anaeroba miljéer. Bakterier som klarar av att metaboliskt reduktivt deklorera lag-
klorerade etener (framst vinylklorid till eten) ar daremot séllsynta. Till dags dato finns endast ett

kant bakterieslakte, Dehalococcoides (Dhc), av vilket det bara finns en kénd art (Dehalococcoides
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ethenogenes), varav endast nagra fa stammar (t.ex. Dehalococcoides ethenogenes strain VS) inom
denna art har metabola enzym som kan deklorera VC (Li, 2012; Shani, 2012). En forutsattning for
sanering med hjalp av forstarkt mikrobiell sjalvrening ska fungera tillfredsstallande &r att dessa
mikroorganismer finns nérvarande och att nedbrytningshastigheten ar tillrackligt hog. | féljande
avsnitt och i Kapitel 5 samt i Bilaga 1 beskrivs detta mer ingaende.

For att mikrobiell nedbrytning av klorerade alifater ska ske med god hastighet kravs bl.a. mikro-
organismer med enzym som utfér reaktionerna metaboliskt och att dessa mikroorganismer inte
motverkas av toxiska &mnen och/eller andra mikroorganismer. Darfor ar det ar betydelsefullt att
kanna till om de mikroorganismer som man avser att nyttja for nedbrytningen besitter de enzym
som ska utfora reaktionerna. Det ar ocksa viktigt att veta om dessa enzym utfor reaktionerna meta-
boliskt eller cometaboliskt.

Aven icke-biologiska faktorer har betydelse for optimal nedbrytning. Vid atgardsutredningar som
ror in situ metoder i allménhet beddéms bl.a. geologi, hydrogeologi och féroreningens tillganglighet
som viktiga forutsattningar for val av metod. For mikrobiell forstarkt sjalvrening har dessa forut-
séttningar i princip samma inverkan som for andra aktiva saneringsmetoder, t.ex. tillganglighet av
fororening (i det har fallet for mikrobiell nedbrytning). Sadana faktorer tas inte upp i denna publi-
kation utan hanvisas istallet till referenser givna i Kapitel 2.

Enzym &r vanligtvis kortlivade och de &r delvis harav svara/dyra att analysera. Produktionen av
enzymen styrs av ’paslagna” gener i mikroorganismen. Férekomst och koncentration av dessa ge-
ner &r mycket lattare att analysera &n att analysera sjalva enzymen. Om man kénner till vilka gen-
sekvenser som kodar for produktion av de aktuella enzymen sa kan motsvarande funktionella gener
analyseras i organismernas DNA, eller &n béattre i RNA (gener i RNA indikerar aktiv produktion av
enzymerna medan motsvarande gener i DNA endast indikerar potential for produktion). Sadana
analyser (qPCR; quantitative polymerase chain reaction) utférs av kommersiella laboratorier fér en
rimlig kostnad och bérjar bli standard vid undersokningar kopplade till mikrobiell nedbrytning av
framfor allt klorerade etener. Med sadan teknik kan man i t.ex. ett grundvattenprov kvantifiera spe-
ciella mikroorganismer och gener som kopplas till produktion av metabola enzym som bryter ned
t.ex. klorerade etener. Enkel beskrivning av gPCR ges i ITRC (2011).

4.3 Redoxforhallanden

Principiellt kan olika klorerade molekyler brytas ned mikrobiellt med nagot/nagra/alla av foljande
fyra satt: reduktivt metaboliskt, reduktivt cometaboliskt, oxidativt metaboliskt och oxidativt come-
taboliskt.

| princip géller att ju mindre andel klor som den klorerade alifatmolekylen besitter, desto starkare
anaeroba forhallanden, dvs. desto lagre redox, kravs for att mikrobiell reduktiv deklorering av mo-
lekylen ska kunna utforas. Om daremot molekylen ska oxideras mikrobiellt krévs i princip motsatta
redoxforhallanden.

Analys av redoxparametrar (O, NOs", Fe?*, Mn?*, SO4> och metan) kan ge stod vid tolkning av
redox. Redoxforhallanden som ger potential for antingen reduktiv eller oxidativ nedbrytning av
klorerade etener exemplifieras i Tabell 4.1. Observera, redoxvérdena &r givna som ORP med stan-
dard véteelektrod (SHE). Varden med féltelektroder ska for jamférelse raknas om till SHE, bero-
ende pa elektrod, temperatur etc., se tabeller i US EPA (2013b), vanWalt (2012), Wiki (2015).

VC bildas i ett av de sista stegen i klorerade eteners deklorerings-/nedbrytningskedja (Avsnitt
4.3.1). Det innebér att VVC vanligtvis foreligger i hogsta koncentrationer i nedre horisontella delen
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av en kloretenplym. I denna del av plymen kan redoxforhallandena ibland inte vara tillrackligt laga
for optimal vatehalt for reduktiv deklorering till eten (Figur 4.1). Det &r da viktigt att kanna till att
VC alternativt kan oxideras vid relativt laga redox. Information om olika nedbrytningsprocesser
visavi redox och andra faktorer ges i efterféljande kapitel samt i Bilaga 1.

Tabell 4.1 Relativ formaga att mikrobiellt bryta ned (metaboliskt s&val som cometaboliskt) for olika klorerade
etener under olika redoxférhallanden (info delvis fran Bradley, 2003). Optimal redox potential (mV) med véte-
elektrod (SHE), fran US EPA (2013). MRD = mikrobiell reduktiv deklorering, MO = mikrobiell oxidation.

Redoxforhallande

Biotisk Aerobt \ Mangan- Jarn- Sulfat- Metano-  Aceto-

Forening - ckanism  nitratreduktion reduktion reduktion reduktion genesis genesis i
810\ 750 mV 580 mV -80 mv -210 mV -240 mV | -400 mV | -410 mV

MRD —\ Mattlig 4/ Bra Bra Utmarkt Utmarkt =~ Utmarkt = Utmaérkt
PCE

MO Mattlig 1/ - - - - - -

MRD —\ Mattlig 4/ Mattlig Bra Bra Utmarkt = Utmarkt = Utmarkt
TCE

MO Mattlig—bra 1/ - - - - - -

MRD Dalig Dalig Dalig Mattlig Bra Utmarkt = Utmarkt
cis-DCE

MO Bra(-utmarkt) 3/ Bra Dalig Dalig Dalig Dalig Dalig

MRD Dalig Dalig Dalig Mattlig Mattlig Utmarkt = Utmarkt
ve Utmarkt: Mattlig

MO Utmarkt Utmarkt bra Mattlig dalig 2/ Dalig Dalig

» _»/Inga bevis pa denna process under givet redoxférhallande.

1/ Galler framst cometaboliskt. (Metabol oxidativ attack p& PCE har hittills rapporterats kunna utféras endast av
Pseudomonas stutzeri OX1 med enzymet toluen-o-xylen monooxygenas (Ryoo et al., 2000). Bér harav betraktas som
udda.)

2/ Dalig vid metanbildning men mattlig vid fermentation av humussyror (vid detta redox).

3/ Galler framst cometaboliskt. (Metabol oxidativ attack pa cis-DCE har hittills rapporterats endast kunna utfors av
Polaromonas sp. strain JS666 (Jennings et al., 2013). BOr harav betraktas som udda. Se vidare Bilaga 1).

4/ Enligt USGS (2015) kan PCE och TCE reduktivt dekloreras under redox motsvarande nitratreduktion. Dock anger
Wrenn (2004) att nitrat har dubbelt sa stark konkurrens om vétet, jamfért med PCE och nagot mindre skillnad fér TCE.
Harav bor MRD-beddmningen fér PCE och TCE vs. nitrat eventuellt vara ”Ddlig-mattlig .

4.4  Reduktiv deklorering

Reduktiv deklorering av klorerade alifater nyttjas framst mikrobiellt (biotiskt), men kan i vissa fall
aven ha betydelse rent kemiskt, dvs. utan mikrobiell narvaro (abiotiskt). Forstarkt mikrobiell ned-
brytning av klorerade alifater, framfor allt av klorerade etener, anvénder sig till mycket stor del av
reduktiv dekorering.

4.4.1 Med mikroorganismer (biotiskt)

Mikrobiell reduktiv deklorering &r den process som idag i de flesta kontrollerade fall nyttjas for att
bryta ned alla klorerade 16sningsmedelsmolekyler, oavsett antal klor i molekylen. | denna process
ingar nyttjande av mikroorganismer som attackerar molekylerna metaboliskt. Processerna &r rela-
tivt snabba, forutsatt att vissa forhallanden foreligger.
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Mikrobiell reduktiv deklorering av klorerade l6sningsmedel utférs stegvis, vanligtvis genom att ett
vate ersatter ett klor pa molekylen, exemplifierat for klorerade etener:

PCE — TCE — cis-DCE (och trans-DCE) — VC — eten/etan @

Vid mikrobiell deklorering av TCE bildas vanligtvis avsevért mer av isomeren cis-DCE &n av iso-
meren trans-DCE. Om det foreligger ungefar lika mycket av trans-DCE som cis-DCE sa brukar
man anse att detta bildats genom nagon form av kemisk nedbrytning. Det finns dven en tredje iso-
mer av DCE, benamnd 1,1-DCE. Den bildas framst via icke-mikrobiell (abiotisk) transformering
av nagon av tva isomerer av trikloretan (TCA), samt i vissa fall mikrobiellt (biotiskt) via transfor-
mering av en isomer av tetrakloretan (TeCA). Mikrobiell bildning av 1,1-DCE fran TCE anses inte
ske i nagon namnvard utstrackning (US DOE, 2006; Bradley, 2003).

Det finns dock undantag vad géller mikrobiellt bildande av trans-DCE och 1,1-DCE. Griffin et al.
(2004) fann att en okénd art och stam inom sléktet Dehalococcoides som producerade avsevért mer
(ca 3 ggr mer) av trans-DCE én cis-DCE, men endast vid narvaro av ampicillin (ett semisyntetiskt
antibiotikum). Nagon mikrobiell deklorering av trans-DCE till VC visade sig dock inte ske. | fran-
varo av ampicillin bildades mer av cis-DCE an trans-DCE. Detta tolkades sa att de bakterier som
bildade trans-DCE var, i motsats till de bakterier som bildade mer cis-DCE an trans-DCE, okans-
liga for ampicillin och liknande antibiotikum. Sex ar senare visade Cheng et al. (2010) att ovan
okanda art och stam var Dehalococcoides ethenogenes strain 195 med formaga att bilda trans-
DCE.

Kommersiella kloretenprodukter kan ibland innehalla DCE (vanligtvis da i sma, men detekterbara
andelar). Dartill &r det mer vanligt att trans-DCE kan bildas kemiskt/abiotiskt, jamfort med cis-
DCE. Ovan visar att om det i en akvifar finns ungefar lika stor eller stérre andel av trans-DCE,
jamfort med cis-DCE, sa ar det inte nagot sakert bevis pa t.ex. att den ursprungliga spillda klore-
tenprodukten inneholl trans-DCE. Om man dértill ver tid finner att halterna av DCE totalt okar,
samt att forhallandet trans-DCE/cis-DCE 0Okar, sa dr det inget bevis pa att bildandet skett kemiskt
(det kan alltsa istallet vara mikrobiellt producerat). Dock, om man finner att halterna av DCE totalt
okar samtidigt som forhallandet cis-DCE/trans-DCE 6kar sa ar detta med stor sannolikhet orsakat
av mikrobiell deklorering av TCE.

| vissa fall kan trans-DCE bildas mikrobiellt av andra mikroorganismer én av Dehalococcoides
ethenogenes strain 195. Manchester et al. (2012) fann att bakterier i sldktet Dehalobacter kan de-
klorera 1,1,2,2-TeCA till trans-DCE samt att vid fullstandig deklorering av 1,1,2,2-TeCA till eten
sa ar bakterier fran bade Dehalogenimonas- och Dehalococcoides-slaktena involverade.

Vad galler mikrobiellt bildande av 1,1-DCE fran TCE sa anses det ske ytterst sallan. Emellertid
fann Zhang et al. (2006), i prov fran en deponi, mikroorganismer inom slaktet Dehalococcoides
med formagan att fullstandigt deklorera TCE via framst 1,1-DCE (forhallandet 1,1-DCE/cis-DCE
var 2,4). Aven denna udda mikrobiella deklorering skedde i narvaro av ampicillin. Men i franvaro
av detta antibiotikum skedde istéllet den normala mikrobiella produktionen av cis-DCE (fran TCE).

| den ovan givna reaktionsvagen (1) anges eten/etan som produkt fran deklorering av VC. Egentli-
gen ar det endast eten som bildas pa sa satt. Etan bildas genom reduktion av eten. Det sker under
anaeroba forhallanden av andra organismer an deklorerare (deBruin et al., 1992; Koene-Cottaar
och Schraa, 1998).

Narvaro av etan under anaeroba forhallanden, kopplat till mikrobiell reduktiv deklorering av VC,
ger information om att eten dessforinnan bildats. Om Iaga halter eten och hdga halter etan forelig-
ger och om endast eten analyseras kopplat till deklorering av VC sa kan det ge missvisande bild av
vad som skett. Darfor analyseras normalt bade eten och etan. Summan av etan och eten ger en
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battre avspegling av mikrobiell reduktiv deklorering av VC. Emellertid, franvaro av eten och etan
ar inget bevis pa att deklorering av VC inte skett eftersom bada kan oxideras. Tolkningen av eten
och etan kompliceras av att de ar flyktiga och kan bildas &ven genom andra reaktioner. Om man,

vid t.ex. franvaro av eten/etan, vill faststalla med hog sékerhet att VC brutits ned sa ar isotopana-
lyser [ampliga (beskrivs i Avsnitt 5.1.4).

Hogklorerade etener (PCE, TCE) kan dekloreras reduktivt av ett stort antal olika mikrobiella slak-
ten och bilda lagklorerade etener (DCE, VC). Men dessa lagklorerade etener kan endast dekloreras
till icke-klorerade féreningar av vissa stammar inom slaktet Dehalococcoides (Dhc). Hittills har
endast stammar inom arten Dehalococcoides ethenogenes befunnits klara detta. Det anses numera
till och med vara sa att dessa stammar endast kan anvanda halogenerade kolvaten (t.ex. klorerade
dito) som slutliga elektronacceptorer (Hug et al., 2013b). Det innebar t.ex. att nar halten av de 1ag-
klorerade etenerna minskar sa minskar &ven halten av dessa stammar av Dhc.

Detta indikerar att dessa speciella stammar av Dhc foreligger i ytterst laga koncentrationer, eller
rent av inte existerar, i omraden som saknar organiska halogenforeningar. Det innebar i sin tur att
om de inte ursprungligen fanns i ett omrade som fororenas av klorerade lsningsmedel sa kommer
de heller inte att finnas darefter. Detta &r sannolikt orsaken till att det finns atskilliga omraden som
ar fororenade av klorerade lésningsmedel, men som saknar dessa speciella stammar av Dhc, och
darmed inte kan genomga fullstandig nedbrytning. Om bakterierna finns sa ar det inte ovanligt att
de foreligger i alltfor 1aga halter och/eller att de inte har énskad genetisk formaga att deklorera VC.
Beroende pa vad orsaken ar sa kan detta atgardas med bioaugmentation och/eller biostimulering
(forklaras i Bilaga 1).

Med koppling till detta kan har namnas att en dansk undersokning, utford pa elva omraden forore-
nade med klorerade etener, visade att det fanns Dhc (slaktet) i flera av dessa omraden men att dessa
Dhc inte hade genetik som var nédvéndig for produktion av enzymer som deklorerar VC (de speci-
ella stammarna av Dhc var alltsa franvarande). Dessutom var halterna av Dhc alltfor laga (Bjerg et
al., 2006).

Det racker alltsa inte med att analysera slaktet Dhc. Man behdver dven analysera om de speciella
stammarna foreligger samt att de finns i tillrackligt hoga halter. Detta kan fas genom speciell analys
av vissa unika gener som kodar for produktion av de enzym som kan deklorera lagklorerade etener,
se vidare Avsnitt 5.2.2 samt Bilaga 1.

Den unika formagan, som alltsa vissa stammar av Dhc har, att deklorera lagklorerade etener gor
deras narvaro och aktivitet ytterst viktiga. Franvaro av dessa stammar innebér att nedbrytningen
inte blir fullstdndig och resulterar i 6kad halt och méngd av DCE och framfor allt av cancerogent
VC. Det racker dock inte att endast dessa stammar foreligger med halter 6ver vissa nivaer. Det
maste dartill bl.a. finnas fermentationsbakterier som genom fermentation av befintlig eller tillsatt
kolké&lla producerar ngdvandig elektrondonator, vanligtvis vate (fermentation forklaras i Bilaga 1).

| en akvifér férorenad av PCE och/eller TCE kravs samspel mellan vanligt férekommande mikro-
organismer (t.ex. Dehalobacter, Geobacter) och alltsa vissa relativt unika stammar av De-
halococcoides ethenogenes for fullstandig deklorering till eten. | undantagsfall behdver dock de
vanligt forekommande mikroorganismerna inte foreligga och det ar i det speciella fall da De-
halococcoides ethenogenes strain 195 finns ndrvarande och &r aktiv. Denna stam har den unika
egenskapen att kunna deklorera bade hogklorerade och lagklorerade etener. Ovriga stammar av
Dehalococcoides ethenogenes kan inte deklorera PCE, en del stammar enbart DCE och VC och
nagra stammar dven TCE. Detta innebdr att det vanligtvis kravs kombinationer av olika mikroorg-
anismer for att alla klorerade etener ska kunna fullstandigt dekloreras.
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Utover de har speciella mikroorganismerna maste det dven finnas bl.a. elektrondonatorer. For de-
klorering av lagklorerade etener ar vate den enda fungerande elektrondonatorn, eftersom Dhc end-
ast kan anvanda vate som sadan donator. En del av de mikroorganismer som bara kan deklorera
hogklorerade etener kraver ocksa vate, men det finns nagra av dessa mikroorganismer som endast
nyttjar acetat som elektrondonator, t.ex. Desulfuromonas sp. strain BB1 och Desulfuromonas
chloroethenica (McLean et al., 2015).

4.4.2 Utan mikroorganismer (abiotiskt)

Deklorering av klorerade alifater kan ocksa ske abiotiskt, dvs. reduktionen sker utan biologisk in-
verkan. Abiotisk reduktion sker vanligtvis pa ytor (av t.ex. nollvart jarn, zink, jarnsulfider, etc.,
Tobiszewski och Namie$nik 2012; Wrenn 2004; ESTCP, 2008; Jeong och Hayes, 2007; AFCEE,
2007), som har tillrdckliga “krafter” att tinja och stddja en uppbrytning av bindningar i molekylen.
| Figur 4.2 ges exempel pa abiotisk reduktiv deklorering med nollvart jarn. I Figur 4.3 ges exempel
pa motsvarande pa en yta bestaende av tvavart jarn.

PCE
Abiotisk Abiotisk
o0 CI: G Fe® 2 H0
Ci Cl

: : Biotisk (I Cl

Fe2* Cl—Cc=c—cClI + 2 CI Fe2* 2 OH + H: —_—
Cl Cl

Dikloracetylen
Cl Cl
H+ > + CI

H Cl

TCE

Figur 4.2 Vanster: Abiotisk reduktiv deklorering med nollvért jarn. Héger: Korrosion i vatten av nollvért jarn
varvid véte produceras abiotiskt som i sin tur supportar biologisk reduktiv deklorering (fr&n Larsson, 2009).

Biotisk
Fe(lll)-
|:| Abiotisk [:I reduktion
"N FaM— OH — Fai+ Cl Cl "N Fedt— OH — Fel+
0~ Ya >:< 0~
™ Fed*— OH — Fed+ cl cl ™ Fe¥*— OH — Fe¥
0" 0"
0 0 Y% H
S Fe*—OH—Fe™ % cl—C=C—cl +Cr|| > Fe¥— OH—Fe Abioisk
0 o~
"N Fg+— OH — Fe+ TS FeM— OH — Fe¥+
o o

Figur 4.3 Vanster: Abiotisk reduktiv deklorering med Fe(ll). Hoger: Biologisk regenerering av Fe(ll), kopplat
till abiotisk produktion av vate med nollvart jarn (fran Larsson, 2009).

Tillsats av nollvért jarn for reduktiv deklorering &r en beprévad teknik och beskrivningar ges i bl.a.
ESTCP (2010) och i Quinn et al. (2005). Ju mindre partiklarna dr desto storre reaktiv yta per vo-
lym- eller viktenhet. Det innebér att anvandandet av nanopartiklar kan vara mer effektivt &n av
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mikropartiklar. Det bor dock noteras att man i vissa fall frangatt anvandandet av nanopartiklar,
bland annat pa grund av osakerheter i huruvida de kan vara skadliga for manniskan. Dartill, nar det
nollvérda jarnet ar fullt ut oxiderat har det tappat sin aktivitet. Nagon sammanstallning av hur lange
jarnet ar aktivt i klorerade akvifarer har inte gatt att finna i litteraturen. Man bor ocksa beakta att
tillsatta jarnpartiklar kan vara svara distribuera effektivt i en akvifar.

De reaktionsprodukter som bildas vid kemisk deklorering av klorerade etener med nollvart jarn ar
framst kloracetylener, acetylen och olika kloretener for vidare transformering till etan och eten.
Nollvérd zink har visat sig kunna deklorera PCE och TCE, i det forra fallet till dikloracetylen och
kloracetylen medan i det senare fallet till enbart kloracetylen. Dikloracetylen omvandlas snabbt till
trans-DCE och kloracetylen och kloracetylen i sin tur till acetylen eller VC. Aven jarnsulfid (FeS)
kan effektivt deklorera klorerade etener som PCE och TCE under anoxiska forhallanden till acety-
len som huvudprodukt men aven till cis-DCE, 1,1-DCE eten och etan (Tobiszewski och Namie$nik
2012; Wrenn, 2004). Det kan tillaggas att om man tillsatter vitamin B12 (cyanocobalamin) till FeS
sa kan, speciellt vid hoga pH, denna tillsats avsevart forbattra jarnsulfidens kemiska deklorering
(Kyung et al., 2016).

4.4.3 Biotiskt — abiotiskt samspel

Biotiska — abiotiska samspel for reduktiv deklorering innefattar vanligtvis antingen att
1. den abiotiska delen kemiskt understddjer den biologiska (biotiska) delen eller att
2. den abiotiska delen utfor fortsatt deklorering efter att den biotiska delen avstannat.

Exempel pa 1/ ar da nollvart jarn tillsatts till akvifaren varvid véte bildas abiotiskt. Detta véte kan
biotiskt anvandas av de bakterier som har formagan att reduktivt deklorera klorerade alifater. Det
kraver dock att redox ar Iagt (ju lagre redox desto mindre konkurrens for mikroorganismerna om

vatet), eftersom befintliga geokemiska elektronacceptorer (syre, nitrat, manganoxider, jarnoxider,
sulfat etc.) konkurrerar om tillgangen av vatet. Ju hogre redox desto storre roll spelar det tillsatta

jarnet istéllet som redoxsankare.

| Figur 4.2, hoger, och Figur 4.3, hoger, ges exempel pa hur biotisk deklorering kan dra nytta av
abiotisk produktion av véte. Samspelet forutsatter att molekylen inte ar alltfor nara/pa metallytan (i
annat fall kan reaktionen ske enbart abiotiskt, se foregaende avsnitt).

Exempel pa 2/ ar t.ex. de fall da enbart biostimulering (tillsats av fermenterbar kolkalla) inte ger
fullstandig deklorering. Exempelvis, i en PCE-TCE fororenad akvifar tillsattes laktat varvid dess
fermentation bildade vate som i sin tur mojliggjorde for befintliga bakterier att deklorera férening-
arna till cis-DCE. Emellertid fanns inga Dehalococcoides spp. med formaga att deklorera cis-DCE
(och vidare bilda VC och slutligen eten) varvid dekloreringen avstannade vid cis-DCE. Nollvart
jarn tillsattes som resulterade i att en del av kvarvarande hdgklorerade etener samt cis-DCE deklo-
rerades abiotiskt (Lacinova et al., 2012). En variant ar att tillféra kolkélla och nollvart jarn samti-
digt. Kommersiella produkter med denna kombination finns pa marknaden (Hill et al., 2004).

Tillsats av nollvart jarn for abiotisk deklorering kan ses som ett alternativ till bioaugmentation (be-
skrivs i Bilaga 1). Sadant abiotiskt alternativ bildar inte nagot VC av cis-DCE utan istallet bildas
acetylen. Dock, om utgangsforeningen ar PCE sa kan det abiotiskt omvandlas till dikloracetylen
(Figur 4.2) som i sin tur abiotiskt omvandlas till kloracetylen och vidare till dels VC och dels acety-
len. Dikloracetylen kan alternativt omvandlas till trans-DCE. Acetylenerna dr instabila och deras
naturliga omvandling dr snabb (Tobiszewski och Namie$nik, 2012).
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4.5 Oxidativ nedbrytning

I denna publikation har huvudfokus lagts pa mikrobiella metoder fér omvandling av klorerade
etener. | avsnittet om reduktiv deklorering ovan visades att dessa foreningar i olika utstrdckningar
kan reduktivt dekloreras bade med och utan mikroorganismer (biotiskt resp. abiotiskt), beroende
bl.a. pa redox (Tabell 4.1). Sa ar fallet d&ven for oxidativ nedbrytning. Men i motsats till abiotisk
reduktiv deklorering &r abiotisk oxidation ett helt separat tekniskt metodomrade, generellt kallat for
kemisk oxidation. Generellt galler att kemisk oxidation med starka oxidationsmedel kan bryta ned
de klorerade foreningarna avsevart snabbare an motsvarande mikrobiell oxidation.

Nedan beskrivs kortfattat forst om mikrobiell (biotisk) oxidativ nedbrytning av klorerade etener
som efterfoljs av kortfattad beskrivning av kemisk (abiotiskt) oxidativ nedbrytning. | Bilaga 1 ges
fordjupad information om mikrobiell (biotisk) oxidativ nedbrytning av klorerade etener, framfor
allt avseende VVC och i viss man av DCE.

4.5.1 Med mikroorganismer (biotiskt)

Internationellt (och nationellt) har sanering med mikrobiella metoder i akviféarer férorenade med
klorerade losningsmedel hittills framst fokuserat pa reduktiv deklorering. Ofta har dekloreringen
stannat av (s.k. stallning) vid cis-DCE och eventuellt VVC, vilket resulterat i en odnskad uppkoncen-
trering av dessa &mnen. Orsaker kan t.ex. ha varit alltfor hogt redox och/eller alltfor lite fermenter-
bar kolkalla/fermentation/produktion av vate. Den framsta orsaken brukar dock vara franvaro av
mikroorganismer som har férmagan att reduktivt deklorera cis-DCE och VC. Ett miljomassigt vik-
tigt alternativ eller komplement, som under den senaste tiden fatt 6kad aktualitet, ar mikrobiell
oxidativ nedbrytning av lagklorerade alifater, framfor allt av VC och i viss man DCE, da redox &r
alltfor hogt for reduktiv deklorering av dessa (Jennings et al., 2013).

Mikrobiell oxidativ nedbrytning av klorerade I16sningsmedel kraver helt andra forutséttningar &n
mikrobiell reduktiv deklorering. Vid reduktiv deklorering agerar de Klorerade etenerna som
elektronacceptorer och vite ar den dominerande elektrondonatorn. Vid oxidativ mikrobiell ned-
brytning &r de klorerade kolvatena istéllet elektrondonatorer och vanliga geokemiska &m-
nen/foreningar elektronacceptorer (t.ex. syre, nitrat, Fe®* etc.).

I motsats till reduktiv deklorering sker inte nagon stegvis omvandling till mindre klorerade alifater
vid oxidativ nedbrytning. Istéllet oxideras molekylerna till koldioxid, vatten och klorid. Detta kan
ge mikrobiell oxidativ nedbrytning stora férdelar, dels genom att av oxidation av DCE inte bildar
VC, dels att oxidation av VC inte kraver sa extrema forutsattningar som vid reduktiv deklorering
(bl.a. mycket lagt redox, vate och speciella stammar inom bakterieslaktet Dhc).

Mikrobiell oxidativ nedbrytning kan ske bade metaboliskt och cometaboliskt. For klorerade etener
kan metabol oxidation endast ske pa lagklorerade etener, framst VC men aven DCE. Detta i mot-
sats till cometabol oxidation som kan ske i signifikant omfattning pa VC, DCE och TCE. Metabol
oxidation av VC och cis-DCE kréver dock inte lika hoga syrehalter som vid motsvarande come-
tabola oxidationer.

Relativt laga halter av VC kan foreligga i yttre delen av en plym, men halterna kan dar anda 6ver-
stiga miljomaéssigt acceptabla halter och utgora ett problem. Situationen kan forvérras vid forstéarkt
mikrobiell sjélvrening dar malsattningen &r att temporart bilda VVC for vidare deklorering till eten.
Om tillférseln av VC &r storre &n vad befintliga reduktivt deklorerande bakterier hinner med att
bryta ned, sa kan det teoretiskt uppkomma halter av VC vid yttre delen av plymen som ar oaccep-
tabelt hoga. | denna del av akvifaren kan redox och syrehalt fortfarande vara sa laga att det normalt
anses omojligt for aeroba bakterier att agera. Det finns dock studier som visar att oxidation av VC
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anda kan ske, trots 1ag eller mycket lag syrehalt (0,1 mg/l) i akvifaren. Detta ar av stor betydelse for
bedémning av omgivningspaverkan av VC nedstroms kloretenfororenade akvifarer (Bradley, 2011;
Bradley och Chapelle, 2011).

Mikroorganismer som i betydande omfattning kan oxidera VC finns i allménhet i de allra flesta
akvifarer dar redox inte ar alltfor lagt. Daremot forekommer mikroorganismer som i betydande
omfattning kan oxidera DCE mer begrénsat. Ytterligare information ges i Bilaga 1.

4.5.2 Utan mikroorganismer (abiotiskt)

Abiotisk (kemisk) oxidation av klorerade alifater kan i princip endast erhallas genom tillsats av
starka oxidationsmedel, t.ex. natriumbisulfat, permanganat och Fentons reagens. En del oxidat-
ionsmedel kan ges starkare oxidationsférmaga, s.k. aktivering, med tillsats av natriumhydroxid
eller med tillsats av jarnsulfat och citronsyra eller med extra varme (50 °C).

Kemisk oxidation har potential framst i hotspot i jordmatrisen. Nedbrytning i grundvattnet kan da
uppkomma som en bi-effekt. Val av oxidant maste alltid baseras pa laboratorietester pa fororenat
material fran platsen. Olika oxidanter ger olika effekt pa olika kloretener och kloretaner samt olika
jordtyper, TOC i jorden etc. (Crimi, 2010; Keijzer och Van Gool, 2007; Huling och Pivetz, 2006).
Infor beslut att nyttja oxidationsmedel maste riskbedémning utforas (platsspecifikt handhavande,
negativ miljopaverkan etc.). | Tabell 4.2 ges en sammanstéllning av olika oxidationsmedel och néar
de kan anvandas. Tabellen kan anvandas vid en inledande screening.

Tabell 4.2 Beddmning av olika oxidationsmedels anvandbarhet for nedbrytning av olika klorerade alifater
(Keijzer et al., 2012). Faktisk anvandbarhet beror bl.a. pa platsspecifika faktorer i marken och riskbedémning.
Bedomning: 1 = Utmarkt; 2 = Bra; 3 = Ok; 4 = Dalig; 5 = Fungerar inte.

Katalyserad H,0, Persulfat

Klorerad N Per-
alifat a/ Fenton Modifierad =~ manganat Ingen
b/ aktivering

Ozon och
ozon +

Termisk Jarn Peroxid peroxid
PCE
TCE
DCE
vC
TeCA ¢/
TCA d/
DCA
CA

AW W A DM PR P R R
(SIS, BRNG, BUNG, BEENG, B = S S N
g A DD W R P RPN
GO N NN W R R R e

CT

N RN W W R R R R
g W N NN W R R R e
O 0w W W W R R R e
N R NINN W R R R R

CF 4 5 5

I

a/ TeCA = Tetrakloretan; TCA = Trikloretan; DCA = Dikloretan; CA = Kloretan; CT = Tetraklormetan (koltetraklorid);
CF = Triklormetan (kloroform).

b/ Modifierad Fenton anvander jarnkatalysatorn i kelaterad form.

¢/ 1,1,1,2-TeCA och 1,1,2,2-TeCA.

d/ 1,1,1-TCA och 1,1,2-TCA.
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4.5.3 Biotiskt — abiotiskt samspel

Vid nyttjandet av abiotisk (kemisk) oxidation, i kombination med biotisk nedbrytning, ar det viktigt
att forst klarlagga hur samspelet kan ske samt den forvantade effekten av kombinationerna. Van-
ligtvis nyttjas kemisk oxidation innan den biologiska behandlingen i omraden dar den kemiska
nedbrytningen har potential att ga snabbare an biotiskt alternativ. Som indikerats i foregaende av-
snitt fokuserar kemisk oxidation pa omraden med hoga eller mycket hoga fororeningshalter
och/eller fri produkt. Kemisk oxidation &r sallan aktuell for laga halter i plymen.

Nér oxidantmolekyler kommer i kontakt med féroreningsmolekyler sker oxidationen av forore-
ningen snabbt. Men for att det ska ske krévs god och snabb distribution av oxidanten till forore-
ningen. En samre distribution leder till att oxidanten kan deaktiveras pa vagen till féroreningen.
Saneringseffekt och saneringstid ar starkt beroende av permeabiliteten och naturligt material i akvi-
faren. For att fa en effektiv oxidation kan man darfor behova tillsatta oxidationsmedel vid flera
tillfallen och under lang tid (veckor till ar, beroende pa oxidationsmedlets platsspecifika effektivi-
tet).

Darefter kan det ta atskilliga manader till &r innan forutsattningarna i akvifaren ater ar gynnsamma
for mikrobiell aktivitet. Olika oxidationsmedel ger olika kemiska och biologiska effekter i marken.
De biologiska effekterna kan t.ex. innebdra omfattande avdddning av befintliga bakterier (dvs.
varierande grader av steril mark som i olika omfattningar kan aterhamta sig).

Vilket tidsintervall som ar nodvandigt mellan den abiotiska och biotiska behandlingen beror pa
flera olika faktorer. Det handlar bade om hur fort den naturliga floran kan aterhamta sig och hur
lang tid det tar innan forhallandena ar lampliga for de mikroorganismer och substrat som man avser
att tillsatta. Aven andra forutsattningar som kravs for tillsatta mikroorganismers dverlevnad och
nedbrytningsaktivitet har betydelse. Exempelvis, om den efterfoljande biotiska behandlingen avser
att nyttja reduktiv deklorering sa kan omradet behova speciell forbehandling innan den biotiska
behandlingen kan utforas. Behandlingen inriktas da pa att astadkomma en forandring fran eventu-
ellt extrema pH, maximalt oxidativa och betydande sterila férhallanden till normala pH, starkt re-
duktiva och bioaktiva forhallanden. Om man istéllet later naturen aterhamta sig sjalv kan det ta
atskilliga ar innan lampliga forutséttningar for mikrobiell behandling foreligger.
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5. Analyser, utvarderingar, kostnader

Detta kapitel inleds med hur man kan anvénda kemiska analyser och indikatorer for utvérdering av
nedbrytningsforlopp for klorerade etener, exemplifierat med bl.a. fordndringar i dekloreringsgrader,
molfraktioner och isotopfraktioner. | kapitlet ges darefter bl.a. exempel pa mikrobiell provtagning,
analyser och kostnader for dessa och utvérdering av analyserna. Kapitlet avslutas med information
(som kan anvéndas vid utvardering) om dels hur man enkelt kan fa indikation pa fermentation, dels
oonskad spridning av férorening och dels bakomliggande orsaker till s.k. stallning.

5.1 Kemiska analyser och indikatorer

| detta avsnitt diskuteras

e Masshalanser

o Dekloreringsgrad

e Forandringar av molfraktioner vs. dekloreringsgrader

e Isotopanalyser

5.1.1 Massflux och massbalans

| det foljande ges en kortfattad beskrivning av massflux och masshalans. For med djupgaende in-
formation hénvisas till S6rensen och Persson (2008) och US DOE (2006b).

Massflux &r massflode per areaenhet. Genom att berdakna massflux kan man uppskatta méangden
fororening som transporteras genom olika tankta ytor vinkelrat placerade i t.ex. en grundvatten-
plym. Massbalans innebér i princip konservering av massa. Kombinationen massflux och massba-
lans, som avser t.ex. en fororening, fokuserar pa att den massa som kommer in i ett system, t.ex.
genom den tankta uppstréms placerade ytan, ska vara summan av vad som lamnar systemet, t.ex.
nedstroms placeras yta, den massa som ackumuleras i systemet samt den massa som omvand-
las/bryts ned eller pa annat satt lamnar systemet pa annat satt 4n genom systemets nedstroms place-
rade yta. Om den enda faktorn som forandrar massan inne i systemet ar nedbrytning sa ger skillna-
den mellan de mangder som passerar dessa tva ytor en indikation pa vad som brutits ned i systemet.
| Sérensen och Persson (2008) ges en enkel principiell beskrivning av detta.

Under senare tid har man ifragasatt anvandning av masshalansberakningar vid mikrobiell reduktiv
deklorering i plymer fororenade av kloretener. Det har visat sig att de standardiserade berékningar-
na kan ge opalitliga resultat. Det beror framst pa att man relativt nyligen visat att VC och i viss man
DCE kan genomga signifikant oxidation under mikroaeroba forhallanden (se om oxidation av VC
och DCE i Bilaga 1). Dessa foreningar kan aven relativt latt forangas vid provtagning, provtrans-
port och analys. | masshalansberakningarna kommer dessa forluster da felaktigt att betraktas vara
orsakade av reduktiv deklorering (Stroo et al., 2013).

Dessutom kan Kkloretener brytas ned abiotiskt varvid helt andra produkter bildas &n vid ordinarie
mikrobiell reduktiv deklorering. Vanligtvis bildas da acetylen. Acetylen kan analyseras, men ef-
tersom acetylen &r instabil/mycket latt nedbrytbar sa ar den inte nagon palitlig indikator for abiotisk
nedbrytning (ESTCP, 2008). Om sadan abiotisk deklorering inkluderas i en massbalans sa kan
utfallet bli osékert.
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5.1.2 Dekloreringsgrad av klorerade etener

Mikrobiell reduktiv deklorering av klorerade alifater gar enligt forbestamda reaktionsprocesser
(exempelvis, for klorerade etener: PCE — TCE — DCE — VC — eten/etan). Med hjalp av mol-
massiga halter av dessa foreningar kan man fa en indikation pa hur langt i denna process som re-
duktionen skett. Detta kan géras genom enkel berakning av s.k. dekloreringsgrad, DKG. Ingangs-
vardena, dvs. fororeningshalterna, far man genom analys av grundvattenprov.

En 6kning av DKG ar dock inte nagot bevis pa en okning av mikrobiell deklorering. Exempelvis
kan 6kningen bero pa att halt av ursprungsféreningen eller av mellanprodukter minskat av andra
orsaker, t.ex. genom kemisk deklorering, utspadning, fastlaggning eller gasavgang. Férandring i
DKG ger dock bra indikation pa den totala haltforandringen. DKG kan med fordel jamforas med
procentuell relativ férandring i molfraktion av varje enskild produkt i dekloreringskedjan. Kombi-
nationen och dess forandringar over tid ger da en tydligare bild av den pagéende reduktionsproces-
sen (Figur 5.1).

Beddmning av hur langt dekloreringen har gatt kan tydliggoras genom att, tillsammans med DKG,
visa den procentuella relativa fordndringen av enskilda féreningars molfraktioner (kopplingen be-
skrivs i Avsnitt 5.1.3). Om man till detta kopplar haltbestdmning av speciella mikroorganismer och
speciella mikrobiella gener, sa kan sadant sammantaget underlag ge annu béttre stod at tolkningen
huruvida det pagar mikrobiell nedbrytning eller inte. Mikrobiella analyser och utvéarderingar besk-
rivs i Avsnitt 5.2.2. Om man darutéver kompletterar med analys av kolisotoper erhalls ett fullodigt
bevis pa mikrobiell deklorering. Isotopanalyser beskrivs i Avsnitt 5.1.4

For att berakna dekloreringsgrad (DKG) behdvs molhalter av varje enskild ingaende forening i
reaktionskedjan. Molhalter beraknas utifran analyserade massbaserade halter och enskilda fore-
ningars molvikter, enligt (exemplifierat for halt i vatten av forening A):

Molhalt av A (umol/l) = [A] = Analyserad halt av A (ug/l) / Molvikt av A (ug/umol)

Molvikt for aktuell forening A erhalls i tabellverk.

| alla ekvationer nedan anvéands molhalten av varje angiven forening, beréknad ur ovanstaende
ekvation.

Om den ursprungliga fororeningen utgdrs av PCE sa beraknas dekloreringsgraden enligt (SGF,
2011; Middeldorp et al., 2002):

([TCE] + 2 « [DCE] + 3 [VC] + 4 « [Eten] + 4 « [Etan])
Dekloreringsgrad, DKG (%) = 100
4 « ([PCE] + [TCE] + [DCE] + [VC] + [Eten] + [Etan])

Féljande Overslagsmassiga tolkningar av utfallet av ekvationen kan goras, med reservation for an-
tagandet att haltférandringarna beror pa deklorering.

e Om DKG dr lagre &n 26 % sa ar huvudreaktionerna fokuserade pa PCE, dvs. det finns mycket
kvar av moderprodukten och det &r den som mikroorganismerna frémst deklorerar.

e Om DKG ligger i intervallet 26 % — 50 % sa ar dekloreringen framst fokuserad pa TCE.
e Ligger DKG i intervallet 51 % — 75 % sa ar dekloreringen fokuserad huvudsakligen pa DCE.
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e lintervallet 76 % — 100 % DKG ar dekloreringen i huvudsak fokuserad pa VC.
e Vid DKG =100 % har alla de klorerade etenerna, inklusive VVC, deklorerats.

Principiellt kan alltsd det procentuella vérderesultatet tolkas sa att ju hogre procentuellt véarde pa
DKG desto langre har den totala dekloreringen gatt.

Om ursprungsfororening istéllet &r TCE beréknas DKG med foljande ekvation (Bjerg et al., 2006):
([DCE] + 2 « [VC] + 3 « [Eten] + 3 « [Etan])

Dekloreringsgrad, DKG (%) = + 100
3+ ([TCE] + [DCE] + [VC] + [Eten] + [Etan])

Utfallet fran denna ekvation kan dverslagsmassigt tolkas enligt foljande.

e Om DKG &r under 34 % sa ar huvudreaktionerna fokuserade pa TCE, dvs. det finns (mycket)
kvar av moderprodukten och det &r den som mikroorganismerna frdmst deklorerar.

e Om DKG ligger i intervallet 34 % — 67 % sa ar dekloreringen framst fokuserad pa DCE.
e Ligger DKG i intervallet 68 % — 100 % sa &r dekloreringen framst fokuserad VC.
e Om DKG =100 % har aven allt VC deklorerats.

5.1.3 Foérandringar av molfraktioner vs. dekloreringsgrader

Genom att studera dekloreringsgrad (DKG) tillsammans med aktuella molfraktioner (MF) sa kan
man fa en uppfattning om hur langt dekloreringen gatt. Detta kan t.ex. goras i ett diagram. Mol-
fraktionen (MF) berdknas med molbaserade halter. I det fall PCE &r ursprungsférorening beraknas
MF enligt foljande, exemplifierat for cis-DCE, ddr alla halter & molbaserade:

[cis-DCE]
MF (%) = « 100
[PCE] + [TCE] + [cis-DCE] + [trans-DCE] + [VC] + [Eten] + [Etan]

Om ursprungsfororeningen &r TCE stryks [PCE] i ndmnaren.

| Figur 5.1 ges exempel pa hur tidsméssig forandring av deklorering kan beskrivas med kombinat-
ion av molfraktioner (staplar) och dekloreringsgrad (linjer med punkter). Av figuren fas att den
genomforda biostimuleringen (morkrod vertikal linje) resulterade i 6kad, och sa gott som fullstan-
dig, haltreduktion (sannolikt reduktiv deklorering) av de hdgklorerade etenerna PCE och TCE.
Fortsatt deklorering av DCE avstannade darefter fram till bioaugmentationen (bla vertikal linje)
som i sin tur resulterade i fortsatt haltreduktion (deklorering) till eten.
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Figur 5.1 Exempel pa tidsméassig forandring av molfraktioner (staplar) och dekloreringsgrad (DKG; svart linje
med ringar) i fyra olika grundvattenrér i samma pilottestomrade. MW1 &r bakgrundspunkt, MW2 endast bi-
ostimulation, MW3 och MW4 biostimulation med efterféljande bioaugmentation. Mérkrdd vertikal linje: tid for
biostimulering och bla vertikal linje: bioaugmentation (data frdn Branzén och Landell, 2017).

5.1.4 Isotopanalyser

Mikrobiell nedbrytning ar endast en del av alla de processer i ett fororenat omrade som sammanta-
get minskar halter och mangder av fororening. Om myndighet eller problemégare kraver bevis pa
att mikrobiell nedbrytning sker i tillrdcklig omfattning men att givna bevis (halter av nedbrytnings-
produkter, mikroorganismer etc.) ar otillrackliga sa kan de kompletteras med isotopanalyser.

| foregaende avsnitt beskrevs hur férandringar av molfraktioner och dekloreringsgrad kan utvarde-
ras och hur dessa faktorer kan ge stark indikation pa nedbrytning och dess omfattning. Dartill ger
en 6kning av halten cis-DCE, relativt halten trans-DCE, en tydlig direkt indikation pa mikrobiell
nedbrytning (eftersom mikroorganismer foredrar att bilda cis-DCE vid deklorering av TCE). Men
exakt hur stor den mikrobiella andelen av den totala haltreduktionen &r gar inte att klargora utan
amnesspecifik isotopanalys (CSIA, compound specific isotope analysis). For att undersoka detta
kan isotopanalyser av kolisotoper (**C/*2C) analyseras. Vid behov kan de kompletteras med analys
av klorisotoper (3’CI/*5Cl) och/eller vateisotoper (*H/*H).

Vid mikrobiell nedbrytning av kolféreningar foredrar mikroorganismerna att bryta upp bindningar
till kolisotopen *2C fore bindningar till kolisotopen **C. Isotopanalys av ursprunglig forening och
dess nedbrytningsprodukter kan darmed ge information om huruvida féreningen brutits ned mikro-
biellt samt i vilken omfattning. Isotopkvoten (ratio) betecknas 8*Cx (%o), dér x dr den klorerade
foreningen eller en samling av foreningar i en reaktionskedja. Forhallandet mellan de olika isoto-
perna (kvot, ratio) kan beraknas i princip for alla klorerade 16sningsmedel. For deklorering av klo-
rerade etener kan kvoten berdknas for varje enskild klorerad eten, t.ex. for VC (8*3Cvc (%o0)) och for
summan av alla kloretener (6*3Ccgs (%o)). Isotopforhallandet §'*C (%o) for X kan beriiknas enligt
(US EPA, 2008):

313C (%0) = [(°CI**C)prov - (BC/**C)stanparp) / (PCI*2C)stanparo | * 1000
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Forhallandet (*C/*2C)sranparp dr ett internationellt standardvarde som motsvarande forhallande
(3C/*2C)prov i aktuellt prov relateras till. Av ekvationen ovan fas att reduktiv deklorering av en
fororening, t.ex. TCE, resulterar i hogre varde (minskat negativt varde) pa §'3C for kvarvarande
TCE. Exempelvis, ett varde pa 83C = -15 %o, jaimfort med 5'°C = -30 %o, i tva olika provpunkter
ger att ursprunglig TCE i det forra fallet (-15 %o) har brutits ned betydligt mer &n i det senare fallet
(-30 %o).

| Figur 5.2 exemplifieras bevis pa att \VC producerats via mikrobiell deklorering. '*C uppvisar
markant dkning efter bioaugmentation, samtidigt som VC-halten 6kat. De relativt laga vardena pa
5'3C vid forsta provtagningen efter bioaugmentation kan ha orsakats av att dekloreringen da ckade
markant av bade hdgklorerade (PCE, TCE) och lagklorerade etener (cis-DCE, VC). Vérdena pa
8'3C vid andra provtagningen efter bioaugmentation var avsevart hogre. De indikerar att den deklo-
reringen av VC da var kraftigare an dess samtida produktion (fran dekloreringen av DCE).
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Figur 5.2 Utveckling av VC-halter i tva grundvattenror efter dels biostimulering, dels bioaugmentation samt
kolisotop ratio for VC efter augmentationen (data frdn Branzén och Landell, 2017).

Med isotopundersdkningar ar det &ven mgjligt att géra en prognos av hur snabbt den mikrobiella
dekloreringen kommer att ske. Detta forutsatter att man har tillrackligt antal prov och tillrackligt
hoga halter. Exempel pa utforlig utvéardering av isotopundersokningar ges i bilaga till Branzén och
Landell (2017).

Under vissa forhallanden, da det samtidigt med mikrobiell nedbrytning pagar omfattande kemisk/
abiotisk nedbrytning i narvaro av jarnsulfid (FeS) (eventuellt dven annat/andra &mnen t.ex. nollvart
jarn), kan abiotisk nedbrytning orsaka svarigheter i den isotopbaserade bedomningen av mikrobiell
nedbrytning (US EPA, 2008).

Isotopanalyser (CSIA) har hittills inte har anvants internationellt i nagon stérre utstrackning for att
klargora pagaende deklorering. Istallet tycks vanliga kemanalyser tillsammans med biologiska
genanalyser ha fatt 6kad anvandning. Orsaken ar formodligen att CSIA-analyser fortfarande utfors
av ett begrdnsat antal internationella kommersiella laboratorier samt att utvarderingen kan vara
komplicerad.

I december 2012 var kostnaden vid ett europeiskt analysféretag ca 2 500 SEK/kolisotopanalys av
max fem klorerade etener i ett grundvattenprov. Kostnaden for klorisotopanalys var avsevart dy-
rare; for enbart PCE var kostnaden ca 3 500 SEK/vattenprov. Minst 5-20 pg/1 kravdes for kolisoto-
panalys och minst 5-10 pg/I for klorisotopanalys. Expertbedomning fran samma foretag kostade ca
25 000 SEK for en sammantagen kvalitativ och kvantitativ utvardering av bionedbrytningsproces-
ser och eventuellt olika fororeningskallor, baserat pa kolisotoper i sexton vattenprov (samt ytterli-
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gare ca 8 000 SEK om man 6nskade lagga till utvardering baserat pa klorisotoper i samma prover),
allt exklusive provtagning och transport.

5.2 Mikrobiella analyser och indikatorer

| detta avsnitt diskuteras

e Mikrobiella provtagare

¢ Analys av mikroorganismer och gener

o Kostnader for mikrobiella analyser

e Indikation pa fermentationsprodukter

e Spridning av fororening orsakad av injektion och bakterieaktivitet

e Stallning

5.2.1 Mikrobiella provtagare

Det finns idag tre huvudsakliga provtagningsmetoder for analys av den mikrobiella statusen i en
akvifar som kan kopplas till bl.a. mikrobiell deklorering av klorerade etener. De ar:

e Vattenprov (tas vanligtvis i befintliga grundvattenror).

e Bio-Trap® (Ordinarie Bio-Trap®/Avancerad Bio-Trap®) och BacTRAP. Alla &r passiva prov-
tagare med syntetiska sorbenter; placeras i grundvattenror.

e Jord Mesocosm. Passiv provtagare med platsspecifik jord som sorbent; placeras i grundvatten-
ror. Mesocosm &r ett kontrollerat testsystem placerat utomhus.

Vattenprov tas enligt rekommendationer fran valt analysforetag, placeras i behallare erhallna fran
analysforetaget och transporteras i enlighet med analysféretagets rekommendationer.

Bio-Trap® (MI, 2015e) ar en passiv provtagare som sanks ned i grundvattnet och tas upp for analys
efter 30-90 dagar. Den bestar av en 6ppen plastbehallare med speciella kulor dar bakterier kan vaxa
(MI, 2015e; Stroo et al., 2013).

BacTRAP (Kastner et al., 2006) har en nagot annorlunda design &n Bio-Trap® och har ett annat
innehall/substrat for bakterietillvaxt pa sorbenten.

Oavsett provtagningsmetod sa maste proverna analyseras snarast efter provtagning. Analys av ge-
ner i RNA kréver vanligtvis max ca ett dygn mellan provtagning och analys, medan motsvarande i
DNA kan tillatas ta nagot langre tid. Om tiden mellan provtagning och leverans av proven till labo-
ratoriet tillater sa bor de mikrobiella analyserna i forsta hand utféras pa RNA och i andra hand pa
DNA. Mer information kan fas av det aktuella analysforetaget.

En variant av Bio-Trap®, kallad avancerad Bio-Trap®, har upp till tva speciella tillsatsenheter. Med
hjalp av tillsatsenheterna kan man undersoka effekten av biostimulering och bioaugmentation
(Sublett et al., 2011; Larsson et al., 2014). En av de tva tillsatsenheterna kan laddas med fermen-
terbar kolkalla medan den andra kan laddas med bakterier (och kolkalla om sa 6nskas). Tillsatsen-
heterna kan dessutom laddas med speciella delenheter som sorberar kemiska foreningar fran
grundvattnet, t.ex. klorerade etener. Genom att jamfora resultatet fran kemiska analyser av innehal-
let i enheterna kan en indikation pa effekt av tankt bioaugmentation och/eller biostimulering fas.
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Jord Mesocosm finns i olika utforanden. For undersokning av mikrobiell deklorering i grundvatten-
ror bestar den vanligtvis av ett flertal mindre, delvis permeabla, behéllare. | dessa placeras jordprov
fran akvifaren. Jordproven tas vanligtvis i samband med att grundvattenréren installeras. Jordpro-
ven far inte komma i kontakt med luft/syre. Speciella provbehallare fylls (under anaeroba forhal-
landen) med upptagen jord och ett lampligt antal sdnks ned i grundvattenroret. | varje grundvatten-
ror placeras dessa fyllda behallare intill/under varandra. Efter en forbestamd tid tas behallarna upp
for analys (Van Nooten et al., 2010; CityChlor, 2013b; Branzén och Léandell, 2017).

Jord Mesocosm placeras i grundvattenrér pa lampligt avstand nedstroms den/de punkt/-er dar in-
jektion i form av biostimulering och/eller bioaugmentation utfors in situ. Om det av ndgon anled-
ning inte & mojligt att utfora injektioner i akvifaren kan mesocosmerna utséattas for biostimulering
och/eller bioaugmentation pa laboratoriet. Darefter placeras de i grundvattenror i det valda omra-
det. De tas da upp efter ndgra manader och analyseras kemiskt och mikrobiellt.

De passiva provtagarna ger en sammantagen “summa”-bild av mikrobiologin for den tid de varit
installerade. Vattenprov ger istallet en kemisk och mikrobiell 6gonblicksbild vid det aktuella prov-
tagningstillfallet. Om den mikrobiella situationen i grundvattnet forandras snabbt, kan det vara
lampligare med vattenprov. Oavsett om passiva mikrobiella provtagare anvands eller inte sa beho-
ver kemisk analys av vattenprov alltid utféras samtidigt for att fa information om fororeningsstatus
och om denna foréndras dver tid.

Provtagning av grundvatten ar betydligt billigare an provtagning med passiva provtagare (kostnad
for sjalva utrustningen, utplaceringen och fér mesocosmerna dessutom for jordprovtagning och for
att ladda behallarna med denna jord). De kommersiella laboratorierna levererar idag kostnadsfritt
provkérl for mikrobiell grundvattenprovtagning, i motsats till de passiva provtagarna som kan kosta
tusentals kronor (Avsnitt 5.2.3). Dessutom kan transportkostnaden for passiva provtagare till labo-
ratorium bli betydande om endast vissa utlandska laboratorer kan erbjuda analys av dessa.

| Figur 5.3 och Figur 5.4 visas exempel pa hur halter av kloretener och eten/etan kan forandras med
tiden. | figurerna redovisas ocksa halterna av Dhc och speciella gensekvenser i vattenprov, Bio-
Trap® och Jord Mesocosm. Dataunderlaget, som ar begransat till ett pilottest, indikerar att vatten-
prov kan uppvisa snabbast respons pa haltférandringar av Dhc och av dess gensekvenser i grund-
vattnet relativt haltvariationer av lagklorerade etener (VC) och eten/etan i detta grundvatten.
Mesocosmerna tycks ge langsammast respons.

Om den tillsatta kolkalla fermenteras relativt snabbt (som var fallet i det ndamnda pilottestet) kan
detta innebdra relativt snabba haltférandringar av Dhc och dess gener samt av de klorerade etener-
na. Da ar vattenprov som analyseras bade mikrobiellt och kemiskt att foredra, framfér de passiva
provmetoderna. Det innebdr i sin tur att vattenprovtagningar bor ske ofta for att forandringarna ska
kunna fangas upp. For en del andra bakterietyper an Dhc kan eventuellt Bio-Trap® eller Jord
Mesocosm ge nagot battre respons, framfor allt vid laga halter.

5.2.2 Analys av mikroorganismer och gener

Det ar relativt l4tt att genetiskt identifiera och kvantifiera mikroorganismer som tillhor slaktet De-
halococcoides (Dhc). Det ar endast ett mindre antal stammar inom detta slakte som har forméagan
att deklorera lagklorerade etener. Darfor har man pa senare tid fokuserat pa att identifiera de gener i
dessa stammar som ar den bakomliggande orsaken till denna unika formaga. Nagra av dessa gense-
kvenser kan idag analyseras kommersiellt. Darfor &r det numera rutin att analys av Dhc komplette-
ras med analys av gensekvens.
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| Bilaga 1 ges information om de idag kdnda mikroorganismer som kan deklorera olika klorerade
alifater. Dar beskrivs de gener som kan kopplas till deklorering av framst lagklorerade etener, lik-
som de gener som ar forknippade med andra dekloreringsprocesser. Observera att det endast &r ett
fatal av de gener som man idag kanner till att vara kopplade till deklorering av DCE och VC som
hittills kan analyseras och kvantifieras pa kommersiella laboratorier. Dessa gener bendmns bvcA
och vcrA. Det innebar att &ven om dessa gener inte detekteras i ett grundvattenprov sa ar det inte
bevis pa att mikrobiell deklorering av DCE och VC inte sker. Daremot, om de detekteras i tillrack-
lig halt i DNA eller RNA sa foreligger potential for, respektive reell, produktion av enzym som kan
utfora fullstandig deklorering av de lagklorerade etenerna. Detta forklaras mer ingaende i Bilaga 1.

| Figur 5.3 ges exempel pa uppmatta halter av Dhc i grundvattenprov, relativt halten VC och halten
eten+etan. | Figur 5.4 visas istallet halten av ovan n&mnda gensekvenser relativt halt av VC. Vid
jamforelse av Figur 5.3 med Figur 5.4 fés att de detekterade halterna av Dhc &r i samma storleks-
ordning som motsvarande halter av de utvalda generna. Detta indikerar att en stor andel av de de-
tekterade Dhc var av den stam, eller de stammar, som har genetisk potential att deklorera klorerade
etener.
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Figur 5.3 Halt av Dhc i grundvatten, Bio-Trap® och mesocosmer relativt VC och eten + etan (i vatten) efter
dels biostimulering, dels bioaugmentation (samma datum, provniva och grundvattenrér) (data fran Branzén
och Landell, 2017). Ofyllda mé&tpunkter motsvarar halter under rapporteringsgrans.
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Figur 5.4 Halt av utvalda gensekvenser i grundvatten, Bio-Trap® och mesocosmer relativt halt VC och eten +
etan efter dels biostimulering, dels bioaugmentation (samma datum, provniva och grundvattenror) (data fran
Branzén och Landell, 2017). Ofyllda méatpunkter motsvarar halter under rapporteringsgrans.
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Genanalyserna utfordes paA DNA. Fastan DNA-analys endast ger potential for produktion av de
onskade enzymen (i motsats till analys av RNA som ger pagaende enzymproduktion) sa ger kopp-
lingen mellan de 6kade halterna av generna och de dkade halterna eten och etan, samt temporart
okad halt av VVC, stark indikation pa att generna aktivt kodade for produktion av de énskade enzy-
men. Eftersom denna deklorering endast kan utforas av speciella stammar av Dhc ger kopplingen
aven indikation pa att detekterade Dhc till stor del bestod av dessa stammar.

Internationella erfarenheter har visat att det ofta krévs att Dhc foreligger med halter dver vissa ni-
vaer for att effektiv och fullstandig deklorering ska erhallas. Darfor ar det viktigt med en kvantita-
tiv analys och en jamforelse med dessa haltnivaer nar man ska bedéma behovet av bioaugmentat-
ion. | Tabell 5.1 tolkas detekterade halter av Dhc i grundvattenprov visavi potential for fullstdndig
deklorering av klorerade etener (dvs. produktion av eten fran VVC).

Utover analys av Dhc rekommenderas analys av gensekvenserna vcrA och bvcA. Minst en av dessa
bor foreligga i tillracklig koncentration, Tabell 5.2. Dartill bér dessa analyseras i RNA, forutsatt att
tid mellan provtagning och transport till analyslaboratoriet sa tillater (se Avsnitt 5.1).

Tabell 5.1 Analyserade halter av Dehalococcoides 16S rRNA/liter vattenprov och tolkning som avser sannolik
deklorering (ESTCP, 2011; Lu et al., 2006). Observera att kompletterande kvantifiering och bedémning av
specifika gener, Tabell 5.2, rekommenderas. Se kommentarer till denna tabell i text direkt efter Tabell 5.2.

Dehalococcoides 16S rRNA Tolkning

Lag halt av Dhc (Dehalococcoides sp.).
< 10* genkopior (celler)/liter Ringa potential for effektiv deklorering av lagklorerade etener.
Signifikant produktion av eten &r osannolik.

Mattlig halt av Dhc (Dehalococcoides sp.).

Halter i detta intervall har endast ibland kunnat kopplas till
deklorering av lagklorerade etener och produktion av eten.
Eventuellt nds inte saneringsmal inom acceptabel tid.

10* — 10° genkopior (celler)/liter
alternativt 1/
10* — <107 genkopior (celler)/liter

> 10° genkopior (celler)/liter Hog halt av Dhc (Dehalococcoides sp.).
alternativt 1/ Stor potential for effektiv deklorering av lagklorerade etener.
2 107 genkopior (celler)/liter Signifikant produktion av eten ar sannolik.

1/ Se inledning av avsnitt 3.4.1 i Bilaga 1

Tabell 5.2 Analyserade halter av generna vcrA och bvcA i vattenprov och tolkning vad géller potential for
deklorering (van den Zaan et al., 2010), (MI, 2015f).

vcrA och bvcA Tolkning
> 10° genkopior/liter Indikerar hog potential for deklorering av VC
< 107 genkopior/liter Potential for ofullstandig deklorering inom acceptabel tid 1/

1/ Acceptabel tid: Den maximala tid som ansvarig myndighet, i samrad med markanvandare och entreprendr, bestamt inom vilken
saneringsmalen ska vara uppnadda. Fér FNS av kloretenfororenad grundvattenplym bor mélen kunna uppnas inom 1-5 ar, beroende pa
hur allvarlig féroreningssituationen &r.

I Avsnitt 5.1.2 beskrevs dekloreringsgrad, DKG. DKG baseras pa den totala sammantagna haltfor-
andringen, alltsd inte enbart pa den del av DKG som ar orsakad av mikrobiell nedbrytning. Genom
att utvéardera berdknad DKG tillsammans med rapporterade halter av speciella mikroorganismer
och speciella mikrobiella gener kan man bedéma om det pagar en mikrobiell nedbrytning. | Figur
5.5a-b ges exempel pa erhéllna relationer Gver tid i ett och samma grundvattenrér mellan DKG,
haltsumman av generna vcrA och bvcA och halten Dhc (Dehalococcoides spp.).
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| exemplen har mikrobiella analyser av grundvatten sammantaget gett tydliga indikationer pa att
det efter bioaugmentationen pagar mikrobiell deklorering av lagklorerade etener samt att denna
deklorering utfors av enzym i Dhc. Om man 6nskar dnnu starkare indikationer pa att mikrobiell
deklorering sker kan dven isotopanalyser utforas.
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Figur 5.5 a-b Exempel pa haltférandring av utvalda gensekvenser och Dhc i grundvatten, relativt forandring
av dekloreringsgrad (DKG) efter dels biostimulering (rod vertikal linje), dels bioaugmentation (bla vertikal linje).
Ofyllda punkter (och punktlinjer) = halter under rapporteringsgrans. Data fran Branzén och Landell, 2017.

5.2.3 Kostnader fér mikrobiella analyser

Angivna kostnader nedan ar noterade av SGI under Alingsasprojektet (Branzén och Landell, 2017)
och kopplade till analyser utforda vid europeiska och amerikanska kommersiella analysforetag. Det
fanns da (2014) inte nagot svenskt analysforetag som kunde utféra de nedan angivna mikrobiella
analyserna. Enligt information fran Hallbeck (2016) kommer dock dessa analyser sannolikt att
erbjudas i Sverige inom en snar framtid. Férutom nedan givna kostnader ges ytterligare kostnads-
info géllande fullskala i Bilaga 1.

Kostnader for kvantitativ analys, utférd 2014 vid europeiskt laboratorium, av ett vattenprovs totala
innehall av bakterier, Geobacter spp., Dhc, Dehalobacter restrictus, Dehalobacter sp. strain TCAL,
Desulfuromonas spp., samt av DNA-generna tceA, vcrA, bvcA, dsrA, dsrB och mcrA, 1ag i interval-
let 6 500—7 000 SEK, exklusive VAT och transporter.

En Jord Mesocosm kostade d& ca 11 000 SEK vid samma laboratorium, exklusive VAT och trans-
port. | denna kostnad ingick behallare samt laddning av akvifarmaterial (jord) i behallaren under
anaeroba forhallanden. Behallaren, som laboratoriet sjalv tillhandaholl, bestod av speciellt perme-
abelt material. | kostnaden ingick dértill analys i samma omfattning som for vattenprov ovan.
Kostnaden var exklusive borrning/upptag av prov/hel lufttat borrkarna, transport av borrkarna i
lufttat behallare till laboratoriet, transportkostnad av fardiggjorda Jord Mesocosm fran laboratoriet
till falt samt darefter fran falt ater till laboratoriet for analys.

En preparerad Bio-Trap®, samt mikrobiell analys som omfattade ungefar detsamma som for vatten-
provet ovan, kostade vid ett amerikanskt laboratorium ca 10 000 SEK ar 2014, exklusive VAT och
transporter.

Det kan tilldggas att om nedbrytningstester skulle ha utforts pa laboratorium (istallet for som nu i
falt) hade kostnaderna kunnat bli avsevért hdgre. Laboratorieméssiga microcosm- (ekosystem i
labskala) studier pa akvifarmaterial med vilket man vill undersoka potential for deklorering, med
och utan biostimulering och bioaugmentation, kostade 2013 i USA 70 000 - 200 000 SEK. Sadana
studier var dock da inte standardiserade och man ansag att de var pa det innovativa stadiet (Krug et
al., 2013).
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5.2.4 Indikation pa fermentationsprodukter

En viktig del i forstarkt mikrobiell reduktiv deklorering av klorerade 16sningsmedel i en akvifar ar
narvaro av lost vate. Detta vate kan fas genom fermentation av tillforda substrat, s.k. biostimule-
ring. Beskrivning av fermentation ges i Bilaga 1. Nedan beskrivs hur man indirekt kan fa en indi-
kation pa hur fermentationen fortloper.

Vid fermentation av tillforda substrat bildas flyktiga fettsyror (VFA, Volatile Fatty Acids). | vissa
fall kan dven sjalva substratet innehalla VFA. Direkt respons pa tillsatta, och/eller bildade, VFA fas
vanligtvis genom kvantitativ analys. Antalet provtagningar av grundvatten och analyser av VFA-
innehall kan ibland reduceras och delvis ersattas av matningar av den elektriska konduktiviteten
direkt i provpunkten.

Forandring av specifik elektrisk konduktivitet har, efter injektion av biostimulerande
kolké&lla/substrat, visat sig kunna indikera forandring av halten fettsyror. Fettsyrorna kan vara till-
satta eller bildade genom fermentation. | Figur 5.6 ges ett exempel pa sambandet halt fettsyra —
elektrisk konduktivitet. Figuren visar exempel pa férandringen i halt fettsyror, relativt uppmaétt
elektrisk konduktivitet, i ett grundvattenror efter att en blandning av fermenterbara kolkallor till-
satts i injektionspunkt, placerad nagra fa meter uppstroms grundvattenroret (Branzén och Landell,
2017). Korrelationen beror sannolikt pa att de bildade fettsyrorna till stor del foreligger som syror
(som kan ge 6kad jonstyrka) vid de pH-forhallanden som vanligtvis genereras vid fermentation.
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Figur 5.6 Vanster: Halt av analyserade flyktiga fettsyror (VFA) och specifik elektrisk konduktivitet i ett grund-
vattenror. Rod vertikal linje motsvarar tid for biostimulering. Hoger: Trendlinje med indikation pé linjart sam-
band (data fran Branzén och Landell, 2017).

Resultatet i Figur 5.6 styrks av Aceves-Lara et al. (2012) som visade att det finns linjara samband
mellan utvecklingen av specifik elektrisk konduktivitet, uppmatt med faltinstrument i flodescell,
och summahalt av analyserade flyktiga fettsyror (VFA) i vattenprov fran samma provpunkt. Bade i
det, i figuren ovan, refererade SGI-projektet och i studien redovisad av Aceves-Lara et al. (2012) &r
VFA bildade genom fermentation av framst melass. Det ar oklart om sadana linjara samband (Figur
5.6 hoger) kan fas oavsett vilken fermenterbar kolkélla som véljs. Dessutom ar det oklart vid vilka
halter av VFA som relationen upphor (i Figur 5.6 lag den vid VFA <1 mmol/l, kopplat till spec.
elektrisk konduktivitet <400 pS/cm).

Undersokning av faltparametrar (bl.a. elektrisk konduktivitet) brukar normalt utféras i samband
med provtagningar av grundvattnet. Undersokning av haltférandringar av VFA kan vara styrande
nar man ska beddma behov av ytterligare biostimulering. Ju snabbare man har underlaget desto
snabbare kan beslut tas. Det kan ta flera dagar eller veckor att erhalla analyssvar for innehall i
grundvatten. Dessutom ar analyskostnaden for VFA inte forsumbar. Darfor ar det en fordel om
VFA-halten kan indikeras med matning av specifik elektrisk konduktivitet. Detta forutsatter att
man har faststéllt att det finns en tydlig platsspecifik korrelation mellan VFA-halt och specifik
elektrisk konduktivitet.
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5.2.5 Spridning av férorening orsakad av injektion och bakterieaktivitet

Injektion in situ av vétskor (biostimulerande eller bioaugmenterande) kan mobilisera férorening.
Sadan mobilisering kan ske t.ex. fran jordmatris ut i vattenfasen. | Figur 5.7 ges exempel pa forand-
ring av totalhalter av kloretener dels intill injektionspunkterna och dels nedstroms desamma, fore
och efter utforda injektioner intill provpunkterna. De biostimulerande injektionerna utférdes under
nagra dagar med en blandning av Newman Zone® (soyabonolja, ytaktiva amnen, acetat, vatten; allt
livsmedelsklassat) och melass (pesticidfri). Bioaugmentationen utférdes med den kommersiellt
tillgangliga bakteriekulturen KB-1® (Branzén och Léndell, 2017).

Av Figur 5.7 framgar att direkt efter biostimuleringen erhélls en mindre haltokning i grundvattnet
inom forsoksomradet (MW3-1) och ndgot storre 6kning i nedstroms (MWS5). Denna initiala 6kning
kan antas bero pa okad mobilisering av fororening fran den fasta matrisen. Orsak till mobilisering
fran den fasta matrisen/jorden kan ha varit att

1. injektionens temporért Okade vétsketryck pressat ut férorening ur matrisen,
2. tillsatt kolkélla 6kade 16sligheten av fororening i matrisen,

3. 0Okad bakterieaktivitet 6kade produktionen av ytaktiva amnen som ldste ut féroreningen.

Halterna minskade darefter temporért, varefter en tydlig haltdkning erhélls som var mer utdragen i
tid. Strax innan bioaugmentationern hade halterna aterigen minskat. Den mer utdragna temporara
haltokningen kan ha orsakats av den 6kade mikrobiella aktiviteten (fermentation och deklorering)
som genererades av den tillsatta kolkallan (biostimuleringen). Temporért 6kade halter vid biostimu-
lering har aven rapporteras i annat svenskt falttest (Larsson et al., 2014).

Vid den efterféljande bioaugmentationen tillsattes fermentationsprodukt/fettsyra som kan ha gene-
rerat den dérefter temporéara haltékningen i framst MW3-1. Motsvarande effekt uteblev i MW4,
vilket eventuellt kan ha berott pa att summahalten av de klorerade etenerna i dess jordmatris med
tiden minskat. Halterna i grundvattnet i den punkten var laga strax innan, och efter, bioaugmentat-
ionen.

Det &r ként att stimulering av bakterietillvaxt kan 6ka bakteriell produktion av ytaktiva &mnen som
I6sgor fororening fran jordmatris ut i akvifaren for att mikroorganismerna lattare ska komma at
fororeningen/fédan. Dessutom kan bildade fermentationsprodukter/fettsyror ha dkat 16sligheten for
fororeningen, dvs. bildade fettsyror agerar som ytaktiva &mnen (Karanth et al., 2010; Saharan et
al., 2011). I det aktuella fallet har fermenterande mikroorganismer och fermentationsprodukter
troligtvis spelat huvudrollen. Produktion av ytaktiva amnen fran kloreten-deklorerande mikroorg-
anismer anges endast sparsamt i litteraturen.
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Figur 5.7 Forandring av molbaserade totalhalter av kloretener i testomradets grundvatten. Rod vertikal linje
motsvarar tid for biostimulering och bl& vertikal linje tid for bioaugmentation, i bada fallen intill MW3-1 resp.
MW4 inom forséksomradet. MWS5 &r provpunkt nedstréms, dar biostimulering och bioaugmentation inte utforts
(data fran Branzén och Landell, 2017).

5.2.6 Stallning

Med stallning (fran engelskans “stalling”, ungefar “avstannat”) menas att den sekventiella mikrobi-
ella dekloreringen av klorerade etener stoppas upp vid framst DCE. En mindre del av detta DCE
kan eventuellt dekloreras till VC men darefter ar det stopp for vidare deklorering. Detta innebér att
man kan fa en uppkoncentrering av DCE och VC. Emellertid &r sadan uppkoncentrering inte nagot
entydigt bevis pa stallning och pa att bioaugmentation (med speciella stammar av Dhc) &r nédvan-
dig for fortsatt deklorering till icke-klorerade foreningar. Det kan finnas andra orsaker, exempelvis
att:

1. det finns en kalla/hotspot som tillfér PCE och/eller TCE till provpunkten men forutsattningarna
pa platsen &r sadana att dessa hogklorerade etener dekloreras snabbare an vad bildat DCE och
VC dekloreras

2. klorerade etener har olika vattenlslighet (PCE < TCE < DCE < VC) som innebér att lagklore-
rade etener l6ses ut i hogre halt fran akvifarmatrisen an hogklorerade etener

3. akvifaren kan ha pH som ar acceptabelt for mikroorganismer som utfor deklorering av hégklo-
rerade etener men som ligger under eller ver optimalt pH-intervall for mikrobiell deklorering
av lagklorerade etener. Detta behGver inte innebéra att de speciella stammarna i slaktet Dhc
inte foreligger. De kan finnas i sadan akvifar, men i alltfor laga halter som kan 6ka om man en-
bart tillfér pH-justerande medel. Haltbestdmning av Dhc och deras dekloreringsspecifika gener
samt matning av pH kan ge information om status

4. det kan finnas geokemiska elektronacceptorer som tar upp de elektroner (vanligtvis kopplade
till producerat vate) som i annat fall Dhc beh6ver for dekloreringen av lagklorerade etener,
varvid det eventuellt kan rdcka med biostimulering for att 6ka produktion av vate (genom fer-
mentationen) och dédrmed stimulera tillvéxten av befintliga Dhc

5. reduktiv deklorering av lagklorerade etener (DCE, VC) kan endast utforas av speciella stammar
av Dhc medan reduktiv deklorering av hdgklorerade etener (PCE, TCE) kan utfdras av ett stort
antal olika slakten av mikroorganismer. De senare har da storre mojligheter att konkurrera om
vétet. Haltreduktionen av PCE och TCE kan behdva bli avsevard (med uppkoncentrering av
t.ex. VC) innan Dhc kan utfora dekloreringen.
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6. Biokemisk guide for beslut om
biostimulering och bioaugmentation

6.1 Inledning

I Avsnitt 6.2 nedan ges ett enkelt flodesschema, som kan vara ett stod infor beslut att genomféra
forstarkt mikrobiell nedbrytning i fullskala. Flodesschemat forutsétter att inledande tester med bi-
ostimulering, och vid behov &ven bioaugmentation, har utforts. Sadana tester utférs med fordel i
pilot-/faltskala. | Bilaga 1 ges fordjupad information om bl.a. de mikrobiella analyser som da bor
inga for optimal utvardering. Generellt sett ar falttest att foredra fore laboratorietester, eftersom
falttest battre aterspeglar de verkliga forhallandena vid en behandling i fullskala.

For att kunna vélja ett lampligt omrade for pilot-/falttest sa behovs ett bra underlag. Detta omfattar
bl.a. kemiska och mikrobiella analyser av akvifaren. Testomradet kan delas in i tre mindre delom-
raden dar en del utsatts for biostimulering, en andra del for bade biostimulering och bioaugmentat-
ion och en tredje del utgor ett referensomrade som lamnas utan atgard. Design innefattar bl.a. be-
stamning av lampliga ROI (Radius of Influence/influensradie) sa att delomradena paverkar
varandra sa lite som mojligt. Testet kan da utféras genom direktinjektion intill 6vervakade grund-
vattenbrunnar som ar placerade i respektive delomrade.

Om injektioner inte kan utforas i lampligt delomrade kan ostort prov av jord/akvifarmaterial place-
ras i lampliga behallare och utséttas for biostimulering, bioaugmentation eller inget alls pa labora-
toriet. Darefter placeras de ut i de punkter/grundvattenror i akvifaren som jorden togs fran. Om
man efter viss tid finner signifikant produktion av eten i bioaugmentationsdelen men inte i biosti-
muleringsdelen &r bioaugmentation att rekommendera i fullskaledesignen. Testtiden bor vara minst
tva manader.

| tredje hand kan tester i falt med passiva avancerade mikrobiella provtagare utféras, men utfallet
kan ge tvetydliga resultat (Larsson et al., 2014).

Flodesschemat nedan féljs av ett kemiskt och ett biologiskt avsnitt. | dessa avsnitt ges fragor och
svar relaterade till parametrar och faktorer som paverkar forutsattningarna for biostimulering och
bioaugmentation. Om svaren sammantaget blir ”’ja” sa bor de kemiska och biologiska forutsétt-
ningarna vara mycket goda for att uppna optimala forhallanden for fullstandig nedbrytning av klo-
rerade etener. Fragorna och svaren ar baserade pa svenska (Branzén och Léndell, 2017) och ut-
landska (Stroo et al., 2013) erfarenheter.

Kemiska och mikrobiella analyser, och relevant utvardering av dessa, har en central roll for be-
démning av behov och resultat av biostimulering — bioaugmentation. Eftersom tid mellan provtag-
ning och mikrobiella genanalyser behdver vara kort kan langa svarstider for analysresultat samt
leverans av mikrobiella prover till analyslaboratorium vara begransade faktorer vid val av atgards-
alternativ. Behovet av att involvera flera svenska aktorer (t.ex. universitetsbaserade och kommersi-
ellt baserade laboratorium) &r darfor stort och &r en viktig del i etableringen av tekniken i Sverige.

41 (54)



SGI Publikation 37

6.2 Flodesschema

| Figur 6.1 ges flédesschema for bedémning av mojlig biostimulering/bioaugmentation. Begrénsad
information ges i Avsnitt 6.3-Avsnitt 6,4. Mer fullstandiga svar ges i 6vriga kapitel samt i Bilaga 1.

FRAGESTALLNING/FORUTSATTNING

Klorerade lI6sningsmedel
finns i plym; acceptabel
tillgénglighet; potential for
reduktiv deklorering kan
inte uteslutas (Avsnitt 6.3
- och 6.4)

Intermedidrer/mellanpro-
dukter, signifikant eten-
halt (Avsnitt 6.3)

Ar reduktiv deklorering en
rimlig metod?

Ja Sker fullstindig

deklorering naturligt?

[ Kemiska (t.ex. mycket
hoga halter och bland-
ningar av olika org./oorg.
fororeningar) och mikro-
biella (t.ex. protozoer)
(Avsnitt 6.3 och 6.4)

Finns hammande forhal-
landen som inte kan losas?

Lost syre > 2 mgll, laga
halter av Fe(ll) och Mn(IV),
ingen anaerob zon (Avsnitt
6.3)

Ar situationen i huvudsak
aerob i grundvattnet?

Dhc >1000 celler/ml, VC
reduktas gener, félttest
e (vid behov &ven labtest/
microcosm) (Avsnitt 6.4)

Kan biostimulering na
atgardsmalen?

Planerad marknyttjande,

Ar tid for fullstindig deklo- ' T
input problemégare

rering acceptabel?

Risk for angintréngning,
4 plymexpansion. Ofull-
standig deklorering
(Avsnitt 6,3 och 6.4)

Problem med ackumulering
av DCE, VC?

Riskvardering, LCA,

Ar bioaugmentation eko- vintekostnader

nomiskt attraktiv?

v
Enbart L . ’
biostimu- Uppnér biostimulering A Biostimulering +
lering saneringens del-/slutmal? bioaugmentation

Figur 6.1 Flodesschema for beddmning att genomféra biostimulering och/eller bioaugmentation (modifierad
fran Stroo et al., 2013).
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6.3 Kemiska fragor och svar

| detta avsnitt besvaras ett urval av vanliga kemiskt baserade fragor kopplade till att atgarda akvi-
farer fororenade av klorerade 16sningsmedel med forstérkt reduktiv deklorering. FOr mer informat-
ion hanvisas till évriga kapitel samt till Bilaga 1.

1) Foreligger hotspot som innehaller fri produkt? Om sa ar fallet - & mangden fri produkt till-
rackligt liten for att den fororenade akvifaren kan behandlas inom rimlig tid med forstarkt re-
duktiv deklorering?

For att avgora hur mycket fri produkt som kan finnas sa kravs vanligtvis en omfattande och kost-
sam strategi for sadan undersokning.

UK Environment Agency (2003) beskriver en tumregel som kan anvandas for att beddma potential
for narvaro av fri produktfas. Potential for fri produkt av klorerat 16sningsmedel (t.ex. TCE) i direkt
kontakt med grundvattnet, féreligger om man i grundvattenror, placerat strax nedstréms eventuell
fri produktfas, uppmaéter en halt av detta I6sningsmedel som &r minst 1 % av det klorerade 16s-
ningsmedlets effektiva loslighet. Aven om vérdet signifikant understiger 1 % s& kan potential for
fri fas anda inte uteslutas, men sannolikheten for fri fas i narliggande omrade strax uppstroms
provpunkten ar da liten. Tumregeln ger ingen information om storleken pa denna fria fas, dvs. om
den &r begransad till mindre volym i nagon/nagra sma ganglia eller om den &r i form av signifikant
pool av fri produktfas.

Om indikation pa fri produkt erhalls sa behéver volymen fri produkt bestimmas innan man tar
beslut om lamplig atgardsmetod. Om volymen beddms vara sa stor att annan metod &n stimulerad
reduktiv deklorering &r bast lampad for sadan hotspot sa bor man &anda 6vervaga att valja metod for
hotspot som kan samspela med reduktiv deklorering av plymen.

Datorprogram for berdkning av mangd substrat for biostimulering ges i Bilaga 1, avsnitt 3.3.3. In-
formation om ett flertal berékningssétt och datorprogram for analytisk modellering/berékning av
saneringstid kan fas i bilagan ”Verktyg for potential och prognos” i Larsson (2009). De galler for
naturlig sjalvrening av klorerade l16sningsmedel men kan i de flesta fall &ven anvandas fér bedém-
ning av saneringstider for forstarkt naturlig sjalvrening.

2) Ar pH alltfor 1&gt eller for hogt?

Enligt US EPA (2015) ska pH ligga inom intervallet 5 - 9 for att signifikant reduktiv deklorering
ska kunna uppratthallas. Ett pH utanfor detta intervall indikerar att en buffertlésning behover till-
séttas. Mikroorganismer som deklorerar hdgklorerade etener klarar vanligtvis pH ned i den lagre
delen av detta intervall men for deklorering av lagklorerade etener krévs ett snavare intervall kring
neutralt pH. Optimalt foér Dhc &r pH 6,5 - 8,0.

3) Ar temperaturen en inhiberande faktor?

I litteraturen anges att fullstdndig deklorering har skett i intervallet 4 - 40 °C. Vilken biostimuleran-
de kolkélla som tillsatts verkar ha viss betydelse. | test fann man platsspecifikt att fullstdndig deklo-
rering av TCE-fororenat vatten erholls ned till ca 10 °C med tillsats av laktat men endast ned till 15
°C med propionat. Vid 4 °C erhdlls en fullstandig stallning vid cis-DCE med laktat som kolkélla
medan redan vid, eller strax under, 10 °C erhdlls stallning med tillsats av propionat. Ingen deklore-
ring erh6lls vid 40 °C med nagon av dessa kolkallor (Friis et al., 2007).
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Lampligt temperaturintervall, och var dess granser gar platsspecifikt, kan eventuellt &ven bero pa
vad tillsatta mikroorganismer dr vana vid. Exempelvis fann man god formaga att bryta ned petro-
leum hos bakterier som naturligt fanns i 5 °C grundvatten i Alaska (Atlas och Schofield, 1975). Det
finns t.0.m. bakterier som &r metaboliskt aktiva vid temperaturer under 0 °C i permafrostomraden
(Jansson och Tas, 2014).

4)  Ar redox tillrackligt 1&gt for fullstandig deklorering?

De Dhc som har forméga att reduktivt deklorera lagklorerade etener kraver att redox &r <-300 mV
till <-400 mV (SHE) for utmarkt/bra reduktiv deklorering av VC, Tabell 4.1 (dock, d&ven om redox
ar lagt, sa ar tillgangen pa vate mer kritiskt). Man bor tanka pa att om redox sénks, samtidigt som
marken innehaller signifikanta halter arsenik i marken, kan arseniken mobiliseras (genom att As(V)
da kan overforas till mer mobilt As(111)). Om det samtidigt bildas sulfider kan sulfidkomplex av As
bildas som i viss man kan motverka transportbenagenheten hos As(l11) (Mueller och Booth, 2016).

5) Ar faltmassig méatning av redox tillforlitligt?

Enbart faltmatning av redox kan ge osékra utfall och bor kompletteras med kemisk analys. Fragan
man bor stalla efter sadan kemisk analys &r om det foreligger alltfor hoga halter av geokemiska
elektronacceptorer, t.ex. av Fe®*, Mn**, SO,%, for deklorering av olika klorerade etener.

Geokemiska elektronacceptorer konkurrerar om att forbruka det vate som de mikrobiella deklore-
rarna behover. Deklorering av PCE kan ske vid sa hogt redox som motsvarar nitratreduktion men ju
lagre redox desto snabbare gar reduktionen av PCE. Principiellt galler ju mindre klor pa den klore-
rade molekylen desto lagre redox kravs for dess deklorering.

Deklorering av VC kraver i princip redox som motsvarar metanproduktion men kan i vissa fall ske
aven under sulfatreducerande forhallanden. Men dven om redox &r relativt 1agt kan hoga halter av
kvarvarande enskilda geokemiska elektronacceptorer motverka deklorering. Exempelvis, om redox
motsvarar nivaer for sulfatreduktion sa kan sulfathalter 6ver 1000 mg/I generera hoga halter av
mikrobiella sulfatreducerare som konsumerar vate. Daremot anses halter av sulfat under 500 mg/I
inte utgora nagra problem.

6) Finns okdnda elektronacceptorer/vatekonsumenter i grundvattnet?

Effekt av okanda konkurrerande vatekonsumenter indikeras via métning av halt 16st véte i grund-
vattnet. Om det ar tydligt att fermentation pagar men halterna av véte anda ar laga (< 0,1 nano-
mol/liter) bor konkurrensen om vétet betraktas som stor (information om ndédvéndiga vatehalter ges
i Bilaga 1). Om oklarheter foreligger och om det &r mojligt, 6vervég analys av halt 16st vate i vatt-
net. Se aven punkt 15.

7) Foreligger alltfor hoga halter av 16slig sulfid (t.ex. i form av 16st svavelvate)?

Sulfid kan vara skadligt for deklorerare men halten bor i sa fall vara hog-mycket hog; dock har man
inte fastslagit vad hdga halter motsvarar sifferméssigt. Hoga I6sliga sulfidhalter kan féllas ut med
tillsats av jarn.

8) Foreligger htga metanhalter?

Alltfér héga metanhalter kan indikera avsevard konsumtion av vdte av metanproducerande mikro-

organismer, som i sin tur kan hdmma den mikrobiella dekloreringen (Bilaga 1). Dartill kan hoga
metanhalter utgora explosionsrisk (Kapitel 7).
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9) Finns andra dmnen/fororeningar som kan hAmma/inhibera de deklorerande mikroorganismer-
na?

Trikloretan och kloroform kan hdmma enzymen hos de mikroorganismer som deklorerar klorerade
etener. Det ar oklart vid vilka halter som sadan hamning blir signifikant. Om man missténker pro-
blem med nagon av dessa kloretaner, testa da att bioaugmentera med bakterier som deklorerar dem.
Exempelvis sa finns det idag kommersiellt tillgangliga bakterier specialiserade att deklorera TCA.
Andra hdmmande foreningar &r t.ex. freoner, biocider och mycket hoga halter av biologiskt ham-
mande tungmetaller.

10) Om redox &r lagt eller mycket lagt: Bildas dnskvarda icke-klorerade nedbrytningsprodukter i
nagon signifikant utstrackning, for klorerade etener t.ex. eten? Okar dekloreringsgraden till-
fredstallande 6ver tid?

Etenhalterna bor ligga dver 200 g/l for indikation pa fullstandig deklorering. Dekloreringsgrader
(DKG) signifikant 6ver 67 % eller 75 % da TCE respektive PCE &r ursprungsforening, indikerar att
fullstandig deklorering pagar men over tid behdver dekloreringsgraden bli 100 %.

11) Betydande halter av VC och DCE, borde teoretiskt (baserat pa redox, hoga halter av speciella
gener, andra parametrar etc.) finnas lokalt i akvifaren, t.ex. i plymens nedre del, men de sak-
nas, varfor?

Om det av nagon anledning foreligger mattligt — hogt redox (t.ex. orsakat av lokalt instrommande
vatten med mattligt — hogt redox) lokalt i plymen sa kan det bero pa att det lokalt sker oxidation av
lagklorerade etener med slutligt bildande av bl.a. CO.. Om denna oxidation sker i nedre delen av
plymen kan det minska risken att potentiella receptorer nedstréms denna del av plymen férorenas
av VC.

12) Ar fororeningshalterna lokalt alltfor hoga sé att de kan inhibera mikroorganismerna?

Enligt Stroo et al. (2013), som refererar till andra, har halter 6ver halva I6sligheten i nagot fall visat
sig vara alltfor hoga/inhiberande (t.ex. PCE 6ver 90 mg/l, Amos et al., 2007) for reduktiv deklore-
ring. | andra fall har PCE-halter upp till ndra dess maximala effektiva l6slighet accepterats mikro-
biellt resulterande i signifikant deklorering (Carr et al., 2000).

13) Ar fororeningshalterna alltfor l&ga for att uppratthalla tillracklig halt av Dhc och av gener
specifika for deklorering av kloretener?

Om summahalter av de klorerade kolvatena ar under 50 pg/l, men inte tillrackligt laga for att mot-
svara uppstallda saneringsmal, kan bioaugmentation (eventuellt tillsammans med biostimulering)
behovas. De speciella Dhc som deklorerar lagklorerade etener, nyttjar dessa etener som foda
(metabol deklorering). Alltfor laga halter av sddana etener kan resultera i att halten av Dhc sjunker
sa lagt att de sammantaget inte har motstand mot att bli utmandvrerade av 6vriga narvarande
mikroorganismer. Bioaugmentation med Dhc kan da aterstélla, om an tillfalligt, den mikrobiella
status som kravs for onskad deklorering.

14) Ar halten fermenterbar kolkélla tillrackligt hog?
For att vara saker pa att det organiska innehallet i akvifaren stodjer reduktiv deklorering bor fer-

menterbart TOC/DOC 6verstiga 20 mg/l (US EPA, 2015). NAVFAC (2011) anger att halter 6ver
10 mg/I av fermenterbart organiskt innehall i vatten kan vara tillrackligt, forutsatt att redox ar
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<-100 mV (SHE). For att stodja signifikant deklorering bor dock halten fermenterbart enligt US
EPA (2015) vara 20-50 mg/l (och redox <-200 mV SHE; dock foér utmérkt/bra fullstdndig deklore-
ring, dvs. deklorering av VC, bor redox vara <-300 mV SHE till <-400 mV SHE, Tabell 4.1).

Halterna av fermenterbar kolké&lla/substrat bor endast ses som en grov vagledning. Effekten av
olika halter av substrat &r starkt beroende av vilket substrat/kolkélla som anvénds samt bl.a. hur vél
kolkallan kan spridas i akvifaren pa den aktuella platsen. Baserat pa numeriska berakningar fann
Mohsen et al. (2016) att den stédjande effekten av substrat (acetat) som elektrondonatorkalla for
mikrobiell reduktiv deklorering avtog signifikant inom ett relativt smalt koncentrationsspann av
substratet. Effekten berodde ocksa pa den platsspecifika Monod-koefficienten for substratet (olika
platsspecifika organismer kan nyttja substratet olika effektivt och med olika hastigheter). | deras
fall var den stodjande effekten endast 50 % av optimalt da halten substrat var 100 mg/l, medan
denna halt av substratet nastan inte gav ndgon stodjande effekt alls da vardet pa koefficienten 6ka-
des med en tiopotens.

15) Ar fermentationen alltfor 1ag?

Omfattning av fermentationen kan fas genom kvantitativ analys av flyktiga fettsyror (VFA). Sum-
man av de vanligaste VFA (se Bilaga 1) bor dverstiga 50 mg/l. Halter darunder bor direkt resultera
i ny omgang av biostimulering. Malsattningen med fermentationen ar att producera véte sa att op-
timal vatehalt uppratthalls. Ett direkt matt pa hur val fermentationen gar kan fas genom att analy-
sera halt 16st vate i grundvattnet. Halten bor ligga i intervallet 2-11 nanomol/l. | Bilaga 1 beskrivs
hur prov for sadan analys ska tas och hur sadan analys kan utféras. Dessutom redovisas vilka halter
av l6st vate som kravs for varje enskilt dekloreringssteg.

6.4  Mikrobiella fragor och svar

| detta avsnitt besvaras ett urval av vanliga mikrobiellt baserade fragor kopplade till att tgarda
akvifarer fororenade av klorerade losningsmedel med forstarkt/paskyndad reduktiv deklorering. For
mer information héanvisas till évriga kapitel samt till Bilaga 1.

1) Ar detekterade halter av Dhc, samt av generna vcrA och/eller bvcA, tillrackliga for fullstandig
deklorering?

Om Dhc foreligger med >102 celler/ml grundvatten, samtidigt som eten detekteras med signifikanta
halter (>200 pg/l); alternativt i basta fall en halt av eten éver ca 10 % av ursprunglig totalhalt av
klorerade etener), sa ar bioaugmentation troligtvis inte nddvandig.

For att sékerstélla att saneringen resulterar i tillrackligt omfattande fullstandig deklorering bor dock
kravet >10* celler Dhc/ml grundvatten kontinuerligt uppfyllas, tillsammans med krav pa att minst
en av generna vcrA och bvcA foreligger med minst 10* genkopior/ml (Tabell 5.1 och Tabell 5.2). |
annat fall bér man, 6ver tid, utféra en eller flera bioaugmentationer med Dhc, vid behov i samspel
med biostimulering.

Observera, franvaro av vcrA eller bvcA &r inget 100 % sakert bevis pa franvaro av genetisk potenti-
al (detekterad i DNA) eller reell aktivitet (detekterad i RNA) for fullstdndig reduktiv deklorering av
klorerade etener. Dessa tva gensekvenser ar de idag de hittills enda kdnda som bade kan kopplas till
deklorering av DCE och VC och de enda dar kommersiella laboratorier erbjuder analys.

Om kort saneringstid ar en viktig faktor (<5 ar tills atgardsmal ska nas), samtidigt som Dhc forelig-
ger med <102 celler/ml grundvatten, sa bor bioaugmentation utforas sa fort lampliga forhallanden
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foreligger (pH 5,5-8,0 for hogklorerade etener och pH 6,0-8,0 for deklorering av DCE och VC;
ORP <-200 mV (SHE) for hogklorerade etener och <-300 mV (SHE), helst <-400 mV (SHE), for
lagklorerade etener, Tabell 4.1, samt signifikant fermentation som platsspecifikt kan uppratthalla 2-
11 nanomol vate/l for deklorering av VC, se Bilaga 1, etc.). Dessa forhallanden foreligger sallan
samtidigt naturligt och kan darfor forst behdva skapas via biostimulering, tillsats av buffert etc.,
varefter bioaugmentation utfors. For att forkorta saneringstiden kan man 6vervéaga att utfora allt
samtidigt.

Om Dhc foreligger med <102 celler/ml grundvatten, samtidigt som en saneringstid pa 5-10 &r kan
accepteras, kan man utféra biostimulering med efterféljande provtagningar dar halt Dhc, klorerade
kolvaten, eten/etan, redox, metan etc., analyseras regelbundet (forslagsvis varje 1-2 manad). Om
halten Dhc och lampliga gener inte tydligt okar till 10%-10* celler/ml inom 6 manader efter biosti-
muleringen, samtidigt som inga tydliga tecken vad avser 6kad deklorering erhalls (dvs. ckade hal-
ter av dekloreringsprodukter) sa bor bioaugmentation utféras inom 12-18 manader efter biostimule-
ringen.

Om biostimulering pagatt i ca 12 manader under fysikaliska/kemiska forhallanden lampliga for
fullstandig deklorering (pH 6,0-8,0; ORP/SHE <-300 mV; etc.) men ingen tydlig indikation pa
fullstandig deklorering noteras (fortsatt hoga halter av DCE och/eller VC och lag eller ingen pro-
duktion av eten/etan) samt att halten Dhc kvarstar med <102 celler/ml grundvatten sa bor bioaug-
mentation utforas.

Hér forutsatts att det har klargjorts att den uteblivna fullstandiga dekloreringen inte ar orsakad av
kemisk inhibering (av sulfider och/eller vissa klorerade foreningar) eller mikrobiell inhibering
(predatorer, t.ex. protozoer, som haller nere Dhc i alltfor 1aga halter, se Bilaga 1). Det forra kan
understkas med kemisk analys medan det senare kan undersdkas mikrobiellt, t.ex. genom PLFA
analys (phospholipid fatty acids/phospholipid-derived fatty acids).

| Tabell 6.1 ges, utéver ovan, kompletterande forslag pa nagra undersokningar for att utréna behov
av bioaugmentation, samt deras for- och nackdelar och tolkningar. De tre 6versta undersékningarna
ar vanligast. Om utfallet fran dessa inte ger entydiga resultat bér man komplettera med nagon/nagra
av de Ovriga.

6.5 Ovrigt kemiskt-biologiskt

Foljande mer generella rad kan ses som ett komplement till ovan vid genomférandet av mikrobiell
nedbrytning av klorerade etener.

«  Om ett stort antal provpunkter/grundvattenror finns i fororenat omrade, gor ett strategiskt urval
av dessa for kombinerade analyser. Det kan innefatta analyser i varje provpunkt av

1/ aktuella klorerade ursprungsférening/-ar och alla deras méjliga mikrobiellt
producerade produkter,

2/ mikroorganismer som kan utféra 6nskade nedbrytningar samt

3/ motsvarande gener kdnda att koda for produktion av enzym som utfor dessa
reaktioner. Om det fororenade omradet har ett fatal grundvattenror bor alla provtas
och undersokas.

Val av mikrobiell provtagningsmetod (vattenprov, Bio-Trap®/BacTRAP, Jord Mesocosm) be-
ror pa kostnader samt respektive metods lamplighet. Vattenprov ar billigast och ger snabbast
respons pa vissa snabba mikrobiella forandringar i akvifaren, framfor allt vad galler Dhc och
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deras gener. Om de mikrobiella fordndringarna och motsvarande nedbrytningar av férorening,
ar langsamma, eller om undersékningen géller mikroorganismer med férmaga att enbart bryta
ned hoégklorerade etener, bor man évervéga att inkludera aven andra provtagningsmetoder (Av-
snitt 5.2.1).

+  Analysera flyktiga fettsyror (VFA) for att sikerstélla att fermentationen kommit igang. Mat
samtidigt specifik elektrisk konduktivitet och ta fram relation baserat pa flera parallella mét-
och provtagningskampanjer. Om matematiskt férhallande foreligger kan en del av de planerade

VFA-analyserna ersattas av faltmatningar av elektrisk konduktivitet.

Tabell 6.1 Undersdkningar som kan utgdra underlag infér beslut om fullskaleutférande av bioaugmentation
(underlag frén Stroo et al., 2013).

Analyser

Dhc
16S rRNA
1/

VC reduktas
gener, (t.ex.
tceA, vcrA,
bvcA)

Eten/etan

Forenings-
specifik
isotop-
analys
(CSIA)

Mikrocosm
(labora-
torieskala)
2/

In situ
mikrocosm
(faltskala)
3/

Fordelar

Ger specifik respons pa Dhc.
Snabb analys. Relativt Iag kost-
nad.

Ger specifik respons pa potenti-
ell (DNA-analys), eller reell
(RNA-analys), formaga att pro-
ducera enzymer som deklorerar
t.ex. VC. Snabb analys. Relativt
I&g kostnad.

Bevis pa fullstandig deklorering.

Kan ge direkt bevis pa att biolo-
gisk nedbrytning sker.

Kan ge bevis, for eller emot,
behovet av att utféra bioaug-
mentation i falt.

Kan ge starkt bevis, for eller
emot, behovet av att utféra
bioaugmentation i falt.

Nackdelar

En del Dhc kan inte utfora full-
standig deklorering. Dhc analys
bor darfor kompletteras med
gener for produktion av VC
reduktas enzym.

Inte alla VC reduktiva dehaloge-
nas gener ("RDases”) har identi-
fierats.

Kan oxideras, ger da alltfor 1ag
indikation pa reduktion.

Inget svenskt laboratorium
(2015). Antal europeiska kom-
mersiella laboratorier som utfor
CSIA analys for bionedbrytning
av klorerade l6sningsmedel &ar
starkt begransat.

Kraver extra kostnad och tid (6-
12 man). Kraver opaverkat
platsspecifik akvifar material.

Kraver extra kostnad och tid (6-
12 man). Provpunkt kan inneha
eller avspegla icke-platsspecifika
forhallanden.

1/ rRNA dr forkortning for “ribosomal ribonucleic acid”.
2/ Etablerad laboratoriemetod, bioaugmentation och/eller biostimulering utférs med platsspecifikt akvifarvatten enligt
standard (ESTCP, 2003).

3/ Standardiserad faltmetod (ESTCP, 2003).
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Tolkningar

Om halten Dhc ar >10° celler/I:
Litet behov av bioaugmentat-
ion.

Om halten vcrA eller bvcA ar
>10° gener/l: Litet behov av
bioaugmentation.

Om >10 % av ursprunglig
totalhalt av klorerade alifater
(VOC): Litet behov av bio-
augmentation.

Forhallandet normal iso-
top/tung isotop (t.ex.*>C/*3C)
for VC ger direkt information
om dess mikrobiella nedbryt-
ning. Dartill kan nedbrytnings-
hastighet beréknas.

Tydlig etenproduktion inom 12
manader: Litet behov av bio-
augmentation. Avsaknad av
eten och Dhc <10° celler/I:
Tydligt behov av bioaug-
mentation.

Etenproduktion inom 2 mana-
der: Litet behov av bioaug-
mentation. Avsaknad av eten
och Dhc <10° celler/I: Tydligt
behov av bioaugmentation.
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7. Rekommendationer och slutsatser

| detta kapitel ges nagra generella rekommendationer om mikrobiell nedbrytning av klorerade 16s-
ningsmedel, framfor allt av klorerade etener. Kapitlet avslutas med nagra slutsatser.

7.1  Lab-/pilot-/falttesters paverkan paresultat i fullskala

En grundlaggande rekommendation &r att utfora bade lab- och pilot-/faltforsok innan sanering i
fullskala paborjas. Resultat fran testerna ger viktiga underlag for att kunna bedéma om forstarkt
reduktiv deklorering ar lamplig som metod pa den aktuella platsen. Erfarenheterna fran testerna har
stor paverkan pa vall av, metod men kan dven ge information om mojligt slutligt utfall, bade resul-
tat- och kostnadsmassigt. | Figur 7.1 ges en principiell skiss dver lab-/pilot-/félttesters betydelse for
det slutliga saneringsresultatet. Om den testade metoden visar sig vara lamplig kan resultaten ha
avgorande betydelse for hur sanering i fullskala designas och optimeras. Detta stegvisa forfarande
sparar tid och gor den fullskaliga in-situ saneringen mer kostnadseffektiv i det langa loppet.

A =@-Paverkan
=@-Totalkostnad

saneringsresultatet
Totalkostnad

Paverkan pa det slutliga

Karaktérisering Lab- Val av Design Falt- Fullskalesanering Kontroll
/pilottester sanerings- etabler och
atgdrd ing avslut

Figur 7.1 Principiell skiss av mojlig paverkan pa den slutliga totala saneringskostnaden.

7.2  Saneringstid med biostimulering och bioaugmentation

Saneringar utforda utomlands med forstarkt mikrobiell efterbehandling av klorerade 16sningsme-
delsfororenade akvifarer, har ofta innefattat kombinationer av biostimulering och bioaugmentation.
Fram till 2010 hade ett hundratal omraden i USA sanerats med sadana kombinationer (Lyon och
Vogel, 2013). Det forsta lyckade skandinaviska falttestet av sadan kombination utfordes i Danmark
for sanering av grundvatten fororenat av klorerade etener (Scheutz et al., 2008). Fore 2011 hade
kombinationen utforts i fullskala med lyckade resultat vid ett tiotal omraden i bade Nederlanderna
och Danmark (van Bemmel et al., 2001). Den vanligaste orsaken till sadant val ar att kombination-
en har visat sig ha stor potential att minska den totala saneringstiden. Dartill kan en bidragande
orsak vara att den extra kostnad som bioaugmentation innebdr &r liten, jamfort med dess potential
att bade for korta saneringstiden och totalkostnaden.
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| akvifarer fororenade med klorerade etener finns vanligtvis mikroorganismer som kan deklorera
hogklorerade etener. Tillvéxten hos dessa mikroorganismer kan éka genom biostimulering. Men
ofta finns inte de speciella stammarna av Dhc i tillrackligt hoga halter. Ibland saknas de helt. Om
dessa Dhc inte férekommer naturligt sa ar bioaugmentation nodvandig for att fullstandig deklore-
ring ska kunna nas. | annat fall sker stallning vilket kan resultera i 6kade koncentrationer av cance-
rogent VC och vanligtvis aven av DCE. Detta ar ett scenario som man vill undvika. Om dessa Dhc
forekommer, men med alltfor laga halter, kan bioaugmentation med speciella stammar av Dhc pa-
skynda saneringen. Detta sker genom att tillsatsen minskar den tid som mikroorganismerna i akvi-
faren behover for att etablera sig, vaxa till och na kritisk massa/halter for fullstandig deklorering.

Att snabba pa saneringen genom att utféra bade biostimulering och bioaugmentation kan alltsa vara
fordelaktigt bade for det enskilda projektet och for samhéllet i stort. Bioaugmentation kan utforas i
samband med biostimuleringen. Kombinationen har fordelen att marken relativt snabbt kan anvén-
das. Om enbart biostimulering utfors kan utokade kontrollprovtagningar och analyser behéva utfo-
ras under sjdlva saneringen, t.ex. varje kvartal i upp till 12 - 18 manader efter biostimuleringen for
att klargora eventuellt behov av efterféljande bioaugmentation. For att kunna bedéma akvifarens
potential att deklorera lagklorerade etener, bér man redan infor biostimuleringen ha detekterat nar-
varo (dvs. halter dver detektionsgrans) av bade Dhc och gener som kan kopplas till deklorering av
lagklorerade etener.

Potentialen for att enbart biostimulering skulle kunna vara tillracklig bedoms utifran detekterade
halter av Dhc, tillsammans med 6vrig mikrobiell och genmassig status samt med akvifarparametrar
som redox (helst via geokemisk elektronacceptor status). Andra faktorer att beakta ar pH,
TOC/DOC, temperatur, status och forandringar i DKG, etc. Beddmningen bor aven ta hansyn till
att det sannolikt kommer att ta relativt lang tid innan deklorering av lagklorerade etener kommer
igang. Orsaken &r att det kan ta betydande tid att med enbart biostimulering fa fatalet Dhc med ratt
gener, att uppna en tillvaxt som resulterar i halter 6ver vad som kravs for fullstandiga reduktion (se
Tabell 5.1 och Tabell 5.2).

7.3 Val av substrat

Olika substrat/kolkallor fermenteras olika snabbt. Darfor kan val av substrat paverka saneringsti-
den. Oljiga produkter (t.ex. sojabonsolja) tar betydligt langre tid att fermenteras fullstandigt, jam-
fort med sockerprodukter (t.ex. melass) eller flyktiga fettsyror, VFA (t.ex. mjélksyra/laktat). Fer-
mentation kan orsaka problem genom att den kan understddja produktion av metan. Férutom att
metanproduktion kan innebara konkurrens om vétet (till den reduktiva processen) sa kan metangas
utgdra explosionsrisk. Framfor allt snabbfermenterade substrat kan snabbt bilda héga halter av
metangas. Eftersom man vill undvika alltfor hog produktion av metan kan feta substrat injekteras i
storre mangder och vid farre tillfallen &n mer snabbfermenterade substrat. Dock kan hdga metan-
halter &ven bildas av oljiga produkter men denna metanproduktion tar betydligt langre tid pa sig.
De hogsta metanhalterna kan uppkomma mindre an ett ar efter injektion med snabba substrat, me-
dan det kan ta mellan ett till fem ar efter injektion med langsamma substrat. Dartill, alltfor stor
andel langsamt fermenterande produkter kan ge alltfor 1ag fermentation, som resulterar i alltfor laga
vétehalter.

En del kommersiellt tillgangliga substrat innehaller bade snabba och mer langsamt fermenterande
substanser. Avsikten ar att fa en inledande snabb, med en efterféljande mer langsam, fermentation.
Dartill innehaller dessa produkter ibland &ven detergenter, dvs. ytaktiva &mnen, som gor att den
oljiga produkten delas upp i smé aggregat av fettdroppar med polara/vattenldsliga ytor. Detergen-
terna underlattar fordelning av oljeprodukten ut i grundvattnet vilket i sin tur kan paskynda fer-
mentationen.
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En annan viktig faktor att ta hansyn till &r kloggning. Ju mer av en kolkélla man tillfor desto storre
potential for kraftig bakterietillvéxt och desto stérre problem kan uppkomma med igentappning av
injektionsror, kontrollrér och/eller markens porer. Ju mer igenkloggade injektionsréren och/eller
deras naromraden blir, desto svarare blir det att sprida ut injektionsvatskan.

Det finns gratis tillgangliga, excelbaserade, berakningsprogram frdn US EPA som kan anvandas for
att valja kolkélla och bedéma vilka méngder som behdvs. Aven kostnaden kan uppskattas genom
dessa program, se vidare Bilaga 1 (SERDP/ESTCP, 2015; SERDP/ESTCP, 2013).

7.4  Mobilitet och spridning

Om enbart biostimulering utfors sa kan det innebéra vissa risker. Det vanligaste &r stallning, dvs.
att dekloreringen avstannar med uppkoncentrering av toxiska produkter, speciellt VC. Detta kan i
sin tur resultera i att fororeningsplymens nedre del far ckade halter av VVC.

En annan risk med enbart biostimulering ar 6kad friséttning av fororening fran akvifarens fasta
matris ut i grundvattnet. Frisattningen kan i sin tur 6ka plymens utbredning vilket kan ge negativ
paverkan pa nedstroms recipienter. Detta kan dven 6ka halterna av klorerade l6sningsmedel och
nedbrytningsprodukter i porgas och luft (ITRC, 2005). Det &r i huvudsak inte tillforseln av biosti-
mulerande vatska som genererar plymokningen och ékad potentiell gasavgang. Det &r istéllet fer-
mentationen av injekterad kolkalla som &r huvudorsak. Vid fermentation av tillsatta substrat bildas
bl.a. fettsyror. Dessa fettsyror kan agera som ytaktiva &mnen och da orsaka att de klorerade kolva-
ten som sitter bundna i akvifarmatrisen/jorden far en dkad l6slighet och darmed lattare l6ser sig i,
och transporteras med, grundvattnet. Exempelvis kan 25%-ig mjolksyra och/eller 25%-ig attiksyra
fyrfaldigt oka l6sligheten av TCE (ITRC, 2008Db).

Vissa bakterier kan sjélva producera art- och fororeningsspecifika bioytaktiva &mnen, i avsikt att
lattare komma at och transportera fororening (i deras fall ”’f6da”) in i sina celler. Mikrobiell pro-
duktion av bioytaktiva &mnen &r relativt vanligt forekommande i en férorenad akvifar men det ar
oklart hur vél dessa @amnen kan l6sa ut klorerade etener fran fasta matriser.

En viktig fordel med att koppla bioaugmentation till biostimulering &r att deklorering av VVC startar
eller paskyndas. En annan fordel ar att ovan namnda massokning av klorerade foreningar i grund-
vattnet, med risk for okade halter, plymutbredning och gasavgang, kan begransas. Orsaken &r att de
mikroorganismer som tillsatts via bioaugmentationen totalt sett 6kar nedbrytningen av den fran
matrisen frigjorda féroreningen.

7.5 Kontroll av metan och svavelvate

Metan bildas via metanogenesis och dess ursprungsféreningar ar antingen sma organiska molekyler
(framst attiksyra) eller koldioxid och véte (se Bilaga 1 om fermentation). Vid biostimulering sker
vanligtvis en 6kning av metanproduktionen. Det beror pa att tillsatt kolkélla fermenteras till sma
organiska molekyler och vate som via metanogenesis bildar metan.

Det &r viktigt att kontrollera halterna av gasformigt och 16st metan, framfor allt efter biostimule-
ring. Biostimulering med fermenterbar ’snabb” kolkdlla som melass, laktat etc. kan redan efter
nagra manader generera explosiva halter (se nedan) av metan. For ”1angsamma” kolkéllor (soja-
bonsolja, majsolja, jordnotsolja etc.) &r tidshorisonten istéllet ett par ar. Darfor bor man alltid kon-
trollera halten metangas i ométtad zon och 18st metan i grundvattnet.
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Flera delstater i USA har riktvarden for metan i vatten pa 7 - 10 mg/l som en niva da atgarder maste
vidtas for att minska halterna (Ohio, 2012; Molofsky et al., 2013; Mueller och Booth, 2016). Det
finns idag kommersiella produkter som kan tillsattas till jord, sediment och grundvatten for att
minska problemet med metan (Mueller et al., 2014).

Metans maximala l6slighet i vatten ékar med minskad temperatur. Vid 1 atm ar maximala l6slig-
heten ca 23 mg/l vid 20 °C, ca 30 mg/l vid 12 °C, ca 34 mg/l vid 7 °C och ca 39 mg/l vid 0 °C
(ETB, 2015). Gasformig metan kan bildas fastan vattnet inte &r méattat, men ju ndrmare méttnad-
graden desto storre andel avgdr i gasfas. Gas bestdende av 100 % metan &r inte explosivt. Metan
maste blanda sig med luftens syre i vissa begransade proportioner for att bli explosivt. Halter av
metan i luft som ligger inom intervallet 5-15 vol-% vid 20 °C och 1 atm ér alltsa explosiva om
blandningen kommer i kontakt med tdndningskélla. Om metanhalter i luft/atmosféaren Gverstiger
1 vol % (10 000 ppm) sa ar rekommendationen darfor att omradet ska evakueras och ventileras
med frisk luft (Eltschlager et al., 2001).

Biostimulering i akvifar, som genererar redox inom intervall for sulfatreduktion, kan orsaka pro-
duktion av svavelvate (H,S). Detta sker da akvifaren innehaller signifikanta méangder sulfat som da
kan reduceras till sulfid/svavelvate. Aven mycket Iga halter svavelvate i luft (1000-2000 ppm) kan
vara dddliga om de inandas (CDC, 2015) och dartill ligger explosiva halter (LEL och UEL) inom
intervallet 4-44 vol-% (MGP, 2015). Vidare, betydande halter sulfat konkurrerar negativt med den
mikrobiella reduktiva dekloreringen vad géller det vate som bildas vid fermentationen. Lampliga
forhallanden for reduktiv deklorering foreligger da sulfathalten &r under 500 mg/l och ju lagre halt
desto béttre.

7.6 Slutsatser

Design och utvardering av kemiska och mikrobiella tester, som utférs dels infor val av forstarkt
sjalvrening av klorerade 16sningsmedel, dels under och dels efter fullskaleutférandet, kraver god
mikrobiell och kemisk kunskap. Férhoppningen ar att foreliggande publikation bidrar till detta samt
att bioaugmentation, i kombination med biostimulering, kommer att beaktas i storre utstrackning an
idag vid svenska efterbehandlingar av 16sningsmedelsférorenade akvifarer.

Det ar langt ifran alltid som de platsspecifika forhallandena majliggor att enbart biostimulering kan
ge acceptabel halt- och massreduktion inom acceptabel tid i akvifarer férorenade med klorerade
I16sningsmedel. Darfor bor potentialen for kombinationen biostimulering — bioaugmentation bor
klarlaggas redan initialt infor optimalt val av atgard.

Alternativt, framfor allt vid storre saneringar, bor man 6vervaga att redan i inledningen av fullska-
lan utféra kombinationen, utan nagon foregaende undersokning avseende effekt av kombinationen.
Merkostnaden for fullskalekombinationen kan bli relativ 1ag, samtidigt som man blir mer saker pa
att saneringsforloppet kommer igang omedelbart, inklusive deklorering av de Iagklorerade etenerna
(dikloretener/DCE och vinylklorid/VC). Dessutom undviker man att biostimulering i efterhand
visar sig vara otillracklig och att man anda maste tillsatta bakterier i slutdanden (bioaugmentation),
vilket kan férlanga den totala saneringstiden.

Slutligen, vid riskbedomningar bor stérre hansyn tas till att icke deklorerat VC, och i viss man

DCE, har potential att genomga mikrobiell oxidation/mineralisering, framforallt i nedersta delen av
plym fastan redox dar tidigare ansetts vara alltfor Iagt for sadana reaktioner.
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Forklaring

Icke-biologisk, t.ex. kemisk.

Metoder som med hjalp av biologiska tillsatser, t.ex. bakterier, paskyndar/forstarker den
biologiska nedbrytningen av t.ex. en férorening.

Biologisk
Metoder som med hjalp av aktiviteter och kemiska tillsatser, t.ex. melass, paskyndar
den biologiska nedbrytningen av t.ex. en férorening.

Process/reaktion i cellens enzym som inte resulterar i ndgon nytta/energivinst/
celluppbyggnad for cellen. Reaktionen sker alltid samtidigt med, men &nd& mer séllan —
mycket mer séllan &n, metabola reaktioner,

Kemiska och biologiska processer dar klororganiska féreningar (t.ex. TCE) blir av med
minst en kloratom i sina molekyler. Information om kemisk deklorering, se Avsnitt 4.4.2.

Dense Non-Aqueous Phase Liquid (vatska som &r tyngre &n vatten och har 1ag l6slig-
het i vatten).

Grundamne eller férening som under reaktion med annat amne/férening tar emot en
eller flera elektroner. | samma reaktion maste det finnas annat amne/férening som
lamnar ifran sig denna/dessa elektroner (s.k. elektrondonator).

Grundamne eller forening som under reaktion med annat &mne/férening lamnar ifran
sig en eller flera elektroner. Mottagaren ar s.k. elektronacceptor.

Ingar som del i begreppet forstarkt biologisk sjalvrening. Innefattar de metoder som
med biologiska &mnen (mikroorganismer, svampar etc.) férstarker/paskyndar de natur-
liga sjélvrenande egenskaperna specifikt avseende deklorerande processer. Forstarkt
mikrobiell deklorering kallas ibland ocksa mikrobiell reduktiv deklorering.

Ingar som del i begreppet forstarkt naturlig sjalvrening. Innefattar alla de metoder som
anvander sig av biologiska &mnen, till exempel bakterier, for att forbattra/forstarka den
naturliga sjalvreningen. Har inga bade biologisk oxidativ nedbrytning (avseende klore-
rade etener framst vinylklorid) och biologisk reduktiv nedbrytning (fér kloretener vanligt-
vis s.k. mikrobiell reduktiv deklorering).

Den del av forstarkt biologisk deklorering som nyttjar mikroorganismer for deklorering.

Den del av forstarkt biologisk sjalvrening som nyttjar mikroorganismer fér nedbrytning.

Brett begrepp i vilket ingar alla de metoder som pa nagot satt, med manskligt ingri-
pande, forstarker de naturliga sjélvrenande egenskaperna (utspadning, fastlaggning,
kemisk och biologisk nedbrytning etc.). Uttrycket "naturlig sjalvrening” bérjade anvén-
das av SGI 2004 (Larsson och Lind, 2004) och "férstarkt naturlig sjalvrening” av SGI
2009 (Larsson, 2009). P4 senare tid har uttrycket "Forstarkt naturlig nedbrytning” bérjat
anvandas for biologisk nedbrytning. SGI anser att det ar en alltfor snav definition da
forstarkt naturlig nedbrytning istéllet bor vara synonymt med forstérkt naturlig sjalv-
rening.

Med ganglia av klorerade l16sningsmedel (DNAPL) menas storre eller mindre, osam-
manhangande, ej mobila, droppar av DNAPL i jord, aven kallat residualmattnad av
DNAPL.

Olika kemiska féreningar som har samma molekylformel. T.ex. &r cis-DCE (benamns
aven cis-1,2-DCE), trans-DCE (bendmns aven trans-1,2-DCE) och 1,1-DCE isomerer
med den gemensamma molekylformeln C,Cl;H,.

Process/reaktion i cellens enzym som resulterar i energivinst for cellen och/eller cell-
uppbyggnad.

Naturliga processer som minskar halter och méangder av férorening. Processerna sker
utan méanskligt ingripande.

Oxidation-reduktion potential.

Nedbrytning via oxidation (snabb oxidativ nedbrytning kraver vanligtvis hogt — mycket
hogt redox).

Deklorering av klororganiska foreningar som sker reduktivt, vanligtvis vid lagt-mycket
I&gt redox. Det mest vanligt forekommande &r da en kloratom p& en klororganisk mole-
kyl ersétts med en vateatom. | vissa fall kan dock reduktiv deklorering innebéra att en
eller flera kloratomer tas bort frAn molekylen utan att det/de ersétts. Det &r vanligast vid
kemisk deklorering, i motsats till biologisk, framfor allt mikrobiell, reduktiv deklorering
dar kloratom vanligtvis ersatts med vate och kraver lagt-mycket 1agt redox (samt véte).

Standard Hydrogen Electrode. Standardiserad vateelektrod.
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1. Unika mikroorganismer

Vissa stammar inom bakteriearten Dehalococcoides ethenogenes (Dhc) har visat sig ha den
unika formagan att metaboliskt reduktivt deklorera framfor allt vinylklorid (VC). Inledande
information om denna art samt om vissa av dess stammar ges nedan, foljt av ett kort avsnitt med
information och predatorer till bl.a. dessa bakterier. | efterfoljande kapitel beskrivs de unika
stammarna mer ingaende, bl.a. tillsammans med de kénda gener som stammarna besitter och
som ligger bakom produktion av de enzym som mikroorganismerna anvander i den metabola
dekloreringsprocessen.

1.1 Dehalococcoides ethenogenes

Bakterier brukar namnges med slakt- och artnamn, till exempel Dehalococcoides ethenogenes.
Forsta delen av namnet hanvisar till sldktet Dehalococcoides och andra delen till arten ethe-
nogenes. Ett slékte kan besta av manga olika arter och om en speciell art inte ar kand anges
endast vilket sldkte den tillhor, t.ex. Dehalococcoides sp. Tilldgget sp. (forkortning av species)
efter slaktnamnet betyder att bendmningen galler en art inom det givna sléktet som man lyckats
att renodla men vars art man annu inte genetiskt kartlagt. Om sp. ar utbytt mot spp., sa menas att
det géller flera opreciserade arter inom samma slakte. Det kan t.ex. handla om att en speciell
egenskap finns hos flera arter inom samma slékte men att man genetiskt inte kunnat faststélla
vilka arter det &r. Slutligen, en art kan ha flera stammar. Exempel pa en stam ar Dehalococcoi-
des ethenogenes strain 195, dar strain 195 ar benamningen pa specifik stam.

Bakteriearten Dehalococcoides ethenogenes har en sarstallning inom mikrobiell sanering av
klorerade alifater. Nyligen foreslogs att Dehalococcoides ethenogenes strain 195 ska namnand-
ras till Dehalococcoides mccartyi strain 195 (L6ffler et al., 2013). Numera &r det accepterat
internationellt att dessa tva namn (och organismer) ar synonyma med varandra (Uniprot, 2015).
Bakomliggande orsak ar bl.a. att genomet hos Dehalococcoides ethenogenes strain 195 inte var
fullt klarlagt innan L6ffler et al. (2013) faststéllde det och de tog da chansen att tilldela organ-
ismen Dehalococcoides ethenogenes strain 195 det synonyma namnet Dehalococcoides
mccartyi strain 195. Detta gjordes for att hedra den i vetenskapliga kretsar valkande Dr. Perry L.
McCarty for hans visiondra bidrag till miljovetenskap och miljéteknik, bl.a. inom omradet mi-
krobiell reduktiv deklorering, inte minst kopplat till Dehalococcoides.

Loffler et al. (2013) foreslog att alla kdnda Dehalococcoides sp. med formaga att metaboliskt
deklorera framst lagklorerade etener, t.ex. stammarna Dehalococcoides sp. strain BAV1 och
Dehalococcoides sp. strain FL2, ocksa skulle namnandras. De foreslogs fa namnen De-
halococcoides mccartyi strain BAV1, Dehalococcoides mccartyi strain FL2, etc. Det kan tillag-
gas att bendmningen Dehalococcoides mccartyi dven borjat anvéndas for vissa mikroorganismer
som metaboliskt deklorerar triklorbensener (Loffler et al., 2013b) och polyaromatiska hogklore-
rade PCB (Bedard, 2014).

En sokning pa Internet, varen 2016, visade att benamningen Dehalococcoides mccartyi borjat
anammas, men att Dehalococcoides ethenogenes fortfarande &r det namn som till stérsta delen
anvands. En orsak kan eventuellt vara att det vid denna tidpunkt &r oklart om foreslagen nam-
néndring har accepterats for alla idag, och framtida, kdnda stammar av Dehalococcoides sp.
med férmaga att utfora reduktiv deklorering.

Eftersom de allra flesta referenser i denna publikation ar fran tiden innan 2013 anvands benam-
ningen Dehalococcoides mccartyi endast da detta anges i referensen. | annat fall anvéands gene-
rellt bendmningen Dehalococcoides ethenogenes. Benamningarna anvands alltsa parallellt och
avser samma art.
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1.2 Predatorer

Protozoer (protozoa) &r mikroorganismer som livnar sig pa/ater upp bakterier, t.ex. bakterier
som bryter ned Klorerade l6sningsmedel. Virus (phages) kan attackera bakterier och utnyttja
dem for forokning, samtidigt som bakterien dor. Dessa protozoer och virus frodas dar det finns
lampliga bakterier, t.ex. i akviféarer fororenade med klorerade I3sningsmedel.

Hur dessa predatorer paverkar nedbrytningen av klorerade losningsmedel i en akvifar ar idag
inte klarlagt. Enligt Meckenstock et al. (2015) finns motstridiga bevis pa protozoers paverkan
pa bakteriestatus. Protozoer kan ibland motverka biologisk nedbrytning av féroreningar men i
andra fall det motsatta, dvs. stimulera sadan nedbrytning (t.ex. om predatorerna framst attacke-
rar bakterier som inte utfér nedbrytning av féroreningen).

Endast ett fatal studier finns pa virus i grundvatten som nyttjar bakterier i sin forékning. Ingen
information har hittills gatt att finna som géller virus eventuella paverkan pa bakteriell nedbryt-
ning av Klorerade l16sningsmedel. Meckenstock et al. (2015) anser att virus kan forvantas spela
en viktig kontrollerande roll for tillvaxten av bakterier. Man anser det rimligt att forutsatta att
nér tillvaxten av hogspecialiserade bakteriepopulationer, som utfor biologisk nedbrytning av
fororeningar, blir alltfor omfattande sa kommer protozoer och virus att angripa och reducera
sadan tillvéxt.
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2. Reduktiv deklorering och oxidativ
nedbrytning

I det foljande ges information om kdnda mikroorganismer och gener som idag kopplas till re-
duktiv deklorering och oxidativ nedbrytning av klorerade alifater. Ett flertal av dessa bor inga i
ordinarie analysprogram vid undersdkning och sanering med mikrobiella metoder av markom-
raden fororenade med klorerade 16sningsmedel. Fokus har framst lagts pa mikroorganismer
kopplade till nedbrytning av klorerade etener. Internationell forskning har kommit langst vad
géller mikrobiell detektering, identifiering och koppling mellan olika mikroorganismer och gen-
sekvenser nér det géller nedbrytning av klorerade 16sningsmedel. Forskning kring mikrobiell
nedbrytning av manga andra halogeninnehallande organiska fororeningar har inte kommit lika
langt.

Mikrobiell nedbrytning av en férening utfors av organismens enzymer och kan reaktionsmassigt
ske metaboliskt eller cometaboliskt. Vid nedbrytning av de allra flesta klorerade alifater kan de
bada alternativen ske i form av reduktiv deklorering men for en del klorerade alifater kan de
bada alternativen aven ske i form av oxidativ nedbrytning. Nedan ges forst information om
metabolism och cometabolism. | efterféljande avsnitt ges information om reduktiv deklorering
och oxidativ nedbrytning.

2.1 Metabolism och cometabolism, allméant

Med metabolism menas att mikroorganismen utfor kemisk reaktion med hjélp av organismens
enzym sa att organismen erhaller energi och/eller molekyldelar for tillvaxt av sina celler.

Med cometabolism menas att reaktionen sker med hjélp av organismens enzym (eller ibland
med andra delar i cellen) men utan att organismen erhaller energi och tillvaxt.

Cometabola reaktioner sker mera sallan. Darmed sker den totala nedbrytningen avsevart lang-
sammare jamfort med metabola reaktioner. Exempelvis har cometabol nedbrytning av klorerade
alifater halveringstider (tiden det tar att halvera mangden eller halten av foreningen) fran na-
got/nagra ar upp till ca 20 ar (Wymore et al., 2007). Metabola nedbrytningar av klorerade alifa-
ter kan ha halveringstider som &r en eller flera tiopotenser kortare. Halveringstiderna beror dven
pa om nedbrytningen ar oxidativ eller reduktiv, vilken molekyl som ska brytas ned, etc. For
vissa klorerade alifater kan oxidativ nedbrytning ga avsevart snabbare an deras reduktiva deklo-
rering, och vise versa for andra.

Nér en molekyl bryts ned cometaboliskt sker det 1 princip av en slump (”av bara farten”), samti-
digt som organismen haller pa att metaboliskt bryta ned en helt annan sorts molekyl. Samma
enzym som organismen har bildat for den metabola nedbrytningen utfor den cometabola reakt-
ionen. Den cometabola nedbrytningen av en forening kan alltsa ske da organismen har aktiverat
den metabola nedbrytningen av en annan férening. Antalet molekyler som da omvandlas come-
taboliskt &r vanligtvis mycket mindre per tidsenhet, jamfért med i den parallella metabola ned-
brytningen.

Molekyler som utsétts for cometabol reaktion behdver inte vara strukturméssigt lika de moleky-
ler som parallellt bryts ned metaboliskt. Daremot kan cometabola reaktioner ga fortare om mo-
lekylerna &r nagorlunda stukturmassigt lika. Detta galler bade vid cometabol reduktiv deklore-
ring och vid cometabol oxidativ nedbrytning. Ju hdgre halterna &r av den forening som ska bry-
tas ned metaboliskt, desto stOrre potential for att antalet molekyler per tidsenhet som bryts ned
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cometaboliskt 6kar. Detta har att gdra med att organismen kan producera mer enzym per tidsen-
het ju hogre halterna ar av den foérening som ska metaboliseras.

Det ar inte alltid som denna okade enzymproduktion far effekt. Det galler t.ex. da kloretener
oxideras cometaboliskt. Om totalhalterna av kloretener, som genomgar cometabol oxidation, &r
over 1 mg/l s& hammas enzymerna. De peroxider som bildas som mellanprodukter (intermedia-
rer) vid den cometabola oxidationen ar reaktiva och har stark hammande/nedbrytande effekt pa
organismens enzym (Semprini, 2013). Intressant nog sa kan peroxider dven bildas vid oxidativ
metabol nedbrytning, men dessa enzym dr mindre mottagliga for de metabolt bildade peroxider-
nas toxiska effekt.

Pa senare tid har kunskapen om mikrobiella reduktiva metabola och cometabola processer,
kopplade till nedbrytning av klorerade etener 6kat. Internationell forskningsfokus ligger idag pa
genetisk forskning kring metabol deklorering av dessa etener. Den internationella kunskapen om
alternativ oxidativ metabol nedbrytning av lagklorerade etener vid laga syrehalter har dkat under
de senaste aren. Darfor beskrivs i Avsnitt 2.3 nedan metabol och cometabol oxidation i tva sepa-
rata underavsnitt, medan i Avsnitt 2.2 tas metabol och cometabol reduktiv deklorering upp i ett
gemensamt underavsnitt.

2.2  Reduktiv deklorering

2.2.1 Metabol och cometabol deklorering

Metabol deklorering gar vanligtvis avsevart snabbare an cometabol dito varfor dagens biostimu-
lering och bioaugmentation for sanering av klorerade l6sningsmedel har sitt fokus pa metabol
deklorering (biostimulering och bioaugmentation beskrivs i Kapitel 3). Darfor ligger huvudsak-
ligt fokus i detta avsnitt pa metabol deklorering.

Erfarenheter fran laboratorietester och fullskalesaneringar har visat att det mest kritiska steget
vid nyttjandet av mikrobiell reduktiv deklorering av klorerade etener ar dekloreringen av vinyl-
klorid (VC) till eten samt i viss man av cis-dikloreten (cis-DCE) till VC. Detta beror sannolikt
pa att det finns avsevart fler bakteriearter som metaboliskt kan reduktivt deklorera hégklorerade
etener som perkloreten (PCE) och trikloreten (TCE) dn lagklorerade etener som dikloreten
(DCE) och VC.

Vid mikrobiell reduktiv deklorering nyttjas de klorerade kolvatena som elektronacceptorer.
Elektronerna tas fran olika elektrondonatorer, vanligtvis véte, och de sammantagna metabola
processerna genererar energi och byggstenar till mikroorganismens celluppbyggnad. Detta véte
ar nodvandigt for att mikrobiell deklorering av lagklorerade etener ska kunna ske.

Déremot, vid deklorering av hogklorerade etener finns ett flertal mikrobiella slékten och arter
som inte anvénder véte som sin huvudsakliga elektrondonator. Istéllet anvander de olika fettsy-
ror (mjolksyra/laktat, butyrat/smorsyra, etc.). Oavsett elektrondonator sa kallas dessa metabola
reduktiva processer for klorrespiration.

Exempel pa olika mikroorganismer som kan metabolt deklorera PCE till TCE och vidare till cis-
DCE ges i Tabell 2.1. Det finns en stor variation av mikroorganismer som metaboliskt kan ut-
fora sadan deklorering. Detta indikerar att det finns stor potential for mikrobiell deklorering av
hogklorerade etener vilket skulle kunna utnyttjas vid efterbehandling av férorenade omraden.
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Tabell 2.1 Exempel p& mikroorganismer som kan deklorera PCE och TCE metaboliskt, men inte
DCE (och VC) (undantaget Dehalococcoides ethenogenes strain 195) a/.

Bakterie

Dehalococcoides ethenogenes strain 195 a/
Dehalobacter restrictus b/

Dehalobacter restrictus strain PERK-23 ¢/
Dehalobacter restrictus strain TEA c/
Geobacter lovleyi sp. strain SZ e/
Desulfuromonas michiganesis strain BB1 c/
Desulfuromonas michiganesis strain BRs1 c/
Desulfuromonas chloroethenica strain TT4B b/
Desulfitobacterium sp. strain PCE1 b/, d/
Desulfitobacterium frappieri sp. strain TCEL1 c/
Sulfurospirillum halorespirans b/

Clostridium bifermentans strain DPH1 ¢/

Enterobacter agglomerans b/

Elektron donator

Vate

Vate

Vate

Vate

Vate, pyruvat

Acetat, pyruvat, lactat, succinat, fumarat, malat
Acetat, pyruvat, lactat, succinat, fumarat, malat
Acetat, pyruvat

Laktat, pyruvat, butyrat, etanol m.m.

Vate

H2, format, pyruvat, m.m.

Vate

Icke-fermenterbara substanser

a/ Strain 195 kan metaboliskt deklorera PCE, TCE och cDCE samt cometaboliskt deklorera VVC, Tabell 2.2.
b/ Utfér &ven cometabolisk deklorering, bl.a. av VC (Gossett och Zindler, 1997; Maymo-Gatell et al., 1999).
Sulfurospirillum halorespirans kallades tidigare Dehalospirillum multivorans (L&ffler et al., 2013b).

¢/ Zaa (2008); Zaa et al., (2010).

d/ Kan enbart deklorera PCE medan strain PCE-S &ven kan deklorera TCE (L&ffler et al., 2013b).

e/ Sung et al. (2006b); Loffler et al. (2013b).

Déremot finns det bara ett hittills kdnt slakte, Dehalococcoides (Dhc), med en identifierad art,
Dehalococcoides ethenogenes, samt nagra oidentifierade arter, Dehalococcoides spp., som har
nagra stammar med férmagan att metaboliskt deklorera lagklorerade etener. Dessa stammar ar
inte allmant férekommande och nar de férekommer sa foreligger de ofta i laga halter. Darfor ar
det vanligt att dekloreringsprocessen stannar upp vid DCE och VC. Detta kallas stallning. Dessa
stammar kraver att bade vate (I6st i vattnet) och klorerad eten finns tillgangligt. Om halten av
nagot av dessa amnen blir alltfor 1ag, inte minst av vétet, sa slutar de att véixa, deras aktiviteter
upphor och populationen minskar eller dor ut.

En av stammarna &r Dehalococcoides ethenogenes strain 195. Det ar den enda kénda bakterie
som utfor deklorering av bade PCE, TCE, cis-DCE och VC liksom av trans-DCE och 1,1-DCE.
Strain 195 deklorerar samtliga av dessa kloretener metaboliskt. Undantaget ar trans-DCE och
VC som dekloreras cometaboliskt. De stammar av Dhc som idag ar kdnda att kunna deklorera
klorerade etener ges i Tabell 2.2, exempelvis Dehalococcoides sp. strain BAV1.

For att sakerstalla att Dhc foreligger i ett prov, samt for att fa indikation pa koncentration (antal
per liter eller per ml), utfér man numera analys av en viss genstrang i dess arvsmassa. Gen-
strangen kallas 16S rRNA och dess uppbyggnad i Dhc anses vara unik for just Dhc. Man har
darfor kartlagt i detalj hur denna genstrang i Dhc dr uppbyggd och anvénder den for att genetiskt
identifiera Dehalococcoides spp. Observera att denna genstrang endast identifierar slaktet De-
halococcoides spp. Den kan inte identifiera art eller stam.

| undantagsfall kan man erhalla falsk analysrespons med denna strang eftersom den kan finnas i
nagon/nagra andra mikroorganismers 16S rRNA som inte deklorerar t.ex. klorerade etener. Ex-
empelvis har man visat att Dhc har till 90 % samma 16S rRNA som tva stammar av arten De-
halogenimonas lykanthroporepellens. De senare utfor deklorering av klorerade etaner men inte
av klorerade etener (Yan et al., 2009), undantaget trans-1,2-DCE (Sirem, 2015). Nyligen detek-
terades arten Dehalogenimonas alkenigignens och den visade sig inneha 16S rRNA som uppvi-
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sade 96 % likhet med motsvarande i férstnamnda Dehalogenimonas. Ocksa den arten har en
eller flera stammar som kan deklorera bl.a. klorerade etaner men inte klorerade etener (Bowman
etal., 2013).

Tabell 2.2 Olika stammar/strains av Dehalococcoides spp. som kan utfora deklorering av olika klorerade
etener. M = metabol deklorering; C = cometabol deklorering.

Strain 1/ PCE TCE c¢DCE tDCE 1,ADCE VC 1,2DCA  Referens

BAV1 C C M M M M M 3/ Holmes et al., 2006; Johnson, 2007
VS M M M M Holmes et al., 2006; Johnson, 2007
GT - M M M M Sung et al., 2006; Holmes et al., 2006
195 M M M C M C Maymo-Gatell et al., 1997; 1999

FL2 c2 M M M C Holmes et al., 2006; Johnson, 2007
CBDB1 C C - - - - - Loffler et al., 2013b.

1/ Stammar av Dehalococcoides spp.
2/ Enligt Zaa (2008) finns indikationer pa att detta steg eventuellt kan utféras metaboliskt.
3/ BAV1 har nyligen visats kunna metabolt deklorera 1,2-dikloretan/1,2-DCA (Loffler et al., 2013b).

Om man i félt finner Dhc, detekterade med gangse 16S rRNA, men ingen deklorering av de
vanliga klorerade etenerna, s kan orsaken hypotetiskt alltsa vara att man egentligen detekterat
Dehalogenimonas (Loffler et al., 2013b). Det skulle i sin tur kunna resultera i feltolkningar av
den mikrobiella statusen infor beslut om behov av bioaugmentation. Det finns risk for fler fel-
tolkningar eftersom Dehalogenimonas kan bilda VC genom deklorering av 1,1,2-trikoretan
(1,1,2-TCA) samt bilda en blandning av cis- och trans-DCE genom deklorering avl,1,2,2-
tetrakloretan (1,1,2,2-TeCA).

Nagra fa internationella laboratorier har uppmarksammat dessa genetiska likheter och nyligen
tagit fram s.k. primers med vilka man kvantitativt kan genetiskt separera Dehalogenimonas och
Dhc. Om det finns indikationer pa att kloretaner finns i kloretenfororenad akvifar sa kan det
darfor vara viktigt att klargora om aktuellt analyslaboratorium kan utféra denna separation.

Genstrang 16S rRNA anvands for identifiering av bakterien men den sager inget om méjlig
genetisk potential for dnskad deklorering. Det kan istéllet fas genom analys av vissa andra gener
som idag ar kartlagda och kanda att koda for produktion av de enzymsystem som kan deklorera
aktuella klorerade foreningar. Analys av 16S rRNA bor darfor alltid utforas tillsammans med
analys av dessa specifika gensekvenser.

For fullstandig metabol deklorering av klorerade etener kravs bl.a. metabol deklorering av VC.
Det ar endast vissa stammar av Dhc som kan utfoéra detta. Flera enzym i Dhc har hypotetiskt
denna férmaga men man har hittills endast kunnat detektera och kvantifiera tva gensekvenser,
kallade vcrA och bvcA, som kodar for produktion av sddana enzym. Dessa tva gensekvenser
kopplas idag &ven till produktion av enzym som kan metaboliskt deklorera DCE till VC.

| Tabell 2.3 redovisas de mest kdnda gensekvenserna som &r kopplade till deklorering av olika
klorerade etener. Motsvarande speciella mikrobiella stammar har olika tilldggsbeteckningar,
t.ex. “strain BAV1” i ovan nimnda Dehalococcoides sp. strain BAV1. Analys av motsvarande
gensekvenser, tillsammans med genstrangen 16S rRNA, kan idag utféras kommersiellt for en
rimlig kostnad och rekommenderas for kvantifiering av potential for deklorering av klorerade
etener. Undantaget ar eventuellt gensekvensen cbrA som vanligtvis inte ar fordelaktig att be-
kosta analys av, eftersom den enbart utfor cometabol, och darmed langsam, deklorering av klo-
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rerade etener. Den &r istallet kand for att metaboliskt deklorera bl.a. olika PCB-kongener
(Adrian et al., 2009).

Gensekvensen pceA dr inte enbart ar indikation pa narvaro av Dhc. Den (pceA) finns dven i en
del av de mikroorganismer som kan metaboliskt deklorera hogklorerade etener (Hug et al. 2013;
Futagami et al., 2014). Genen tceA anses dock enbart kunna forknippas med Dhc. Dartill, de
ovan ndmnda generna vcrA och bvcA anses vara de enda hittills k&nda som enbart kan kopplas
till bade Dhc och till dess metabola deklorering av lagklorerade etener.

Tabell 2.3 Kanda gensekvenser i olika stammar av Dehalococcoides sp. som kan kopplas till reduktiv
deklorering av klorerade etener.

Gensekvens

pceA

tceA

cbhrA

VCrA

bvcA

Dehalococcoides

ethenogenes strain 195

ethenogenes strain 195,

sp. strain FL2

sp. strain CBDB1

sp. strain VS,
sp. strain GT

sp. strain BAV1

Referens

NAVFAC, 2011

Magnuson et al., 1998;
He et al., 2003;
Lee et al.. 2011

Wagner et al., 2009

Mdiller et al., 2004;
Behrens et al., 2008;
Sung et al., 2006; Lee
etal., 2011

Krajmalnik-Brown et al.,
2004

Kodar prod.
av enzym
som utfor

PCE — TCE

(PCE —) TCE —
cis-DCE — VC
(— eten) 1/: 5/

(PCE — TCE —
cis-DCE) 1/

(TCE —) DCE
—VC — eten 2/

(PCE — TCE —)
DCE —» VC —
eten 1/; 3/; 4/

Referens

NAVFAC, 2011

Magnuson et al.,
1998; Smits et al.,
2011

Loffler et al.,
21013b

Popat och
Deshusses, 2011

1/ Med parentesen menas att enzymet, som motsvarande gen ar kodar for, inte utfor reaktionen metaboliskt utan i
bésta fall endast stodjer reaktionen cometaboliskt.
2/ Enligt Loffler et al. (2013b) &r TCE — DCE oklart for vcrA men det kan kopplas till metabol deklorering av an-
nan/andra DCE &n enbart cis-DCE.
3/ DCE (bade trans och cis) — VC oklart for bvcA enligt Loffler et al. (2013b). Damgaard et al. (2013) ger liknande

indikation.

4/ Enligt Cheng et al. (2010) ar strain BAV1 den enda stam av Dehalococcoides ethenogens som kan deklorera trans-

DCE.

5/ Enligt Cheng et al. (2010) kan strain 195 &ven deklorera TCE till trans-DCE men oklart om det sker metabolt eller
cometabolt samt oklart om det &r kopplat till tceA. Enligt Johnson et al., (2005) kan strain 195 bilda trans-DCE men
inte nyttja det metaboliskt.

Det finns idag kommersiella mojligheter att analysera alla de i Tabell 2.3 givna gensekvenser i
bade mikroorganismernas DNA och RNA. Skillnaden i kostnad for analys i RNA vs. DNA &r
liten, men krav pa maximal transporttid (fran provtagning i falt till provberedning pa laborato-
rium) skiljer sig markant at. Analys av RNA maste utforas inom ett dygn efter provtagning,
medan ca dubbelt sa lang transporttid kan accepteras for DNA-analys. Det beror bl.a. pa att
RNA &r mer instabilt &an DNA.

Om det & mojligt bor man utféra RNA-analys istéllet for DNA-analys. Orsaken &r att det inte
racker med ndrvaro av de i Tabell 2.3 angivna gensekvenserna i mikroorganismernas DNA for
att deras metabola deklorering ska utforas. Det kravs ocksa att dessa gensekvenser, som alltsa
kodar for produktion av dekloreringsenzymer (i de hér fallen kallade reduktaser), dr "péslagna” i
deras DNA, dvs. kopierade in i deras temporart aktiva RNA. Finns gensekvensen i RNA sa ar
alltsa sannolikheten mycket stor att det pagar produktion av motsvarande enzym, och darmed
pagar aven motsvarande deklorering. Gensekvens analyserad i DNA ger enbart besked om pot-
ential for motsvarande enzymproduktion.
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Det finns undantag. Enligt Loffler et al. (2013) kan genen tceA i undantagsfall detekteras i RNA
utan att motsvarande enzym produceras. Dessutom har halter av tceA dalig korrelation till has-
tighet och omfattning av motsvarande deklorering (Da Silva och Alvarez, 2008).

Man har pa senare tid funnit mikroorganismer inom slaktet Dehalococcoides som har formaga
att metaboliskt deklorera PCE och TCE med enzym vars produktion kodas av andra gensekven-
ser an vad som anges i Tabell 2.3. Generna ar dock annu inte faststallda. Exempel pa sadana
mikroorganismer ar Dehalococcoides ethenogens 195 (Cheng och He, 2009; Cheng et al.,
2010). Denna organism kan under vissa forutsattningar producera avsevért mer av trans-DCE
an cis-DCE vid deklorering av TCE. Normalt producerar de allra flesta mikroorganismer, som
deklorerar TCE, istéllet mest av cis-DCE. Det ar dock oklart om det sker metaboliskt eller inte.
Sammantaget innebdér detta att om halten cis-DCE inte markant éverskrider halten av trans-DCE
sa kan man inte utesluta att mikrobiell deklorering av TCE anda pagar (Griffin et al., 2004).

Férutom Dehalococcoides ethenogenes strain 195 och Dehalococcoides sp. strain FL2 verkar en
del av de inledningsvis ovan angivna mikroorganismerna (de som enbart deklorerar hogklore-
rade etener) inneha generna pceA och/eller tceA med produktion av motsvarande klorrespire-
rande enzymer. Exempelvis, Desulfitobacterium sp. strain Y51, Desulfitobacterium hafniense
strain TCE1, Desulfitobacterium hafniense strain Y51 och Dehalobacter restrictus strain PER-
K23 innehar alla genen pceA (Suyama et al., 2002; Duret et al., 2012; Reinhold et al., 2012;
Rupakula et al., 2013). Motsvarande enzym kan, forutom att deklorera PCE/TCE, &ven deklo-
rera flera hdgklorerade etaner. Den sistndmnda arten (Dehalobacter restrictus) har visat sig vara
en huvudaktor vid metabol deklorering av hogklorerade etener och klorerade etaner. Det beror
sannolikt pa bl.a. genen pceA.

Slékte och art av dessa bakterier kan, liksom fér Dhc, bestdimmas genom analys av 16S rRNA i
deras gener. Detta ingar i en del av de standardiserade analyspaket av gener i vatten och jord
som erbjuds internationelit.

| definitionen av klorerade losningsmedel ingar, forutom klorerade etener, dven klorerade meta-
ner och etaner. Nagra av ovan namnda slakten/arter/stammar av mikroorganismer kan, forutom
metaboliskt deklorera etener, aven metaboliskt deklorera vissa etaner. Exempelvis kan De-
halococcoides ethenogenes strain 195 metaboliskt deklorera 1,2-DCA direkt till eten (dvs. inte
via nagra mellanprodukter, men upp till ca 1 % VC kan &nda bildas via sidoreaktion) (Maymo-
Gatell et al., 1999). Desulfitobacterium dichloroeliminans strain DCA1 deklorerar 1,2-DCA
direkt till eten (100 %) samt 1,1,2-TCA till VC (De Wildeman et al., 2003). Dehalobacter strain
TCAL och strain MS deklorerar endast 1,1,1-TCA och 1,1-DCA (Grostern och Edwards,
2006b).

Dartill kan bl.a. Dehalococcoides sp. strain BAV1 och Dehalobacter sp. nyttja 1,2-DCA meta-
boliskt (Grostern och Edwards, 2006). Desulfitobacterium sp. strain PR kan metaboliskt deklo-
rera 1,1,2-TCA till 1,2-DCA, men organismen utfér endast cometabol deklorering av 1,2-DCA
(till kloretan) (Zhao et al., 2015). Desulfitobacterium sp. strain Y51 har visat sig kunna partiellt
deklorera hexa-, penta- och tetrakloretaner, men om det sker metaboliskt eller cometaboliskt ar
inte klarlagt (De Wildeman et al., 2003).

Tetraklormetan (CT) kan mikrobiellt reduktivt dekloreras till triklormetan (CF), och vidare till
dikormetan (DCM), klormetan (CM) och etan via biostimulering med kolkallor som via fer-
mentation bildar vate. Ju mindre klor i dessa metanbaserade molekyler, desto lagre redox krévs
for att signifikant reduktiv deklorering ska erhallas. CT kan reduktivt dekloreras vid redox som
motsvarar intervallet denitrifikation — metanogenesis (se Avsnitt 3.2 i huvuddokumentet). For
CF géller redoxintervallet jarnreduktion — metanogenesis. For signifikant deklorering av DCM
och CM kravs redox motsvarande sulfatrereduktion. Generellt galler att ju lagre redox desto
storre potential for signifikant deklorering, inte minst om man samtidigt tillfor substrat, t.ex.
mjolksyra/laktat (Puigserver et al., 2016).
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Vid hoga halter kan deklorering av CT till CF ge negativa effekter pa fortsatt deklorering. Orsa-
ken &r att fria radikaler (¢CCls) létt bildas. Dessa radikaler hammar cellen, dess enzym och dér-
med fortsatt nedbrytning. Det finns dock mikrobiella satt att minska denna toxiska effekt. Man
har funnit att mikroorganismen Pseudomonas stutzeri strain KC har formagan att deklorera CT
utanfor cellen (cellen utsdndrar ett sekret, kallat PDTC, som utfér dekloreringen utanfor cellen),
varvid eventuella fria radikalers negativa paverkan inne i cellen uteblir. Bioaugmentation med
strain KC anses nu vara att foredra vid sanering av CT-fororenade akvifarer. Man har till och
med forslagit att ytterligare paskynda processen genom tillsats av PDTC (Criddle et al., 2013).

Hug et al. (2013) ger en sammanstélining av mikroorganismer kénda att inneha gener for pro-
duktion av olika dehalogenas enzymer (som kan metaboliskt deklorera olika klorerade férening-
ar).

Exempel pa kommersiella analyser av deklorerande mikroorganismer och gener som kodar for
produktion av enzym som kan kopplas till metabol reduktiv deklorering av klorerade etener ges
i MI (2015¢) och i Bioclear (2015b). Sannolikt kommer det snart att dven vara mojligt att vid
kommersiella laboratorier analysera nyckelproteiner kvantitativt, t.ex. enzymer som deklorerar
VC. Det skulle kunna ge ett direkt svar (liksom analys av RNA) pa reell dekloreringsaktivitet i
ett prov. Dartill kommer kommersiella laboratorier snart att erbjuda analys med s.k. DNA
microarrays med vilka man ytterst detaljrikt kan karaktérisera hela det mikrobiella samhallet i
ett fororenat omrade (Stroo et al., 2013).

2.2.2 Elektrondonatorer

Mikrobiell deklorering kréver, forutom mikroorganismer, kemiska &mnen som deltar i eller
stodjer den mikrobiella dekloreringen.

For att en metabol reaktion ska ske kravs att nagot amne lamnar ifran sig minst en elektron, dvs.
agerar som elektrondonator. Vid deklorering av klorerade etener och etaner &r véte vanligtvis
den primara elektrondonatorn. Detta véte kan t.ex. bildas av vissa mikroorganismer, s.k. fermen-
terare. Dessa organismer utfor fermentation av substratet/kolvatekallan (t.ex. socker/melass)
varvid bl.a. véte bildas. Elektronerna i detta vate nyttjas darefter i bakteriecellen for energi- och
celluppbyggnad i de mikroorganismer som utfor dekloreringen genom att de, samtidigt med
dekloreringen, splittrar vatemolekylen (H, — 2H* + 2¢").

Produktion av vate kan exemplifieras med fermentation av glukos, varvid smorsyra (somi sin
tur fermenteras till attiksyra), acetat (jon av attiksyra), koldioxid (karbonat) och véte bildas i
olika steg. Summareaktionen som bildar acetat ar:

CsH1206 + 4H,0 — 2CH3COO + 2HCO3 + 4H* + 4H;

Det bildade vétet ar en gas men da fermentationen sker i grundvattnet loser sig en del i grund-
vattnet. Detta l0sta vate nyttjas av de narvarande bakterierna, Figur 2.1.
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Figur 2.1 Schematisk beskrivning av mikrobiellt samspel och konkurrens for fullstindig metabol reduktiv
deklorering kopplad till fermentation/produktion av vate samt konkurrerande vatekonsumtion. Samman-
stallning baserad pa underlagsdata fran ITRC (2008), Hug (2012) och Edwards (2013).

Sammantaget genereras bade naringsamnen och vate vid fermentationen, vilka i sin tur ar vik-
tiga forutséttningar for de mikroorganismer som utfor deklorering. Emellertid foreligger kon-
kurrens, bade kemiskt och mikrobiellt, om att nyttja det bildade vatet. Om alltfor mycket véte
produceras kan metanogener anvanda vatet for att bilda metan som i vérsta fall kan bli sa omfat-
tande att explosionsrisk foreligger.

| Figur 2.1 produceras vétet via mikrobiell fermentation. Vatet kan ocksa produceras rent ke-
miskt av t.ex. nollvart jarn i vatten med lagt redox, s.k. anaerob korrosion av jarn:

Fe? + 2H,0 — Fe* + Hp + 20H"

Tillsats av nollvart jarn till kloralifat-fororenad akvifar kan alltsa stimulera den mikrobiella de-
kloreringen. Dértill kan det nollvérda jarnet dven utfora rent kemisk deklorering. Det senare
ingar i begreppet ISCR (in situ chemical reduction) och anvands ibland som ensam metod, eller
i kombination med mikrobiell reduktiv deklorering for att paskynda nedbrytningen. Den ke-
miska reduktiva reaktionen har fordelen att den inte bildar VC, jamfoért med den mikrobiella
dekloreringen (narvaro eller tillsats av Dhc, se foregaende avsnitt, kan dock avsevart minska
problemet med VC).

Tillsats av nollvart jarn bor dock endast utforas i lampliga akvifarer. Om akvifaren innehaller
sulfid kan detta tillsammans med Fe?* bilda utfallningar som minskar akvifarens permeabilitet. |
vissa fall kan det vara fordelaktigt att minska den hydrauliska konduktiviteten nagot, t.ex. om
det finns behov av en langre uppehallstid for fororeningarna och deras nedbrytningsprocesser.
Det kan da ge en mer fullstandig deklorering, inte minst om den reduktiva nedbrytningen sker i
ett avgransat omrade med hogt grundvattenflode.

Det kan tilldggas att om det nollvérda jarnet ar i form av nanopartiklar finns indikationer pa att
alltfor 1ag (<0,05 g/l) och alltfér hog (>2 g/l) slutlig koncentration av sadant nollvart jarn i akvi-
faren kan hamma dekloreringsprocessen. Bakomliggande orsaker &r inte faststéllda (Velimirovic
et al., 2015).
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Konkurrens om vatet foreligger bade mikrobiellt och kemiskt. Om det finns geokemiska
elektronacceptorer i akvifaren (syre, jarn, mangan, nitrat etc.) sa kan dessa elektron-acceptorer
konsumera detta vate kemiskt. Ju lagre redox, desto lagre halter finns av dessa konkurrerande
elektronacceptorer och desto storre mojlighet for mikroorganismerna, eller for rent kemiska
reaktioner (dvs. utan mikrobiell/biologisk inblandning), att vétet kan anvéandas vid reduktiva
reaktioner. Konkurrensen bestar alltsa i att vid reduktiv deklorering agerar de klorerade kolva-
tena som elektronacceptorer, i konkurrens med alla andra narvarande elektronacceptorer.

Ju mindre andel klor det klorerade kolvatet har, desto mindre konkurrens om vétet maste fore-
ligga for att det ska dekloreras reduktivt. Detta innebar bl.a. att det maste foreligga mycket lagt
redox for mikrobiell deklorering av lagklorerade etener.

| Tabell 2.4 ges information fran internationell litteratur som avser erforderlig vatekoncentration
samt huvudsakliga geokemiska konkurrerande reaktioner. Observera att tabellvardena for olika
processer ar ungefarliga. Varje plats/omrade har unika forutsattningar.

Tabell 2.4 Haltintervall av I8st vate som behdvs for dels reduktiv deklorering av klorerade etener (dar de
klorerade etenerna ar elektronacceptorer) och dels for nagra konkurrerande geokemiska elektronaccept-
orprocesser.

H, halt i vatten (nanomol/liter) A/ Indikation

Referens Chapelle AFCEE Wrenn MPCA US EPA USGS
Slutlig elektronacceptorprocess (2001) (2007) (2004) B/ (2006) C/ (1998) (2007)
Denitrifikation 0.01-0.05 <01 <0.05.0.4 <01 w01 E{)rgili(ter;rggeoss
2NO3 + 5H, + 2H" — N, + 6H20 ! ! ! ! ! ! ’ mg/I !
M .

angan(IV)reduktion 0103 i i i i i
MnOz + H2 — Mn(OH)z
Jarn(lllreduktion Indikation:

2- 2- 1- 2- 2- "

2Fe(OH)s + Hp — 2Fe(OH), + 2H,0 | 208 | 0208 01-0.5 0208 | 0208 | rearsygmgi
Sulfatreduktion 1-4 1-4 1-4,5 1-4 1-4 IE()jr;]ysCLlJ(IEI(?LO(;:%SSS
S04 + 4H, + H* — HS" + 4H,0 ' mg/l
Metanogenesis
HCOy + 4H, + H —> CH, + 3H,0 5-15 5-20 2,5-24 5-15 5-20 -
Reduktiv deklorering 211 >1 Potesn;irgl om
R-Cl +H, - R-H+ H"+ CI" <0,5 mg/l
Reduktiv deklorering av PCE - - 0,6-0,9 - - -
Reduktiv deklorering av TCE - - 0,6-0,9 - - -
Reduktiv deklorering av DCE - - 0,1-2,5 - - -
Reduktiv deklorering av VC - - 2-24 - - -

A/ 1 nanomol vate/liter = 1 nanomolar (1 nM) véte = 2x10 g vate/liter (1 nanomol H2 =2 nanogram Hz).

B/ Referensen anger inte huruvida intervallvérdena for reduktiv deklorering &r minimivérden, dartill bor troligtvis
angiven nedre del av intervall for reduktiv deklorering av DCE ses som extremfall.

C/ Ref. anger att det finns bevis pa att i kalla vatten som i Minnesota (som bér ha liknande grundvattentemperaturer
som i Sverige) sa kan deras angivna intervall vara generellt nagot fér hoga.
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For bedomning av olika mikrobiellt lokala reduktiva zoner sa anger MPCA (2006) att det ar mer
fordelaktigt att analysera l6st vatgas, jamfort med vissa geokemiska elektronacceptor produkter.
Den l6sta vatgasen migrerar enbart marginellt nedstréms i plymen, i motsats till jarn, mangan
och metan. De senare kan detekteras pa signifikanta avstand nedstroms den plats de bildats. Det
kan ge missledande information om redoxstatus i olika delar av plymen.

Provtagning och analys av 16st vétgas kréver speciell utrustning och utforande i falt. Som exem-
pel kan ndmnas grundvattenrdr av vétetata material, speciella icke-elektriska grundvattenpum-
par (t.ex. bladderpumpar eller peristaltiska pumpar), speciell glasbehallare med septum, lagt
grundvattenfléde genom glasbehallaren (ca 500 ml/minut), invanta jamvikt (20-30 minuter),
gastat spruta for provtagning i genererad luftblasa i glasbehallaren, GC med speciell vatedetek-
tor (Gas Reduction Detector), etc. (Chapelle et al., 1997; Vroblesky och Chapelle, 2000;
MCPA, 2006). Dessutom bor tiden mellan provtagning och analys vara sa kort som mojligt,
vilket innebdr att den kan vara nddvéandigt med ett faltlaboratorium.

Deklorering av TCE till cis-DCE med biostimulering kan 6ka nar produktionen av metan dkar.
Daremot kan dkad metanhalt ha motsatt effekt pa fortsatt deklorering av bildade lagklorerade
etener (Kean et al., 2002). Detta kan t.ex. bero pa att de olika dekloreringsprocesserna har olika
optimala vatgasintervall, relativt optimalt intervall for metanproduktion. Av Tabell 2.4 fas att
mikrobiell deklorering av TCE inte &r lika kravande, vad géller tillgang till vate, som deklore-
ring av dess dekloreringsprodukter. Okad konkurrens om vatet fran metanproduktion kan alltsa
ha mindre negativ paverkan pa den mikrobiella dekloreringen av TCE, an pa fortsatt deklorering
av dess nedbrytningsprodukter.

En del av de i Tabell 2.4 givna haltintervallen av 16st vatgas bor betraktas som ungeféarliga och
for de geokemiska elektronacceptorerna som intervall for undre haltgranser. Exempelvis anges i
tabellen att denitrifikation sker upp till 0,4 nM véte, medan reduktiv deklorering av PCE och
TCE sker vid som lagst 0,6 nM vate, samt att nedre gransen for deklorering av DCE gar vid

0,1 nM. Bradley (2003) anger att den termodynamiska gransen for genomforandet av reduktiv
deklorering av PCE ar mojlig (dock begransad) da nitratreduktion foreligger samt att reduktiv
deklorering av DCE och VC ar ineffektiv under nitrat- och jarn-reducerande forhallanden.

Sammantaget, mikrobiell reduktiv deklorering av PCE kréaver redox som &r lagre an nitratre-
duktion och for TCE krévs redox vid, eller 1agre &n, jarnreduktion. For DCE krévs redox mot-
svarande hogst sulfatreduktion och for VC krévs redox motsvarande metanogenesis, for att sig-
nifikant mikrobiell reduktiv deklorering av dessa ska ske.

2.2.3 Elektronacceptorer

Den elektron som levererades av vétet maste efter utrattat arbete/energigivningen i cellen place-
ras i en slutlig elektronacceptor. Det &r i detta slutsteg som den egentliga dekloreringen sker.
Vid reduktiv deklorering agerar det klorerade kolvétet som sadan elektronacceptor varvid en
elektron och halva vatgasmolekylen tas upp av den klorerade kolvatemolekylen. Samtidigt 1am-
nar ett klor molekylen. Vétet tar alltsa klorets plats och kloret blir frigjord kloridjon. Slutpro-
dukten blir saltsyra (HCI) vars vétejon ger en pH-sankande effekt.

Vid reduktiv deklorering agerar alltsa de klorerade kolvatena som elektronacceptorer varvid de
kan fa konkurrens om vétet av de geokemiska elektronacceptorerna, Tabell 2.4. Ju lagre redox
desto mindre risk for denna konkurrens. Eftersom reduktiv deklorering av VC &r den process
som kraver relativt hoga halter av véte sa kraver denna process sa lite konkurrens som mojligt
av geokemiska elektronacceptorer, vilket ar fallet vid lagt-mycket lagt redox. Vid sadana redox
har deklorering av VC istéllet betydande vatekonkurrens av metanogener (i deras produktion av
metan).
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2.2.4 Kolkélla och naringsdmnen

Utover elektrondonator (véte) och elektronacceptor (det klorerade kolvatet) behdver mikroorg-
anismen kolkalla och andra amnen for att bygga upp cellen. Exempel pa kolkélla (substrat) ar
acetat. Exempel pa andra amnen ar mineraler och vitamin B12 (det senare galler for speciell
stam av Dhc, se nedan). Detta vitamin behdvs i vissa enzym for att de ska agera optimalt.

Alltfor hdga halter av substrat bor undvikas. Vissa mikroorganismer som utfor deklorering,
framfor allt Dhc, fungerar bést i relativt ndringsfattig omgivning. Orsaken ar bl.a. konkurrens
med metanogener om vétet. Metanogenerna kan vaxa till i alltfor stor omfattning om det finns
gott om lattfermenterbart substrat.

Motsatsen kan ibland galla for vitamin B12. Dehalococcoides ethenogenes strain 195 kan inte
utfora deklorering om alltfor 1aga halter av co-enzymet vitamin B12 foreligger. Dess deklore-
rande enzym bestar till del av detta co-enzym. Organismen kan inte sjélv bilda denna enzymdel
utan den maste erhallas externt. Formagan att utfora de metabola stegen (PCE ned till VC) och
det cometabola steget (VC till eten) ar alltsa beroende av bl.a. tillgangen av B12 (He et al.,
2007; Yan et al., 2012; Yan et al., 2013). Det bor noteras att vitaminet B12 kan produceras av
en del mikroorganismer som inte utfor deklorering. Detta B12 kan dérefter nyttjas av denna
stam av Dhc. Extern tillsats av B12 &r alltsa inte alltid nddvéandig for att strain 195 ska kunna
utfora dekloreringen.

2.25 Reducerande amnen

Det ar viktigt att mycket laga redox foreligger vid mikrobiell reduktiv deklorering av Iagklore-
rade etener. For att fa ratt redox kan man behdva tillsatta reducerande amnen, t.ex. natriumsul-
fid, L-cystein, DL-dithiothretiol, jarnsulfid och/eller titan(l1)citrat (Loffler et al., 2013b). Till-
sats av reducerande amnen bor goras med mattlighet eftersom de flesta &mnena i sig, eller via
fermentation, kan generera forandrat pH i akvifdaren. Exempelvis anger Steffan och Vainberg
(2013) att slutliga halter av L-cystein dver 0,69 mg/l kan inhibera eller sla ut konsortium av
mikroorganismer (bl.a. Dhc), tillsatta (genom bioaugmentation) for att 6ka dekloreringshastig-
heten.

2.2.6 pH-buffert

Tillsats av reducerande amnen och/eller elektron donatorer/biostimulering kan orsaka pH-
andring i akvifaren. Vanligast ar pH-sankning, orsakad av fermentation av tillsatt elektrondona-
tor (biostimulering). Dértill kan den mikrobiella reduktiva dekloreringen i sig sénka pH genom
saltsyran (HCI) som bildas i processen. Alltfor lagt (eller for hogt) pH kan inhibera och i varsta
fall sla ut de deklorerande mikroorganismerna, framst Dhc.

Xiao (2014) har sammanstéallt data fran litteraturstudier och anger att pH 5,5-8,3 &r det intervall
inom vilket signifikant mikrobiell deklorering kan ske av hdgklorerade alifater. Yang (2012)
fann att PCE-halten kunde halveras (via mikrobiell reduktiv deklorering till TCE) vid pH 5,5-6
under i 6vrigt fordelaktiga betingelser. Daremot &r pH 6,0 den lagsta gransen for signifikant
mikrobiell deklorering av VC till eten.

Ovan givna pH-intervall stdmmer val dverens med svenska erfarenheter. I ett svenskt pilotpro-
jekt (Branzén och L&ndell, 2017) detekterades pH 6,2-6,5 under den tid, och i de brunnar dér
signifikant deklorering av lagklorerade etener pagick. Samtidigt erhélls hoga halter dels av eten,
dels av Dhc och dels av gensekvenser som kodar for produktion av enzym som &r kanda for att
deklorera lagklorerade etener. Dekloreringen av enbart hogklorerade etener skedde vid lagre
pH, huvudsakligen vid pH 5,5 samtidigt som hdga halter detekterades av mikroorganismer
kanda att kunna deklorera enbart hogklorerade etener (bl.a. Dehalobacter restrictus). Erfaren-

16 (49)



SGI Publikation 37, Bilaga 1

heterna tyder alltsa pa att deklorering av PCE kan ske vid betydlig lagre pH an deklorering av
VC. Ju langre ned i reaktionsstegen PCE — TCE — DCE — VC — eten man ligger, desto
narmare neutralt pH i grundvattnet kréavs for att reaktionen ska kunna fortga.

Om pH ér alltfor Iagt justeras detta vanligtvis med olika buffertlosningar. I litteraturen anges
kalciumkarbonat, natriumvétekarbonat (bikarbonat), natriumkarbonat och natriumhydroxid
(Yang, 2012). Att tanka pa ar bl.a. homogen tillsats och férdelning in situ, kalciumkarbonats
laga loslighet, att vatekarbonaten och natriumhydroxiden bildar koldioxid i sura akviféarer (kan
blockera porer), samt att natriumhydroxid ar en mycket stark bas (pH far inte 6verskrida opti-
malt intervall for mikroorganismerna). Vatekarbonat &r en vanligt anvand buffert i bl.a. klore-
rade kolvatefororenade akvifarer. Tester av Delgado et al. (2012) tyder pa att sadan tillsats i viss
man kan hamma den mikrobiella dekloreringen, men detta kan motverkas genom komplette-
rande tillsats av HEPES-buffert. | Alingsasprojektet (Branzén och Landell, 2017) anvéndes
natriumvatekarbonat vid bioaugmentationen. Den var mest l[&mpad for den bakteriekultur (KB-
1) som samtidigt tillsattes. Robinson och Barry (2009) ger information om datorprogram for
berdkning av platsspecifikt lampliga méangder av olika buffertlosningar.

2.3  Oxidativ nedbrytning

Vid sanering av akvifarer som &r fororenade med klorerade 16sningsmedel och som atgardas
med mikrobiella metoder, fokuseras alltjamt till storsta delen pa reduktiv deklorering. Detta
galler oavsett klorerad alifat. Ett miljomassigt viktigt alternativ eller komplement, som boérjat fa
betydelse internationellt, ar mikrobiell oxidativ nedbrytning av lagklorerade alifater. For klore-
rade etener galler detta framfor allt av VC och i viss man DCE.

Mikrobiell oxidativ nedbrytning av dessa lagklorerade alifater kraver helt andra forutsattningar
an mikrobiell reduktiv deklorering. Vid reduktiv deklorering agerar de klorerade alifaterna som
elektronacceptorer medan véte &r den dominerande elektrondonatorn. Vid oxidativ nedbrytning
daremot sa agerar de klorerade kolvatena istallet som elektrondonatorer, medan vanliga geoke-
miska amnen/foreningar (t.ex. syre, nitrat, Fe®", etc.) agerar som elektronacceptorer. | motsats
till reduktiv deklorering sker inte nagon stegvis deklorering till mindre klorerade alifater vid
oxidationen. Istéllet oxideras molekylerna direkt till koldioxid, vatten och klorid. Detta kan ge
mikrobiell oxidativ nedbrytning stora fordelar, dels genom att av oxidation av DCE inte bildar
VC, dels att oxidation av VVC inte kraver sa extrema forhallanden som vid reduktiv deklorering
(det senare kraver bl.a. mycket lagt redox, véate och Dhc med speciella gener).

Liksom vid mikrobiell reduktiv deklorering kan den mikrobiella oxidativa nedbrytningen ske
metaboliskt eller cometaboliskt. Men den oxidativa nedbrytningen utfors av andra mikroorgan-
ismer med helt andra enzym, jamfort med vid reduktiv deklorering. Som namnts tidigare gar
metabol nedbrytning vanligtvis avsevart snabbare an cometabol nedbrytning (oavsett om den ar
reduktiv eller oxidativ). Fér cometabol oxidativ nedbrytning galler att sddan process gar snabb-
bare ju hogre redox ar. For cometabol reduktiv deklorering géller att denna process gar snabbare
ju lagre redox ar. Vid optimala redox gar den cometabola oxidativa nedbrytningen vanligtvis
betydligt snabbare &n optimal cometabol reduktiv deklorering. Fér sanering med mikrobiell
reduktiv deklorering sa ar den metabola dekloreringen egentligen det enda relevanta alternativet.
Men for sanering med oxidativ nedbrytning kan bade metabol och cometabol oxidation ha bety-
dande effekt, framfor allt pa lagklorerade etener som VVC. Metabol och cometabol oxidation
beskrivs i separata avsnitt nedan.

2.3.1 Metabol oxidation

En stor fordel med metabol oxidation, jamfort med cometabol oxidation, &r att reaktionerna kan
ga avsevart snabbare. En annan fordel ar att metabol oxidation kan ske vid betydligt lagre syre-
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halter, jamfort med cometabola oxidation. Dessutom verkar de produkter som bildas vid meta-
bol oxidation av klorerade etener vara mindre toxiska for enzymen an produkter fran come-
tabola oxidationer. Metabol oxidation kan inte utféras pa PCE och i princip inte heller pd TCE,
daremot pa VC och cis-DCE (Bradley, 2003; Jennings et al., 2013).

Reaktionsformler for mikrobiell oxidation av VC och cis-DCE kan beskrivas enligt féljande
(Bradley, 2012):

CoHsCI + 2,502 — 2C0O, + H,O + HCI
C,H.Cl, + 20, — 2CO, + HCI

Omraden som ursprungligen blivit fororenade med PCE eller TCE innehéller ofta VC och/eller
cis-DCE i yttre, nedre horisontella, delen av en kloretenplym. Man har tidigare ansett att dessa
plymomraden har haft alltfor l1agt redox for att nagon metabol oxidation av dessa lagklorerade
etener ska kunna ske. Emellertid har man nyligen upptéckt att VC och cis-DCE kan oxideras
metaboliskt vid de mattligt 14ga redox som brukar rada i dessa plymomraden. Ar 2011 utkom
tva rapporter som klargjorde att man funnit signifikant metabol oxidativ nedbrytning av VC
(och i viss man av cis-DCE) under forhallanden dar syrehalten var lag-mycket lag (Bradley,
2011; Bradley och Chapelle, 2011). Enligt dessa referenser har mikrobiell metabol oxidation av
cis-DCE i vatten erhallits med sa laga syrehalter som ned till ca 0,1 mg/l, samt att VVC har kun-
nat mikrobiellt oxideras vid annu lagre syrehalter, ned till 0,01 mg/I.

Metabol oxidation av klorerade etener fungerar alltsa i princip endast for cis-DCE och VC dar
nedbrytning av VVC kan ske vid l&gre redox, jamfort med cis-DCE. Detta innebar att reduktivt
bildat toxiskt VC i en plym kan ha sma mojligheter att fortsatta sin transport nedstréms, ef-
tersom VC vid relativt laga redox kan oxideras till koldioxid, vatten och klorid. Detta kan i sin
tur minska den toxiska riskbilden nedstroms ett utslapp av klorerade I6sningsmedel. Detta 6pp-
nar mojligheter for att betydande mikrobiell metabol oxidation av framfor allt VC, men dven av
cis-DCE, i realiteten sker i yttre delarna av kloretenférorenade plymer, dér laga syrehalter i
grundvattnet kan foreligga (Himmelheber och Huges, 2014; Coleman et al., 2002).

Det finns avsevart stdrre variation av genetiskt kartlagda bakterieslakten som kan metaboliskt
oxidera VC, jamfort med cis-DCE. Det finns idag endast en k&nd (genetiskt kartlagd) bakterie
som kan metaboliskt oxidera cis-DCE. Bakterien, som ar en stam i slaktet Polaromonas, har fatt
namnet Polaromonas sp. strain JS666 (nedan kallad strain JS666). Denna bakterie upptécktes i
boérjan av 2000-talet i Tyskland i ett system med aktivt kol for rening av vatten som innehéll
Klorerade etener. Genetisk detektering och kvantifiering av bakterien erbjuds nu kommersiellt.
Strain JS666 synes endast kunna nyttja cis-DCE metaboliskt (eventuellt aven 1,2-DCA men i sa
fall endast vid laga DCA-halter) (Jennings et al., 2013; Mars och Lieten, 2011; Mattes et al.,
2008; CityChlor, 2013).

Det enzymsystem som initierar oxidationen av cis-DCE i strain JS666 ar cytochrom P450
monooxygenas. For strain JS666 kallas det for cDCE monooxygenas. Enzymsystemet P450
finns i manga olika organismer vilket gor det omojligt att enbart koppla det till strain JS666.
Emellertid kan vissa genetiska delar av det genkomplex som krévs for produktion av det stora
enzymkomplexet P450 kopplas till enbart strain JS666 och dess metabola oxidation av cis-DCE.
Det kan 6ppna framtida mojligheter for kommersiell detektering och analys av den mikrobiella
potentialen (DNA) eller reella aktiviteten (RNA) for oxidativ nedbrytning av cis-DCE i klore-
tenfororenade akviférer via P450.

Om enbart motsvarande mikrobiella potential Gnskas sa bor det racka att analysera gener speci-

fika for sjélva bakterien strain JS666 (dvs. 16S rRNA) eftersom alla hittills detekterade strain
JS66 har visat sig ha potential for ndmnda oxidation (Nishino et al., 2013).
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Det kan noteras att enligt samma referens (Nishino et al., 2013) sa har man visat att det reakt-
ionssétt som strain JS666 anvander for oxidation av cis-DCE innebdr att bildandet av tox-
isk/reaktiv DCE-epoxid minimeras (exempel pa epoxid ges i Figur 2.2). Det ar oklart om ocksa
metabola VVC-oxiderande mikroorganismer anvander samma/likartad reaktionsprincip. Om sa ar
fallet sa kan det vara en viktig orsak till att bildade produkter vid metabol oxidation av VC och
cis-DCE verkar vara mindre toxiska for enzymen &n produkter fran motsvarande cometabola
oxidationer.

Internationella kommersiella laboratorier erbjuder nu analys och kvantifiering av strain JS666 i
vatten- och jordprov. Dartill &r bakterien numera kommersiellt tillganglig (brukar da kallas
JS666) for oxidativ bioaugmentation i akvifarer fororenade med cis-DCE.

Strain JS666 ar speciell i och med att den kan bryta ned cis-DCE pa tva olika satt. Den anvander
dels det vanliga sattet med nagon typ av oxygenasenzym. Dessutom verkar den kunna bryta ned
cis-DCE med ett ovanligt reaktionssatt som kallas konjugation (skiljt fran bade oxidation och
reduktion) med enzym som ingar i gruppen glutationsenzym (GSH). Det sistnamnda anses unikt
vad galler kloretener.

Mojligheterna for strain JS666 att metaboliskt oxidera cis-DCE ar begransade, bade vid hoga
och laga redox. Dess mojligheter 6kar vid ckade halter av 6st syre 6ver ovan namnda syrehalt-
grans (ca 0,1 mg O/l) upp till en viss syrehaltniva, vardver formagan ater minskar. Dartill ver-
kar halter av cis-DCE 6ver 1 millimolar (ca 100 mg/l) vara metaboliskt toxiska for strain JS666.
Den kan inte metabolisera cis-DCE vid pH <6,5 och den slutar att vaxa vid temperaturer 6ver 30
°C (Jennings et al., 2013).

| motsats till den unika bakterien (JS666), kopplad till oxidation av cis-DCE under nagorlunda
syrefattiga forhallanden, finns en betydligt storre variation av kanda bakterier som kan oxidera
VC under sadana forhallanden. De har detekterats i bade fororenade och icke-férorenade omra-
den. Exempel pa olika mikroorganismer som metabolt oxiderar VC ar Mycobacterium aurum
(bl.a. strain L1, strain JS60 och strain JS617), Pseudomonas aeruginosa strain MF1 och Nocar-
dioides sp. (bl.a. strain JS614) (Bradley, 2003; Jin och Mattes, 2011). Vanligtvis anvénder dessa
organismer monooxygenasenzymer framfor allt for metabol oxidation av eten. Nagra av de gen-
sekvenser som kan kopplas till dessa metabola enzym ar idag kartlagda och analyseras av kom-
mersiella internationella analyslaboratorier. Dessa analyser riktar in sig pa gener, som kodar for
produktion av viktiga enzymdelar, kallade etnE (epoxyalkane: coenzyme M transferase
(EaCoMT) subunit etnE) och etnC (alkene monooxygenase (AkMO) alpha subunit gene etnC)
(Jin och Mattes, 2011; Ml, 2015).

Genen etnE ar kopplad till produktion av en del av det namnda enzymet. Denna del av enzymet
har viktig betydelse for oxidation av VVC direkt till koldioxid och klorid. Genen etnC &r pa mot-
svarande satt kopplad till oxidation av bade VC direkt till koldioxid och klorid och av eten till
koldioxid (CityChlor, 2013). Dessa tva gensekvenser har idag blivit viktiga biomarkorer for
metabol VVC-oxidation (CityChlor, 2013).

Observera att enzymens oxidation av VVC sker metabolisk framst i franvaro av eten. Om eten
foreligger sa foredrar mikroorganismerna eten varvid VC primart bryts ned cometaboliskt med
dessa enzym (Jin och Mattes, 2011).

| Tabell 2.5 ges en enkel sammanfattning av méjlig oxidativ metabol nedbrytning av klorerade
etener och 1,2-DCA.
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Tabell 2.5 Metabol/respiratorisk oxidation av nagra klorerade I6sningsmedel.

Metabolisk oxidation PCE TCE trans-DCE cis-DCE VC 1,2-DCA
Aerob Nej Nej Nej Ja 4/, 6/ Ja 2/, 5/ Jal/
Microaerob 3/ Nej Nej Nej Ja 4/, 6/ Ja 2/, 5/ ?
Anaerob Nej Nej Nej Nej Nej Nej

1/ | begransad utstrackning (Jennings et al., 2013).

2/ Oxideras av flertal olika bakterieslakten med olika oxygenas enzym.

3/ Jarnreducerande forhallanden, dock minimum 0,03 mg O2/l.

4/ Endast en mikroorganism detekterad som metaboliskt oxiderar cis-DCE: Polaromonas sp. strain JS666

5/ D& enzymet &r av typen etenoxygenas sa oxideras VC metaboliskt endast vid 1aga halter av, eller framst vid fran-
varo av, eten (Jennings et al., 2013). | annat fall (signifikanta halter av eten) oxideras VC cometaboliskt (Jin och
Mattes, 2011).

6/ Optimalt vid en syrehalt som motsvarar partialtrycket 0,21 atm eller ndgot lagre. Oxidationen blir sdémre ju hogre
och lagre syrehalten ar i forhallande till optimala halten. Dértill finns restriktioner vad galler halt av cis-DCE, pH
och temperatur, se text.

2.3.2 Cometabol oxidation

I motsats till metabol oxidation av en forening krdver cometabol oxidation att det samtidigt
finns andra foreningar/substrat som kan oxideras metaboliskt. Exempel pa substrat for come-
tabol oxidation av klorerade alifater ar oklorerade kolvaten som t.ex. metan, toluen, fenol, eten,
propan, etan. Nar mikroorganismerna utfor denna metabola oxidation, samtidigt med nérvaro av
klorerad alifat, kan denna cometaboliskt oxideras “av bara farten”. Principen &r densamma for
cometabol reduktiv deklorering med skillnaden att den metabola reaktionen ar oxidativ. Mikro-
organismerna vinner inget med cometabol nedbrytning, i motsats till den parallellt utférda
metabola oxidationen (av t.ex. metan) som ger organismerna energi och atomer/molekyler for
celluppbyggnad.

| Figur 2.2 ges en konceptuell bild av vad som reaktionsmassigt sker nér klorerade etener, ex-
emplifierat med TCE, oxideras cometaboliskt, samtidigt som nagot substrat, t.ex. fenol, oxideras
(i figuren av monooxygenas enzym).

Energi-/
tillvaxt-substrat | > Intermediarer |:> CO; + H:0
(metan, butan etc.) ]/\[

METABOLISM
Monooxygenas

enzym
COMETABOLISM
Cl | Cl |
N / % \ /
c=cC | c—2°C CO, + H,0 + CI
/ \ /\/ \
cl H 0> cl o H
TCE TCE-epoxid

Figur 2.2 Konceptuell beskrivning av cometabol oxidativ nedbrytning av TCE, orsakad av parallell oxidativ
metabol nedbrytning av kolkalla med mikrobiella monooxygenas enzym. Modifierad fran Semprini (2013).
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Nér fenol metaboliseras bildas vanligtvis forst katekol, med efterféljande ringdppning, samtidigt
som TCE kan attackeras cometaboliskt. Detta resulterar i att varken DCE eller VC bildas, vilket
ar fordelaktigt. Istallet bildas toxisk TCE-epoxid som cometabol mellanprodukt. En av flera
produkter som vanligtvis bildas av TCE-epoxiden &r diklorattiksyra som relativt langsamt bryts
ned till koldioxid, vatten och klorid.

Epoxider ar mycket reaktiva (s.k. fria radikaler) vilket innebér att de vanligtvis endast existerar
under Kkort tid (sekunder — timmar). De kan &anda hinna med att inhibera bakteriernas enzym. Om
halten av epoxid ar hog kan det resultera i att den sammantagna enzymatiska aktiviteten full-
standigt avstannar (Zhang och Tay, 2015).

Antalet klorerade kolvatemolekyler som oxideras cometaboliskt per tidsenhet &r avsevart farre
an de substratmolekyler som samtidigt oxideras metaboliskt. Harav tar cometabol oxidation av
en viss molméngd av klorerad forening vanligtvis avsevart langre tid an den samtidiga metabola
oxidationen av samma molmangd av substratet. Dartill kan substrattillsats, och samtidigt upp-
ratthallande av tillrackligt hogt redox, behdvas under veckor innan cometabol oxidation kommer
igang i nagon betydande utstrackning.

Man har funnit att naturligt forekommande mikrobiella samhéllen innehar relativt stor variation
av enzym som kan cometaboliskt oxidera kloretener. Exempel pa sadana enzymer &r alken-
monooxygenas, fenolhydrolas, metanmonooxygenas (MMO), ammoniakmonooxygenas, to-
luenmonooxygenas (TMO) och toluendioxygenas (Li et al., 2014; Zhang och Tay, 2015).

PCE kan inte oxideras cometaboliskt. Daremot kan TCE, liksom DCE och VC, oxideras come-
taboliskt och hastigheten okar i princip med 6kat redox och minskat antal klor pa molekylen.
Exempelvis, effektiviteten hos metan-metaboliserande bakterier (som innehar enzymet MMO)
att cometaboliskt oxidera klorerade etener &r storst for VC och dérefter i fallande skala VC >
trans-DCE > cis-DCE > TCE. Oxidationen av TCE &r betydligt mindre effektiv &n den av VC.
Om bakterier som har toluenmonooxygenas (TMO) istallet anvands (med tillsats av fenol eller
toluen som metabol kolkélla) kan effektiviteten hojas for alla klorerade etener och effektiviteten
ar da vanligtvis storre pa cis-DCE jamfort med pa trans-DCE.

Ett flertal mikrobiella gener har pavisats ha koppling till olika oxiderande enzym. Ett mindre
antal har identifierats att &ven kunna stddja cometabol oxidation av klorerade etener. Kommer-
siellt erbjuds idag analys av en del av dessa gener och motsvarande mikroorganismer. Exempel
pa organismer och gener som kodar for produktion av enzym med koppling till cometabol ned-
brytning av bl.a. TCE ges i MI (2015b; 2015).

Nyttjandet av cometabol oxidation av klorerade etener som saneringsmetod i fullskala ar relativt
sallsynt (jamfort med reduktiv deklorering). Detta beror bl.a. pa bildandet av mellanprodukter
som ar toxiska for mikroorganismerna och deras enzym, samt pa behovet av substrat. Eftersom
man med cometabol oxidation av klorerad eten avser att nyttja mikroorganismens oxiderande
enzym bade genom att metaboliskt oxidera substratet och cometaboliskt oxidera den klorerade
etenen, kan konkurrensen om samma enzym férhindra nedbrytningen generellt. Forutom att
substratet kan blockera enzymet for cometabol nedbrytning sa kan alltsa cometabola produkter,
speciellt epoxider (t.ex. TCE-epoxid), inhibera och till och med forstéra enzymet.

Det finns dock enzym som relativt vél kan klara av epoxid-attacker. Dessa &r framfor allt enzym
som metaboliskt oxiderar toluen och fenol. Internationellt har visats att mattligt hoga halter av
TCE kan oxideras cometaboliskt av bakterier som har sadana enzym. Men denna teknik har inte
blivit ndgon succé eftersom det inte anses lampligt att utféra sanering av en fororening (TCE)
genom tillsats av en annan (toluen/fenol).

Om man Gvervager att anvanda cometabol oxidation sa bor beaktas att relativt mycket substrat
(och metabol nedbrytning av detta) kan behdvas for att den cometabola nedbrytningen ska bli
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signifikant. Detta galler speciellt da halter av klorerade etener & mattliga — héga. Man kan da fa
kloggning/igentappning i injektionspunkterna, i grundvattenréren samt i transportvagarna (for
bl.a. substratet) i akvifaren; pad grund av att tillsatt substrat far bakterierna att kraftigt foroka sig.
Det leder till forsamrade mojligheter att in situ distribuera och uppratthalla lampliga halter av
substrat och att tekniskt styra optimal syrehalt, inte minst i inhomogena, lagpermeabla akvifarer.

Om daremot halterna av de klorerade etenerna &r laga kan man erhalla 6kad cometabol oxide-
ring av dessa. Mindre toxisk belastning (fran epoxiderna) pa enzymen erhalls, samtidigt som
mindre halt/mangd substrat behdvs. Det ger i sin tur mindre blockering av enzymen (via den
metabola oxidationen av substratet). Dartill minskar potentialen for kloggning. Den totala effek-
tiviteten, raknat som antal cometaboliskt oxiderade molekyler/tidsenhet, blir anda Iag.

Fullskalig biostimulerad cometabol oxidation av klorerade etener bor inte valjas som primér
saneringsmetod om det finns béttre alternativ. Reaktionerna gar relativt Iangsamt och substrat-
halten far inte vara alltfor hog (for att motverka besvarande kloggning) men heller inte alltfor
lag (sa att de cometabola reaktionerna sker alltfor sdllan). Det kan leda till att biokemisk pro-
cesstyrning behovs, t.ex. med styrda recirkulerande system. Férorenat grundvatten pumpas da
upp ovan mark till processtyrda biokemiska vattenfasreaktorer med atercirkulering ned i grund-
vattnet.

Frascari et al. (2015) ger en 6versyn av erfarenheterna fram till idag avseende anvandandet av
cometabola reaktioner for oxidativ nedbrytning av klorerade I6sningsmedel in situ, samt ger
forslag till fullskalig design.

Flera av de enzym som oxidativt cometaboliserar klorerade etener, kan dven gora sa med vissa
klorerade etaner. Triklormetan (CF) kan cometaboliskt oxideras av bl.a. metanoxiderande och
nitrifierande bakterier (de senare under oxidation av ammoniak). Trikloretan i formav 1,1,1-
TCA och 1,1,2-TCA kan oxideras cometaboliskt av enzymet MMO medan 1,1,1,2-TeCA och
1,1,2,2-TeCA kan oxideras cometaboliskt av nitrifierande bakterier. Dock, 1,1,1-TCA synes inte
kunna oxideras av TMO.

Bade MMO och TMO kan dven cometaboliskt oxidera 1,1-DCE, men produkten har hog toxici-
tet pa enzymen. Om 1,1-DCE foreligger samtidigt med 1,1-DCA och/eller 1,1,1-TCA sa sker i
princip inte nagon oxidation av dessa etaner.

Det ar sannolikt att den cometaboliskt producerade oxidationsprodukten (epoxid) av 1,1-DCE
h&mmar oxidation av bl.a. dessa etaner genom att enzymet hdmmas/bryts ned av epoxiderna
(Semprini, 2013). Vidare, metanoxiderande bakterier (innehar MMO) synes inte kunna effektivt
cometaboliskt oxidera TCE, ej heller 1,1-DCE, sannolikt orsakat av att deras nedbrytningspro-
dukter &r toxiska for enzymen.

Liksom for klorerade etener bor fullskalig biostimulerad cometabol oxidation av klorerade eta-
ner inte valjas som primar saneringsmetod, eftersom effektiviteten vanligtvis &r 1ag. Det géller
speciellt vid metabol oxidation av toluen och fenol. Detta kan &ven gélla for metan men effekti-
viteten kan i vissa falla hdjas med nyttjandet av speciella bakterier. Dessa bakterier &r s.k. me-
tanotrofer (metan som substrat). De har speciell formaga att producera tva typer av MMO en-
zym, pMMO och SMMO. Det forra enzymet &r i partikelform och forekommer endast inne i
bakteriecellen. Det senare, som bara ett mindre antal arter av metanotrofer kan producera, ar i
16st form och kan transporteras ut genom cellen. Nar sSMMO agerar cometaboliskt utanfor cellen
har de bildade epoxiderna mindre toxisk inverkan pa hela bakteriecellen, jamfort med de enzym
som endast verkar inne i cellen.

| Tabell 2.6 ges en sammanfattning av oxidativ cometabol aerob och anaerob nedbrytning av

nagra klorerade alifatiska foreningar. | Tabell 2.7 ges forklaring till enzymatiska forkortningar i
Tabell 2.6. Det ska tilldggas att bakterien Polaromonas sp. strain JS666 (som kan metaboliskt
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oxidera cis-DCE) dven kan cometaboliskt oxidera bl.a. TCE, trans-DCE och VC och i viss man
1,2-DCA (Jennings et al., 2013; Mars och Lieten, 2011; Mattes et al., 2008; CityChlor, 2013).
Det ar annu inte fullt klarlagt med vilket/vilka enzym som detta utférs. Darfor ar den inte med-
tagen i Tabell 2.6.

Tabell 2.6 Exempel p& nagra substrat och mikrobiella enzym som kopplas till cometabol oxidativ, aerob
och anaerob, nedbrytning av ett urval av klorerade alifater (US EPA, 2013). Forklaring till férkortningarna
gesi Tabell 2.7.

Cometabolt Substrat PCE TCE c-/t-DCE VC 1,1-DCE 1,1,1-; 1,1,2-TCA
metan,
metanol, ) MMO, MDH, | MMO, MDH, = MMO, MDH, = _ MMO
propan, AIMO, CDO AMO, CDO AMO, CDO
propen

Aerobt ammoniak - AMO AMO AMO ; ;
toluen, TXMO
butan, fenol, 1/ 2/ TMO, TDO, TMO, TDO, TMO, TDO, TMO, TMO. TDO
cumen, ! TXMO1/ TXMO1/ TXMO1/ TDO ’
limonen, etc.

Anaerobt metanol ADH 2/ ADH ADH ADH - -

1/ Shim et al. (2001). Enzymet TXMO &r kopplat till en specifik mikroorganism, se not under Tabell 2.7.
2/ Koppling till cometabol PCE attack ar séllsynt och om den sker sa sker den mycket langsamt.

Tabell 2.7 Forklaring till enzymférkortningar i Tabell 2.6 samt mikrobiella slakten som kan bilda enzymen
(US EPA, 2013). Observera, endast ett urval av slékten anges som har art/stam med potential att utféra
nagon form av nedbrytning av aktuella féroreningar.

For- For-

For- For-

kortn. Sk kortn. Sira kortn. Sk kortn. Sk
MMO Metan AMO Ammoniak ™O Toluen ADH Alkohol
monooxygenas monooxygenas monooxygenas dehydrogenas
MDH Metanol DO Tpluen
dehydrogenas dioxygenas
Alken TXMO | Toluen-o-xylen
AIMO
monooxygenas 1/ monooxygenas
cbo K_atekol
dioxygenas
Mikroorg- Nitrosomonas Rhodococcus, Pseudomonas,
anismer, Methylosinus 2/ Nitrobacter ' Pseudomonas, Streptomyces,
exempel: Arthrobacter Corynebacterium

1/ Enzymet oxiderar cometaboliskt kloretener i mikroorganismen Pseudomonas stutzeri OX1 (Ryoo et al., 2000; Shim

et al., 2001).

2/ Se aven i foregaende avsnitt om metabol oxidation av VC dar mikroorganismer (stammar i sléaktena Myco-
bacterium, Pseudomonas och Nocardioides) anges ha formagan att med bl.a. alken monooxygenas cometaboliskt
kunna attackera VC i narvaro av eten.
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3. Mikrobiella metoder i1 fullskala

3.1 Inledning

Det finns idag ett flertal rapporter och webbsidor pa Internet som beskriver olika metoder for
atgard av plymomraden fororenade med klorerade 16sningsmedel, exempelvis FRTR (2015), US
EPA (2015b), Atgérdsportalen (2015) och Englév et al. (2007). Metoderna kan delas in i fysika-
liska, kemiska och biologiska. De biologiska metoderna innefattar framst mikrobiella metoder
men &aven bl.a. fytosanering ingar i det begreppet. De mikrobiella metoderna kan delas in i t.ex.
naturliga (av manniskan opaverkade) och forstarkt naturliga (kallas ibland for stimulerade) dvs.
naturliga sjélvreningsprocesser som forstarks/stimuleras genom ménskliga insatser.

Information och vagledning for nyttjande av naturlig mikrobiell sjalvrening av klorerade 16s-
ningsmedel ges i t.ex. Térneman et al. (2009) och i Larsson (2009). Sadan naturlig sjalvrening
har visat sig ta lang eller mycket lang tid (nagra — manga tiotals ar, upp till eventuellt nagot
sekel beroende pa bl.a. spilld méngd, hydro-/geologiska, kemiska och mikrobiella férhallanden)
for att na fullstandig nedbrytning i en omfattning som resulterar i acceptabla sluthalter.

Pa senare tid har det visats att metoder som istéllet nyttjar forstarkt naturlig sjalvrening har stor
potential for behandling av klorerade I6sningsmedel, inte minst av klorerade etener. Pa sa satt
kan uppsatta saneringsmal nas inom kort tid (2-5 ar). Detta kraver dock goda kunskaper inom
bl.a. mikrobiologi, kemi, hydrogeologi, liksom goda erfarenheter av att med speciella tekniklos-
ningar utfora sadan sanering i fullskala, samt kunskaper om det aktuella férorenade omradet.

Metoden forstérkt naturlig sjalvrening innefattar for klorerade 16sningsmedel 1/ stimulerad mi-
krobiell reduktiv deklorering, 2/ stimulerad mikrobiell oxidation. | bada dessa fall tillséatts nagon
stimulerande forening, forfarandet kallas biostimulering. 3/ tillsats av speciellt utvalda mikro-
organismer kallat bioaugmentation.

Det absolut vanligaste séttet som idag anvands for att paskynda nedbrytning av klorerade 16s-
ningsmedel &r mikrobiell reduktiv deklorering. Fullstdndig mikrobiell deklorering (dvs. att alla
kloratomer i de klorerade molekylerna &r ersatta med vate genom en mikrobiell process) har
numera visat sig vara mojlig i akvifarer med signifikanta volymer av grundvatten som innehal-
ler halter vid, eller néra, maximal l6slighet for de flesta klorerade etener (Lyon och Vogel,
2013). Bakterier kan inte bryta ned fri fas men de kan alltsa bryta ned foreningar som I6sts ut
fran den fria fasen och darefter foreligger med halter naraféroreningens effektiva loslighet. Det
indikerar att forstarkt sjalvrening av klorerade l6sningsmedel ar méjlig aven mycket néra fri
produktfas.

Som angetts i Kapitel 2 i huvuddokumentet bedéms forstarkta mikrobiella metoder for reduktiv
deklorering av klorerade 16sningsmedel ur tidsméssig synvinkel inte vara lampade om det finns
betydande hotspot i kontakt med akvifaren. Med “’tidsmédssig” menas att det kan ta lang tid (tio-
tals ar) for att na tillfredsstallande omfattning av fullstandig deklorering av fororeningarna. Be-
démning av om metodens saneringstid &r acceptabel behdver naturligtvis goras platsspecifikt. |
en sadan beddmning ingar dven mojliga atgardsalternativ for hotspot, bl.a. med syfte att pa-
skynda den totala saneringstiden. Om olika metoder véljs for olika delar av ett fororenat objekt
bor dessa valjas sa att de samverkar for att minimera den totala saneringstiden.
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3.2 Metodalternativ

| det foljande beskrivs de tva satt att forbattra/paskynda nedbrytningen av klorerade 16snings-
medel som vanligtvis associeras med forstarkt mikrobiell nedbrytning av klorerade I6sningsme-
del i fororenade akviférer. Dessa dr:

e Biostimulering
e Bioaugmentation

Dessa sétt kan anvandas i hela den foérorenade plymen. De tillampas vanligtvis med olika in situ
tekniker som aktivt injekterar, eller passivt tillfor, nedbrytningsstimulerande substanser och
I6sningar direkt i akvifaren. | slutet av kapitlet beskrivs ocksa kortfattat en speciell tillampning,
s.k. biobarriar, som vanligtvis begransas till akvifarer vid fastighetsgranser eller pa andra platser
dar man vill avbryta spridningen.

Detta kapitel fokuserar pa metodalternativ som ar kopplade till forstarkt/paskyndad mikrobiell
reduktiv deklorering, framfor allt metaboliskt baserade. Forstarkt/paskyndad cometabol reduktiv
deklorering nyttjas i princip inte som huvudmetod for klorerade etener. Orsaken ar framst att
reaktionerna gar avsevart langsammare dn motsvarande metabola reaktioner men aven att meta-
bola reaktioner &r lattare att styra och évervaka.

Som beskrivits i foregaende kapitel finns alternativa mojligheter att mikrobiellt cometaboliskt
attackera klorerade etener oxidativt samt lagklorerade etener metabolt oxidativt. Cometabol
oxidativ nedbrytning tas inte vidare upp hér eftersom metoden/angreppsattet har visat sig ge
problem. Orsaken ar dels att bildade produkter av féroreningarna kan kraftigt hAmma bakterie-
enzymen och dels att de metabola aktiviteterna kan orsaka alltfor kraftig bakterietillvaxt. Sadan
tillvaxt orsakar ofta igenséattning i akvifaren, inte minst kring injektionspunkterna.

Mikrobiell oxidativ metabol nedbrytning har goda forutsattningar att utvecklas till ett betydelse-
fullt metodalternativ for lagklorerade etener. Ny internationell kunskap visar pa mojligheter till
omfattande mikrobiell metabol oxidation av VC och cis-DCE, under férhallanden som tidigare
ansags enbart hogst marginellt kunna stodja sadan nedbrytning av dessa foreningar. Detta har
nyligen ront 6kat intresse, inte minst att alternativet kan ger mycket férdelaktig riskreducering
(inte minst vad géller minskad spridning av VVC). Detta géller bade naturlig mikrobiell och, via
biostimulering och/eller bioaugmentation, paskyndad mikrobiell oxidativ nedbrytning. Nyttjan-
det av forstarkt mikrobiellt metabolisk oxidativ nedbrytning av VC och cis-DCE i fullskala ar i
princip i sin linda men bedéms komma att 6ka, framfor allt i de langst nedstroms beldgna delar-
na av grundvattenplymer fororenade med lagklorerade etener. Metoden tas inte vidare upp har
men eventuellt tekniskt fullskalutférande kan i princip nyttja delar av hur biostimulering och
bioaugmentation utfors for reduktiv deklorering, dock med helt andra forutséttningar (oxidativa
istallet for reduktiva).

3.3 Biostimulering

Biostimulering, kopplad till reduktiv deklorering, innebér att den i akviféaren naturliga mikrobi-
ella potentialen for reduktiv deklorering forstérks genom tillsats in situ av en eller flera miljo-
vanliga fermenterbara livsmedelsgodké&nda amnen/produkter/kolkallor (t.ex. socker/melass/
vegetabilisk olja). De mikroorganismer som utfor fermentationen &r vanligtvis allméant fore-
kommande i akvifarer och behover séllan tillsattas. Fermentation av kolkéllan genererar det véte
som speciella mikroorganismer kraver for den reduktiva dekloreringen.

De mikroorganismer som deklorerar hogklorerade etener brukar finnas relativt frekvent i akvi-

farer och kan latt véxa till i nédvanliga koncentrationer efter en biostimulering. For deklorering
av lagklorerade etener (dikloreten — vinylklorid — eten) kravs daremot andra, betydligt mer
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sallsynta, mikroorganismer (samt andra kemiska forutsattningar sasom hogre vatehalter, lagre
redox etc.).

Begreppet biostimulering for mikrobiell deklorering av klorerade 16sningsmedel kan &ven inne-
fatta tillsats av amnen som rent kemiskt (abiotiskt) bildar vate i vatten samt kombinationer av
sadana amnen och fermenterbara kolkallor. Exempel pa sddana kombinerade produkter ar
emulsioner av kolkalla och nollvart jarn dar jarnet i vatten bildar véte och jarnjoner. Det noll-
vérda jarnet kan dartill sjalv utfora s.k. abiotisk deklorering (se Avsnitt 4.3.3 i huvuddokumen-
tet).

3.3.1 Fermentation

Fermentation ar mikrobiellt baserade anaeroba redoxprocesser. | sddana processer kan vate bil-
das. Vateproduktionen over tid ar beroende av vilken férening som fermenteras, vilka mikro-
organismer som &r involverade samt vilka produkter som bildas. Dessutom kraver vissa fer-
mentativa reaktioner att bildat vate direkt nyttjas och tas ut ur systemet, i annat fall kan den
fermentativa reaktionsprocessen avstanna (Mdiller, 2001). Vétet kan tas ur systemet genom t.ex.
att vissa bakterier nyttjar det for deklorering av klorerade 16sningsmedel.

Fermentation kan forenklat delas upp i upp till fyra huvudprocesser beroende pa vad som fer-
menteras. Olika grupper av mikroorganismer deltar i olika steg i fermentationsprocessen. Hu-
vudprocesserna kan delas in enligt foljande.

1/ Hydrolys

| detta forsta steg bryts stora molekylkedjor (proteiner, fetter, stora kolhydratmolekyler) ned av
anaeroba bakterier varvid det bildas enklare, mer 16sliga, molekyler (monomerer) i form av
fettsyror, aminosyror och enkla sockerarter. Detta sker med hjélp av enzymer som utséndras av
s.k. hydrolytiska mikroorganismer (Nordberg, 2006).

2/ Syrabildning

| syrabildningssteget arbetar acidogena, fermentativa mikroorganismer. De bryter ner de pro-
dukter som bildades i det forsta steget till mindre komplexa amnen, sasom flyktiga fettsyror
(t.ex. attiksyra, smorsyra, propionsyra, valeriansyra och kapronsyra) och alkoholer. Bland alla
de féreningar som kan bildas i detta andra steg ar det endast antingen attiksyra eller vatgas och
koldioxid som mikroorganismerna kan omvandla direkt till metan (steg 4 nedan). For dvriga
foreningar kravs ytterligare omvandlingssteg, bland annat det s.k. attiksyrabildningssteget
(tredje steget), innan potential foreligger att bilda metan (Nordberg, 2006).

| Figur 3.1 beskrivs molekylstrukturer hos nagra av de flyktiga fettsyror (VFA) som laboratorier
kan analysera i grundvattenprov.

Generellt anses halter ver 10-20 mg/l av nagon VFA vara énskvart for att genom fermentation
bilda tillrackligt med véte i ett omrade som aktivt genomgar mikrobiell reduktiv deklorering av
klorerade etener. Enligt US EPA (2015) betraktas halter signifikant 6ver 10 mg/l av propionsyra
och smorsyra som fordelaktigt for reduktiv deklorering. Franvaro av VFA kan indikera behov
av att tillsatta fermenterbar kolkélla.
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Figur 3.1 Strukturformler for nagra flyktiga fettsyror (VFA) som kan analyseras av svenska kommersiella
laboratorier.

| Figur 3.2 ges exempel pa tidsberoende haltutveckling i falt av nagra fettsyror som kan bildas
genom fermentation av tillsatta biostimulerande substrat/kolkéllor (i det aktuella fallet bl.a. me-
lass och mjolksyra/laktat). Noteras bor hur snabbt mjolksyran/laktat fermenteras (violett linje i
figuren). Detta substrat fermenteras snabbt nar det kommer i kontakt med de mikrobiella fer-
menterarna (mikroorganismer som kan utfora fermentation av lampliga substrat, t.ex. sock-
er/melass) som forekommer naturligt i marken. Vid fermentationen bildas vate och ju snabbare
denna produktion kommer igang, desto snabbare stodjer fermentationen den énskade deklore-
ringen.

Fettsyrori gv

—¢— Attiksyra (etansyra)

[~ Kapronsyra (hexansyra)

—#—Smobrsyra (butansyra)

== Mjlksyra (2-hydroxipropansyra)

—fli—Propionsyra (Propansyra)

—e—Valeriansyra (pentansyra)

—fi—3-Metylbutansyra

27-nod 25-feb 26-maj 24-aug 22-nov 20-feb

Figur 3.2 Haltutveckling i en grundvattenbrunn av vanliga flyktiga fettsyror (VFA) bildade genom fer-
mentation av bl.a. melass och mjélksyra/laktat som tillforts intill brunnen genom biostimulering. R6d
streckad linje: Tid for biostimulering. X-axeln motsvarar tid (Data frAn Branzén och Landell, 2017).

3/ Attiksyrabildning

| detta steg bryter acetogena bakterier ner de flyktiga fettsyrorna till ttiksyra, vatgas och koldi-
oxid. Detta steg sker bara under Iagt tryck av vatgas i processen (Nordberg, 2006). Detta innebar
att producerat véte maste forbrukas pa nagot satt for att processen ska uppratthallas (lagt vétgas-
tryck &r en forutsattning). Det kan ske t.ex. genom att vatet nyttjas mikrobiellt for reduktiv de-
klorering av klorerade foreningar och/eller av metanogena bakterier for produktion av metan
(metanogenesis). Mikrobiell reduktiv deklorering och metanogenesis kraver laga — mycket laga
redox (beroende pa reaktionsprocess) eftersom vanliga geokemiska elektronacceptorer (vanligt-
vis syre, nitrat, Fe3*, Mn**, sulfat) i olika grad konkurrerar om att konsumera vétet.
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4/ Metanbildning

Detta sista steg innefattar metanproduktion. Metanet bildas pa tva olika, vanligtvis samver-
kande, satt av tva olika grupper av strikt anaeroba metanogena bakterier (tillhér familjen
arkéer). | det forsta sattet (reaktion A/ nedan) bryts attiksyran, som bildas fran det andra och
tredje steget ovan, ned till metan och koldioxid. | denna reaktion sker ca 2/3 av den totala me-
tanproduktionen. | det andra sattet (reaktion B/ nedan), som vanligtvis sker nar &ttiksyran ar
forbrukad, omvandlas bildad koldioxid med véte till metan och vatten (Nordberg, 2006). Denna
konsumtion av véte konkurrerar med de mikroorganismer som kraver vate for att kunna deklo-
rera de klorerade etenerna.

A/ CH3COOH + metanogena bakterier — CH4 + CO. (aceticlastiska metanogener)
B/ CO; + 4H; + metanogena bakterier — 2H>O + CH, (hydrogenotrofa metanogener)

Det forsta séttet ovan (A/) ar inte helt beroende av tillgang pa attiksyra. Processen kan aven
under vissa forutsattningar ske med andra sma organiska molekyler som t.ex. format (myrsyra)
och metanol.

Med fermentation och produktion av bl.a. flyktiga fettsyror (VFA) féljer att pH sanks i grund-
vattnet. Detta kan ha avsevard negativ paverkan pa de deklorerande mikroorganismerna, inte
minst pa Dhc som bara kan vara aktiva inom ett begransat pH-intervall. Optimalt &r

6,5 < pH < 8,0. Behov av att tillsatta buffert kan da foreligga (se nasta avsnitt om pH-buffert).
Exempel pa hur pH kan forandras, med samtidig férandring av summahalt l6sta fettsyror
(VFA), ges i Figur 3.3.

Fettsyror och pH

100 -

- 6,8
c 6,6
6,4

—n

mmol/|
>W

— - 6,2
- 5,8
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0,1 —t
—=—pH - 5,4
£ 5,2
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Figur 3.3 Tidsberoende forandring av molbaserad totalhalt av analyserade fettsyror (VFA) och pH i prov
fran ett grundvattenror intill vilket grundvatten dar biostimulering har utforts. Vertikal rodstreckade linje: Tid
for biostimulering. (Data fran Branzén och Landell, 2017).

3.3.2 pH-buffert

Som namnts ovan kravs att pH ligger inom ett snévt intervall for optimal for fullstandig mikro-
biell reduktiv deklorering av klorerade etener. Akvifaren kan redan i undersokningsfasen ha
alltfor 1agt pH eller sa kan pH sankas kraftigt pa grund av fermentation av tillsatt kolkalla (pH-
sénkande fettsyror bildas) och/eller 6kad deklorering (som bildar saltsyra). I de flesta fall krévs
tillsats av buffert for att uppratthalla optimalt pH. Exempel pa buffert ar natriumbikarbonat.

Det finns idag datorprogram som kan berakna nddvandiga mangder och halter av buffert. Ett

sadant program & BUCHLORAC (BUffering of deCHLORinationACidity) (Robinson and Bar-
ry, 2009). Beskrivning ges i ESTCP (2010b; 2010c). Programmet, som kan laddas ned kost-
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nadsfritt fran Internet, &r Windowsbaserat och kan skapa en underlagsfil till det geokemiska
berakningsprogrammet PHREEQC (USGS, 2015b). Aven detta program kan laddas ned kost-
nadsfritt (InfoScience, 2015). Med hjélp av dessa program kan man fa en bra bild av vilka buf-
fertmangder som kravs vid tillsats av olika kolkallor. Det ar ocksa méjligt att gora en geokemisk
modellering av dekloreringsprocessen. P& webbsidan TBT (2012) finns nedladdningsbara do-
kument som kan vara till ytterligare stdd vid berdkningar av nddvandig bufferttillsats.

3.3.3 Val av substrat for produktion av elektrondonator

| detta avsnitt ges information om kolkallor/substrat som kan anvéandas for att biostimulera de-
klorering av klorerade I6sningsmedel samt stod for val av substrat, det senare bl.a. med hjélp av
programvara som berdaknar mangder och kostnader av enskilda kolkéllor, baserat pa platsspeci-
fika forhallanden. Substrat, eller kolkalla som det ibland kallas, ar nagon form av organisk fore-
ning som fermenteras nér det forts ner i akvifaren varvid vate bildas och l6ser sig i vattnet. Detta
véte &r en av flera viktiga faktorer med avgdrande roll for mojligheterna att reduktivt deklorera
klorerade l6sningsmedel. Dartill ges kort information om nollvart jarn (Fe°) i kombination med
substrat.

Vid val av substrat behdver flera faktorer beaktas t.ex. substratets Ioslighet, viskositet, livsme-
delskvalitet, enhetskostnad, injektionsfrekvens, mangd fermentativt producerad vate/enhet,
méngd buffert for att motverka alltfor lagt pH, tidigare erfarenheter etc. Typ av substrat, injekt-
ionsfrekvens, mangd, halt, bakterier etc. har inte enbart betydelse for den fermentativa produkt-
ionen av véte. Fermentationen kan aven generera metan och alltfér héga metanhalter kan utgéra
problem (Kapitel 7 i huvuddokumentet).

Olika substrat kan fermenteras med olika hastigheter, vilket paverkar mangden substrat som
behovs och med vilken frekvens det behdver tillsattas i akvifaren. Detta styrs ocksa av hur
snabbt substratet kan l6sa sig i vattnet. Vanligtvis galler att ju lagre 16slighet och ju hégre visko-
sitet substratet har, desto lAngsammare blir fermentationen, men desto mindre frekvent behéver
substratet tillséttas.

En foljd av langsam fermentation kan vara en storre tendens for substratet att sorberas till akvi-
farmatrisen vilket i sin tur ger svarigheter att distribuera ut det i akvifaren. En del substrat med
langsamt fermenterbart innehall brukar darfor besta av emulsioner med ytaktiva &mnen for att
underlatta distributionen. Dock kan sadana produkter ibland aterga i sin relativt svarlosliga form
bara nagra dagar efter de injekterats (US EPA, 2013).

En fordel med snabbfermenterande substrat ar att de snabbare kan ge tillrackligt hdga vétehalter
(for deklorering framst av VC). Det kan gora att atgardsmalen kan nas snabbare, jamfart med
langsammare substrat. En annan fordel med snabbfermenterande substrat &r att de vanligtvis har
hogre 16slighet. De kan da lattare distribueras i akvifaren. En nackdel &r att de kraver mer fre-
kvent injektion/tillsattning, dvs. mindre mangder vid flera tillfallen, jamfort med langsamt fer-
menterande som kan tillsattas med storre méngder vid férre tillfallen. Ju mer substrat som till-
sétts, desto storre potential for Okad bakterietillvaxt och alltfor mycket tillfort substrat kan leda
till igentdppning, s.k. kloggning, av flédesvégar och injektionsror, negativ pH-sankning etc. Det
kraver mer frekvent kontroll. Det kan ge hogre faltkostnader men & andra sidan ges da storre
utrymme for att justera/systemoptimera substrathalter, volymer och injektionsfrekvens.

Olika substrat kan ge upphov till tidsmé&ssigt varierande metanhalter och vatehalter. Med sub-
strat som fermenteras snabbt foljer att metanproduktion kan bli avsevért kraftigare initialt, jam-
fort med substrat som fermenteras mer langsamt. Substrat som fermenteras relativt langsamt
orsakar dock inte a priori lagre halter metan. Det kan ta langre tid innan de hdgsta metanhalter-
na uppkommer, jamfort med snabbfermenterade substrat, och halterna kan da i vissa fall till och
med bli hogre an for snabbfermenterade substrat. Det kan exempelvis bero pa att snabbfermen-
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terade substrat tillsatts i mindre mangder/per injektionstillfalle, jamfort med Iangsamt fermente-
rade substrat.

Om man utgar fran en bestdmd molmangd av kolkalla sa kommer snabbfermenterade kolkallor
att generera mer véte per tidsenhet an langsamt fermenterade. De forra tar dock alltsa slut for-
tare vilket innebar att man kan behdva tillsatta oftare och i mindre mangd per gang av de snabb-
fermenterade kolkallorna, jamfort med de langsammare. Det finns ett optimalt haltintervall av
vate for varje dekloreringssteg. Som anges i foregaende kapitel, Tabell 2,4, anses Gvre gransen
for optimal, fullstdndig, deklorering av klorerade etener ligga vid 24 nanomol 16st véte/liter
vatten.

Infor val av substrat och berékning av platsspecifikt mangdbehov kan stod fas av beraknings-
program. Exempel pa sddana &r ’Substrate Design Tool” och ”Emulsion Substrate Tool”, som
bada finns tillgangliga kostnadsfritt pa Internet. Det senare ar mer fokuserat pa emulsifierade
oljor. Bada ar excelbaserade berakningsverktyg. Berdakningsprogrammen med manual kan kost-
nadsfritt laddas ned fran US EPA/US DOE (SERDP/ESTCP, 2015 resp. SERDP/ESTCP, 2013).
Ytterligare information kan fas i ESTCP (2010c). Kompletterande generell information om
langsamma kolkallor ges i AFCEE (2007).

| Tabell 3.1 listas de biostimulerande &mnen/substrat/kolkéllor som idag vanligtvis anvands
internationellt for att paskynda reduktiv dekorering. I tabellen ges framst substrat som biotiskt
(via fermentation) bildar nddvandigt vate. | tabellen ges ocksa kombinationer av substrat och
nollvart jarn som genererar vatet bade biologiskt (biotiskt) och kemiskt (abiotiskt). I Simon
(2015) och Bardos et al. (2015) ges exempel pa namn pa kommersiella produkter som kombine-
rar biotisk — abiotisk stimulering. | ndmnda tabell ges dartill bl.a. indikativa priser for ett antal
olika substrat och bedémning av hur lange de bedéms kunna ge, via sin fermentering, nédvan-
digt véte till den reduktiva dekloreringen.

Med koppling till Tabell 3.1 kan tillaggas att det idag finns nya kommersiella produkter innehal-
lande bl.a. organismer som kan minska problemet med metanproduktion (problem med metan,
se avsnitt 7.5 i huvuddokumentet) i bl.a. grundvatten, utan till synes ndgon hamning av de
mikroorganismer som utfér deklorering av kloretener (Mueller et al., 2014).

| Figur 4.2 i huvuddokumentet beskrivs hur nollvart jarn (Fe) kan generera véte i vatten varvid
jarnet dvergar till Fe?*. Detta vate kan sedan nyttjas av mikroorganismer for att deklorera klore-
rade etener. Dartill framgar av namnda figur, samt i dess efterfoljare Figur 4.3, att Fe® och Fe?*
kan generera abiotisk deklorering och att reduktion av Fe3* med vate kan ge Fe?*. Denna redukt-
ion undandrar dock vatets mgjlighet att alternativt nyttjats vid eventuell mikrobiell deklorering.

I Alingsasprojektet (Branzén och Landell, 2017) anvandes bl.a. EHC™ (Adventus Inc.), besta-
ende av finkornigt Fe® och kolkalla/substrat (Tabell 3.1). Dess huvudsakliga uppgift var att rela-
tivt snabbt sdnka redox i det vatten som sedermera nyttjades for att tillreda ratt koncentrationer
av vatskeblandningar som skulle injekteras in situ. Kostnaden var (ar 2012) ca 130 SEK/kg
EHC™, jamfort med ca 30 SEK/kg for alternativa substratet melass. Eftersom EHC™ &r en
blandning av Fe® och kolkalla kan man formoda att enbart nollvart jarn kostar minst lika mycket
per kg som EHC™. Vidare kan, teoretiskt sett, 1 gram Fe® generera 0,036 gram H,. | ovan
namnda excelbaserade berakningsprogram for substratbehov fas att lattloslig melass vid full-
standig fermentation kan ge 0,024-0,045 gram Hz/gram melass (variationen beror bl.a. pa ande-
len fruktos). Det indikerar att Fe® och lattl6sliga fermenterande substrat har ungefar samma va-
tebildande potential, varvid jarnet da far en kostnadsnackdel. En annan nackdel med jarnet ar att
man i samband med injektion in situ kan fa samre spridning i jordmatrisen, jamfort med lattlos-
liga substrat, vilket kan leda till en mer begransad kontakt mellan j&rnet och férorening. Emel-
lertid, nollvart jarn kan eventuellt ge en snabbare, och on site enklare, redoxsénkning an fermen-
terbara substrat, vilket &r en fordel vid sankning av redox i vatten som anvénds for tillredning av
vétskor som ska injekteras.
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Tabell 3.1 Information om substrat for fullskalig biostimulering genom reduktiv deklorering av klorerade
I6sningsmedel (ESTCP, 2010c; AFCEE, 2004; Keijzer et al., 2012; US EPA, 2015).

Substrat

Enhets-
pris,
SEK/kg

Form /
malhalt
5/

Substrat med hogre I6slighet 2/

Metanol
Etanol

Na-/K-laktat

Propionat,
butyrat

Vassle

Melass /
Prot-
amylass 1/

Sirap

1

<5

20-50

40-60

5-10

5-10

Ldsning/
50-300
L&sning/
50-300
Ldsning/
50-300
L&sning/
50-300

Lésning/
50-500

Ldsning/
50-500

Lésning/
50-500

Substrat med lagre I6slighet 3/

3DMe

HRC®-
produkter

Emulsi-
fierade
oljor

4/

Vegetabila
oljor

Fe®+
organiska
substrat
Olje-
emulsion
+ Fe°

Humus-
syror

Kompost

Kitin

Vatgas

1/ Protamylass biprodukt vid produktion av starkelse.

> 100

> 100

40-60

5-10

>50

>100

10-20

<5

<5

15-30
SEK/m?®

Slurry /
100-500

Slurry /
100-500

Slurry /
100-500

Slurry /
100-500

Slurry /
100-500

Slurry /
100-500

Slurry

Fast /
100-1000

Fast/
100-500

Gas

Livs-
langd

Dagar
Dagar
Veckor

Veckor

Méanader

Veckor

Veckor

2-3 ar

0,5-2 ar

0,5-2 ar

1-2 ar

Timmar-
dagar

Inter-
nationell

erfarenhet

Moderat
Moderat
Moderat
Lag
Lag
Hog

Moderat

Hog

Hog

Moderat —
Hog

Lag

Moderat

Moderat

Lag

Lag

Lag

Lag

Kommentar 6vrigt

Hoga halter ar mikrobiellt toxiska. Injekterad
|6sning utspadd till 3-30 vikt-%.

Hoga halter ar mikrobiellt toxiska. Injekterad
|6sning utspadd till 3-30 vikt-%.

Erfarenhet hog vid bioaug med Dhc. Injekterad
|6sning utspadd till 3-30 vikt-%.

Liten erfarenhet. Aven fermentationsprodukt.
Injekterad 16sning utspadd till 3-30 vikt-%.

Billig avfallsprodukt. Alt 1: Puder: Loses i vatten:
Alt 2: Farsk vassle: Viskos vatska, egenskaper
som emulsioner och oljor.

Innehaller naringsamnen. | vissa produkter kan
finnas metaller eller vaxtbekampningsmedel.
Injekterad 16sning utspadd till 1-10 vikt-%.

Glukos-/majssirap (hog fruktoshalt) etc. Injekte-
rad l6sning utspadd till 1-10 vikt-%.

Vatska, lag viskositet, komplex mix av bl.a.
mjolksyra, polylaktat och fettsyror esterifierade
till en kolbaserad molekylkarna av glycerin.

Slurry eller fast produkt (6-18 kg/vertikal m).
Effekt HRC® 9-18 méan., HRC-X® 3-4 &r. Tryck-
begransat i djup, alt. spec. prep. (uppvarmning,
tryckejektering med glycerin etc.)

T.ex. Newman Zone®. Emulsion underlattar
spridning. Hoga substrathalter kan minska hydr.
kond. => spada => kortare livslangd. % vatska i
slurry produktspecifikt samt funktion av % emul-
gering + ytaktivt amne.

Svéra att sprida in situ. Injekterad 16sning 5-15
vol-% olja i vatten.

Vanligast ar EHC® (finpartiklar i form av integre-
rade kolfibrer och Fe0 partiklar). Kan anvandas
for bl.a. redoxséankning.

NASA-patent. Fe° + olja i vatten emulsion.
Nollvarda jarnet &r framst nanojarn.

Minimalt produktutbud. Halt syror oklar.

Kan anvandas i diken, biobarriarer, aterfylinad
efter grav, yttackn. Fardig fast mix att tillsatta
bestar av sand med 20-60 vol-% kompost.

Avfall skaldjursind. Teknik+effektivitet oklar.
Pulver+vatten: (viskos) slurry. Ev. hotspot,
biobarriar, diken.

Teknik+effektivitet oklar. Ev. hotspot, biobarriar,
biosparging, membran, recirkulering 16st i vat-
ten. Pulserande tillforsel.

2/ For "Substrat med hogre loslighet” géller: Kan anvindas i alla delar av akvifiren, inkl. i killa. Direkt injektering
eller i recirkulationsbrunnar. Potentiellt hdg mobilitet hos substraten kan tillata storre avstand mellan injektions-
punkter, relativt "Substrat med ldgre loslighet . Fettsyrorna + alkoholerna kan behéva tillsdittas kontinuerligt under

timmar-dagar.

3/ "Substrat med ligre loslighet” krdver max 1,5-4,5 m mellan injektionspunkterna.

4/ Oljorna ar vegetabiliska. Produkterna innehaller enbart oljeemulsioner eller mix med andra substrat, t.ex.: New-
man Zone, EOS 598, SRS, Lactoil, CAP-18.
5/ Form: Form som produkten appliceras in situ. Malhalt: Halt i milligram/liter som ska uppnas i akvifaren. Undan-
tag for "Kompost” ddr enheten dr mg TOC/liter. Fér “Viitgas” géller 100 % ren vitgas eller mix med kvivgas. OBS!
Hdg explosionsrisk med syre.
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Det finns olika in situ metoder som kan leverera substrat till férorenade akvifarer. Beroende pa i
vilken form substratet ar sa kan det tillforas med 1/ sonder som trycks ned i marken, 2/ i perma-
nenta injektionsrdr, 3/ i grundvattenrér som anvands for recirkulation, 4/ via infiltrationssystem
eller i 5/ gravda diken eller gropar.

Injektion med sonder (“direct push” med t.ex. Geoprobe®) kan vanligtvis utféras i okonsolide-
rade jordlager ned till ca 15 m u my och anses mest lampat for pumpbara substrat som har
langre livslangder (slurry, Tabell 3.1). Om injektion av substrat i denna form istallet gors i
brunnar &r det viktigt att brunnarna tatas tillrackligt bra for att motsta metodens applicerade
tryck sa att substratet endast blir levererat till den eller de nivaer som har valts.

Permanenta injektionsror anvands for periodisk tillforsel av substrat med kortare livslangder
(I6sningar, Tabell 3.1) samt da tillforsel skall ske i jordlager, eller pa djup, som sondinjektion
inte klarar. Injektionsréren kan vara konstruerade enbart for andamalet (t.ex. vertikala djupa ror
i plym eller horisontella rér placerade pa lampligt djup under byggnader) eller tidigare anvanda
kontrollror eller extraktionsror. Om substratet tillsatts i dessa rér under tryck sa maste rérkon-
struktionen vara sa robust att den klarar att leverera substratet enbart till forbestamt verti-
kalt/horisontellt omrade (dvs. substratet far inte ta annan vag an avsedd). | Tabell 3.2 ges sétt att
leverera olika typer av substrat, givna i Tabell 3.1, for biostimulering av mikrobiell deklorering
av klorerade alifater.

Tabell 3.2 Olika satt att leverera substrat for forstarkt mikrobiell nedbrytning av férorening (AFCEE, 2004).

Substrattyp

Ldsningar /
Substrat med
hogre l6slighet
(t.ex. laktat,
melass).

Slurry / Substrat
med lagre 16slig-
het (t.ex. emulsi-
fierade oljor,
HRC®).

Fasta substrat
(kompost, kitin).

Vatgas.
Metoden ar pa
experiment-
stadiet.

Kéallomrade

Periodiska injektioner i
kallan. Vid behov recirku-
lation i ror placerade
6ver hela kallomradet.

Enstaka (nagon/nagra),
ej frekventa, injektioner i
kéllan (kan vara endast
en gang for vegetabiliska
oljor)

Tillforsel en gang eller ev
ytterligare ndgon gang
(t.ex. placering i kéllzon
efter uppgréavning)

Pulserade injektioner i
grundvattnet, i form av
biosparging.

Plym

Periodiska injektioner i punkter
ordnade som rutnat eller som
linjer. Vid behov, storskalig
recirkulation (extraktion, nagon
form av behandling ovan mark
med efterfljande injektion)

Enstaka (nagon/nagra), €j fre-
kventa, injektioner i punkter
ordnade som rutnat eller som
linjer.

Ar inte lampligt for stora plymer.

For dvriga plymer: Kan eventu-
ellt finnas potential tillsammans
med kombination av bade be-
handling av kélla och multipla
biobarriarer.

Kontinuerlig — semikontinuerlig
biosparging. Konfiguration av
placeringen oklar. Ar sannolikt
inte lampligt for storre plymer.

Biobarriar

Periodiska injektioner i punkter
placerade i en eller flera linjer
vinkelrata mot plymriktningen.
Placering av linjerna sinsemellan
som funktion av bl.a. substratdrif-
ten.

Enstaka (nagon/nagra), €j fre-
kventa, injektioner i punkter
placerade i en eller flera linjer
vinkelréata mot plymriktningen.
Placering av linjerna sinsemellan
som funktion av bl.a. substratdrif-
ten.

Tillférsel en gang (ev. ytterligare
nagon gang) i en eller flera linjara
diken placerade vinkelrat mot
plymriktningen.

Kontinuerlig — semikontinuerlig
biosparging i linjer vinkelrata mot
plymriktningen

Placering av injektionspunkter eller ror designas sa att det injekterade substratet kan spridas i
tillfredstallande omfattning mellan punkterna. For varje punkt géller da en viss influensradie
(RO, Radius of Influence). | Tabell 3.3 ges teoretiska exempel pa volymer av fullt upplosta
substrat som kravs for att na olika ROI i en akvifar med 30 % porositet och dar substratet ska
tillforas i olika (vertikala) injektionsintervall.
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Tabell 3.3 Exempel pa hur olika influensradier vid olika injektionsscenarion paverkar substratvolymer,
nodvandiga for att na givna radier (AFCEE, 2004).

Influensradie (ROI), Akviféarens effektiva Injektionsintervall, Substratvolym for att na given
meter porositet, % vertikalt, meter ROI, kubikmeter
15 25 3 5,3
3 25 3 21,2
7,5 25 3 133
15 25 3 530
15 25 6 1060

Angivna substratvolymer i Tabell 3.3 baseras pa de teoretiska influensradier som kan uppnas
med vattenldsning av substrat vid den ideala forutsattningen att innehallet i vétskan sprids pa ett
radiellt enhetligt satt. Sadana forhallanden ar sallsynta. Darmed har berakning av substratvoly-
merna inte tagit hénsyn till platsspecifika heterogeniteter i marken som gor att substrathalterna,
och darmed ocksa halten av 16st vate (fementativt producerad), varierar 6ver akvifarvolymen
definierad av aktuellt ROI. Darfor brukar berdkningar inkludera sakerhetsfaktorer for detta. Det
ar inte minst betydelsefullt for I6sningar innehallande lattfermenterade substrat (t.ex. laktat,
melass) eftersom de kan ha potential att fullstandigt fermenteras innan de nar yttre delen av
ROI. Exemplen i Tabell 3.3 ar givna endast for att fa en uppfattning av volymer. Dértill kan
vertikalt injektionsintervall om 3 m i djupled behdva vara platsspecifikt betydligt kortare.

En betydande aspekt vad galler stora substratvolymer i Tabell 3.3 &r att de kan fa delar av den
fororenade volymen att undantrangas/spridas till andra omraden som ligger i anslutning till in-
jektionsomradet. Det tryck med vilket substratet tillsatts kan har spela en viktig roll. | vissa fall
minskar man tillsatt volym men okar substrathalten och forlitar sig pa naturlig advektion (trans-
port med porvattnet/pluggfléde; AU, 2016) och dispersion (transport orsakad bl.a. av variation i
hastigheter mellan olika porer; AU, 2016). Aven diffusion (spridning orsakad av olika koncent-
rationsgradienter; AU, 2016) anses kunna spela en viktig roll for spridningen, speciellt i lag-
permeabla akvifarer for substrat som har langlivade egenskaper. Sadana substrat har dock lagre
I6slighet, Tabell 3.1, vilket kan ge langsammare produktion av véte och darmed Iangsammare
nedbrytning av de klorerade etenerna (4n de som har hogre 16slighet, Tabell 3.1). De behtver
emellertid inte injekteras sa ofta (eftersom de har langre aktiv livslangd). Om substrathalten
Okas kan det orsaka lokalt 6kad bakteriell tillvéxt och igentappning av flodesvagar. Denna effekt
blir stérre ju mer lattfermenterat substratet ar.

Man brukar ibland ange som tumregel att injektion av en volym som ar mindre dn 10% av den
volym av akvifaren som ska behandlas, genererar acceptabelt 1aga undantrangningsvolymer.
Men detta krdver att akvifaren kan klara av ganska hdga naturliga massfléden och spridningar
for att substratet ska hinna na yttre ROl innan det i alltfor hog grad har fermenterats (AFCEE,
2004). Det innebar sammantaget att det kan vara svart att undvika undantrangning med lésning-
ar av enbart lattfermenterade substrat.

En annan viktig aspekt nér det galler stora substratvolymer &r att ju storre akvifarvolym som ska
behandlas, desto storre betydelse far val av substrat vad géller dess kostnad och féltkostnaden
for substratets injektion (antal injektioner). Detta kan resultera i att man valjer substrat med
lagre loslighet (slurry, Tabell 3.1) och langsammare fermentation, men resultatet kan da bli
langre saneringstid. Slurrybaserade substrat har vanligtvis langsammare fermentation och kan
da tillsattas med mindre volymer som innehaller hogre koncentrationer av fermenterbart materi-
al.

Om dessa mindre volymer ska kunna nd samma ROI som storre volymer i Tabell 3.3 sa kravs
att man forlitar sig pa att den naturliga advektionen och dispersionen &r hog. Detta angreppsatt
&r mindre lyckat om akvifaren &r heterogen med mgjligheter for substratet att frimst transporte-
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ras langs enstaka flodesvagar med relativt hog permeabilitet. Det ger dalig homogen naturlig
spridning, forutsatt att inte substratet har mycket god formaga att diffundera.

Otillfredsstallande, dalig, spridning kan motverkas genom tatare satta injektionspunkter (men
medger dkade kostnader) som foljd.

Sammantaget véljs vanligtvis langsamt fermenterande, dyrare, substrat (vanligtvis slurrybase-
rade) till lagpermeabla, lagflodesakvifarer medan vattenlosningar av lattfermenterade, billigare,
substrat valjs till hégpermeabla akvifarer. Det senare kraver mer frekventa injektioner for att
uppratthalla tillrackligt omfattande fermentation.

3.3.4 Exempel pa kemiskt — mikrobiellt utfall

| Tabell 3.4 och Figur 3.4 ges exempel pa faltresultat fran analys av grundvattenprov tagna i
samma provpunkt dels strax fore biostimulering, dels fjorton manader efter biostimulering.
Biostimuleringen utfordes i kluster 1-3 m uppstroms enskilda provpunkter under nagra dagar
genom injektioner med blandning av Newman Zone® och melass. Prov av grundvattnet togs vid
ett flertal tillfallen efter stimuleringen.

Tabell 3.4 Mikrobiell analys av vattenprov tagna i samma provpunkt dels en vecka fore biostimulering,
dels fjorton manader efter biostimulering (Data fran Branzén och Landell, 2017).

En vecka fore Fjorton manader efter

AT St biostimulering biostimulering
KEMISKT

PCE pg/l 1650 25

TCE pg/l 765 25
cis-DCE pg/l 1860 1860
trans-DCE po/l 9 10

VC pg/l u.d. u.d.
Eten pg/l u.d. 1
Dekloreringsgrad (DKG) % 32 50
MIKROBIELLT, detektionsgrans antal/ml 6,7 < 10* 3,3-10"
Totala bakterier celler/ml 5,0+ 10° 7,5+ 10°
Jarnreducerande bakterier (Geobacter spp.) celler/ml 1,5+10° 3,610°
Deklorerande bakterier

Dehalococcoides spp. (Dhc) celler/ml u.d. u.d.
Dehalobacter restrictus celler/ml u.d. 3,9+10*
Dehalobacter sp. strain TCA1 celler/ml u.d. u.d.
Desulfuromonas spp. celler/ml u.d. u.d.
Funktionella gener

tceA (TCE reduktiv dehalogenas) DNA-kopior/ml u.d. u.d.
vcrA (VC reduktas) + bvcA (VC reduktas) DNA-kopior/ml u.d. u.d.
dsrA (sulfit reduktas) + dsrB (sulfit reduktas) DNA-kopior/ml u.d. 3,2+10°
mcrA (metyl coenzym M reduktas) DNA-kopior/ml u.d. 4,2 +10%

u.d. = Under detektionsgréns.
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Dekloreringsgraden (DKG; se Kapitel 5 i huvuddokumentet) i exemplifierad punkt var initialt
32 % och hade legat kring detta varde ett flertal ar dessforinnan i det narliggande omradet kring
punkten. Fore biostimuleringen fanns varken Dhc eller funktionella gener som kan kopplas till
potential att deklorera klorerade etener i den aktuella punkten. Inte heller fanns fermenterbart
substrat.

Fjorton manader efter biostimuleringen var halterna av Dhc och de funktionella generna fortfa-
rande under rapporteringsgrans. Daremot uppvisade proverna en tydligt 6kad deklorering av
bade PCE och TCE med bdrjan ca 5 manader efter biostimuleringen, vilket indikerar flera ma-
naders lagfastid (tiden for bakteriens fordrojningsfas, dvs. den tid som bakterien behdéver for
tillvaxt och att komma igang med signifikant nedbrytning). Men ingen signifikant deklorering
av bildade lagklorerade etener erholls, vilket resulterande i stallning vid cis-DCE (DKG 50 %)
under de 15 manaderna fram till bioaugmentation, Figur 3.4 och Figur 3.6

Informationen i Figur 3.4 galler med start strax fore biostimuleringen. De detekterade halterna
av PCE, TCE och cis-DCE var da ungefar desamma som de varit under ett flertal ar fore biosti-
muleringen i narliggande omrade. Men i och med biostimuleringen skedde en avsevérd okning
av antalet Dehalobacter restictus, samtidigt som dekloreringen av PCE och TCE tog fart. Detta
resulterande i markant 6kad halt av cis-DCE, fram till dess att halterna av PCE och TCE blivit
sa laga att ytterligare signifikant produktion av cis-DCE inte var méjlig. Darefter forandrades
inte ndmnvart den relativt hdga halten cis-DCE. Under hela den tid som enbart innefattade bi-
ostimulering var halten VC och halten Dhc lagre eller néra rapporteringsgransen.

Kemisk - mikrobiell relation
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Figur 3.4 Relation mellan halter av PCE, TCE och cis-DCE samt av Dehalobacter restrictus som &r kand
att deklorera hogklorerade etener. Halter av Dhc 1&g under rapporteringsgrans under hela férloppet (redo-
visas ej i figuren). Rod vertikal linje: Tid for biostimulering. Alla ofyllda punkter motsvarar varden under
respektive rapporteringsgrans. (Data frdn Branzén och Landell, 2017).

| akvifarer finns normalt stor variation av mikroorganismer som kan utfora reduktiv deklorering
av hogklorerade etener, bl.a. Dehalobacter. Figur 3.4 indikerar att Dehalobacter restrictus hade
en viktig roll vid produktion av cis-DCE. Dehalobacter kan dock inte utféra den 6nskade fort-
satta dekloreringen av cis-DCE. Det &r, som tidigare ndmnts, endast vissa stammar av Dhc med
speciella gener som kan utféra deklorering av cis-DCE till VC och vidare till eten. Resultaten
visar att dekloreringen avstannade vid cis-DCE vilket ar typexempel pa stallning. Orsaken var
sannolikt franvaro av de speciella stammarna av Dhc. Resultaten visar tydligt att behov av en
efterfoljande bioaugmentation forelag.
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3.4 Bioaugmentation

Bioaugmentation innefattar tillsats av biologiskt aktivt material som kan bryta ned fGroreningen.
Det bestar vanligtvis av en utvald hogkoncentrerad aktiv naturlig bakteriekultur vars naturliga
enzymer kan utfora énskad nedbrytning. Det bioaktiva materialet kan &ven innefatta i naturen
befintliga svampar (fungi) med l&mpliga enzymer, eller enbart de naturliga enzymerna som
sadana, samt ibland &ven @mnen som stodjer de enzymatiska aktiviteterna (t.ex. vitamin B12).
Dartill tillsatts som regel aven nagon utvald livsmedelsgodkand kolkalla/elektrondonator for att
generera lampliga mikrobiella betingelser. Tillsats av kolkalla ar i princip en form av biostimu-
lering men vald donator &r ofta en annan, och halt och méngd mindre, &n vid en géngse biosti-
mulering. Mangden ar endast till for att hjalpa de tillsatta mikroorganismerna att komma igang.
Dessutom forutsatts att biostimulering utforts tidigare och att det darifran finns tillrackligt med
fermenterbart substrat kvar i akvifaren for nédvandig produktion av véte till den fullstdndiga
dekloreringen. | annat fall far man 6vervaga att tillsatta storre mangd substrat.

Bioaugmentation utfors for att paskynda den mikrobiella nedbrytningen av fororening. Behovet
kan vara orsakat av att foregaende biostimulering (Avsnitt 3.3) inte resulterat i tillrackligt hoga
koncentrationer av mikroorganismer med nédvéndiga aktiva gener for den 6nskade nedbryt-
ningen. Om dessa organismer och gener detekteras fore biostimuleringen men i alltfor laga hal-
ter, samt om det inte finns krav pa att uppna sa kort saneringstid som mojligt, kan man vanta
1-3 &r) med beslut om bioaugmentation. Beslutet baseras da pa det mikrobiella utfallet av flera
grundvattenprov (eller andra provtagningssatt/medier som avspeglar mikrobiologin i akvifaren).
Dartill krdvs att den utférda biostimuleringen har resulterat i tydlig fermentation, som indikerats
med vattenanalys av flyktiga fettsyror (VFA). | annat fall far 6vervégas att utféra en inledande
bioaugmentation med fermentationsbakterier. En samtidig tillsats av deklorerande mikroorgan-
ismer kan da med fordel goras.

Om ddremot sa kort saneringstid som mojligt dr avgorande utfors bioaugmentationen i samband
med biostimuleringen. Den tillférda produkten av mikroorganismer véljs da med fordel som
innehaller ett konsortium av bade fermenterande och deklorerande mikroorganismer (i det se-
nare maste inga bl.a. Dhc med aktiva, nédvandiga, gener). Det ar dven hér viktigt att kontrollera
att fermentationen kommer igang snabbt.

Vid bioaugmentation for reduktiv deklorering av klorerade alifater tillfors kulturen normalt in
situ, antingen via injektion direkt i marken/akvifaren eller via, i for andamalet anlagda,
ror/brunnar. Mer sallsynt &r tillsats ex situ, som da utfors i behallare/bioreaktorer kopplade till
ett tillslutet (anaerobt) recirkulerande in situ system.

3.4.1 Bakteriekulturer

Vid bioaugmentation i kloretenférorenade akvifarer innehaller den tillsatta bakteriekulturen
framfor allt Dhc med aktiva gener som producerar enzym med vilka lagklorerade etener kan
dekloreras. Kulturen kan &ven innehalla andra mikroorganismer som kan deklorera hogklore-
rade etener samt mikroorganismer som kan utfora fermentation av i akvifaren befintligt, eller
samtidigt tillsatt, substrat. De tillsatta mikroorganismerna skall alltid ha naturligt ursprung. De
speciella mikroorganismerna kommer fran akvifarer som uppvisat fullstandig mikrobiell ned-
brytning av fororeningar bestdende av likadana molekyler som i det aktuella fallet.

| Tabell 5.1 i huvuddokumentet ges tabellerade haltnivaer av Dhc, kopplade till olika bedom-
ningar. Dar anges tva alternativa haltintervall av genkopior som bada motsvarar "Mattlig halt av
Dhc”, dels 10* - 10° genkopior (celler)/liter och dels 10* - <107 genkopior (celler)/liter. I littera-
turen anges vanligtvis att évre gransen for denna tolkning ar 10° genkopior (celler) av Dhc/liter.
Emellertid har Lu et al. (2006) foreslagit <107 genkopior (celler)/liter som 6vre gréans for denna
tolkning som nu ocksa har anammats av amerikanskt kommersiellt genanalyserande laborato-
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rium (M, 2015f). | samma tabell anges intervall for hdg halt av Dhc. | litteraturen anges ibland
att >106 celler/liter av Dhc kravs for effektiv deklorering av lagklorerade etener. Emellertid, Lu
et al. (2006) har foreslagit att minst 107 celler/I av Dhc bor séttas som grans for att sakerstalla
fullstandig deklorering. Enligt Stroo et al. (2013) har denna grans darefter foreslagits i flertal
artiklar. Lu et al. (2009) fann att fullstandig deklorering till eten endast skedde i ett flertal foro-
renade akvifarer da halterna av Dhc var minst 107 celler/l. Denna sistnamnda haltgrans har nu
anammats av amerikanskt kommersiellt genanalyserande laboratorium som ocksa anger att hal-
ter under 107 genkopior (celler)/liter av Dhc kan innebéra att saneringsmal inte nds inom accep-
tabel tid (MI, 2015f).

Dessa angivna haltgrénser, samt givna haltgranser av vcrA + bvcA i Tabell 5.2 i huvuddoku-
mentet, kan jamféras med vad som nyligen erfarits i Alingsasprojektet (Branzén och Landell,
2017). | de tva provpunkter som i Alingsas var paverkade av bioaugmentation, och som resulte-
rade i avsevard deklorering av lagklorerade etener till eten, detekterades Dhc i grundvattenprov,
i halter i intervallet 4¢107-3108 celler/liter av Dhc. Proverna togs 3-7 manader efter bioaug-
mentation. Inom detta tidsintervall detekterades i samma grundvattenprov summan av generna
vcrA + bvcA (bada kopplas till VC deklorering, se Tabell 2.3 i Kapitel 2) med halter i intervallet
2:107-2+108 genkopior/liter (se Tabell 3.5, Avsnitt 3.4.3). Detta, sammantaget med kemanalyser
av ursprungsférorening och férvantat bildade nedbrytningsprodukter, gav en hég sannolikhet att
VC mikrobiellt deklorerades.

De mikrobiella halterna i namnda Alingsasprojekt baserades pa DNA-analyser eftersom trans-
porttiden till internationellt laboratorium inte medgav relevant analys via RNA. Resultaten gav
anda en sammantagen saker indikation pa att det férelag hog mikrobiell potential for 6nskad
fullstdndig deklorering av de klorerade etenerna. Underlaget kompletterades med isotopanalyser
som gav 100 %-iga bevis pa vad som indikerats, dvs. att fullstiandig mikrobiell deklorering
skedde samt att den var signifikant.

Kommersiella mikrobiella produkter, avsedda for bioaugmentation, innehaller vanligtvis bland-
ningar av Dhc och andra naturliga bakterier som sammantaget ar specialiserade pa att deklorera
klorerade etener, t.ex. KB-1® (innehaller framst Dhc och Geobacter). | en del fall bestar forore-
ningsmixen av bade klorerade etener och klorerade etaner. | sadana fall racker det inte med att
nyttja bakterieprodukter som fokuserar pa endast klorerade etener. Exempelvis, deklorering av
1,1,2-trikloretan (1,1,2-TCA) kraver speciella stammar som kan samspela, sasom dels vissa
stammar av Dehalobacter (Dhb) som dehaloeliminerar denna férening till VC och dels vissa
stammar av Dhc som deklorerar VC till eten. | sadant fall kan produkten KB-1® behdva kombi-
neras med annan kommersiell produkt som innehar rétt stam av Dhb. Det kan vara betydelse-
fullt att valja ratt stammar; en del stammar av Dhb kan deklorera 1,1,1-TCA till kloretan (CA)
medan andra stammar av Dhb kan dehaloeliminera 1,1,2-TCA till VC.

Visserligen &r det betydligt vanligare att Dhb finns i akvifarer fororenade med klorerade 16s-
ningsmedel, jamfort med av Dhc, men halterna av ratta stammar av Dhb ar ofta alltfor l1aga,
speciellt av den stam av Dhb som é&r bra pa att deklorera 1,1,2-TCA. Bioaugmentationen beho-
ver da utféras med blandningar av produkter som resulterar i sammantaget innehall av nodvan-
diga stammar av bade Dhb och Dhc (Hug et al., 2013b). Om féroreningen bestar av kloretener
och 1,2-DCA sa ar dock KB-1® tillracklig (Waller, 2009).

Mikrobiell nedbrytning av bade klorerade etener och klorerade etaner kan ibland ga langsamt,
fastdn man bioaugmenterat med blandningar av kommersiella produkter. Det kan t.ex. bero pa
att mikroorganismerna i de enskilda produkterna inte samarbetar optimalt ndr de sammanfors.
Det kan ocksa bero pa att delar i sjalva féroreningsmixen hammar delar av den mikrobiella
blandningens nedbrytande aktiviteter. Det ar da viktigt att diskutera med leverantorer vilka halt-
kombinationer av deras olika mikrobiella produkter som ger bést platsspecifik nedbrytningsef-
fekt.
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Exempel pa namnda hamningar &r att reduktiv deklorering av TCE till eten med Dhc kan mot-
verkas av hoga halter av 1,1,1-TCA. Dartill kan deklorering av 1,1,1-TCA med Dhb motverkas
av narvaro av klorerade etener. Men med ratt blandning av utvalda mikrobiella produkter sa kan
de olika mikroorganismerna i blandningen stddja den totala dekloreringen, dvs. om man lyckas
att med Dhc minska halterna av klorerade etener sa minskar det den negativa paverkan pa Dhb
att deklorera 1,1,1-TCA, och vise versa (Hug et al., 2013b).

En betydelsefull parameter i detta sasmmanhang kan vara innehallet i det biostimulerande, fer-
menterbara, substratet. Olika kolkallor kan paverka det platsspecifika mikrobiella samhallet pa
olika sétt. Exempelvis foredrar vissa mikroorganismer i produkten KB-1® acetat medan Dhb i
annan produkt kan foredra etanol som kolkalla. Detta kan i sin tur bero pa att de olika mikroorg-
anismerna foredrar olika mikrobiella fermenterare och/eller foredrar olika geokemiska miljéer.
Dartill foreligger alltid en konkurrens mellan olika deklorerande mikroorganismer om bildat
véte (behovs i deras metabola reaktioner).

Det ar viktigt att valja ratt platsspecifik kombination av kolkélla och bakteriekultur. Det finns
indikation pa att fementerbara kolkallor bestaende av emulsioner av oljor kan motverka full-
standig deklorering med Dhc. McLean et al. (2015) fann att biostimulering med sadana kolkal-
lor, med och utan kopplad bioaugmentation med Dhc, resulterade i stallning vid cis-DCE och
VC, i motsats till biostimulering med andra kolkéllor.

Man kan fran leverantoren av bakterieprodukter erhalla information om platsspecifikt lampliga
slutkoncentrationer av bade bakteriekulturen och substratet. Biostimulering och bioaugmentat-
ion orsakar 6kad koncentration av bakterier i akvifaren (biostimuleringen frdmst via naturlig
6kning av fermenterande mikroorganismer). Det finns alltid en platsspecifik mikrobiell halt-
grans over vilken den bakteriella tillvaxten i akvifaren blir sa stor att grundvattenror och porerna
i akvifaren intill injektionspunkterna satter igen. Detta kan resultera i att saneringseffektiviteten
minskar (ger bl.a. minskad permeabilitet med minskad tillgang pa fororening och, via fermentat-
ionen producerat, vate for de deklorerande mikroorganismerna).

Leverantorer av bakterieprodukter bor infor bioaugmentationen aven radfragas om vilken slutlig
total bakteriehalt av produkten som maximalt bor genereras i akvifaren utan att orsaka signifi-
kant kloggning. Infor sadan forfragan kan det vara bra att nyligen ha analyserat akvifarprover pa
totalt bakterieinnehall. Det kan lampligen goras samtidigt som proven analyseras vad galler
deklorerande bakterier och deras gener. Information om totala bakterieinnehallet brukar da er-
hallas kostnadsfritt.

3.4.2 Strategi vid injektion av bakteriekultur

Som namnts ovan kravs olika mikroorganismer for att deklorera olika steg i nedbrytningspro-
cessen, inte minst vad galler klorerade etener. Bioaugmentation med Dhc och med bakterier
som endast deklorerar hdgklorerade etener bor ibland utforas tidsmassigt atskilt. Om delar av
akvifaren ar fororenad med avsevart hogre halter av hogklorerade l1osningsmedel, relativt 1ag-
klorerade, samtidigt som den reduktiva dekloreringen av de hdgklorerade etenerna gar sakta,
fastan tydlig fermentation pagar, sa kan atgarden med fordel inledas med bioaugmentation med
bakterier som enbart deklorerar de hdgklorerade molekylerna. Bioaugmentation med Dhc bor da
invantas inom detta delomrade av akvifaren tills storre delen av de hogklorerade etenerna har
deklorerats till lagklorerade. Orsaken &r att alla dessa bakterier konkurrerar om befintligt vate.
De bakterier som deklorerar de hdgklorerade etenerna kan i allménhet ltt utkonkurrera Dhc vad
galler konsumtion av vatet. Halten Dhc kan da sjunka sa lagt att det kréaver separat bioaug-
mentation. Om bildat \VC transporteras nedstroms detta delomrade behover detta nedstroms
liggande delomrade istallet erhalla bioaugmentation med Dhc som kan deklorera VC.
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Att avvakta med bioaugmentation med Dhc bor dven 6vervagas i en situation da halten hogklo-
rerade etener ar relativt hog, samtidigt som tydlig deklorering av dessa pagar. Nagon bioaug-
mentation med bakterier som deklorerar htgklorerade etener behdvs da inte, men man kan danda
behdva avvakta bioaugmentation med Dhc tills halterna av de hogklorerade etenerna ar signifi-
kant lagre an av de lagklorerade etenerna. Bakomliggande orsak ar samma, dels Dhc svaga for-
maga att konkurrera om vitet och dels att bakteriehalten av de som deklorerar hogklorerade
foreningar vanligtvis avtar med minskad halt av dessa foreningar vilket forbattrar konkurrenssi-
tuationen for Dhc.

Det finns ett flertal tekniska satt att in situ tillféra mikrobiella kulturer for att paskynda reduktiv
deklorering av klorerade alifater. Vid tillforseln behover flera svarigheter beaktas. Exempelvis,
det behover sakerstallas dels att Dhc inte inaktiveras/dor (Dhc kraver bl.a. 1gt redox och relativt
neutrala pH) nér de tillfrts in situ, dels att distributionen av Dhc i akviféren blir god, dels att
lampliga forutsattningar for Dhc uppratthalls Gver tid.

Ett satt ar att forst injektera substrat (kolkalla) i akvifaren och en tid déarefter bakteriekulturen.
Malsattningen med det &r att fermentation av substrat ska generera tillrackligt 1agt redox (sa att
bl.a. Dhc trivs), samtidigt som produktionen av véte blir fordelaktig for den mikrobiella deklore-
ringen av inte minst lagklorerade etener. Tanken &r att Dhc ska folja medsubstratet utat i akvi-
faren. Ett annat sétt ar att forst tillféra 16sningen med bakteriekultur i akvifaren och darefter
injektera substratet for att trycka kulturen utat i akvifaren. De slutliga vatskeldsningar (vatten,
bakteriekultur, kolkalla) som tillforts in situ har maste vara starkt anaeroba innan injektionen.

Det har i bada fallen visat sig att endast en liten del av kulturen initialt blivit transporterad utat.
Storre delen av kulturen blir kvar vid injektionspunkten fastan kolk&llan transporterats genom
omradet. Det blir dartill ofta oklart hur mycket langre ut som Dhc blivit transporterad, som
funktion av tid efter tillsatsen. Ett mindre problem med bada metoderna &r att de utfors i tva steg
med tva faltinsatser. Ett storre problem ar att det vatten som anvands till att blanda ut kolkéallan
med infor injektionen behdver ha lagt-mycket lagt redox for att inte tillsatta Dhc ska bli obruk-
bara/do ut.

For att forbattra utbredningen in situ av bakterier och kolkalla har man utfort forsok med att
tillfora vatten. Tillgangen till vatten som har Iagt redox ar dock vanligtvis begransad i falt. Van-
ligt kranvatten, som dock vanligtvis &r aerobt, brukar finnas tillgangligt och det har legat till
grund for en tredje injektionsmetod/strategi. Denna metod har visat sig kunna forbéttra distribut-
ionen av bakterier och kolkalla. Dock har man funnit att det finns risk att en mycket stor del av
de tillsatta Dhc inaktiveras da de kommer i kontakt med detta vatten, som resulterar i langsam-
mare deklorering. Det tar tid for de Dhc som 6verlever innan de nar den anaeroba akvifaren att
vaxa till i akvifaren for att na upp till halter som é&r kritiska for deklorering. Denna inaktivering
kan delvis motverkats genom att vélja en kolkalla som snabbt bryts ned, t.ex. acetat, for att pa-
skynda bildandet av tillrackligt anaeroba foérhallanden (genom fermentationen av kolkallan).
Inaktiveringen har da framst gallt vid tillredningen samt inledningsvis direkt efter injektionen.
Dérefter har antalet aktiva Dhc véxt till sig och 6kat i antal.

Pa senare tid har man vid bioaugmentation med Dhc sammanfort och utvecklat ovan namnda
injektionssitt i en och samma strategi, kallad ”Donut- metoden”. Metoden, som pa senare tid
blivit anvand i allt storre utstrackning, utfors principiellt enligt Figur 3.5 med fem olika steg.
Kolkalla, vatten och bakterieldsning tillsatts likt en sandwich-struktur i vanliga grundvatten-
ror/brunnar med hjélp av endast gravitationen. Forst tillsétts kolkélla (A i figuren). Det efterfoljs
av vatten, B. Dérefter tillfors bakteriekulturen, C, som efterféljs av vatten, D, och kolkélla, E. |
motsats till de tva forsta metoderna ovan, dar kolkalla/elektronacceptor och bakteriekultur till-
satts i tva separata steg med signifikant tid daremellan, tillsétts bade bakteriekultur och kolkéalla
vid en och samma aktivitet med Donut-metoden.
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Injektionsstrategin (A-E) i Figur 3.5 géller for en vertikal niva. Beroende pa hur utbredd forore-
ningen &r i vertikalled kan detta behova utforas pa flera vertikala nivaer i varje injektionspunkt.
| figuren tillfors vatten bade fore och efter tillforsel av koncentrerad mikrobiell kultur. Alterna-
tivt utfors ibland ovan mark pa plats en tillredning av slutlig koncentration av utspadd bakterie-
kultur innan injektion varvid vatten — bakteriekultur — vatten-stegen (B-D) slas ihop till ett steg.

Injektionsmetod "DONUT”

Sektion
A: Kolkalla B: Anaerobt C: Mikrobiell D: Anaerobt E: Kolkalla
(e-donator) vatten kultur vatten (e-donator)

X

Figur 3.5 Schematisk beskrivning av injektionsstrategin "Donut” vid bioaugmentation fér reduktiv deklore-
ring med Dhc.

Vattnet bor ha tillrackligt 1agt redox for att underlatta 6verlevnad av Dhc. En utveckling av
Donut-metoden ar att anvanda kranvatten och att innan injektion gora det anaerobt pa plats i falt
genom att blanda in redoxsdnkande substrat/amnen. Med denna variant tillsatts forst kranvatten
till en stor behallare varefter nagot kg av redoxsankande produkt blandas in per m® vatten. Pa sa
satt kan redox sankas relativt snabbt (nagra timmar) i kranvattnet, framfor allt om inblandningen
gors i rumsvarmt vatten. Vattnet anvands darefter pa samma satt som kranvattnet i den ur-
sprungliga Donut-metoden.

Exempel pa redoxsankande substrat &r de kommersiella produkterna EHC™ (Adventus Inc.)
och KB-1® Primer (Sirem, 2015b). EHC™ bestar av en snabb fermenterbar kolkalla och parti-
kulart nollvart jarn. Innehallet i KB-1® Primer ar okant. Om produkter som innehaller nollvart
jarn nyttjas innebdr det att man tillfor en abiotisk dekloreringsfaktor (nollvért jarn). Detta kan
visserligen vara fordelaktigt for dekloreringsprocessen men kan eventuellt forsvara utvardering
av den biologiska delen av dekloreringen (férutsatt att jarnets abiotiska deklorering blir signifi-
kant, relativt den totala dekloreringen). Tillsats av nollvart jarn kan i 6vrigt generera bade posi-
tiva och negativa effekter som man bor beakta, exemplifierat i huvuddokumentet, Avsnitt
4.3.2-4.3.3.

Ut6ver Donutmetoden har man anvént ytterligare tva metoder for att sprida Dhc i akvifaren
samtidigt med substrat och vatten. Den ena metoden anvander sig av forcerad gradient eller
recirkulering i akvifarer som har mattlig till hog hydraulisk konduktivitet. Vatten pumpas upp
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fran akvifaren ur extraktionsbrunnar in i en speciell tillsluten behallare varefter bakteriekultur
och kolkalla tillsatts innan det uppblandade vattnet pumpas ned i den foérorenade akvifaren i
injektionsbrunnar. Halten av kolkélla i det nedpumpade vattnet &r vanligtvis betydligt lagre an
for icke-recirkulerande metoder. Recirkuleringen av vatten sker kontinuerligt. Tillsats av nytt
vatten, bakterier och kolkélla sker ofta pulsvis, men kan ocksa ske kontinuerligt. Halterna av
tillsatserna i den utgaende vatskan &r vanligtvis hogre for pulserad tillforsel, jamfort med konti-
nuerlig tillforsel.

Metoden genererar stora mojligheter att tekniskt kontrollera och optimera dekloreringsprocessen
in situ. Metoden kan signifikant paskynda dekloreringen men den &r vanligtvis betydligt mer
kostnadskrévande an icke-cirkulerande metoder. Den kréver kontinuerligt nyttjade av markut-
rymme (behallare/tankar, ror, processutrustning, el) som ibland kan géra andra icke-
cirkulerande injektionsmetoder mer fordelaktiga. Dartill kan recirkuleringssystem orsaka mer
mikrobiell igensattning av ror, &n alternativen.

Den andra metoden har likheter med Donut-metoden men istallet for tillforsel i brunnar med
hjélp av gravitationen sa trycks losningarna ut i akvifaren med hjélp av trycksatt borrutrustning i
ett stort antal punkter (ej i befintliga brunnar). Med detta erhalls battre initial distribution av Dhc
samt kortare tid for Dhc att transporteras till mindre omraden med lokalt forhojda halter av klo-
rerade etener. Nackdelen &r 6kade kostnader for 6kat antal injektionspunkter samt borrigg, jam-
fort med metoder som endast kraver tillférsel i befintliga grundvattenrdr/-brunnar.

3.4.3 Exempel p& kemiskt — mikrobiellt utfall

| Tabell 3.5 ges exempel pa resultat fran analys av grundvattenprov tagna dels en vecka fore
bioaugmentation (motsvarade fjorton manader efter biostimulering) och dels sju manader efter
bioaugmentation. Prov togs dven tre manader efter bioaugmentationen och redan da noterades
tydlig 6kad deklorering av lagklorerade etener.

Strax fore bioaugmentationen fanns varken Dhc eller funktionella gener som kan kopplas till de
Dhc som har potential att deklorera klorerade etener i matbara halter. Dekloreringsgraden var
50 %.

Sju manader efter bioaugmentationen fanns bade Dhc och defunktionella generna i signifikant
hdga halter. Dértill uppvisade proverna en tydligt 0kad deklorering av alla klorerade etener,
inklusive VC. Dekloreringsgraden var nu uppe i 82 %. Resultaten visar tydligt att dekloreringen
av de lagklorerade etenerna tog fart genom bioaugmentationen, som resulterade i fullstandig
deklorering.

| Figur 3.6 ges resultat erhallna parallellt i en annan provpunkt som genomgatt samma biostimu-
lering och bioaugmentation. Figuren visar haltférandringar 6ver tid av cis-DCE, VC och eten +
etan, Dhc, och generna bvcA + vcrA samt tceA bade fore och efter biostimuleringen samt fore
och efter bioaugmentationen. Aven har indikeras att bioaugmentationen (tillsatsen av Dhc med
nddvéandiga gener) startade dekloreringen av cis-DCE (visas indirekt via 6kad VC-produktion)
och VC (6kad produktion av eten+etan).
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Tabell 3.5 Mikrobiell analys av vattenprov tagna i samma provpunkt dels strax fére bioaugmentation, dels
sju manader efter bioaugmentation. Data fran Branzén och Landell, 2017.

Analys

KEMISKT

PCE

TCE

cis-DCE

trans-DCE

VC

Eten

Dekloreringsgrad (DKG)
MIKROBIELLT, detektionsgrans
Totala bakterier

Jarnreducerande bakterier (Geobacter spp.)
Deklorerande bakterier

Dehalococcoides spp.
Dehalobacter restrictus
Dehalobacter sp. strain TCA1

Desulfuromonas spp.
Funktionella gener

tceA (TCE reduktiv dehalogenas)
vcrA (VC reduktas)+bvcA (VC reduktas) 2/
dsrA (sulfit reduktas) + dsrB (sulfit reduktas)

mcrA (metyl coenzym M reduktas)

u.d. = Under detektionsgréns.

Enhet

Hg/l

Hg/l

Hg/l
Hg/l
Hg/l

Hg/l

%
antal/ml
celler/ml

celler/ml

celler/ml
celler/ml
celler/ml

celler/ml

DNA-kopior/ml
DNA-kopior/ml
DNA-kopior/ml

DNA-kopior/ml

1/ Provet togs fjorton manader efter biostimulering (Tabell 3.4).
2/ Dataunderlaget indikerade, i de fall vcrA och bvcA analyserades separat, att summan till stérsta del bestod av

VCrA.

42 (49)

En vecka fore
bioaugmentation 1/

25
25
1860
10

u.d.

50
3,310"
7,5+ 10°

3,6+10°

u.d.
3,9+ 10%
u.d.

u.d.

u.d.
u.d.
3,2 10°

4,2+10*

Sju méanader efter
bioaugmentation

u.d.

1450

33

296

834

82
9,5¢10"
2,4 +10°

5,8+ 10*

2,7 +10°
2,7 +10*
u.d.

u.d.

1,0+ 10*
1,5+ 10°
2,0+10°

1,4+ 10*
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Figur 3.6 Relation dver tid i vattenprov mellan halter av VC, eten+etan, Dehalococcoides sp. (Dhc) och
deras gener bvcA + vcrA som ar kopplade till metabol deklorering av bl.a. VC (tceA attackerar dock VC
cometaboliskt). R6d vertikal linje: Tid for biostimulering. Bla vertikal linje: Tid for bioaugmentation. Alla
ofyllda punkter motsvarar varden under respektive rapporteringsgréans (galler fér de flesta varden fore
bioaugmentationen, undantaget framst eten+etan). Observera logaritmisk skala pa hoger y-axel. (Data
fran Branzén och Landell, 2017).

Som noteras i Tabell 3.5 bestod summan av vcrA och bvcA sannolikt till stérsta delen av vcrA,
baserat pa analyser som separerade dessa tva gener (Branzén och Landell, 2017). | Figur 3.6
verkar relationen mellan vcrA + bvcA och Dhc vara avsevért battre an mellan tceA och Dhc.
Detta &r i linje med erfarenheter fran undersokning av 11 klorerade losningsmedelsférorenade
akviférer i Europa (van der Zaan et al., 2010). Man fann dér att Dhc (analyserat som De-
halococcoides 16S rRNA) och vcrA korrelerade battre vid laga redox, jamfort med tceA och
bvcA som istallet blev béttre vid hogre redox.

| Kapitel 2 (Tabell 2.3) angavs att genen bvcA ar kopplad till stammen Dehalococcoides sp.
strain BAV1, medan genen vcrA ér kopplad till stammarna Dehalococcoides sp. strain VS och
Dehalococcoides sp. strain GT. | ovan angiven rapport av van der Zaan et al. (2010) anges att
de i tester erhdll resultat som indikerade konkurrens mellan dels de bakterier som innehade vcrA
och dels de som innehade bvcA samt att bakterierna med vcrA var mer effektiva i sin tillvaxt. De
ansag ocksa att detta styrkes av att det i litteraturen finns beskrivet att tillvaxttiden for
Dehalococcoides sp. strain BAV1 kan vara dubbelt sa lang som for bakterierna som har genen
vcrA. Hypotetiskt kan liknande orsaker legat bakom utfallet i bl.a. Tabell 3.5.

3.5 Kostnader

Kostnader for biostimulering och bioaugmentation kan variera avsevart beroende pa platsspeci-
fika forhallanden. Viktiga styrande parametrar ar bl.a. lamplig kolkalla (saneringstid vs. snabbt
eller langsamt fermenterande, dess viskositet, injektionsfrekvens etc.) och halt i akvifaren av
injekterad kolkalla (alltfor lite genererar alltfor laga vatehalter men alltfor mycket kan ge pro-
blematiskt h6ga metan- och svavelvatehalter). Vidare &r nddvandig volym av lamplig bakterie-
I6sning (for att na slutligt tillrackligt hog bakteriekoncentration) och avstand mellan injektions-
punkterna viktiga parametrar samt eventuellt behov av recirkulering for att forbattra distribut-
ionen av bakterierna inom det omrade som ska behandlas. Sadana parametrar styrs i sin tur bl.a.
av det férorenade omradets maktighet och hur djupt féroreningen ligger, dess hydrauliska kon-
duktivitet, heterogenitet och féroreningens halter och spatiala utbredning.
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Saneringskostnaderna blir naturligt mycket hogre for behandling av stora méngder I6sta forore-
ningar inom begransade volymer som genererar hoga eller mycket hdga féroreningshalter (fre-
kventa, eller till och med kontinuerliga, injektioner, sammantaget stora méangder substrat och
bakterieldsning, hogfrekvent provtagning, etc.), jamfort med i plymen déar fororeningshalterna
kan vara avsevart lagre (betydligt mindre frekventa injektioner med eventuellt lingsammare
substratblandning och bioaugmentation med sa lag frekvens sa att eventuellt endast en omgang
ar tillracklig).

Kostnader for bakterielosning innehallande Dhc ar direkt kopplat till krav pa halter av Dhc i
akvifaren. | huvuddokumentet (Avsnitt 2.2) angavs att minikravet ar ca 10° celler av Dhc/liter
akvifarvatten for att stor potential for effektiv deklorering av lagklorerade etener ska galla. An-
tag att en fororenad akvifar har 10 000 m® férorenad jordvolym och att den har en porositet av
0,25. Det motsvarar 2 500 m® akvifarvatten. Antag att analyser visat att den inte innehaller de-
tekterbara Dhc. Det innebir att 2,5¢10*2 stycken Dhc kravs/behover tillsattas (homogent forde-
lade) for att uppna 108 celler/liter vatten, forutsatt att alla tillsatta Dhc kommer att finnas aktiva i
akvifdrens vatten.

| falttestet i Alingsas (Branzén och Landell, 2017) anvandes produkten KB-1®. Den innehdll
minst 110 celler av Dhc per liter produkt (enligt produktspecifikation, outspadd). Kostnaden
for KB-1®, exklusive transportkostnader fran SIREM Lab, Kanada, var ca 2 500 SEK/liter exkl.
VAT. For den antagna akvifaren pa 10 000 m?® skulle kostnaden (exkl. VAT och transport) da
bli ca 60 000 SEK (i februari 2016 ars penningvarde) for att na 106 celler/liter (baserat pa
samma antagande som ovan). Observera att kostnaden kan variera beroende pa produkt, volym
och leverantor. Det finns till idag (februari 2016) ett flertal internationella leverantorer (t.ex.
BCI Labs, EBS Info, EOS Rem, Regenesis, SIREM Lab, Terra System, Bioclear) med egna
specifika blandningar och koncentrationer av olika mikroorganismer. For verifiering av upp-
nadda halter tillkommer kostnader for mikrobiella analyser, se huvudrapportens Avsnitt 5.2.3.

Man bor tillse att halterna av Dhc initialt blir hogre i grundvattnet an10° celler/liter vatten om
man vill fa igang reduktionen snabbt. Bakterier kan ta pa sig nagon/nagra veckor upp till nagon
manad att bli acklimatiserade i den nya miljon (lag-fas tid). Under denna tid sker inte nadgon
namnvard tillvéxt och inte heller nedbrytning. Dartill, om deras koncentration fran borjan ar
alltfor 1ag kan deras tillvaxt i vérsta fall utebli (beroende pa vilka de redan befintliga mikrobiella
forhallandena ar).

| falttest i Alingsas utfordes bade biostimulering och bioaugmentation i pilotskala. Utférandet
var begransat till ett litet delomrade och delvis av forskningskaraktar. Kostnaderna for de falt-
massiga injektionerna bor harav blivit hogre per aktivitet, jamfort med i fullskala. Kostnaderna
for att utfora biostimulering i nio intill varandra liggande punkter uppgick till ca 10 000
SEK/injektionspunkt (inkl. etablering och avetablering). Som kolkalla/substrat anvandes en
blandning av produkterna Newman Zone® och melass som kostade ca 60 SEK/kg respektive ca
30 SEKI/kg, vilka genererade en total produktkostnad av totalt 10 000-11 000 SEK. Denna subs
tratblandning bestod till stérsta delen av Newman Zone®.

Till skillnad fran biostimuleringen utfordes bioaugmentationen med Donutmetoden i tva befint-
liga ror utan palagt tryck. Detta genererade betydligt langsammare tillforsel av en volymsenhet
vatska samt langre total aktivitetstid per enskilt ror och darmed tid/punkt i falt, jamfort med
biostimuleringen. Den senare utfordes med enkel trycksatt injektionsutrustning direkt ned i
marken.

Kostnaden for:

- bakterielésningen KB-1® (koncentrat med ca 10! Dhc-celler/liter) var ca 7 500 SEK/tre
liter (ca 2 500 SEK/liter),
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- transport av bakteriel6sningen fran Kanada samt atersandande av dess specialbehallare var
ca 11 000 SEK,

- tillredning av slutlig bakterielsning i falt (ca 10° Dhc-celler/liter slutlig injektionsvétska)
var ca 6 000 SEK,

- tillforsel av bakterieldsning i befintligt grundvattenror (eller i annat for andamalet etablerat
ror) inkl. etablering och avetablering var ca 40 000 SEK/rér. Denna kostnad per ror ligger i
det 6vre kostnadsintervallet da den baseras pa bioaugmentation i endast tva ror. For fler ror
skulle den totala kostnaden per ror i princip ha minskat.

Eftersom biostimulering utfordes innan bioaugmentationen, tillsattes endast en liten méngd av
kolk&lla under bioaugmentationen, motsvarande for detta specifika test volymmaéssigt 1-2 % av
vad som tillférdes under biostimuleringen.

| Tabell 3.6 ges exempel pa nagra platsspecifika egenskaper och faktorer som var for sig paver-
kar totalkostnad och mojligheter att realisera fullskaleutférande med forstarkt mikrobiell reduk-
tiv deklorering i akvifarer foérorenade med klorerade l6sningsmedel. Tabellen géller framst nytt-
jandet av oljeemulsioner som substrat men kan &ven dversiktligt gélla for nyttjande av andra,
mer snabbfermenterande, substrat. Det forutsatts att det inte foreligger, eller kommer att fore-
ligga, risk for att eventuella receptorer nedstroms det fororenade omradet blir paverkade. For-
orening ska kunna nas i aktuellt medium/akvifar med en injektionsteknik lampad for vétskelos-
ningar av olika viskositeter sa att tillrackligt bra spridning av injekterat substrat erhalls. Kéallom-
rade bor antas inneha sma volymer fri produkt. Storre volymer forutsatts innan ha atgardats.

Tabell 3.6 Exempel p& nagra platsspecifika egenskaper och faktorer som var for sig paverkar méjligheter-
na att realisera ett fullskaleutférande med forstarkt mikrobiell reduktiv deklorering i akvifarer férorenade
med klorerade l6sningsmedel (AFCEE, 2007).

Platsspecifika
egenskaper

Biologisk ned-
brytnings-
potential

Kallomrade
Plymstorlek

Vertikalt avstand
till férorening 1/

Hydraulisk
konduktivitet

Grundvatten-
hastighet

Akvifarens
heterogenitet

Sulfathalt 2/

pH

Enklare att realisera — Kost-
nader i undre delen av kost-
nadsintervall

Det pagar langsamt fullstandig
deklorering, begransad av for

l&ga halter substrat (behov av
biostimulering)

<4000 m?

<20 000 m?
15m
>3 m/dygn

6 m/ar-0,6 m/dygn

Homogen akvifar

<500 mg/l

6,5-8,5

Normalkostnader

Dekloreringen stallat (stop-
pat) vid cis-DCE eller vid
VC, indikerande behov av

bioaugmentation

4 000-16 000 m?

20 000-80 000 m?

15-30m

0,3-3 m/dygn

0,3-6 m/ar eller
0,6-1,5 m/dygn

Moderat homogen akvifar

500-5000 mg/I

5,5-6,5

Svarare att realisera — Kost-
nader i 6vre delen av kost-
nadsintervall

Ingen tydlig deklorering pagar,
nodvandiga bakterier saknas;
behov av biostimulering och
bioaugmentation

>16 000 m?

>80 000 m? (6vervag biobarria-
rer for plymkontroll)

>30m

<0,3 m/dygn

<0,3 m/ar eller
>1,5 m/dygn

Heterogen akvifar i vilken det
ar svart att karaktarisera
féroreningens flodesvagar

>5000 mg/I

<5,5 eller >8,5

1/ Ju djupare fororeningen finns desto dyrare blir injektionerna (stdrre injektionsutrustning, stdrre rigg, hdgre injekt-
ionstryck, djupare nedtryckning eller borrning etc.).

2/ Hoga sulfathalter kan ge avsevérd konkurrens av tillgangligt 16st vate (genererad via fermentation), vilket hAmmar
den reduktiva dekloreringen. Kan motverkas med mattligt 6kade tillsatta mangder av, och darmed &ven kostnader
for, fermenterbar kolkalla och dess injektion. Dartill, ju hdgre sulfathalter, desto stérre potential for humantoxisk
vétesulfid (svavelvate). Kan kréva extra skyddskostnader. Om jérn finns i akvifaren kan sulfid bilda jarnsulfider som
kan generera kemisk deklorering av vissa klorerade 16sningsmedel.
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3.6 Biobarriar

Biobarriar placeras i forororenade plymer med malséttningen att avgransa fororeningsutbred-
ningen och/eller att bryta ned féroreningarna som passerar igenom barriaren. | plymer, forore-
nade med klorerade I6sningsmedel, tillférs &mnen/material/ mikroorganismer i barridren med
malsattning att fa till stand en reaktiv zon genom biostimulering, bioaugmentation eller bada-
dera. Avgransningen har som malsattning att motverka vidare foéroreningsspridning inne i ply-
men pa fastigheten eller plymutbredning 6ver fastighetsgransen. Malsattningen kan exempelvis
vara att reducera méngd férorening i plymen nedstroms barridren med 95 % genom att forhindra
att fororeningen passerar barriren.

Barriarens funktion baseras generellt pa att det fororenade grundvattnet transporterar sig genom
en reaktiv zon, placerad vinkelrat mot grundvattenstrommen. Dartill ska barriéren tacka en till-
rackligt stor stracka dver plymen. Barridren ska orsaka en tillrackligt 1ang uppehallstid for for-
oreningarna nar de transporteras genom barridren sa att fullstandig deklorering hinner ske. Det
ar ocksa viktigt att barriaren har tillrackligt god permeabilitet sa att plymen inte gar utanfor/runt,
Over eller under barriéren.

En biobarriar kan besta av en permeabel konstruktion som placeras i plymen. | biobarriaren
tillsatts &mnena/materialet/bakterierna. FOr deklorering av klorerade Idsningsmedel, som kan
finnas i stora plymer med betydande utbredning bade horisontellt och vertikalt, ar det mer van-
ligt att designa barriaren som enkelrad av nagot eller nagra tiotals injektionsbrunnar med t.ex.
fem meters mellanrum, placerade vertikalt mot plymriktningen. Alternativt kan brunnarna spri-
das ut tvadimensionellt éver lamplig yta. Exempelvis, om enkelraden bestar av 15 brunnar bor
minst 5 kontrollror placeras vid fastighetsgransen, nedstroms barriaren. Alternativt till sadan
enkelrad med 15 brunnar i rad kan brunnarna placeras sa att de tacker en yta i plymen av stor-
leksordningen 250 m?. Design beror bl.a. pa plymbredd och nédvandig procentuell halt- eller
mass-reduktion relativt halterna uppstréms barridren.

Biobarriar, som placeras i en akvifar fororenad av klorerade lIsningsmedel, har alltsa det hu-
vudsakliga syftet att genom biologisk nedbrytning, paskyndad med biostimulering och/eller med
bioaugmentation, genom mikrobiell nedbrytning motverka och avgransa fortsatt spridning av
fororening. Bioaugmentationen utfors vanligtvis endast inledningsvis, i motsats till biostimule-
ringen som kan behdva utforas kontinuerligt eller i perioder (t.ex. med nagot till nagra ars mel-
lanrum). Tidpunkter for sddana injektioner baseras pa det kemiska och mikrobiella utfallet i
lampligt placerade kontrollbrunnar. Kontrollprovtagningarna bor utforas kvartalsvis de forsta
fem aren, varefter de bor utforas halvarsvis.

Barriarens livslangd bor vara tillrackligt 1ang sa att nar dess funktion har upphort sa bor halterna
uppstroms barridren vara lagre an kravet for plymen nedstréms. Detta innebér att for akvifarer
fororenade med klorerade losningsmedel kan barriarens livslangd behova vara atskilliga tiotals
ar. Det ar dock vanligt att da omraden uppstroms biobarridren innehar hoga halter av foérorening
sa behandlas dessa separat med nagon aktiv metod, samtidigt som biobarridren &r aktiv. Den
totala nodvandiga livstiden for barriaren blir da avsevart kortare.

Val av biostimulerande kolkalla/substrat ar delvis kopplat till hur det &r avsett att agera samt hur
lange. Funktionen hos en biobarriar &r inte att snabbt atgarda/bryta ned fororening utan dess
funktion &r istallet att avgransa fororeningsutbredningen. Den kan darfor tillatas att verka under
lang tid.

Barriaren bor ha en fast struktur som stodjer avsedd bakterietillvéaxt och tillrackligt 1ang uppe-
hallstid av fororeningarna. Det ar darfor lampligt att substratet ar i fast form och har acceptabelt
langsam I6slighet (av dess fermentativa innehall) for att uppratthalla tillrackligt Iang varaktig-
het, men anda via fermentationen generera tillrackligt med véte for deklorering av de molekyler
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som transporteras in i barridren. Vanliga substrat till sidana biobarriarer & kompostmaterial
och/eller kitin (AFCEE, 2004).

Det kan tillaggas att en vanlig variant av barriér, som delvis kan stimulera biologisk nedbrytning
men med kemisk nedbrytning som huvudfokus, har finkornigt nollvért jarn som sitt huvudsak-
liga aktiva innehall. Som beskrevs i huvuddokumentet (Avsnitt 4.4.2 — 4.4.3) kan nollvart jarn
stodja bade kemisk och mikrobiell reduktiv deklorering.
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4. Reaktionsvagar

Figur 4.1 ger en sammanfattning av ett flertal av de idag mest k&nda reduktiva och oxidativa
mdjligheterna att bryta ned klorerade metaner, etaner och etener. | figuren saknas dock bl.a. en
viss typ av abiotisk deklorering av kloretener som kan ge olika acetylener. Exempelvis &r det
idag kant att PCE kan dekloreras abiotiskt till dikloracetylen (avsnitt 4.4.2 i huvuddokumentet)
som i sin tur kan dekloreras till kloracetylen som i sin tur kan dekloreras till dels VC och dels
acetylen. Cis-DCE och trans-DCE kan abiotiskt dekloreras till acetylen, medan VC kan deklore-
ras abiotiskt till bl.a. eten/etan. I Tobiszewski och Namie$nik (2012) ges en sammanfattning av
abiotisk deklorering av klorerade etener och etaner.
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Figur 4.1 Reaktionsvagar for klorerade etener, etaner och metaner. Reaktioner med t1> > 200 ar ej medtagna. Figuren delvis modifierad. Ursprungligt underlag dels fran US
DOE, 2006¢ och dels frAn AFCEE, 2007. Beskrivning av givna principiella reaktioner ges i Field och Sierra-Alvarez (2004).
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