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FORORD

Foreliggande rapport &r resultatet av ett projekt inom SGI:s ramprogram Renare Mark. Rampro-
grammets 6vergripande mal &r att medverkatill en battre och effektivare markanvandning med
minskade risker for emissioner och miljdskador. Rapporten avses bilda kunskapshas bade for
praktiska saneringsprojekt och for kommande FoU-insatser. Projektet initierades av avd. chef Jan
Sundberg, inledningsvis med fil dr Jorgen Ejlertsson som projektledare. Projektledarskapet
Overtogs senare av fil dr OlaHolby och dérefter av Bo Lind som tillsammans med Lennart Lars-
son ansvarar fér sammanstallningen i denna rapport. Huvuddelen av texten har skrivitsav Len-
nart Larsson. Delar av kapitel 3 samt kapitel 6.1 och inledande delar av 6.3.1- 6.3.4 bygger pa
Holbys arbete.

SGI avser att fortsdtta bevaka utvecklingen inom omradet. Internetpubliceringen erbjuder maj-
lighet att enkelt gjourhdlla och utvecklainnehdllet och vi tar gérna emot Era synpunkter parap-
porten.

Goteborg i februari 2001

Bo Lind
Projektledare
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1. INTRODUKTION

Dennarapport behandlar in situ metoder for sanering av organiska fororeningar i mark, med fo-
kus pai forsta hand biologiska metoder. Avsikten har varit att presentera metoder relevanta for
svenska forhallanden, samt de erfarenheter som idag finns fran pilot- och fullskal eanvandning av
de olika metoderna. For att ge en bakgrund och 6kad forstael se for mojligheterna att kombinera
och utveckla olika biol ogiska saneringsmetoder ges ocksa en tamligen ingaende beskrivning av
de biogeokemiska processer som styr nedbrytningen av de organiska fororeningarna.

| det moderna svenska samhaéllet hanteras tusental s organiska damnen med potential att upptréda
som markfororeningar. Olika &mnen kréver skilda saneringsmetoder och det har inte varit méj-
ligt inom ramen for detta projekt att presentera en téckande bild 6ver hela dettafalt. Av det stora
antal organiska markfororeningar som forkommer i Sverige har vi valt att koncentrera oss pa
huvudgruppernaalifatiska och aromatiska kolvaten samt klorerade alifater. Rapporten fokuse-
rar pametoder och processer. | rapporten behandlas enbart biol ogiska saneringsmetoder som
dock kan kombineras med andra platsbundna metoder i form av invallning, impermeabla véggar,
stabilisering etc.

Rapporten kan ses som en form av ” State of the Art”-rapport, som presenterar den kunskap som
idag foreligger kring biologiska metoder relevanta for in situ sanering av organiskt fororenade
markomraden i Sverige.
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2. SANERINGSBEHOVET
2.1. Fororenade markomraden i Sverige

Synen pa behovet av sanering av fororenade markomraden i Sverige har férandrats efterhand
som kunskapsunderlaget forbéttrats. 1995 publicerade Naturvardsverket en dversiktlig kartlagg-
ning av efterbehandlingsbehovet betréffande fororenade markomraden i Sverige (SNV Rapport
4393, 1995). | den framkom att ca 1700 objekt identifierats fram till 1995, varav ca 1450 be-
domdes varai behov av vidare undersokningar eller atgarder. Av dessa 1450 objekt var drygt
500 s&dana dér fororening konstaterats genom faltundersokningar och var férorenade antingen av
tungmetaller eller organiska fororeningar eller badadera. Man ansdg att man fram till 1995 san-
nolikt identifierat merparten av de storsta och allvarligaste efterbehandlingsobjekten i Sverige. |
kartlaggning erhdll branscher med manga sma anléggningar medvetet |3g tackningsgrad. Man
uppskattade grovt att det totala efterbehandlingsbehovet i landet, inklusive mindre omraden, var
ca 7000 objekt. Den tid som uppskattades kravas for dtgarder angavstill ca 30 & och totala sane-
ringskostnaden till ca 20 mdr kr (i 1995 ars prisniva) (SNV, 1995).

Objekten deladesin i fyra olika riskklasser, dar en bedémning gjordes framst utifran hur alvarli-
ga effekter som en viss fororeningsspridning och exponering kunde ge upphov till samt fran san-
nolikheten att en sadan spridning och exponering skulle uppkomma.

Riskklass 1: Mycket stor risk
Riskklass 2: Mattlig/stor risk
Riskklass 3: Liten risk

Riskklass 4: Mycket liten risk

Resultaten fran SNV-inventering 1995 har ssmmanstalltsi Tabell 1.

Tabell 1.  Fororenade markomraden i Sverige enligt 1995 ars bedomningar, fordeladei risk-
klasser ( SNV Rapport 4393, 1995).

Fororening Petroleumfororeningar | Klorerade kolvéten ¥ | PAH-féroreningar
Bransch\Riskklass 1 2 3 1 2 3 1 2 3
SNV, 1995. Totdt, ca 30 120 60 35 105 25 25 65 15

1/ Innefattar framst klorerade difater (I6sningsmedel), klorfenoler (frémst PCP), PCB och dioxiner.

Enligt namnda SNV -inventering ansags att nar verksamheter som exempelvis bensinstationer,
bilverkstéder, ytbehandlingsindustrin, tréimpregneringsanl éggningar och kemiindustribranscher-
na kartlagts mer heltéckande skulle bilden sannolikt komma att &ndras. Antalet omraden, fram-
forallt av de som identifierats som petroleumfororenade liksom antal et omraden férorenade med
klorerade kolvéten och PAH, skulle komma att 6ka. Detta har pa senare tid i hog grad bekraftats.

Enligt Fakta SNV (2000) pagar nu fortsattainventeringar av potentiellt fororenade omraden i
Sverige. Inventeringarna fortgar for narvarande i samtligalan utomi Halland. Antalet omraden
som &r i behov av sanering uppskattas idag till ca22 000, och av dessa har 12 000 identifierats.
De alvarligaste branscherna anges vara bl agruvor, jarn och stél, metallverk och ferrolegerings-
verk, kloralkaliindustrin, gasverk, garverier, sdgverk med doppning. De allvarligaste férorening-
arna & kvicksilver, kadmium, arsenik, bly, stabila organiska amnen, klorerade |6sningsmedel,
stabila bekdmpningsmedel, kreosot samt olika petroleumprodukter. Den totala framtida kostna-
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den for efterbehandling i Sverige uppskattasidag till ca25 mdr kr. Hur stor andel av de hittills
identifierade objekten som klassats i riskklass 1 och hur de olika féroreningsslagen fordelas pa
dessa objekt har inte gétt att fainformation om. Det kan konstateras att antal et identifierade ob-
jekt fororenade med bl a klorerade kolvéten och PAH har 6kat markant, jamfért med antalet
identifierade objekt 1995. Det kan ndmnas att i Danmark var 1995 ca 10 000 objekt i behov av
efterbehandling identifierade och att det varje ar tillkom ca 200 nya objekt (SNV Rapport 4393;
1995).

Svenska Petroleum I nstitutet genomfor for nérvarande, genom sin miljésaneringsfond
SPIMFAB, ett omfattande undersoknings- och atgardsprogram for sanering av gamla bensinsta-
tioner i Sverige. Enligt nyligen erhallen information fran Svenska Petroleuminstitutet (muntlig
information, 2000, via Elke Myrhede, SGI) har idag totalt ca 8000 anméalningar om nedlagda
bensinstationer erhallits. Ett antal av dessa har dock befunnits vara dubbel - eller trippelanmalda
och man beddmer att totalt ca 5000 — 6000 stationer & i behov av undersokning. Omkring 400-
500 stationer har hittills undersokts och vid ca halften av dessa pagar, eller har genomforts, sane-
ringsarbeten. Av de stationer som identifierats uppskattas ca 2500 — 3000 komma att behdva
saneras. Dartill finns saneringsbehov av ett okant antal spill fran andratyper av drivmedel sdepa
er runt omi Sverige, som inteingdr i SPIMFABs dtaganden. Forutom SPIMFABs uppgifter
kring nedlagda bensinstationer finnsingen samlad bild av det totala antalet omraden med orga-
niska markfororeningar (Per Gullbring, Naturvardsverket, 2000-11-10). | Tabell 2 redovisas da-
gens bedémningar betréffande behovet av marksaneringar i Sverige.

Av ovanstaende framgar att saneringsbehovet i Sverige &r stort. De flesta saneringsmetoder som
skulle kunna anvéandas for atgarder har utvecklats och kommersialiseratsi USA, Tyskland och
Holland, medan erfarenheten av metoderna &r betydligt mindrei Sverige. Harav saknasi manga
fall idag underlag for ett rationellt val mellan olika saneringstekniker for skilda situationer. Vissa
av metoderna anvands rutinmassigt, & kommersiellt 14ttillgangliga och fungerar utmarkt i manga
situationer, medan andra endast fungerar i mycket speciellafall eller & oprovadei storre skala.

Tabell 2. Uppskattade och, framtill jan. 2000, identifierade omraden/platser i Sverige med
markféroreningar (NV, Per Gullbring 2000-11-10; SPIMFAB, hemsida 2000-11-09).

Omraden/platser i behov av sanering Naturvardsverket; allatyper ~ SPIMFAB; bensin och

av markfdroreningar oljeféroreningar
Uppskattade, ca 22000 6000
Hittills identifierade eller prioriterade
for vidare undersokning, ca 12000 800
2.2. Utveckling av saneringsmetoder

Sedan lénge har ett generellt behov av 6kad kompetens och medvetenhet kring markfororenings-
fragor identifierats hos saval verksamhetsansvariga som berérda myndigheter (SNV rapport
4318). | Sverige foreligger stort behov av etablering av bade befintlig och ny saneringsteknik
samt av 6kad kunskap om nér olika saneringsteknologier &r bast [ampade att anvandas fér de
platsspecifika fororeningsproblemen och hur dessa metoder kan utvecklas. Inte minst géller detta
for att omraden med organiska markfororeningar skall kunna saneras pa ett miljomassigt och
ekonomiskt acceptabelt sétt. Dartill &r det viktigt att 6ka kunskapen inom bl a miljomassig risk-
beddmning sa att initiala ekonomiska resurser framst allokerastill de omraden som &r i storst
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behov av sanering. Detta innefattar framst undersokning av vilka konsekvenser en markforore-
ning medfor, vilket i sin tur & beroende av platsspecifika forhallanden som nérhet till yt- och
grundvatten, bostéder, jordart, markanvandning m m. Markféroreningen kan vara ett akut hot
mot omgivande milj6 eller endast ett betydel sel 0st tillskott av kolvaten, med potetial att forsvin-
napanaturlig vag.

| syfte att utveckla och etablera ny teknik inom saneringsomradet gick Naturvardsverket och
Milj6teknikdel egationen under varen 1998 ut med en inbjudan till markégare, konsulter och be-
handlingsforetag att med visst bidrag genomfora ett antal teknikdemonstrationer for efterbe-
handling av mark och grundvatten férorenade med klorerade |6sningsmedel (Miljéteknikdelega-
tionen, 2000; Fakta SNV, 2000). De forslag som valdes ut for demonstration i pilotskala var (in-
formation inhdmtad varen 2000):

1. Biologisk behandling av grundvatten fororenat med klorerade |6sningsmedel (bl atriklorety-
len och 1,1,1-trikloretan) vid en garveritomt (fd |&derfabrik) i Kavlinge. Anaerob och aerob ned-
brytning angavs att testas av en pilotgrupp bestaende av Marksanering Sverige AB, VBB VIAK
samt Ké&vlinge kommun. En pilotreaktor angavs bli uppstélld pa det fororenade omradet med 3
steg, ett anaerobt och tva aeroba.

2. Air sparging och vakuumextraktion angavs att testas av Rettig varme AB, Eko Tec AB och
Johan Helldén AB. Metoden gar ut paluftinjektion i den méttade zonen (air sparging) samt va-
kuumextraktion i den ométtade. Objektet &r en verkstadstomt i Fellingsbro med utsl&pp av triklo-
retylen fran ett tvéttbad.

3. Reaktiv barridr for forhindrande av fortsatt spridning av klorerade |6sningsmedel med grund-
vattnet vid en kemtvétt i Linkdping angavs att demonstreras av en pilotgrupp bestédende av VBB
VIAK, Hercules Grundlaggning AB, Hoganas AB, Inst. for geologi och geokemi vid Stockholms
universitet samt Link&pings kommun. Barridren bestar av en genomsl &pplig reaktiv vagg som
installerasi flodet av det férorenade grundvattnet. Principen gar ut pa att metalliskt jarn skall
"katalysera’ nedbrytningen av det klorerade |6sningsmediet.

Forberedel serna startades och merparten av demonstrationerna planerades att utforas under 1999.
Resultaten av demonstrationerna planerades att utvarderas av en fristaende konsult och publice-
rasi en rapport. Enligt muntlig information fran Miljteknikdel egationen febr. 2000, var projek-
tet med Air sparging fardigt och resultaten pa gang att utvérderas. Den biologiska behandlingen i
Kavlinge pagick for fullt och beréknades varaklar under varen 2000. Den reaktiva barrigren var
forsenad och ansdgs inte kommai marken forréan under samma var. Sanneringen planeras att
foljas under caett arstid. Dettainnebar att slutrapport berdknas vara fardig 2001.

Ytterligare aktiviteter for teknikutveckling for sanering av fororenad jord och sediment har be-
drivits under 1998-1999 i Stockholm. Atta olika foretagsgrupper har, i form av forsknings- och
utvecklingsprojekt, demonstrerat var sin metod varav en metod, geooxidation, var av typenin
situ. Férutom svenska foretag har foretag fran Danmark, Holland, Finland och USA deltagit.
Forsoken har utforts paen industritomt i kv Lyftkranen i Ulvsunda, férorenad med PAH, olja
och metaller. Processerna har avsett behandling av en eller fleraav de tre matriserna; fyllning-
siord, torrskorpel era och sjésediment — med inriktning pa ndgon eller ndgra av de tre férorening-
styper som fannsi massorna. Resultatet visar att de termiska metoderna fungerat béast for PAH
och oljamedan jordtvétten var effektivast for metaller. Férsokstiden var dock begrénsad till
mindre &n ett & och ingen av metodernainvolverade biologiska metoder in situ. Detta & den
forsta direkta jamforel sen som gjortsi Sverige, men de metoder som fungerat bra hér behdver
inte nédvandigtvis vara de basta pa alla stallen med liknande féroreningar.
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3. MARKSYSTEMET

Marken speglar sin omgivning och egenskaperna &r en produkt av bade geologisk milj6, klimat
och ménsklig paverkan. Marken &r ett inhomogent system och det finns hérav en uppsjé med
olikamgjligheter. En fororening kommer inte att utvecklas pa samma sétt patva olika platser.
Déarfor ar det viktigt att ha god k&nnedom om forutséttningarna vid en férorenad plats innan man
borjar en sanering. En organisk fororening kan mycket val adsorberas av en organogen jord me-
dan den rinner rakt igenom en minerogen. Aven biomassan & ojamnt fordelad med ” oaser” av
biologisk aktivitet i ett annars ganska” sterilt landskap”. Det kan vara sa att fororeningen & akut
toxisk for biomassan och kan déarmed sla ut stora delar av den mikrobiol ogiska faunan paloka-
len. Paplatser dar det fran borjan finns liten biologisk aktivitet eller att aktiviteten har dagits ut,
ar det i princip omgjligt att genomfora en naturlig gélvrening, utan stimulans eller tillsats av nya
mikroorganismer. Radande geologi och hydrologi inom omradet & av stor betydelse fér mojlig-
heten till olika saneringsmetoder och har &ven ett stort inflytande éver hur féroreningen fordel ar
sig och ror sig i marken.

Marksystemet i naturliga svenskajordar kan vasentligen delas upp i tvaskildadelar av betydelse
i fororeningssammanhang; den 6vre markprofilen, eller jordmanen, som omvandlats av atmosfé-
ren och levande organismer samt den undre mera ursprungliga jordarten. Jordmanen, som ofta
upptar omkring 1 m av jordprofilen, utgor ett komplext dynamiskt system déar dod biologisk véav-
nad bryts ner, mineraliseras och gorstillgéangligt som néring tillsammans med minerogena vitt-
ringsprodukter. Har sker det livsviktiga utbytet mellan levande och dod materia genom ett
komplicerat ekosystem med ett stort antal kemiska, fysikaliska och biologiska processer.

| den undre mera ursprungliga och opaverkade delen av jorden (C-horisonten) & den biologiska
aktiviteten mycket lagre och hér har jordartens kornstorleksammansattning (textur) samt lag-
ringsforhdllanden (struktur) avgérande betydel se for spridning och omséttning av olika forore-
ningar.

Till marksystemets viktigaste komponenter htr ocksa vattnet. | den undre delen av jordprofilen
dér alaporer & helt vattenfylldafinns det rérliga grundvattnet. Ovanfor denna méttade zon finns
den ométtade zonen dar markporerna & mer eller mindre tomma pa vatten och istéllet fyllda med
markgas. | den ométtade zonen ror sig infiltrerat vattnet neda som sjunkvatten i marken.

| allmanhet & petroleumkolvaten méjliga att bryta ner pa biologisk vég. | de flestafall kan syre
(Oy) utnyttjas som elektronacceptor (dvs det &mne som slutligt tar hand om elektronernavid
nedbrytning av organiska &mnen). Den biologiska nedbrytningen av kolvéten kan kort beskrivas
enligt formeln:

Kolvéte + elektronacceptor + mikroorganismer + narsalt
) Koldioxid + vatten + mikroorganismer + avfallsprodukt

Aven andra el ektronacceptorer &n syre (framfér allt nitrat) kan anvandas och har anvantstill en
del férorenande &mnen som t ex aromater (Norris 1994). Hastigheten med vilken nedbrytningen
kommer att ske och méngden kolvéte som bryts ner beror pa ett flertal faktorer, framst; a) kvali-
tén och kvantitet av elektronacceptorer, b) mangd och kvalité av nérsalter, c) typ av mikroorga-
nismer och deras kapacitet, d) mangd, sammanséttning och typ av kolvéte samt €) omgivande
faktorer som geologi, hydrologi etc.
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4. SANERINGSMETODER IN SITU

| litteraturen finns sammantaget ett 40-tal saneringsmetoder for mark och grundvatten beskrivna,
manga utformade for in situ behandling. Anvandningen och de praktiska erfarenheterna av de
olika metoderna & dock mycket varierande. Sanering in situ innebér att sanering sker direkt nere
i jorden och/eller grundvattnet och kan ske &ven om marken ar bebyggd, eller da annan aktivitet
pagadr ovan jord. Med ex situ behandling menas att fororenad jord grévs upp och behandlas an-
tingen inom samma omrade, pa plats (" on site”), eller ocksa kan materialet transporteras ivag till
annan plats for behandling (" off site”) (Lindmark och Larsson, 1995). | vissafall kan uppump-
ning och rening av grundvatten ovan jord inga som en komplettering till in situ sanering. | denna
rapport har vi valt att behandla de saneringsmetoder som vi ansett som mest intressanta for
svenska forhdllanden. Avsnitt 4.1; 4.2; 4,4; 4.5 och 4.10 innefattar in situ metoder som framfor
alt anvéandsi grundvattenzonen. Avsnitt 4.3 behandlar in situ metoder for fororenad ométtad zon
och avsnitt 4.6 — 4.9 metoder som kan anvandasi badafallen. En del av metodernai avsnitt 4.1-
4.4 kan kombineras med metoder for motsatt zon.

Saneringsmetoderna kan generellt delasini:

* K oncentrationsmetoder
* Immobiliseringsmetoder
* Destruktionsmetoder

Koncentrationsmetoder (eller separationsmetoder) syftar till att samlain och koncentreraforore-
ningar fran en stor volym till en liten volym, eller att fora 6ver fororeningar fran ett mediatill ett
annat (t ex fran vatten till luft eller jord till luft) for senare omhéandertagande. Omhandertagandet
kan innebara att féroreningen destrueras eller immobiliseras. Exempel pa en koncentrationsme-
tod &r att pumpa upp fororenat grundvatten och renadet i ett kolfilter. Om Kkolfiltret sedan for-
brénns destrueras fororeningarna, medan det immobiliseras om det deponeras. Exempel pakon-
centrationsmetoder & markventilering, grundvattenventilering, tvéattmetoder, termisk avdrivning,
bortgravning samt pumpa och rena (Lindmark och Larsson, 1995).

Immobiliseringsmetoder innebér att féroreningen immobiliseras och déarmed forhindras att spri-
das och nd omgivande miljo. Inte heller har minskar dock méangden av den farliga substansen.
Exempel paimmobilisering ex situ &r t ex att gjutain fororeningen i betong ochin situ att omge
fororeningen med vertikala- eller horisontella barridrer eller att styra grundvattennivaerna sa att
inte fororenat vattnet avrinner fran omradet (Lindmark och Larsson, 1995).

Destruktionsmetoderna & de enda som bryter sonder fororeningen och dérmed minskar riskerna
for al framtid. Syftet med destruktionsmetoderna ér att producera harmldsa restprodukter som
koldioxid, vatten och salter. | vissafall kan dock toxiska och mobila @mnen bildasi samband
med destruktionen. Till destruktionsmetoderna réknas forbranning samt biologisk- och kemisk
nedbrytning (Lindmark och Larsson, 1995).

Foreliggande rapport behandlar sanering av organiska fororeningar in situ. De in situ metoder
som anvands for detta andamal &r till stor del baserade pa biologisk nedbrytning. Hur manga
fororenade objekt som under 1990-tal et behandlats med biologiska metoder i Sverige har inte
gatt att klarldgga. Man kan dock konstatera att det framst har varit metoden " uppgrévning och
deponering” som varit forharskande och att biologiska metoder inte har anvénts och utvecklatsi
sammatakt i Sverigesomt ex i USA och Danmark. Enligt SNV (1995) behandladesi Danmark
varje ar 80 % av all fororenad jord med biol ogiska metoder.
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In situ metoder for rening av organiska fororeningar bor framforallt Gvervégas nér en eller flera
av nedanstaende kriterier & uppfyllda;

- fororeningen ligger i jord och/eller i grundvattnet under befintliga byggnader, par-
keringsplatser, vagar, jarnvégar etc

- fororeningen ligger parelativt stort djup under markytan (géller bade jord och
grundvatten)

- utrymmet for att utfora ex situ behandling inom omrédet & begransat i kombina-
tion med att behandling utanfor omradet inte accepteras (t ex pa grund av mil-
jomyndigheternas krav)

- tidsaspekten & underordnad

- kostnadsbilden &r férdelaktig

Som till&gg till dessakriterier maste ocksa stéllas de forutséttningar som kravs for respektive
behandlingsmetod, bl a mdjligheterna att installera olika typer av utrustning, att andraingrepp i
omradet begréansas, etc.

Fordelar med in situ behandling &r att arbetskraft och omgivning inte exponeras for féroreningar
pa samma satt som vid ex situ teknik, att miljostérande vagtransporter av férorenad jord undviks,
att fororeningarnainte flyttas till annat omrade samt att kostnaderna for uppgravning och trans-
port kan undvaras.

Nackdelarna med in situ behandling &r bl a att det krévs storainsatser av faltundersokningar for
att karakterisera marken. Det krévs ett kvalificerat kontrollprogram for att optimera processen
och Overvaka s att inga fororeningar sprids utanfor saneringszonen. Saneringen tar oftalangre
tid att utfora an ex situ behandling och tekniken & mer kénslig for lokala betingel ser som t.ex.
kornstorlek, kompaktering etc.

4.1. Injektions-, extraktions-, recirkulationssystem

Flera olika metoder for injektion och pumpning, bade i méttad och ométtad zon, har utvecklats. |
foljande kapitel presenteras tre hyvudtyper:

4.1, Injektions — och extraktionssystem med grundvattenbrunnar

4.2, Luft-/biosparging; Luftning under grundvattenytan

4.3, Bio-/ventillering; Luftning av ométtad zon

I njektions och extraktionssystem med brunnar, Figur 4.1, & en metod for behandling av forore-
nat grundvatten direkt in situ. Injektion av nddvéandiga nedbrytningsstimul erande dmnen sker
uppstroms och extraktion nedstroms. | de fall tillracklig rening inte astadkoms pa detta sétt renas
vattnet &ven ovan jord i t ex bioreaktor, varefter det dterforstill injektionsroren. Designen kallas
dafor recirkulationscell. Metoden anvands for sanering av de flesta organiska fororeningar som
petroleumprodukter, klorerade alifater, klorerade fenoler etc.

Alternativa utférande finns som t ex multiplainjektionspunkter, infiltrationsgropar i stéllet for
brunnar (for mer ytligt liggande grundvatten) och horisontellainjektions- och extraktionsror.
Metoden kan & en kombineras med biosparging, se avsnitt 4.2 nedan. Ett system med infiltra-
tionsgropar, som framst & |ampat for anaeroba behandlingar, beskrivs schematiskt i Figur 4.2. |
dessa gropar tillsétts nedbrytningsstimulerande amnen som tillatsinfiltreraned i det férorenade
grundvattnet.
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Figur 4.1. Injektion och extraktion. (Fran Grindstaff, 1998).

gravel filled
nutrient

full:lrztlzlrseened infiltration f;:::tr:f point
trenches —
. : ke . - B = .
___-ﬁ»Z- : i i:iﬁ
1= o O el 1H
=0 IH1
— |y p— — — — — — — — - i 10°
- - - - - - - |l
et - 5 1
il o ale
[1=]] . - [1=]]
=1 horizontal extraction well E =[] .
I=] il 20
15 1=l
— |igll = — — — — — — — - 1=}
—g! - - - - - - - - — gl .
=l — — — — — — — — E =i 25
HE! 1=l
1= 11
|=li [1=[]

horizontal infiltration well

Figur 4.2. Schematisk beskrivning av system med infiltrationsgropar. (Fran Grindstaff,
1998).

Grundvattnet kan &ven fas att cirkulera direkt in situ, dvs utan uppumpning till markytan (EPA,
2000a). Metodernagdr i allménhet ut pa att direkt in situ dverfora flyktiga féreningar i grund-
vattnet till gasfas, varefter géva gasfasen tas om hand och renas ovan jord. Metoderna benamns
"In-well vapor stripping”, ”In-well air stripping”, ”In situ vapor stripping”, In situ air stripping”
och ”Vaccum vapor extraction”.

Oavsett vilken metod som anvéands for rening av grundvatten &r provtagningsror i de alraflesta
fall installerade i och nedstréms extraktionsréren, med avsikt att kontrollera spridning och sane-
ringseffektiviteten.
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Vidin situ sanering med tillforsel av syre & det ur saneringssynpunkt mer effektivt om rent syre
kan tillforas istallet for luft. Hogre effektivitet i att fa syreméttat grundvatten och dértill hogre
syrehalt i ométtad zon kan hérav erhdllas. Nackdelen &r att det &r betydligt dyrare att tillfora syre
jamfort med luft. Anvandandet av ett relativt enkelt system (delvis patenterat) innefattande syn-
tetiska zeoliter som adsorbent av kvavgas ur luft, resulterande i 90-95 % syrehaltig luft gesi Za-
mojski m. fl., (1999).

4.2. Luft-/biosparging

Med luft- eller biosparging, Figur 4.3, trycks syre ned under grundvattenytan. Harigenom frigors
och transporteras en del l&ttflyktiga kolvaten upp i ométtad zon och kan vid behov omhandertas
genom gasextraktion. Andra kolvéten bryts ned i grundvattnet och i den ométtade zonen genom
tillsatsen av syre. Luftsparging innebér att [ufttrycket/luftflodet &r sa stort att det framst &r
forangning av fororeningarna upp i ométtad zon och eventuel It &ven upp till markniva som &r
den priméra saneringsmetoden. L&gre [uftfloden valjs nér det framst &r biologisk nedbrytning
som avses. Metoden anses varamest lampad i homogena jordar (for att motverka okontrollerad
gastransport), da fororeningen foreligger i den méttade zonen och i material med hydraulisk
konduktivitet < 10° m/s. Dock f&r konduktiviteten inte vara alltfor |8g. | detta avseende &r influ-
ensradien (ROI) av storsta betydel se att faststélla for basta design. ROI & den storsta radien som
luften kan transporteras och generera éverforing av fororening i gasfas och/eller upprétthélla
tillracklig syrehalt i vattnet for tillfredsstéllande bionedbrytning. Jordgas-extraktion (SVE, se
bio-/ventilering nedan) & ofta kopplad till sparging fér att 6ka kontrollen av gasspridningen,
speciellt om hog tillforsel av [uft utfors och/eller da grundvattnet har hogt innehall av flyktiga
fororeningar. Exempel pa bestamning av ROI vid biosparging och underlag for beslut avseende
kontinuerlig visavi periodvis luft/syre tillforsel kan erhdllasi Mulder mfl. (1999) respektivei
van Ree m. fl. (1999).

Metoden anvands for att sanera bade klorerade och icke-klorerade kolvéten i bade méttad och
ométtad zon. Eftersom klorerade kolvéten i allmanhet &r tyngre an vatten, i motsatstill vanliga
petroleumkolvéten, foreligger de forra ofta djupare i gv-zonen. Metoden & anvandbar for flykti-
gaoch/eller |6sta fororeningar och/eller aerobt nedbrytbara fororeningar, framst i grundvattnet
men &ven i kapilldrzonen just 6ver grundvattenytan. Metoden &r inte |ampad att anvandas da fri
produkt foreligger (kan orsaka att fri produkt sprider sig). Den & heller inte |ldmpad att anvéndas
dakaéllare, avloppstrummor eller andra underjordiska halrum finnsi narheten, under forutsattning
att gasextraktionssystem inte &r installerade. Dértill & metoden inte |&mpad i grundvattensystem
som har impermeabla skikt. Detta eftersom fororenad Iuft i sddant fall inte fritt kan strémma upp
i ovanliggande zoner, vilket bl a kan ge stor osdkerhet vart gasféroreningarna tar végen eller or-
saka okontrollerade mindre tryckexplosioner in situ. Tata skikt kan ocksa motverka spridningen
av syre och hamma den biol ogiska nedbrytningen.

Vid biosparging kan, utbver eller istéllet for syre eller [uft, t ex metan (naturgas) tillséttas for att
paskynda bionedbrytningen. Val av tillsatsamnen styrs bl a av om aerob eller anaerob nedbryt-
ning 6nskas.
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Figur 4.3.  Exempel pa beskrivningar av olika typer av jordgasextraktion (SVE) (vanstra

bilden fran USEPA 2000i; hogra bilden fran Grindstaff, 1998).

Bade sparging och injektion/extraktion kan designas som recirkul erande behandlings-celler/-
zoner, som biobarriérer eller kombinationer hdrav. | de fall designen/kombinationen syftar till att
erhdllaen biobarriar (se daven avsnitt 4.4.” Reaktiv barriar”, nedan) installeras brunnar sa att for
saneringsprocessen nddvandiga dmnen kan tillforas mikroorganismerna. Syftet & hér att dessa
etablerar sigi tillracklig grad i en zon eller delzoner (da med olika redoxférhallanden) ned-
stroms. Nér fororeningen har transporterats genom sadan/-a zon/-er & malsattningen att forore-
ningen fullsténdigt mineraliserats. Recirkulationscell & en hydrauliskt kontrollerad zon i vilken
grundvattnet recirkuleras tills saneringsmalen & uppnadda. Designen av en recirkulationscell kan
i vissafall syftatill att endast delar, framfor allt nérmast det mest férorenade omradet, av forore-
ningsplymen & hydrauliskt kontrollerad. | 6vriga delar tillats fororeningen transporteras ned-
stroms, samtidigt som kontroller utfors att nedbrytningen fortsétter tillfredsstéllande grad aven i
dessadelar.

Metoden med L uft-/biosparging (jordgasextraktion) anvéands framst for flyktiga och/eller vat-
tenl 6sliga organiska féroreningar, men med olika kombinationer av metoderna kan &ven andra
organiska fororeningar behandlas. Kombinationen recirkulationscell inkluderande sparging ar
vanlig vid sanering av bl aklorerade kolvéten.

En amerikansk manual for utférandet av in situ luftsparging kan erhdllas gratis pA US Army
Corps hemsida (US Army Corps, 1997) och till den ytterligare information i Becker och Baker
(1998).

4.3. Bio-/ventilering

Ventilering gar i princip ut pa att med hogt luftflode i speciellt perforerade ror, applicerade i
ométtad zon, ventilera bort flyktiga organiska fororeningar, delvis beskrivet i Figur 4.4. Ventile-
ring kan i vissafall orsaka att flyktiga fororeningar forcerasini omraden, t ex i kallaromraden,
dér andra problem kan uppsta. Ventilering har bl ahérav utvecklats/férandrats fran att enbart
bldsaned luft in situ till att alternativt bara suga upp |uft (evakuera) eller en kombination av ba
da. Andringen har i allmanhet givit battre kontroll pa diffusa transporter av gasformiga forore-
ningar in situ. Ventilering i form av extraktion kallasi allmanhet jordgas-extraktion (SVE, ” Sail
Vapor Extraction”), varvid ométtad fororenad zon sétts under vakuum. Uppsugen fororenad luft
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renas med katalysator, kolfilter etc (Benning och Sabalowsky, 1996). SVE & mindre lampad i
jordar med hog heterogenitet, hdg fukthalt och hdg andel finkornigt material. Metoden kan
kopplastill termisk in situ behandling. Genom att den tillf6rda luften uppvéarms fore injektion
("thermal enhanced SVE”) kan betydligt hogre reduktionsgrader erhdllas.

Bioventilering &r en relativt ny saneringsteknik som utvecklats fran vanlig ventilering. Principen
ingdr i Figur 4.4. Metoden anvander sig av betydligt 1agre luftfl6den med malséttningen att mi-
nimera forangning och maximera mikrobiell nedbrytning av fororeningen i jorden. | det hér fallet
ar det framfor allt syretillforsel som ar primart. Vid behov kan aven nedbrytningsstimulerande
naringsdmnen till séttas, uppvarmning ske av tillford luft och/eller gasextraktionsrér kopplastill
den ométtade zonen. Nedbrytningen sker under tiden som bade syret och gasfasféroreningarna
sakta transporteras genom den bioaktiva jorden. Genom minskat |uftfldde minskas dven ovansta-
ende potentiella gasackumul eringsproblem. Aven adsorberade féroreningar kan brytas ned nér
syretillfors porgasen. | bada fallen &r det viktigt att uppréatthallatillracklig fuktighet, sa att jorden
inte torkar ur med minskad biologisk nedbrytningsaktivitet som foljd. Bioventilering kan tamé&
nader till flera dr att utfora.

Alla aerobt nedbrytbara organiska féroreningar kan i princip behandlas med bioventilering, spe-
ciellt medeltunga petroleumprodukter (t ex diesel, jet bransle). Eftersom l&ttare produkter som
bensin tenderar att |att forangas brukar vanlig ventilering istéllet appliceras pa sadana forore-
ningar. Generellt tar tyngre produkter som t ex smarjoljor langre tid att bryta ned jamfort med
|attare produkter. De viktigaste faktorerna for bioventilering & markens permeabilitet, jord-
struktur (mikro-/makroporer), stratifiering och den platsspecifika bionedbrytbarheten av forore-
ningen. Bioventilering & mindre lampat for omraden med en grundvattenniva mindre 1 meter
under markytan. | de fall metoden inkluderar vakuumextraktion maste metoden utforas med viss
forsiktighet néar grundvattennivan ligger ytligare &n 3 meter. Detta beror pa att grundvattennivan
kan hojas lokalt p g a vakuumséttningen, varvid vatten kan kommain i extraktionsroren och
dérmed starkt reducera gasgenomstromningen.

| USA kréavsi vissafall att en inledande pilotstudie utfors som visar att saneringsmalet kan nas
med bioventilering. Detta géller om saneringsmalet ar en slutkoncentration av férorening < 0,1
ppm i jorden och/eller om malet & mer &n en 95%-ig reduktion av totala petroleumkolvéten (US
EPA, 2000b; USEPA, 2000h).

Erfarenheter vid fullskalesaneringar har visat att man ibland fatt upprepa ventileringen (géller
framst ventilering men i viss man &ven bioventilering) for att fa tillfredsstéllande sanering. Om
provtagning tas av gasfasen efter att konstant ventilering av ett omrade utforts under en begran-
sad tid kan resultatet indikera att gasfasen &r ren. En eventuell efterfoljande kontroll ndgot halvar
senare kan emellertid visa att halternai gasfasen okat. Dettap g aav att det ibland kan ta bety-
dande tid innan jamvikt instdlt sig mellan fast fas och porgas/bulkfas. Detta dr i sig kopplat till
jordstrukturen (bl a organiskt innehdll och omfattningen av mikroporer i matrisen) och stratifie-
ringen. Det & alltsa viktigt att ventilering/bioventilering tillats genomforas under tillrackligt 1ang
tid.

Bioventilering har under senare tid fatt ckad anvandning, bade i Sverige och utomlands. Exakt
hur ménga omraden i Sverige som har behandlats och & under behandling med dennatyp av
metod har inte gétt att klarlagga, men uppskattastill ett 40-tal.

En ny och modifierad form av bioventilering kallas pa engelska” Bioslurping”, dar ordinar bio-
ventilering kopplastill uppsugning av fri produkt fran framst grundvattenytan (och vid behov
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kapillarzonen) genom vakuumséttning. Den fria produkten destrueras eller dtervinns. Eftersom
fororeningen ofta dven till betydande delar foreligger i ométtad zon inkluderas ofta Bioventing i
Bioslurping. Manual for utforande av sadan kombination finns gratis att tillga painternet (US
Army Corps, 1999). Dartill kan ytterligare exempel pa sddan kombination erhallasi Eloskof m. fl.
(1999); Houck m. fl. (1999), Woodward m. fl. (1999) och i Baker m. fl. (1999).

Injektion av syre Injektion av luft
och naringsdmnenen och naringsdmnenen
_ till grundvatten. till oméattad zon.

Extraktion av g Rening av
vatska /7 gasfas.

Gw-niva

Figur 4.4. Beskriver piméart Bioventilering. Har kopplat till uppsugning av gasfas (SVE) som
kondenseras (delvis) ovan jord till vatska och rening av resterande gas. Beskrivet
utforande &ér aven kopplat till syresattning av grundvattnet (luft-/biosparging).

Amerikansk manual for bioventilering finns gratis att tillga pa The Air Force Center for Envi-
ronmental Excellence internetsida (AFCEE, 2000), och aven fran Amerikanska Naturvardsverket
(USEPA, 1995a; USEPA, 1995b). | fallet bioventilering finns &en modelleringsprogram for
initial screening och utvéardering av majligheterna att applicera metoden pa varje specifikt for-
orenat omrade. Modellen, som framst & avsedd fér kolvétefororenade omraden kallas BioSVE i
vilken Bioventilering kan kopplas med SVE och Slurping (Sope-analysis, 2000). Vidare, Fields
m. fl. (1999) ger forenklat exempel pa design av kombinerat luft sparging och SVE. En ameri-
kansk manual for utférandet av SVE och Bioventilering kan erhdllas gratis painternet (US Army
Corps, 1995). Ytterligare amerikanska dokument avseende andratyper av saneringsutféranden
och dértill dokument om hal so- och sékerhetsaspekter vid sanering med bl aair sparging, bio-
venting etc, kan fas gratis genom sokning pa respektive ord pa foljande adresser:
http://www.usace.army.mil/search.html#Publications och
http://www.usace.army.mil/search.html

4.4. Reaktiv barriar

Reaktiv barridr kan bestd av ett permeabelt material eller en hydrauliskt genererad zon i grund-
vattnet med vilken reduktion av féroreningskoncentration i och nedstroms barriéren underl&ttas.
| defall syftet & att underlétta biologisk nedbrytning i och/eller nedstroms barriaren kallas den
Biologisk reaktiv barriar. | defall barridren bestdr av annat an enbart en vattenzon genererad av
injektion/extraktion eller sparging (se ovan) brukar barridren bendmnas reaktiv végg (RV). Inne-
haller vaggen amne/-n som paskyndar biologisk nedbrytning erhaller anl&ggningen prefixet
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"Biologisk”. | fallet vagg foreligger i almanhet inga behov av mekaniska system som upprétt-
haller barriaren, dock kan tillfalligt behov foreligga att rena eller regenerera dennatyp av bariar.

RV kan i huvudsak delasin i permeablafyllda diken och trattsystem. Dikena, Figur 4.5 och 4.6,
designas sd materialet i diket tacker ett snitt av den fororenade plymen nedstroms fororenings-
punkten. Snittet técker helt delen av den fororenade plymen, bade vertikalt och horisontellt.

Huvudsyftet med en reaktiv vagg kan vara metallutfalning (t ex for att genereralampliga elek-
tronacceptorer for bionedbrytning eller om fororeningen & en metall immobilisera denna), me-
tallkatalysering, mikrobiell kolonisering (av fororeningsnedbrytande mikroorganismer pa ett
béararmaterial av t ex malda snéckskal; dock ingen info om dennai fullskala har gétt att finna),
vétgasgenerering med metall (jarnspan for att 6ka halten elektrondonator till biol ogiska nedbryt-
ningsreaktioner), kemisk oxidation, eller helt enkelt enbart forangning (i grus) eller adsorption
(kol eller jonbytare). Olikatyper av RV kan placeras efter varandrafor att fa béttre saneringsef-
fektivitet.
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Tratt-system ("funnel and gate”), Figur 4.7, designas _
sa att icke-permeabla véggar styr fororeningsplymen

mot permeabelt centrum av tratten déar féroreningen
till&ts passera genom en Oppning. Efter att forore- A Gate
ningen passerat 6ppningen kommer den i kontakt

med material och/eller mikroorganismer som reduce-

rar/bryter ned foéroreningen. Tratten kan sinkas ned -=Funnel
till dnskad nivai grundvattenzonen. Ibland kan den

behova tacka framst nedre delen av zonen (framst da

fororeningen &r tyngre an vatten), ibland framst den Figur 4.7. Reaktivt trattsystem
Ovre (dafororeningen ar |&ttare an vatten). (fran Grindstaff, 1998).

Fastan de flesta barridrer & designade for lang operationell tidin situ med &r av minimalt under-
hall och utan extern energikalla, &r det hittills inte kant hur deras funktion egentligen & under
langre tid (USEPA, 2000e). Reaktiva barridrer med finkornigt metalliskt jarn har visat sig kunna
effektivt reduceraldsta plymer av klorerade kolvéten (t ex trikloretylen). Metoden &r inte lampad
for att omhandertafri fas. Reeter m. fl. (1998) ger en beskrivning av anvéndandet av reaktiv bar-
ri&r med jérn for sanering av klorerade kolvéten.

4.5. Naturlig sjalvrening

Naturlig sjdvrening (NS) baseras pa naturliga processer i jord och grundvatten som reducerar
fororeningshalten utan artificiellt ingripande (Larsson, 1998). Sadana processer inkluderar dis-
persion, sorption, férangning, abiotisk och biotisk omvandling och nedbrytning. Den del av na-
turlig avrening som baseras pa biologisk nedbrytning erbjuder destruktion av férorening och &
darfor speciellt betydelsefull. Dessa processer maste kartlaggas under en langre tid och data er-
halls genom omfattande provtagning av grundvatten och jord i och kring det férorenade omradet.
Madlparametrarna maste véljas pa ett relevant sétt och understkas med tillréacklig intensitet under
lamplig tidslangd sd att erhdlIna resultat kan anvandas som input i en bergkning/model-lering av
fororeningsspridningen. Modelleringen utfors for att klargtra det fororenade omradets paverkan
paomgivning och om naturlig sj@vrening pagar och kommer att fortgai omradet i tillréacklig
grad och hastighet. Erhallnaresultat ger ett underlag for miljomassig riskbedémning och for be-
slut avseende behov av sanering av omradet. Nyligen har modelleringsprogram tagits fram for
screening av ett omrades potential for naturlig idvrening av klorerade alifater (Azizm. fl.,
1999). Sedan en tid tillbaks finns flera liknande program pa marknaden f&r berakning av naturlig
gavrening av petroleumprodukter, t ex Bioscreen (Groundwater Services, Inc., 1997). SGI
(Statens geotekniska institut) planerar att i ett samfinansierat projekt med BFR (Byggforsknings-
radet) tafram en handledning i naturlig sjavrening for svenska forhallanden (preliminar bedoms
denna publiceras ar 2002; malgrupp bl akonsulter och entreprenorer).

Redan i borjan av 1990-talet fann man évervaldigande bevis pa att naturlig galvrening i grund-
vattnet kan fungeratillfredsstéllande i de allraflestafall dafororeningen bestar av petroleumpro-
dukter. Omfattande féltundersokningar under framst senare delen av 1990-talet har legat till
grund for det numera accepterade forhallandet att &ven klorerade kolvéten, under 1ampliga for-
hallanden, kan genomga naturlig sjévrening i tillfredsstéllande grad och hastighet. Att uppna
stéllda miljokrav &r dock betydligt mer sdllsynt nér det géller klorerade alifater an for petroleums-
fororeningar. Detta beror pa att de klorerade aifaterna kréver betydligt mer speciella och ovanli-
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gaforhallanden dn vad som géller for petroleumprodukter. | bada fallen kravs att den naturliga
gavreningen till vasentlig del baseras pa delfaktorn biologisk nedbrytning (se bl aNatural Atte-
nuation, 1998 och Natural Attenuation, 1999).

Naturlig sjdvrening har under senare & i USA varit den mest anvanda metoden for sanering av
tankomraden fororenade med petroleumfororenat grundvatten och den nést mest anvanda for
sadana omradens petroleumfororenade jordar. Fram till 1997 hade den anvéantsi ca 17 000 omré
den med fororenat grundvatten och i ca 29 000 omraden med fororenad jord, vilket motsvarade
omkring 47 % respektive 28 % av totalt petroleumfororenade tankomradens grundvatten respek-
tivejordar (Tulis, 1997). Vad galler omraden fororenade med klorerade alifater & metoden hit-
tills anvand vid betydligt farretillfalen.

Naturlig galvrening & vanligtvis avsevart billigare ah mer aktiva saneringsmetoder. For att klar-
gora om naturlig i@vrening kan na uppstallda saneringsmdl krévs dock omfattande platsspecifi-
ka faltundersdkningar avseende fororeningshalter, hydrologi, geokemi och mikrobiologi. Efter-
som karakterisering av omradet ofta kréaver sofistikerad provtagningsteknik, analysférfaranden
och grundvattenmodellering &r naturlig galvrening till stora delar en "high tech” metod.

Normalt kravs att fri produkt forst gravs upp och avlagsnas, och dérefter kvartalsvis- till halv-
arsvis métning av relevanta parametrar i tillrackligt antal punkter i framst grundvattnet under 1-3
arstid eller tills en definitiv trend avseende fororeningens upptrédande &r faststélld. Om resulta-
ten visar att den naturliga sjdvreningen ar godtagbar behtvs dérefter ett efterfoljande, men i be-
tydligt mindre omfattning, kontrollprogram tills omradet kan avvecklas. Enligt Tulis (1997) re-
kommenderar US EPA (Amerikanska Naturvardsverket) att minst de tvaforsta av foljande tre
bevis uppfylls for acceptans av naturlig si@vrening av petroleumprodukter (for klorerade alifater
kan ev. alatre kravas):

Primart bevis. Historiskafaltdata (grundvatten-/jordanalyser) som visar en klar och meningsfull
trend av minskande fororeningsmangder och/eller koncentrationer av val da petroleumfdreningar
i lampliga métpunkter (punkternaforeligger framfor allt i grundvattnet). Dessa data anvands for
att faindikationer pa att naturlig sjiavrening pagar i tillracklig grad, dvs for att bestamma om
plymens utbredning minskar eller &r stabil.

Sekundart bevis: Inkluderar faltdata fran karakterisering av det fororenade omradet som indirekt
demonstrerar typ av naturliga sjél vsaneringsprocesser i omradet och som visar den totala hastig-
het med vilken dessa processer reducerar fororeningshalterna (biologisk nedbrytningshastighet
kan beré&knas genom att méta den tidsmassiga forandringen av bl a halter av speciellt utvalda
petroleumkomponenter och elektronacceptorer i |ampliga provtagningspunkter).

Tertidrt bevis: Inkluderar undersokning i falt eller lab som direkt visar de platsspecifika mikroor-
ganismernas aktiviteter och gemensamma formaga att bryta ned fororeningen.

Pa senare tid har drivmedel erhalit oktanhgjande tillsatser, bl ai form av MTBE (metyl-tertiar-
butyl-eter). Eftersom MTBE & svarnedbrytbart, samtidigt som det & mycket lattlodligt i vatten,
& MTBE svart att saneramed naturlig galvrening. Nya forskningsron i laboratorieskala har dock
visat att det i vissafall kan finnas mikroorganismer som har férmaga att brytaned MTBE; set ex
Bradley m. fl., 1999; USEPA, 1999. | detta M TBE-sammanhang kan ndmnas, aven om det inte
har direkt koppling till NS, att nyaresultat fran pagaende fullskalesanering in situ med tillsats av
syre och speciellaMTBE nedbrytande bakterier, som i lab-skala halverade koncentrationen av
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MTBE pa< 2 veckor, har visat att MTBE kunde brytas ned direkt in situ snabbare an vad enbart
tillsats av syre astadkom (Salanitro m. fl., 2000).

4.6. In situ jord tvatt

Metoden innebér att en amnesmix injekterasi fororenad ométtad zon, méttad zon eller badadera.
Mixen kan besta av t ex vatten och alkohol, ytaktiva amnen eller baser (det sistndmnda for sane-
ring av hoga halter av t ex fenoler, inkl, klorerade dito). Malséttningen & att med denna mix 16sa
upp icke vattenl 6sliga organiska amnen, t ex tyngre PAHer och oljor, i antingen hot spots eller i
plymen nedstroms sa att de | &ttare kan pumpas upp €eller brytas ned direkt in situ. Fysikaliska
barridrer kan installeras for att motverka spridning. Extra god kartléggning och forstaelse av
grundvattenstrommar & nédvandig for att undvika spridning. Metoden &r framst |ampad fér jor-
dar med &g silt eller lerhalt. Metoden &r fortfarandei ett innovativt stadium och testasi USA pa
ett 5-10 tal platser (US EPA 2000f; US EPA 2000g).

4.7. Pneumatisk och hydraulisk sprackning

Pneumatisk sprackning involverar injektion av hogtrycksluft i fororenade konsoliderade sedi-
ment med avsikt att 6ka antalet sprickor/frakturer och bilda ett sekundart nétverk av porer och
kanaler. Harigenom Okas permeabiliteten fOr vatten och gas s att borttransport av fororeningar
forbéttras. Pneumatisk sprackning 6kar harigenom bl a extraktion av gasfas och biologisk ned-
brytning. Det sistnamnda 6kas genom att transport av nedbrytningsstimul erande &mnen till bak-
terierna, transport av bakteriernatill det férorenade omradet och borttransport av nedbrytnings-
produkter, tkas (US EPA, 2000c).

Hydraulisk spréckning genereras genom att vatten forst injekteras med hogt tryck ned i botten av
ett borrhdl, for att skapa ett diskformat utrymme, fran vilken sprackningen kan utga. Déarefter
injekteras under hogtryck en slurry av sand och gel ned i borrhalet varvid sandfyllda sprickor kan
genererasi |agpermeabel, dverkonsoliderad lera eller sediment. Gelen bryts snabbt ned biolo-
giskt och kvarlamnar en hogpermeabel sandfylld lins som kan vara savid som 20 meter i dia-
meter. Sprickorna underléttar biologisk nedbrytning av fororeningar, forbéttrar maojligheten att
foraned uppvarmd luft och att pumpa upp fororening. Métning av grundvattennivan och dess
gradient fore och efter sprackningen kan anvéndas for att beddéma sprickornas vidd och var de &r
lokaliserade. Andra granuldra material somt ex grafit, kan anvandasi stéllet for sand for att ska-
pa sprickor med andra egenskaper (US EPA 2000d).

4.8. In situ uppvarmning (anginjektion och elektrisk uppvarmning)

Metoden In situ uppvarmning okar mojligheten att frigora fastlagd férorening och kan utféras
med t ex vattenanga. Fororeningarna avldgsnas genom kombinerad termisk forangning och mo-
bilisering. Angorna sugs upp genom en metod som i princip efterliknar SVE (soil-vapor extrac-
tion, se ovan). En relativt relativt snabb och effektiv rening kan erhdllasi bade méttad och
ométtad zon. Metoden & 1ampad for omraden fororenade av framst tyngre organiska fororening-
ar och organiska fororeningar som &r relativt hart fastlagda. Risken fér mobilisering av forore-
ningarnai form av kondensat vid det termiska fronten innan de tagits upp kan vara ett problem
och &r inte annu valdefinierad. Metoden kan ibland krava téckning av ytlagret och déari omhan-
dertagandet av gaser. Metodens begransningar inkluderar dalig effektivitet i jordar med 1ag per-
meabilitet och hdg heterogenitet. Metoden kan kopplas till el ektrisk uppvarmning in situ av fin-
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korniga lager (resistans uppvarmning, mikrovagsuppvarmning, radiofrekvensuppvarmning) var-
vid 6kad saneringseffektivitet kan erhdllas.

4.9. Kemisk in situ oxidation

Metoden innebér att oxiderande amnen injicerasi det organiskt fororenade omradet med avsikt
att kemiskt oxidera och sonderdela féroreningen. Oxidationsmedel, oftai form av kaliumper-
manganat och vateperoxid, tillséttsi vatten som pumpas nedin situ sa att omradet fl6das igenom.
| princip kan alla organiska dmnen oxideras med starka oxidationsmedel till koldioxid och vat-
ten. Processen & inte specifik, alla befintliga @mnen in situ inklusive fororeningarnakan bli oxi-
derade. Satill exempel kan &ven naturligt organiskt material oxideras vilket da ckar behovet att
tillsitta &n mer oxidationsmede! for att fa tillfredsstallande oxidation av férorening. Aven redox-
forhallandena & en viktig faktor, vilken paverkas av befintligt pH. | vissafall krévs starkt sura
forhallanden for att tillracklig oxidation skall ske. Sa &r fallet vid anvandandet av Fentons rea-
gensvid vilket véteperoxid och jarnjoner (i form av jarnsulfat) bast verkar vid pH 2-4.

Oxidationsmedlet, t ex natriumpermanganat och véteperoxid (med eller utan jarnjoner), i vatten
tillsétts med fordel till omraden som & fororenade med tyngre svarlésliga @amnen, t ex tyngre
PAH och hogklorerade alifater. | det sistnamndafallet bildas, forutom koldioxid, vatten och bi-
produkter, aven klorid. | vissatester har enbart kaliumpermanganat i vatten anvands for att oxi-
dera hdgklorerade alifater, men laboratoriestudier indikerar att det da nastan enbart gér att oxide-
ra ométtade bindningar (Pankow och Cherry, 1996).

Det & mycket viktigt att distributionen av oxidationsmedlet sker sa optimalt som méjligt. Oxi-
dation och/eller férandring i pH kan generera utfallning som kan téppaigen bade kring utlopp for
tillforsel av oxidationsmedel och den fororenade jorden i sig. Tekniken & olamplig att anvandas
i jordar som redan fran borjan har 1&g permeabilitet. Dessa faktorer & inte minst viktiga vid an-
vandandet av véteperoxid dér det & nodvandigt att distributionen ut i det férorenade omradet
sker snabbt, eftersom sonderdelning av véateperoxiden sker snabbt. Véteperoxid har normalt en
halveringstid i vatten av enbart nagra timmar.

4.10. Hydraulisk inneslutning

Hydraulisk inneslutning kan utnyttjas vid krav pa snabba atgarder i akuta fororeningssituationer.
Med metoden styrs grundvattnet i 6nskad riktning genom att pa lampligt sétt sanka eller héja
grundvattennivan med hjép av pumpbrunnar eller diken. Olamplig spridning av fri oljefas och
oljai grundvattenzonen férhindras och darmed skapas mer tid for sanering av féroreningen. For-
orenad jord paverkas g av atgéarderna.

Om grundvattenytan ligger mindre an ca 3-4 m fran markytan kan 6ppnadiken eller nedgréavda
horisontella dréner anvandas for att paverka grundvattnets stromning (Testa och Winegardner,
1991). Vid storre djup och dar de yttre férutsdttningarna (utrymme, miljo, sdkerhet m m) inte
tilléter diken, anvands brunnar. Brunnarnainstalleras med hansyn till de hydrogeol ogiska forut-
séttningarna.

Pumpning av vatten kan antingen ske med sugpump eller med drankbar tryckpump. Om sug-
pump anvands ansluts alla brunnar till en gemensam ledning. Med sugpump kan grundvatten-
ytan maximalt sénkas ca 6-7 meter. Med drankbara pumpar kan grundvattenytan sankas betydligt
mer. En drénkbar pump placeras dai varje brunn och brunnarna sasmmankopplastill en gemen-
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sam ledning. Tryck- och sugpump kan ocksd anvandasi kombination, med tryckpumpen place-
rad i brunnens botten och sugpumpen pa markytan. Sugpumpen anvands dafor att skapa ett va-
kuum i brunnen vilket i kombination med den drankbara pumpens dvertryck uppfordrar vattnet.
Om aven fri oljaskasamlasin i brunnen skafiltret placerasi eller strax under den statiska olje-
/vattenytan, (Concawe, 1979). Ett kostnadseffektivt alternativ till normala grundvattenbrunnar i
tétare jordarter och vid ytligafororeningar ar sa kallade well-points. Dessa & smaaror, 5-10 cm
i diameter, med ett perforerat filter pa ca0,3-1 meters langd, Handboken Bygg (1984). Roren &r
forsedda med ett spolmunstycke léngst ner for att med detta kunnaforas ned i jorden vid instal-
lation.

Hydraulisk inneslutning &r tillamplig for att forhindra vidare spridning av ren oljefas och forore-
nat grundvatten i framforallt genomsldppliga och méttligt genomsl dppliga jordar med permeabi-
litet stOrre @n 10-6 m/s. | mycket permeabla omraden som rullstensasar kan det dock bli problem
eftersom mycket storainsatser (flera stora brunnar med mycket kraftiga pumpar) maste goras pa
grund av det storaflodet. Om brunnar anvéands istéllet for diken kan tekniken i princip appliceras
oberoende av djup till grundvattenytan. Brunnar, eller well-points, ar i mangafall att foredra
framfor 6ppna diken (Testa och Winegardner, 1991).

Hydraulisk inneslutning & en forhdlandevis enkel teknik som endast kraver normalt férekoms-
mande utrustning som brunnar, pumpar m m. Modellering och dimensionering av systemet &r
ocksa valkand teknik. Vad som daremot kréver stor skicklighet & undersokning och karakteri-
sering av omradets hydrogeologi. Inom detta omrade &r det 6nskvéart med ytterligare forskning
kring anvandandet av geofysiska metoder, permeabilitetsmatning in situ och statistisk variation
av hydrogeol ogiska parametrar. Metoden har mycket hog tillganglighet eftersom flertal et teknis-
ka konsulter och entreprendrer arbetar med tekniken.
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S. RESULTAT FRAN UTVALDA IN SITU METODER | PILOT-
OCH FULLSKALA

K apitlet behandlar resultat fran sanering av klorerade alifater (har valda med max tre kolatomer),
osubstituerade alifater (hér exklusive alkyner) och aromater (monoaromater och PAH). De me-
toder som behandlas hér & de som ansetts mest |ampade att anvandasin situ, framst da biologis-
kamen aven till del andra. De flesta resultaten & fran saneringsutforanden i aerob (syrerik) mil-
jO. Bade aeroba (med syre) och anaeroba (syrefri) behandlingsresultat tas upp i férekommande
fall (géller framst behandling av klorerade alifater).

Generellt sett har biologisk behandling av organiskt férorenad mark flerafoérdelar gentemot and-
rametoder. Wang m. fl. (1990) jamforde toxiciteten av PAH-fororenad jord fore och efter biolo-
gisk behandling i lysimeterfat. Man fann att jorden initialt visade stark mutagenitet och toxicitet.
Efter 20 veckors biobehandling hade jorden fullstandigt avgiftats. Man erholl toxikol ogiska var-
den av den behandlade jorden som |ag pa samma niva som bakgrundsvérdet i normal, € forore-
nad, jord. Biologisk behandling resulterar i en nedbrytning av fororeningarnatill i de alraflesta
fal ofarliga substanser, pa ett satt som & mycket svar att astadkomma med kemisk/fysikaliska
metoder. Toxiciteten minskar ocksa med tiden till f6ljd av att resterande fororening tranger inii
det finaste porsystemet, oftaini partiklarna, sa att biotillgangligheten minskar (Nakles m. fl.
1997).

5.1. Sanering av alifater

Drivmedel innehaller normalt olika blandningar av organiska amnen, framst alifater och aroma-
ter. Eftersom en mycket stor andel av de petroleumprodukter som pétraffasi mark och vatten
harror fran drivmedel av olika slag, foreligger alifater harav i stor utstrackning tillsammans med
aromater i petroleumfoérorenade markomraden. Det &r alltsa séllsynt att ett omrade enbart ar for-
orenat av alifater. Till de drivmedelsprodukter som innehaller stor andel alifater hor diesel. Som
framgar av kapitel 6.2 &r alifater av typen medeltunga n-alkaner i diesel 1&ttnedbrytbara under
aeroba forhdllanden. Dettainnebéar att i markomraden dér férorening av diesel befunnits en lang-
retid & det inte ovanligt att dessa n-alkaner har forsvunnit. Man kallar resterande produkt for
"véadrad diesel” som dock fortfarande kan innehdlla bl aandratyper av alifater (cykloalkaner,
grenade alkaner, tunga n-alkaner etc).

Information avseende mikrobiell in-situ sanering av diesel och bensini jord och grundvatten har
tidigare publiceratsi Lindmark och Larsson (1995). Nedan f6ljer darfor framst information gal-

lande efter 1995, varav forst ges exempel pa mikrobiell saneringin situ av diesel, varefter resul-
tat fran sanering av andra petroleumprodukter tas upp.

Fokus ligger i detta kapitel framst pa alifater. Pa grund av drivmedel-alifaters relativt 1aga l6dlig-
het i vatten brukar grundvattnet vid ett sadant férorenat omrade till liten andel innehdllalosta
alifater. Eftersom dértill deras densitet ar |&ttare &n vatten foreligger alifatiska fororeningar ty-
piskt i jorden ovan grundvattenytan, pa grundvattenytan, i den sk ”smear zone”, dvsi jorden i det
intervall inom vilket grundvattenytan under aret fluktuerar, och strax under dess |agsta sésongs-
niva.

Det & allmant kant att aerob biologisk nedbrytning av diesel fungerar och h6g saneringsgrad kan
nas relativt snabbt (framst beroende pa dess hoga andel n-alkaner). Utférs saneringenin situ ar
dock saneringshastigheten beroende av bl a halten befintligt syre och gédningsédmnen och hur v
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godningsamnen och syre kan tillforas det fororenade omradet. | allménhet, ju finkornigare mate-
rialet & desto sdmre magjligheter att dessa &mnen kan transporteras effektivt in situ. Foreligger
diesel i lera maste speciella och innovativa angreppssatt darfor utnyttjas for att natillfredsstal -
lande saneringsgrad inom acceptabel tid. Eftersom lera och silt foreligger i betydande omfattning
i Sverige ges nedan exempel pasanering av diesel i just sadana omréden.

Exempel palyckad mikrobiell in situ sanering av dieselfororenad 1ag-permeabel jord &r beskrivet
av Chitla och Portier (1997). Jorden var av typen siltig leramed permeabiliteten 107 m/s. Ca
5000 m?, med varierande féroreningskoncentrationer ned till 4 m u my, hade férorenats av |&ck-
ande rorsystem kopplat till underjordiskt tanksystem. Maximala halten av petroleumkol véten
(TPH-diesel) uppmaéittestill 10 g/kg i slit-leran 2,65 m u my. Grundvatten-nivan fluktuerade un-
der saneringstiden mellan 1-2,2 m u my. Fororeningen befanns mangdmassigt sett framst fore-
liggai den sk ”smear zone”. Grundvattenflddet uppskattades till 9:10™° m/dag och hydrauliska
gradienten till 0,003.

Pa grund av pagaende aktiviteter ovan mark (rastplats for lastbilar) bed utades att omradet skulle
genomgain situ sanering, inkluderande pneumatisk sprackning av den |&g-permeabla silt-leran.
Dartill skulle tillséttas ett specialbehandlat diatomért material (Isolite®) med hog ytarea (dess
porstorlek var ned till 0,1 pum). Sprackningen utférdes genom att pressa ned sonder som distribu-
erade luft ini den siltigaleran med ett tryck av 3,5 kg/cm?. | de sprickor som man hérav genere-
rade tillfordes det diatomara materialet, vars ytor dessférinnan hade belagts med en bakteriekul-
tur. Denna bakteriekultur hade framtagits genom att forst ta upp markprover fran det fororenade
omradet. Ur markproverna odlades de bakterier upp i stort antal som utnyttjade diesel som foda,
varefter dessa bakterier immobiliserades pa det diatomara materialet. Tillsammans med detta
material tillfordes &ven naringsamnen, i form av kvave och fosfor, ini sprickorna. Malsittningen
med sprackningen var i 6vrigt att underlétta transport av syre, bakterier och naringsédmnen i silt-
leran och att 6ka mojligheten att halla rétt fukt-/vattenhalt i omradet.

Forutom den vertikala spréckningen borrades dven ett 20-tal horisontella rorformade hdligheter i
vilkatillfordes ssmmatyp av behandlat diatoméart material (se ovan). Haligheterna borrades pa-
rallellt 1,4 m u my med 3 m mellanrum 6ver det hdg-férorenade omradet, resulterandei totalt
2150 m rérformade hdligheter. | dessa hdligheter tillfordes aven luft/syre (med 116 liter/sek) och
gbdningsdmnen. Initialt levererades dessa godningsdmnen i speciella mikrokapslar som kontinu-
erligt lakade ifrén sig amnenatill jorden. Dessa kapslar hade tillforts hdlighetena tillsammans
med det diatoméra materialet. Man hade uppskattat att omradet behovde renas fran ca 1,9 ton
kolvéte och man ansdg att det skulle racka med att totalt tillfora 160 kg N (kvéve) och 16 kg P
(fosfor) till omrédet. Efter en tid tillfordes periodvis ndringsdmnenai vétskeformini det rorfor-
made systemet, for att upprétthalla halter i jorden om minst 40 mg/kg N och 4 mg/kg P.

Saneringen utfordes under ett ar och provtagning for att mata saneringsgraden utfordes periodvis
bé&de som stratifierad och slumpméssig provtagning (inom 16 m? kvadrater). Riktvérdet for ren
mark var 500 ppm TPH-diesel vilket naddes efter 170 dagar, med undantag for ett delomrade.
Efterforskningar avseende orsak till den daliga saneringsgraden i detta omrade visade att syretill-
forseln inte var optimal p g a sprickor som bildats och som "kortslét” de parallella hdligheterna.
Den storsta orsaken till delomradets daliga saneringsgrad berodde dock péa att delomradet under
saneringen i liten men betydelsefull utstréckning tillfordes ny diesel fran den lasthilsverksamhet
som pagick ovan jord och dartill fran en tidigare g uppmarksammad brusten ledning. Detta
mindre del omrade dtgérdades genom uppgravning. Efter 360 dagar hade hela omradets ur-
sprungliga medel halt reducerats med 98 % till 64 +118 mg/kg. Med denna metod utfordes sane-
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ringen upp till 75 % billigare &n om alternativet uppgravning och deponering skulle ha utforts for
hela omradet.

Angaende anvéandandet av ovanstaende namnda metod pneumatisk uppsprackning i omraden
med petroleumfororenad lera for att underl&ta biologisk nedbrytning, maste sddan uppsprack-
ning skei tillracklig omfattning sa att god distribution av syre och eventuellt andra nedbrytnings-
stimulerande amnen erhdlls. Ventkatraman m. fl. (1997) ger information om modellbergkningar
som kan anvandas for att erhdllalamplig influensradie.

Waltz och Ricotta (1997) beskriven en metod som de utvecklat och anvant patre olika petro-
leumf6rorenade omraden, som alla hade det gemensamma att de bestod av |&g-permeabel lera.

K olvétekoncentrationerna ldg mellan 700 — 13 000 ppm i leran. Man borrade ett antal hal verti-
kalt och tillsatte kal ciumperoxid (CaO) och vatten (slurry), varvid CaO (kalciumoxid) och syre
bildades in situ (reaktionerna kan paga veckor till manader). Harvid erholls bade ckad syrehalt in
situ samtidigt som CaO gjorde omradet mer permeabelt for en efterfdljande bioventing. Bioven-
ting startades ndgra dagar i harfor avsedda borrade hal efter att Surry-tillforseln sutférts. Under
ovanstéende kemiska produktion av syre var pH relativt hogt (pH 10-11) men omgivande leras
buffrande effekt tillsammans med tillfordel av natriumfosfat och kaliumfosfat sénkte pH till en
nivalamplig for bakteriell nedbrytning av petroleum. Dértill tillfordes petroleumnedbrytande
bakterier (sannolikt platsspecifika) i det fall man ansag dettalampligt for att upprétthdlla den
mikrobiella nedbrytningsaktiviteten. Omraden som initialt hade mer &n 10 000 ppm kolvéten
erhdll en reduktion till mindre &n 100 ppm inom 6 manader.

Det kan i detta sammanhang ndmnas att dven andra amnen som frisétter syre relativt |angsamt
finns pa marknaden. ORC® (oxygen release compound), som framst bestar av magnesium
peroxid, har anvants med varierande resultat (framst lyckade) vid sanering av petroleumforore-
nade omraden (se sidorna 277-306 och sidorna 319-324 i In Stu Bioremediation of Petroleum
Hydrocarbons and Other Organic Compounds. Alleman och Leeson (Eds.). The Fifth Int. In Stu
and On-Site Bioremediation Symp., San Diego April, 1999).

Det &r inte ovanligt att diesel foreligger tillsammans med andra, nagot tyngre, petroleumproduk-
ter. De tyngre produkterna, t ex brannolja, har normalt |13g forangningskarakteristik och 13g 10s-
lighet i vatten och foreligger darfor i avsevéard grad i ométtad zon, inkl. den kapillara zonen, och
i bvre delen av grundvattnet (bl a som fri produkt). Vanlig luft-/biosparging och bio-/venting
brukar langt ifran alltid ge acceptabelt saneringsresultat. K opplas dessa metoder till in situ up-
varmning Okar mojligheterna att saneringen kan skei tillfredstélande grad och hastighet. Exem-
pel pasadant utforande ges av Dablow m. fl. (1997). Jord och grundvatten ned till ca30 m umy
var fororenat upp till ca40 000 ppm med en blandning av 80% dieselbransle (No. 2), 18% bran-
nolja ("No. 6 fuel oil”) och < 2% bensin. Blandningen var viskds (400 cp) med en densitet av
0,953 och hade 1&g foréngningskapacitet (&ngtryck 0,015 mm Hg). Over 95% av den 260 ton
sanerbara fororeningen forel &g adsorberad och som fri fas. Grundvattennivan varierade starkt pa
grund av omradets placering vid havet (férsvarsmaritimt centrum) med kraftiga tidvatteneffekter
och dartill av tdmning/fylining av stor naturlig fartygsdocka (torrdocka).

Ett system med luftsparging och ang-/vétskeextraktion koppladestill in situ uppvarmning med
anga som hojde temperaturen upp till ca 100 °C i ométtad zon och i 6vre delen av grundvattnet.
Fororeningens viskositet minskade till ca 30 cp. Trots att temperaturen héjdes markant erholls
indikationer pa biologisk nedbrytning (bade aeroba och anagroba genom uppmétta syre-/CO,-
halter och metan i utgdende luft). Laboratorietester hade innan visat att oro for fullstandig av-
dddning av petroleum-nedbrytande mikroorganismer genom tillforsel av anga var obefogad (de
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organismer som overlevde foreldg hypotetisk framst i sma porer med betydligt 1&gre temperatu-
rer). Under de forsta sex manaderna hade ca 113,5 m® av produkten sanerats, varav uppskatt-
ningsvis ca 6 % genom mikrobiell nedbrytning (varav majoriteten anaerobt, indirekt kalkylerat
genom uppméatt metanproduktion).

Man kan ibland missta sig pa hur val sanering in situ har gétt. Detta géller inte minst daman
direkt efter att ha utfort in situ saneringen erhdlit analysresultat som indikerat att omradet ar rent
(framst baserat pa gasprover). Det har hant att nér man upprepat provtagning efter nagon/nagra
manader sa har néstan lika hdga koncentrationer detekterats som innan man borjade sanera.
Denna effekt kan hypotetiskt bero pa bl aféroreningens relativt |angsamma diffusivitet ut i por-
gasen fran det aktuellafallets material. Det & harav betydelsefullt att initialt understka med vil-
ken hastighet diffusionen sker ut i gasfas innan man designar fullskaleutforandet. Harvid kan
resultaten indikera att det kan racka med mindre gasfl6de & man tidigare planerat och/eller att
pulsering av gasflodet kan vara gynnsamt ekonomiskt sett och lika effektivt som kontinuerlig
[ufttillforsel.

En annan orsak till dalig saneringseffektivitet &r att det kan bildas kanaler in situ under sanering-
ens gang som kortsluter omradets luft-/syretillforsel brunnar. Vidare, i grundvattnet kan kontinu-
erligtillforsel av luft generera en zon med lagre permeabilitet som i sin tur kan divergera grund-
vattenfl6det runt det fororenade omradet. Harav kan sanering av det fororenade omradet komma
att fordrojas. | dettafall kan pulsering av [uft/syretillforsel i grundvattnet vara fordelaktigt.
Hartley m. fl. (1999) ger exempel pa hur man kan genomfdra pulserad tillforsel av luft/syre vid
luft/biosparging.

| Gvrigt, tillsats av bakterier for att forstka paskynda nedbrytning av kolvéten har, enligt rappor-
ter, givit varierade resultat. Flertal har redovisat att sadan tillsats till petroleumfororenat material
givit enbart marginellaeller rent av negativa effekter. Det senare fallet géller framst da bakteri-
ernainte kommit fran det fororenade omradet (”icke-adapterade’). Enzymer for nedbrytning av
n-alifater finnstroligtvisi sa gott som allatyper av bakterier, vilket inte synes géllafor de flesta
andra kolvétenai drivmedel. Om ett fororenat material redan innehar stort antal bakterier/ vo-
lymsenhet finns alltsa dar oftatillracklig potential for nedbrytning av n-aifater. Omrade, farskt
fororenat med petroleumprodukter, brukar normalt snabbt uppvisakraftig tillvéxt av bakterier
som bryter ned n-alkaner.

Jord kan dock inneha lagt antal om bl alag halt gédningsamnen, hog halt av mikrobiella bakte-
riedtare bland annat sk Protozoer (Harvey 1991; Harvey m. fl, 1995; Kinner m. fl., 1998), bety-
dande halt av tungmetaller och/eller andra toxiska &mnen, foreligger. Dessa faktorer gdler i én
hogre grad i vatten eftersom vatten dartill normalt innehar avsevérd mindre antal bakterer per
volymsenhet &n jord. | petroleumférorenat vatten med 1ag koncentration av bakterier, adapterade
till omgivningens forutsattningar, kan dock i vissafall erhdllas en forbéttring av saneringseffek-
tiviteten genom tillsats av icke-adapterade bakterier (kan bl a bero pa att de till satta bakterierna
da har mindre antal naturligt befintliga konkurrenter). Béttre effekter erhdlls dock normalt om
petroleumnedbrytande bakterier tas fran det férorenade omradet, odlas upp och aterinséttstill det
fororenade materialet. Dessa &r béttre rustade, adapterade, att klaraav den miljo i vilken férore-
ningarnaforeligger, i forhdllande till andra bakterier som kommer fran andra forhallanden. Hy-
potetiskt kan dartill de icke-adapterade bakteriernavid tillsatstill ett petroleumférorenat material
i varstafall konkurrera ut de naturligt foreliggande adapterade fororeningsnedbrytande bakteri-
erna som redan finnsi materialet (Mgller m. fl., 1995; Marquez-Rocha m. fl., 1999; Dernbach L.,
1999; Buzea och DeStefanis, 1999).
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| motsatstill behandling av n-alkaner i jord, kan det i vissafall, t ex for fororeningar av typen
klorerade kolvéten eller PAH, varatill fordel att tillsétta speciella bakterier. Orsaken ar att mik-
roorganismer, med enzym att bryta ned dessatyper av fororeningar, foreligger mindre allmant,
jamfort med alifater. Aven i dettafall & det dock bast om bakterierna &r platsspecifika.

Andraviktigafaktor & bl ahur vl tillférda bakterier kan transporteras (bade av sig §av och av
yttre omsténdigheter) i det férorenade materiaet. Det &r inte ovanligt att tillsats av bakterier in
situ enbart resulterat i en spridning i storleksordning ndgon-nagra decimeter kring tillforsel-
punkten. Orsaken &r bl a att bakteriernai vissafall inte har eller anvénder egna framdrivnings-
mekanismer. Dértill kan bakterierna anvanda” gripdon” for att fasta sig pa forsta basta materie-
yta (Harvey 1991). Vidare, bakteriens storlek &r avgorande for dess formaga att transporterasig i
vattenmattad jord och storleken beror, férutom patyp av bakterie, pa om den &r i svéltstadium,
tillvéxtstadium etc. Ytterligare betydel sefulla faktorer &r tillforsel hastighet och omgivningens
jonstyrka; hog jonstyrka och hog flodeshastighet synes forsvara transport (Logan m. fl., 1997;
Camesano och Logan, 1998) (se &ven kapitel 5.3 nedan om klorerade alifater). Sdana faktorer
kan resulterai att omradet i en tillférselpunkt " pluggasigen” av tillforda bakterier, med mycket
forsamrad bakteriedistribution som f6ljd. Det betydligt béttre alternativet for in situ behandling
ar att redan fran borjan anvanda bakterier som alltsa &ven har goda distributionsegenskaper. Vid
dvervéagandet av att anvandatillsats av bakterier &r det hérav av betydelse att man innan erhaller
bevispa (lab eller i pilotskala) att sadan tillsats verkligen kommer att ge 6nskad effekt och &r
vart den extra kostnad som sadan tillsats oftainnebér.

5.2.  Sanering av monoaromater och polyaromater

Vid sanering av markomraden férorenade med monoaromater (MAH) har framst in situ meto-
dernanaturlig galvrening, bioventilering, ventilering och air sparging anvants. | de fall uppgrav-
ning lampat sig ekonomiskt och tidsmassigt, har ex situ-kompostering anvéants. Markomraden
fororenade med polyaromatiska kol vaten (PAH) har framst sanerats med ex situ metoder, varvid
fororenade jord och ev fri produkt tagits upp i samband med sanering. Kreosotfororenade jordar
har tidigare framst sanerats med slurry-reaktormetoden, i de fall jordens kornstorleksférdel ning
varit lamplig. Pa senare tid har emellertid in situ |ag-temperatur uppvarmning (LTTD; low-
temperature thermal desorption) av sadan jord blivit en eftertraktad metod (USEPA, 1998). Med
LTTD forangas fororeningarna fran jorden viaindirekt uppvarmning med anga som injekteras,
varvid fororeningarna samlas upp i gasfas och omhandertas. | in situ fallet placerasror i en cirkel
kring det fororenade omradet i vilka angainjecteras ned i jorden. Fororenat grundvatten omhan-
dertas paliknande sétt, angainjekteras ned i grundvattnet. Uppumpat fororenat grundvatten,
angor och kondensat processas genom varmevaxlare, varefter de avkylda féroreningarna pumpas
over till en forbrénningsenhet (Eaker, 1998). Rajan och Hayes (1997) och Leuschner m. fl.
(1997) ger exempel paanvandandet av en LTTD-liknande metod (CROW™) somingick i ett sk
behandlingstag for sanering av ett koltjarefororenat omrade.

Orsaken till LTTD-metodens popularitet ar bl a att metoden kan anvandas pa ett brett spektrum
av jordtyper, medan reaktormetoden framst varit begransad till jordar med relativt [agt finmateri-
alinnehal. Till durryreaktons fordel skall dock sigas att det (ofta hos entreprendren) inte funnits
tillrackliga kunskaper for att styra och optimera de mikrobiella och fysikaliska processernai
slurryreaktorn. Det har dven oftainte funnits kunskaper om att uppskal ningseffekter fran lab-
och pilot- till fullskala kan ge negativa processeffekter. Om man inte kanner till dem och inte vet
hur man i férvéag kan undvika dem sa brukar allvarliga problem uppsta, varvid sjalva metoden
kan fa obefogat daligt rykte. Det kan inte nog betonas vikten av att involvera kemiingenjorer,
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mikrobiologer och biokemister vid design av sddana reaktorer och vid igangséttandet och drift av
sanering av organiskt fororenade jordar med bioreaktorer.

Nedan foljer en kortfattad sammanfattning av tidigare inhdmtade erfarenheter (Larsson m. fl.,
1994) av in situ behandling av aromatf&rorenade markomraden, vilka presenteras tillsammans
med nya ron avseende sanering av sadana markomraden i pilot- och fullskala.

Sanering in situ av MAH har framst varit aktuellt vid lackande underjordiska tankar innehdllande
drivmedel (bensin mm). Pa senare tid har, dA MAH forelegat i grundvattnet, i de alraflestafall
naturlig gavrening (NS) anvands. In situ sanering av MAH-fororenad jord har framst utforsm h
aventilering/bio-ventilering eller SVE (soil-vapor extraction). NS-undersokningar har vanligen
utfortsi omréden med relativt tempererade grundvatten. Emellertid foreligger bevis paatt NS
aven kan fungeratillfredsstallande i arktiska omraden med BTEX-fororenat grundvatten. | Fair-
banks, Alaska, upptacktesi slutet pd 1980-talet att underjordiskt tanksystem lackt ca 150 m® ark-
tisk diesel (innehdll 8 % BTEX och trimetylbensen) till omkringliggande jord och till grundvatt-
net (okénd temperatur) (Westervelt m. fl., 1997). Upptéackten gjordesi samband med installation
av dricksvattenbrunnar ca 90 m fran utslappet. Vid forsta provpumpningsomgangen detekterades
2,1 ug/l bensen och 1,3 pg/l toluen i vattnet (ca4,6 m u.m.y). Man genomfoérde darefter period-
visa undersokningar m ap NS och modellerade resultaten. Analyser och modelleringar visade bl
aatt omfattande biol ogiska nedbrytningsprocesser pagick, att BTEX-halterna fran och med 1991
(fram till senaste provomgang 1996) |&g under detektionsgransen pa 0,2 pg/l och att dricksvat-
tentakten dven i framtiden g skulle bli hotad tack vare goda forhallanden for NS.

Aven om NS numera & den internationellt forhérskande saneringsmetoden for BTEX fororenat
grundvatten anvands &ven andra metoder. Exempel padessagesi det foljande.

Erfarenheter fran anvandandet av luftsparging i 32 fall for sanering av bl aBTEX i grundvatten-
zonen visar bl aatt det &r viktigt att placera grundvattenrdren rétt, att fororeningskoncentratio-
nerna kan 6ka markant igen efter ett antal manaders uppehdll, att metoden béttre sanerar |6st fas
an adsorberad fas och att ca 1/3-del av saneringarnainte var lyckade (Bass och Brown, 1997).
Detta kan ske bl a da omradet innehaller hoga fororeningshalter. Kraus m. fl. (1997) installerade
27 gv-ror i ett starkt etylbensen- och xylen-fororenat markomréade (upp till 41 mg/l etylbensen
och upp till 150 mg/l xylener; jorden ovanfor uppvisade i storleksordning tiotals g/kg (upp till
25-71 g/kg) av dessa amnen). Grundvattenytan |ag i ett 0,6 m skikt av sandig silt / siltig sand
somi sin tur |&g pa en betydligt maktigare skikt av sand. Man nadde efter ca 23 manaders be-
handling, inklusive uppehall for vinter, ingen statistiskt signifikant reduktion av etylbensen och
xylener i jorden. Reduktion i grundvattnet var da ca 3-4 tiopotenser. Efter vinterupphallet erhdlls
stark &tergang av fororeningshalterna upp mot ursprungliga nivaer.

En annan aktiv saneringsteknik for bl a BTEX-fororenade grundvatten &r injektions-, extrak-
tionssystem. Metoden & beskriven i kapitel 4.1 och kan sammanfattas enligt foljande. Delvist
fororenat grundvatten pumpas upp nedstroms det fororenade omradet. Uppumpat vatten renas
vid behov i bioreaktor eller genom filter, varefter vattnet aterforsin situ uppstroms eller i det
fororenade omradet. Till vattnet som aterfors kan vid behov tillséttas bionedbrytnings-
stimulerande &mnen, t ex syre, naringsamnen och bakterier fran bioreaktorn (vattenfasreaktor).
In situ sker biologisk nedbrytning av fororeningarna. | det uppumpade vattnet foljer &nnu icke
nedbrutna féroreningar med, som da omhéandertas/bryts ned i bioreaktorn. Om nedbrytningen
sker i tillracklig grad in situ behdvs ingen bioreaktor och metoden dvergar datill ren grundvat-
tencirkulering. Enbart cirkuleringen i sig kan oka beakterietillvaxtenin situ (Montgomery m. fl.,
1997).
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Bio-ventilering (BV) anvandsi ométtad zon och &r troligtvis betydligt mer vanlig som sane-
ringsmetod for drivmedel an luftsparging (som anvandsi grundvattnet). BV &r idag almant ac-
cepterad som en kostnadseffektiv saneringsmetod for att reducera flyktiga kolvéten i ométtad
zon, i defall den & lampad. Emellertid &r ett effektivt utforande relativt komplicerat att designa
p g aplatsspecifikt samspel mellan fysikaliska, kemiska och biologiska processer. T ex har
masstransportbegransningar mellan vétska och fast fas och mellan vétska och gas visat pa meto-
dens begransningar (Cho och Jaffe, 1990; McClellan och Gilham, 1992). Exempel pa andra be-
gransande faktorer & permeabilitet och tillforsel hastighet. Ju |agre permeabilitet i jorden desto
mindre influensradie fran varje enskild brunn och desto fler brunnar krévs med 6kade kostnader
som foljd. Tillférselhastigheten av gasen & delvis kopplad till bionedbrytningshastigheten. Ju
storre tillforselhastighet, utdver vad som kravs for optimal bionedbrytning, desto mer dvergar
metoden i ren ventilering. Vid ventilering brukar bl a masstransportbegransningarnagorasig an
mer géllande.

Brourman m. fl. (1997) beskriver anvandandet av ett Tratt-system ("funnel and gate”), i kombi-
nation med grundvatten-cirkulering och biologisk in situ nedbrytning. Avsikten med denna kom-
bination var att forhindra vidare spridning av kreosotamnen in situ vid ett tréimpregneringsfor-
orenat markomrade. Enligt forfattarna kan kombinationen vara saneringsmassigt och kostnads-
massigt effektiv.

Integrerat angreppsétt for att in situ sanera MAH- och PAH- fororenad mark kan t ex innefatta
extraktion av gasfas (SVE, Soil Vapor Extraction) och/eller bio-/ventilering kopplat till luftspar-
ging (AS, "air sparging”, luft-/syreinblasning i grundvattnet) och till uppumpning av vatten for
behandling ex situ. AS anvands framst kopplat till SVE varvid féroreningar i gasfas, som undgér
extraktionsréren och som istéllet sipprar upp ur jorden, tas omhand genom téckning av marken
med ett impermeabelt material varifran fororeningar sugs ut och omhéndertas. AS kan éven de-
signas som en "Mikrobiologisk vagg” (Microbial fence). | dettafall placeras luftinjektionsbrun-
narnai linje en bit nedstroms omradets hot spots, for att férhindra vidare spridning av forore-
ningarna nedstroms. Exempel pa sadant integrerat behandlingssatt gesi Buzzelli m. fl. (1997).

Om fororenat vatten skall sanerasin situ under aeroba forhallanden (géller PAH men kan &ven
appliceras pa andra organiska fororeningar som onskas brytas ned aerobt) kan vattnet méttas med
syrgas, luftsyre, ozon (Os) eller vateperoxid (H202). Anvands ren syrgas, ozon eller vateperoxid
istallet for luft erhdlls hogre andel syrei vattnet. Kostanden &r dock avsevart lagre om Iuft an-
vands.

Forsok med biologisk in situ-sanering av ett PAH-fororenat markomrade kopplat till anvandan-
det av véteperoxid har genomfortsi Sverige under ca 2 1/2 ar, med avbrott under vintrarna (SNV,
1993). Naringsdmnen (N och P), ytaktiva amnen, enkla kolké&lor som sirap, och mikroorganis-
mer tillsattesin situ nar sa ansdgs lampligt. Initialt tillsattes vateperoxid till det cirkulerande
vattnet, men tekniska problem gjorde att man efter catva ar évergick till syrgas. Initiala PAH-
halter uppméttesi jord till maximalt ca 45 000 mg/kg TS (Iagmolekyldra PAH; medel av total
PAH i jord ca 29 000 mg/kg TS), i sediment till maximalt ca 79 000 mg/kg TS (I&gmolekylara
PAH) och i grundvattnet till i medeltal ca 29 000 pg/l. Nar saneringen avsl utades, uppmaéttes en
medelhalt av PAH i jord paca7 000 mg/kg TS (600-16 000 mg/kg TS inom det mest férorenade
omradet) och i grundvattnet mindre an 500 pg/l. Fenolhalten 6kade markant i grundvattnet under
det forsta aret, men minskade darefter. Projektet ansags inte resultatméssigt lyckat. Driftstor-
ningar ansags ha paverkat den effektiva behandlingstidenin situ.
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Vad gdller véteperoxid bor halten understiga ca 300 mg H2O,/liter, eftersom hogre halter kan
inverka toxiskt pa mikroorganismerna, speciellt halter dver 500 mg H,Ox/1. | vissafall har till
och med 100-200 mg/I visat mikrobiell toxicitet (Alexander, 1994). For att eventuellt minska
toxiska reaktioner kan H,O; initalt tillsétas i 1aga koncentrationer < 50 mg/l med efterfoljande
stegvisa 6kning (Thomas och Ward, 1991).

Exempel pa att tillsats av H,O- ibland kan ge dalig nedbrytningseffekt ges av Hinchee m. fl.
(1991). Man visade att vid tillsats av H,O, i Overskott in situ, d v s 6ver vad som kravdes for att
grundvattnet skulle bli méttat med syre, utnyttjades inte Gverskottet for att biologiskt bryta ned
fororeningen. Man fann att H,O, sonderdelades mycket snabbt. Inget H,O, detekterades 0,2-1,4
meter nedstroms fran nagot av injektionsroren, daca 300 ppm H,O; tillsattes. Inte heller chock-
tillsats av 5 000 ppm H,O, gav nagot méarkbart mikrobiellt syreutnyttjande eller 6kning av mik-
robiellt tillgangligt syre. Man fann viktiga och starkaindikationer pa att enzym i marken (kata-
las) hade stor inverkan pa nedbrytningen av H,O,. Detta naturligt befintliga enzym hade sa stor
effektivitet att det hann bryta ned H,O, innan dess syre nétt ut till mikroorganismerna. Forfattar-
na beskriver ett flertal @mnen (bl a citrat) som kan inhibera katalas aktivitet och dérigenom éven
motverka katalytisk nedbrytning av H20..

Aven jarnoxider i marken kan katalytiskt sonderdela H,05. | sddanafall kan ortofosfat vara
lamplig fosfor/godningskalla, eftersom ortofosfat bildar fallning med jarn som dérigenom inakti-
veras. Naturligt bundet jérn, t ex i humus, katalyserar H>O» i mindre utstrdckning &n jarn [0st i
vatten. Ett sétt att motverka generell katalytisk sonderdelning kan vara att anvanda syrei form av
natriumperkarbonat inkapslat i etylcellulosa (Davis-Hoover m. fl., 1991).

Ozon har tillsattstill bl a PAH fororenat grundvatten sa att super-syreméttat grundvatten (>25
ppm) genererades, sk ozon-sparging. Avsikten var framst att oxidera bl a PAH i denna zon och
goradem mer l6sliga ut i grundvattnet som dérefter skulle kunna pumpas upp och slutsaneras
ovan jord. En annan orsak var att eventuellt underl&tta aerob biologisk nedbrytning av PAHerna
in situ. Efter ca’5 manader hade PAH halterna reducerats med ca 2/3-delar, fran att ursprungligen
varit ca1,5-3 ppm total PAH i grundvattnet (Nelson m. fl., 1997). For att underl &tta forstael sen
hur nedbrytning med ozon gar till har Zeng m. fl. (2000) gett forslag till reaktionsvagar for
ben(a)pyren.

Leahy m. fl. (1997) testade i |aboratorieskala tillsatts av ozon in situ efter att ett PAH-fororenat
omrade initialt genomgatt biologisk behandling in situ (bioventing/biosparging). Avsikten var att
attackera de kvarvarande tyngre PAHerna s att dessa blev oxiderade/l 6sliga/behandlingsbara.
Testet visade att sddan kombinerad bio- och ozonbehandling kan ha hog potential att sanera
PAH-fororenade omréden in situ (da framst i grundvattnet).

| 6vrigt, och som namns nedan (kapitel 6.3.3, efter figur 6.3.1), & det viktigt vid anvandandet av
biologiska metoder pa PAH-fororenat omrade att klarl agga om omradet har potential for aerob
metabolism eller om omradet till betydande del baseras pa co-metaboliska processer. Foreligger
det senare kravs tester for att avgora vilka @mnen som &ar |dmplade att injecterain situ for stimu-
lering av PAH nedbrytning. | badafallen &r det viktigt att klarlagga hur dessa mikroorganismer i
ovrigt stimuleras. Dartill & det inte minst betydelsefullt att klarlagga méjligheterna att utnyttja
eventuella platspecifika, mikrobiellt producerade, ytaktiva dmnen och/eller de mikrooganismer
som producerar dessa dmnen och/eller skumbildande mikroorganismer, alternativt testaandra g
platspecifika ytaktiva amnen/skum (set ex kort sammanfattning av Wilson och Betts, 1997). S&
dana ytaktiva @amnen produceras av vissa mikroorganismer for att kunnakomma at svarlosliga
PAHer (set ex kapitel 6.3.4 nedan och referenser dari).
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5.3. Sanering av klorerade alifater

De flesta av nedanstaende exempel kan kopplastill ndgon av de tre saneringsmetoderna
1/injektion och extraktion, 2/ luft- eller biosparging och 3/ biologisk reaktiv barriér. Information
innefattar framst erfarenheter som nyligen erhalits och som kan liggatill grund for forbéattrad
forstaelse och design av fullskal eutféranden. Forst beskrivs négra aeroba saneringsutforandenin
situ, foljt av anaeroba dito. Déarefter beskrivs nagraresultat av naturlig sjavrening och slutligen
erfarenheter av kem-fysikaliskain situ metoder med avsikt att framst kombineras med biologiska
metoder. For att underlatta forstéel sen av detta kapitel rekommenderas att kapitel 6.4 forst stude-
ras. Bl adr det viktigt att forsta vilka klorerade difater som kan brytas ned agrobt och vilka som
forst maste behandlas anaerobt och hur nedbrytningen kan ske.

5.3.1. Aeroba forhallanden

Vid sanering med biologiska metoder utférs nedbrytning av organiska @mnen i de allraflestafall
med enzymer. Produktion av dessa enzymer sker i mikroorganismens cell, ofta efter att cellen pa
nagot sétt blivit stimulerad att utfora denna produktion. Ofta &r det féroreningen salv eller
strukturellt likartade amnen det/de amne/-n som utfor stimuleringen. Vid aerob nedbrytning av
klorerade aifater kan dock ofta denna stimulering inte aktiveras av det klorerade kolvétet galvt
utan istéllet maste en kolkéallatillsittas som kan utfora stimuleringen. Nedbrytningen av det klo-
rerade kolvétet sker dai konkurrens med den tillsatta kolkallan av bl aicke-specifika enzym (en-
zym som kan bryta ned flera olika molekyler). Detta & en form av frdmst aerob co-metabolism
(bor teoretiskt i vissafall aven géllafor anaerob co-metabolism). Eftersom mikroorganismerna
hellre vill konsumera kolké&lan (den kan anvandas for energilagring och celltillvaxt vilket inte
det klorerade kolvétet kan for dessa co-metaboliserande bakterier) én det klorerade kolvétet, ge-
nererar detta avancerade vetenskapliga och ingenj 6érsmassiga saneringsl ésningar.

Under en faltstudie undersoktes aerob biologisk nedbrytning av TCE (trikloretylen) i grundvatten
med hj&lp av bakterien P. cepacia G4 (Nelson m. fl., 1990). Denna bakteries produktion av TCE-
nedbrytande enzym visade sig kunna stimuleras genom tillsats av bl atryptofan (US patent)
(Nelson och Bourquin, 1990). Produktionen av enzymet stimulerades alltsa av ett annat amne (sk
inducering, vilket &ven kallas co-metabolism da bada amnena bryts ned). Efter 20 dagar erhdlls
97 % reduktion av TCE. Kort déarefter fann man att ssmmartyp av bakterie (G4), aven kunde ut-
fora TCE-nedbrytning genom tillsats av ett annat induceringsamne (patentsokt av bl a samme
Nelson) (Litchfield, 1993). Erhdlina kunskaper anvands/har anvants vid fullskalesanering i Japan
(Moore, 1993).

En grupp frén Stanford University, USA, visade under 80-talet att TCE, cis-DCE (dikloreten),
trans-DCE och VC (vinylklorid) kan brytas ned under in situ-liknande former med hjélp av na-
turligt befintliga metanotrofa och heterotrofa bakteriestammar under tillsats av bl a metan (Ro-
berts m. fl., 1989). Man fann en snabb nedbrytning (halveringstid fran en halv dag till nagrafa
dagar) av ovanstaende amnen till ofarliga slutprodukter. Undantaget var den erhdlInatoxiska
intermediéren trans-1,2-dikloroxiran, dvs en epoxid av trans-DCE. Denna mellanprodukt visade
sig sedermera kunna brytas ned, med en halveringstid av ca4 dagar vid 18 °C, via hydrolys.

Enligt In Situ Bioremediation (1993), som refererar till liknande forsok, tillsattes ovanstaende
typer av klorerade kolvatenin situ till en oférorenad jord, under ytterst kontrollerade former.
Resultatet visade att befintliga bakterier i marken kunde bryta ned dessa féroreningar, under for-
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utsdttning att forhallandena optimerades. Man erhéll, under forsokets tidsram, foljande reduktion
av tillsatta @mnen: 95 % VC, 85 % trans-DCE, 40 % cis-DCE och 20 % TCE.

Broholmm. fl. (1991) undersokte |aboratoriemassigt biologisk nedbrytning av TCE, PCE
(perkloreten) och 1,1,1-TCA (trikloretan) var for sig, i icke kontaminerad jord tagen fran omé-
tad zon. Metan-oxiderande bakterier anvandes och metan tillsattes. Undersokningsforhallandena
designades sa att de efterliknade in situ sanering. | avsikt att stimulera produktion av lampliga
metan-oxiderande bakterier i jorden, acklimatiserades initialt naturligt befintliga bakteriestam-
mar, fran den ursprungligen renajorden, under en manad med metan. Dérefter tillsattes klorerade
alifater, tillsammans med periodvistillsats av metan. Resultat av forsoken visade biologisk ned-
brytning av TCE och 1,1,1-TCA, medan ingen nedbrytning av PCE erhdlls (detta & helt normalt
eftersom PCE & nedbrytbart under anaeroba forhhallanden). Man fann @ven indikationer pa att
190 mg TCA/kg vét jord, respektive 25 mg TCE/kg vét jord kunde vara toxiska fér metan-
oxiderande biomassa.

Som ndmnts ovan har, genom tillsats av metan, stimulering av produktionen av metan-
oxiderande enzym for nedbrytning av klorerade alifater, varit framgangsrik (metan kan alltsa
stimulera produktion av enzym i bakterierna som kan bryta ned de klorerade kolvétena). Pa detta
sétt har nedbrytning av till exempel de klorerade alifaterna TCE, TCA, DCE och VC genomforts.
Motsvarande nedbrytning av PCE tycks dock varamycket svar. | de fall omrédet &r fororenat
med PCE &r i princip det enda séttet att initialt biologiskt bryta ned detta &mne anaerob deklore-
ring. Enligt Dacyk och Hughes (1999) skall nyligen gjorda undersokningar i fullskala emellertid
haindikerat motsatsen. Faltundersokningar gjordai luftat klorerade kolvéte- och BTEX-
fororenat grundvatten under och nedstréms en tvéttinréttning i sydvastra Ohio, USA, gav vissa
indikationer pa att PCE kan ha brutits ned agrobt via samtidig nedbrytning av BTEX. Hur sédan
ovanlig nedbrytning skulle ha kunnat ske forklaras € (hypotetiskt forel ag eventuel It anaeroba
delomraden; som ndmnts ovan anses PCE vara mycket svarnedbrytbart under rent aeroba for-
hallanden).

Samma forfattare visade att nér féroreningskallan BTEX avlégsnades kunde nedbrytningen fort-
sétta (endast initiala resultat tillgéangliga) genom tillsats/pulsering av propan och luft till det for-
orenade grundvattnet (aven propan kan alltsa stimulera aerob nedbrytning av klorerade kolvé-
ten). Intressant nog har &en andra har funnit att PCE-halten reducerats vid aerob sanering av
klorerade kolvétefrorenade grundvatten. Man menar da att PCE nedbrytning kan skei signifi-
kant omfattning i nérheten av metanotrof aktivitet (Grindstaff, 1998). Metanotrof aktivitet &
aerob och utférs av mikrooganismer som utnyttjar metan som kol- och energikdllamed hjélp av
enzymer av bl atypen metan monoxygenas (anm: vad de menar med ”i nérheten av” framgar
inte. Fragan kvarstar om nedbrytningen &r rent agrob eller om det i nérheten av metanotrof akti-
vitet kan finnas mikroaeroba eller anaeroba forhallanden dar PCE kan brytas ned. Det borde ju
varanormalt att metanotrofer lever just i granslandet till anaeroba férhdllanden eftersom det &r
dér som metan kan produceras anaerobt).

Normalt kan hogklorerade alifater mineraliseras genom att anaeroba mikroorganismer forst av-
klorerar det klorerade kolvétet till kolvate med mindre klor. Dérefter kan aeroba mikroorganis-
mer tavid och mineralisera det |agklorerade kolvétet till koldioxid, vatten och saltsyra (informa-
tion om detta, se avsnitt 6.4.3). Aven om ett omréde har genomgétt deklorering till 1&gklorerade
kolvéten kan dock en efterfoljande aerob attack visa sig vara bekymmersfull. Som exempel kan
namnas ett pagaende in situ forsok i Danmark. | ett grundvattenmagasin under ett lokstall i Ko-
penhamn, fororenat med VC (ca 0,3 mg/l) och cis-1,2-DCE (ca 0,15 mg/l) pagar understkning
avseende aerob nedbrytning av dessa foéroreningar (Ludvigsen m. fl., 1999). Man antar att amne-
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na bildats genom anaerob nedbrytning av tidigare tillférda hdgre klorerade aifater. Initiala labo-
ratoriestudier visade att skiftning av de anaeroba forhallandenatill agroba och med tillsats av
kolkalla (metan) genererade potential att VVC skulle kunna brytas ned till 200% inom 84 dagar
och cis-1,2-DCE till 90% inom ca 200 dagar.

Man 6vergick darfor till forsokssanering i fullskala, vilket for narvarande pagar. Initialt pulsera-
des luft (1 minut/240 minuter) innehallande 2% metan i brunnar ned till grundvattnet caé mu
my med 20 m*/h (kan jamféras med Dacyk och Hughes 1999, ovan, som tillsatte rent propan
under ndgra minuter/sex timmar; propaninjektionen efterfoljdes av 100:1 luft/propan injektion
under tre timmar i cykler). Efter att man tillfort denna luft-metan-blandning i 20 brunnar i ca5
manader har en forsta utvardering utférts. Man har nu funnit att tillforseln av syre (luft) varit
otillfredsstéllande 1&g for generering av aeroba férhallanden. Man lyckades aldrig nd éver 1 mg
O/l grundvatten. En betydligt okad syretillforsel har nu startats (hérmed finns tyvarr aven okade
teoretiska mojligheter att klorerade kolvéten kan avgai gasfas) for att forsoka generera aeroba
forhallanden med forhoppning att den aeroba nedbrytningen harav skall starta (eventuellt skulle
det istéllet varamer lampligt att minska medelavstandet, nu 20 m, mellan grundvattenbrunnarna,
minska tillsatt mangd kolkalla for att eventuellt reducera antal et kolkalle-konkurrerare och &ndra
pulsfrekvensen; slutligen alltfor hdg syrehalt kan faktiskt ha potential att motverka nedbrytning-
en om metanotrofer & tankta stimuleras, se kapitel 6.4.3.2).

Som ytterligare exempel pa pulsering kan namnas sanering utford av Goltz m. fl. (1997). Man
visade i fullskala att TCE-férorenat grundvatten (0,5 mg/l) kan aerobt saneras till minst 85%
under 4 manader med tillskott av toluen (8-13 mg/l) och syrei pulser (dven toluen kan alltsa ha
Viss potential att stimulera aerob nedbrytning av klorerade kolvéten).

Aven bl afenol har i vissafall visat sig stimulera nedbrytning av klorerade kolvéten. Vid tillsats
av miljoméssigt problematiska amnen som toluen och fenol f6r sadan stimulering &r det dock av
yttersta vikt att ha kontroll pa att dessa snabbt bryts nedin situ innan de nétt nagon langre
stracka. Hopkins och McCarty (1995) tillsatte ca 10 mg/| toluen och fenol plus syre och véte-
peroxid in situ till ett TCE fororenat omrade. Indikationer fanns att bakterier med samma ned-
brytningsenzym som i bakterien P. cepacia G4 (se ovan) fannsi aktivt tillstand i omradet. Inom
en testzon pa 4 m, motsvarande en grundvatten-transporttid av 2 dagar, erhdlls en nedbrytning pa
Over 90 % av bl ainitialt 250 pg/l TCE i grundvattnet. Fenol och toluen reducerades samtidigt

till under 1 pg/l. Genom tillsats av spardmne kunde man fastsla att reduktionernainte berodde pa
utspadning. Emellertid fann man att tillsats/nérvaro av 1,1-DCE hade viss negativ inverkan pa
den aeroba nedbrytningen av TCE.

Ytterligare exempel palyckade aeroba fullskal esaneringar med tillsats av toluen kan erhdllasii
Grindstaff (1998). | néamnda referens kan &ven erhdllas information avseende kostnader for sadan
utford sanering in situ.

Kombinering av in situ behandling inklusive recirkulering med behandling av recirkulerat vatten
i en on-site reaktor har enligt Xing och Raetz (1999) givit lyckade resultat for behandling av
TCE-fororenat grundvatten. In situ air sparging, trycksatt fluidiserad baddreaktor med pulstill satt
kolkalla (fenol) och pump and treat (air stripping) integrerades. Med en medelhalt av TCE av 15
mg/l (max 50 mg/l; min 0,7 mg/l) erhdlls en reduktion av TCE med 0,89 kg TCE/m*/dygn. Be-
handlat vatten i reaktorn atercirkuleradesin situi 15 brunnar. Efter femton manader hade 131 kg
|6st TCE brutits ned.



SGl Version 2, 2001-02-22 33 (98)

Som ndmnts ovan kan co-metabolisk nedbrytning av klorerade alifater radikalt forbéttras genom
pulsering av tillsatt kolkélla. Tekniken bygger pa att nar tillsats av kolkélla avstannar finns fort-
farande enzym tillgangliga (dock under en relativt kort tid ) som istéllet attackerar det klorerade
kolvétet utan konkurrens med kolkéllan (halten av kolkalla & datillrackligt |&g eftersom tillfor-
seln avstannat). Nedbrytning kan till del &ven ske da kolkéllafinns narvarande och utmaningen
for erhdlande av optimal nedbrytning av klorerade kolvétet ligger bl ai avvagning av 1amplig
kolké&llekoncentration och lampligt tidsintervall for varje puls och cykel. Produktionen av enzym
som co-metaboliskt bryter ned det klorerade kol vétet sker for olika bakterier i skildafaser under
bakteriens tillvaxtcykel. For optimalt utnyttjande av co-metaboliska effekter bor initial studie
avseende nér i tillvaxtcykeln som den co-metaboliska effekten ar som storst, varvid béttre forsta-
else for hur den mest |1dmpade fodotillsats puls/cykel skall designas for det specifika fororenade
omradet (mer info avseende det sistnémndakan erhdllasi Swadley m. fl., 1999).

Svampen Phanerochaete chrysosporium (vitrotesvamp) & kand for att kunna bryta ned olikaty-
per av organiska fororeningar pa samma satt som den bryter ned lignin. Peroxidaser, dvs enzy-
mer som genererar peroxider, utsondras extracellulért (utanfor cellen) tillsammans med andra for
nedbrytningsprocessen nddvandiga dmnen. Dessa genererar tillsammans friaradikaler med vilka
till exempel hogklorerade kolvéaten kan oxideras. Som exempel kan namnas undersokningar ut-
fordaav Khindaria m. fl. (1995). Man visade att svampen reducerade 20% av en 10 ppm [6sning
av TCE och ca20% av 10 ppm CT under 9 dagar.

Det bor ndmnas att det i vissafall erhdllitsindikationer pa att delar av molekylstrukturen hos
fororeningar som " brutits ned” genom dennatyp av reaktionssétt istéllet kemiskt inkorporeratsi
naturligt material, t ex humus. | de fall en molekyl innehar en fri radikal (oparad elektron) & den
ytterst reaktionsbenagen och kan reagera med néstan vad som helst i sin nérliggande omgivning.
| defall sadan reaktion sker med humus binds molekylen in kemiskt och helaeller delar av for-
oreningen kan harav undga detektering. Sadanaindikationer har erhdllits nér den ursprungliga
fororeningsmol ekylen mérkts med radioaktiv isotop. Det skall ndmnas att svampen har alterna-
tivt angreppssétt for nedbrytning av organiska fororeningar, vid vilken nedbrytningen sker i
svampens mycel Detta angreppssétt anses inte inbegri palnkorporerlng i t ex humus. Aven om
det inte har gatt att finna rapporter om inkorporering av just klorerade alifater (rapporter avseen-
de detta for bl a pentaklorfenoler och TNT, set ex Dec och Bollag, 1994; Kaplan och Kaplan,
1982), bor denna teoretiska mojlighet inte utesl utas.

Peroxidasproduktionen (eg lignin-peroxidas eller ligninas) & optimal framst d& svampen har
kvéavebrist, men &ven produktion vid brist pa svavel och kol finns rapporterat. Nedbrytning av
lignin ingdr som en sekund&r metabolisk reaktion, vilket innebér att primart |&ttnedbrytbart &m-
ne, exempelvis glukos (i mycket sma koncentrationer, millimolar) eller cellulosa, maste vara
nérvarande for att vateperoxid skall kunnabildas av glukosoxidas enzym (Carberry, 1994).
Grundidén att med hjélp av vateperoxid oxidera klorerade kolvéten har &ven anvantsi rent ke-
miska saneringsutféranden, set ex om ” Fentons reagens’, nedan.

Aerob nedbrytningsstrategi kan vara svar att optimerain situ, p g abl akonkurrens - inhibition
mellan substrat och férorening och betydande genererade halter av reducerade &mnen (t ex Fe?*,
sulfider, ammoniak, etc). Dartill kan optimeringen varasvar p g asvarigheter att uppréatthdlla
god tillforsel av [6dligt substrat och syre. Det senare innebar att omradet inte far hafor 1agt K-
véarde och att potential inte foreligger for att stora biomassor genereras som tépper igen trans-
portvagar ("biofouling”). Vidare maste god optimering &ven kunnaklara av att taomhand klore-
rade kolvéten i gasfas ovan jord om potential for forangning foreligger (framst da fororeningarna
ligger ytligt, samtidigt som syre/luft pumas ned in situ). Bland de viktigaste optimeringsfaktorer-
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na &r upprétthallandet av rétt syrehalt in situ, vilket ofta genererar relativt hoga kostnader. | de
fall problemen med aerob sanering kan minimeras och dainte hog-klorerade alifater foreligger
(framfor alt PCE) bor aerob nedbrytning 6vervagas som priméralternativ eftersom detta ofta kan
ga betydlig snabbare &n anaerob deklorering och dértill mojliggor fullstandig mineralisering. Om
problemen inte gar att minimera bor man 6vervaga/undersoka om istdllet anaerob bionedbrytning
ar lamplig att readliserasinitialt for varje enskilt omrade, framfor allt dd omradet innehar bety-
dande andel relativt hogklorerade alifater (val far baseras paresultat fran initialalaboratoriestu-
dier).

Uppodling av bakterier specialanpassade for det fororenade omradet och for in situ-nedbrytning
av befintlig klorerad kolvéteférorening kallas for bioaugmentation. Metoden har testats med va-
rierande resultat. Erfarenheter fran nyligen genomforda tester kan troligtvis ge 6kad forstael se
for vilka hinder som maste undvikas for lyckade resultat. Det & allmant kant att tillsats av bakte-
rier in situ kan resulterai igentéppning av réren (biofouling) och omradet strax intill réren dar
bakterierna (och ev. ndringsamnen) fors ut in situ (normalt i grundvattenzonen). Igentappningen
bestar i allménhet av biokolloider (ca 1um), somi sin tur kan besta av bade bakterier, bakterie-
kolonier och/eller bakterieprodukter som l&tt faster sig pajordpartiklar i grundvattenzonen. Detta
kan resulterai att transport av dessa oftast inte nér mer &n 1 meter fran roret. MacDonald m. fl.
(1999a) och MacDonald m. fl. (1999b) har tagit fram en prelimina modell for recirkul ations-
system in situ som forutser vilka fysikaliska forhallanden som bor foreligga for att minska bio-
fouling. Modellen behtver forfinas genom ytterligare in situ tester, men kan i sin nuvarande for-
enklade version anda 6ka forstael sen for orsakernatill problemet.

Vad gdller bioaugmentation och biofouling bér man ta hansyn till att vissa bakterier har egna
transportmotorer som, enligt Logan m. fl. (1997) (som refererar till Mercer m. fl., 1993), normalt
resulterar i en forflyttningshastighet av ca 3,5 m/dag. Denna angivna bakteriella egen-
transporthastighet tycks dock varatéamligen hog (rimligt varde?, sammanlagd strackai xyz-led?).
Namnda forflyttningshastighet kan jamforas med Witt m. fl. (1999) som refererar till olika rap-
porter. De anger att bakterier befunnits ha porhastigheter upp till 0,3 m/dag. | vilket fall, flédes-
hastigheter hos det tillsatta bakterievattnet som resulterar i en transporthastighet av bakterierna
som markant 6verstiger bakteriernas egengenererade forflyttningshastighet, 6kar radikalt mojlig-
heten for att bakteriernafastnar i porer och sma sprickor, resulterande i igenséttning.

For att natillrackligt bra spridning in situ av tillsatta bakterier vid en full skalesanering maste
dessa ofta behtva transporteras tiotals meter fran varje rér. Logan m. fl. (1997) fann att framst
I3g jonstyrka (~0,01mM), 13g tillsatshastighet av bakterierna (dvs 13g tillsatshastighet av bakte-
rievattnet) motsvarande ca 1 m/dag och nérvaro av hydrofoba kolvaten (non-aqueous phase
liquids, NAPL) i derasfall i form av PCE, tkade spridningsradien av bakterier kring réren. Man
antog att 1&g jonstyrka uppréttholl repulsion mellan negativt laddade jordpartiklar och negativt
laddade cellytor. | allménhet anses att dA NAPL foreligger, Okas bakteriernas egentransport. Man
ansdg att detta hypotetiskt till del berodde paatt NAPL, i det har fallet PCE, hade téppt igen de
smaporernai vilka bakterierna annars skulle bli fangade. En annan forklaring skulle kunnavara
att det forelag metaboliskt nedbrytbar kolkélai omgivningarna. | sadanafall tenderar vissa bak-
terier, enligt Witt m. fl. (1999), att 6ka sin mobilitet till det fororenade (fodo-) omradet.

5.3.2. Anaeroba forhallanden

Anaerob nedbrytning av klorerade alifater resulterar enbart i att molekylens klor byts ut mot vé
te, sk deklorering. Hogklorerade aifater dverfors harigenom till 1agklorerade alifater. For att
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detta skall kunna ske kravstillgang till bl a vatedonator och elektrondonator (forenklat sett kan
ett och samma dmne ibland donera bade vétejoner och elektroner, ibland samspelar nedbryt-
ning/férandring av olika amnen resulterande i sadana donationer), anaeroba forhallanden och
anaeroba mikroorganismer som kan utféra detta byte. Ju mindre antal klor som kolvétet innehar,
desto langsammare gar processen. For klorerade alifater kan reaktionernai relativt séllsyntafall
gasalangt att dutprodukten blir rent kolvéte (dvsinnehallande inga klor utan bara kol och véte).
L &gklorerade alifater, som bildats vid den mikrobiella anaeroba dekloreringen av hogklorerade
alifater, kan darefter mikrobiellt mineraliseras om ett skifte i redox-forhallandena sker till mer
aeroba forhallanden. Detta avsnitt tar upp anaerob deklorering.

For basta forstael se av nedanstdende information rekommenteras att kapitel 6.4.3.1 forst inham-
tas. De véatekallor/elektrondonatorer som normalt brukar anvandas ér bl a vétgas, propionat, bu-
tyrat, etanol, laktat och metanol. Med undantag for tillsats av ren vétgas genereras vétgas vid
anaerob nedbrytning av dessa @mnen av normalt forekommande mikroorganismer in situ. Véate-
/elektrondonator-kallan kan antingen tillséttas eller tilldtas produceras av mikroorganismer pa
plats. Denna mikrobiella produktion av véte kan ga olika snabbt och synes vara bade plats- och
amnesspecifikt. Enligt Becvar m. fl. (1997) visade undersokningar gjorda vid Cornell, USA, att i
deras fall genererades vatgas mycket snabbare viatillsats av och nedbrytning av etanol, i forhd-
lande till tillsatt |aktat, butyrat, propionat eller benzoat. Vad som genererar véte snabbast &r tro-
ligtvis det som &r termodynamiskt fordel aktigast under de platsspecifika forhallandena. Man
fann emellertid att snabb vategenerering inte generellt var bast. Optimalt genomférande av anae-
rob strategi bor bl a hédrav foregas av laboratoriestudier, bl afor att finna platsspecifik optimal
elektron-/véte-kélla

Istéllet for att tillsétta kolkalla, som av mikroorganismer in situ skall omvandlas bl atill vétgas,
skulle man kunna tillsétta ren vatgasin situ (eftersom vétgas ar explosivt maste dock detta for-
knippas med stranga sékerhetsforeskrifter). Fisher mfl. (1998) har nyligen startat ett projekt dar
detta skall testas.

Snabb vétegenerering och hérav generering av hdga vatgashalter synes alltsdinte vara fordel ak-
tigt vid anaerob sanering av klorerade alifater. Fennell och Gossett (1999) har givit orsaksscena-
rio till varfor vatekoncentrationen, och till den kopplad typ av vétedonator, & av betydelse vid
anaerob nedbrytning av klorerade alifater. Man anser att:

scenario 1/ klorerat kolvate(har PCE)-halt < 50 ppm (> 50 ppm ansdgsi deras fall hammade
mikroorganismer som inte kan bryta ned klorerade kolvéten men som énda kraver vétei sina
processer; sk vatekonkurrenter) och éverskottsproduktion av véte (mer &n en tiopotens hogre én
det stokiometriska behovet for nedbrytning av angiven PCE-halt) ger mer an tillrackligt for véte-
konkurrenterna (dvs de metanogener som inriktat sig pa att, istéllet for att attackera det klorerade
kolvétet, producerar metan fran véte och koldioxid). Harav blir en liten 6verskottsdel av vétet
tillgangligt for deklorerarna (dvs de mikroorganismer som byter ut kloret mot véte pa det klore-
rade kolvétet), resulterande i 13g nedbrytningshastighet av PCE (dock &nda storre an noll);

scenario 2/ PCE >50 ppm gor att |&g koncentration av véte racker eftersom halten PCE hammar
vétekonkurrenterna. Harav erhdlls hog nedbrytningshastighet;

scenario 3/ signifikant men icke-hammande halt av PCE (< 50 ppm) och dértill véte i stokio-
metrisk proportion (dvs g i Gverskott) resulterar i att vatekonkurrenterna forbrukar s mycket
véte att otillrécklig vatehalt finns tillgangligt for deklorerarna, resulterandei att ingen PCE ned-
brytning sker. Om vétehalten hér sanks radikalt kommer deklorerarna déremot att ta over efter-
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som dessa kan utfora deklorering vid betydligt |agre véatekoncentration an vid minsta nddvéandiga
vatekoncentration hos konkurrenterna.

Kontentan av dessa scenario blir, for optimal nedbrytning av PCE, att htg koncentration av PCE
kraver relativt |ag koncentration av véte, 1&g koncentration av PCE kraver mycket hog, eller al-
ternativt mycket 1&g, vatekoncentration (delvisi linje med beskrivna erfarenheter av Becvar m. fl.
(1997) ovan; de ansag att producerad vétgashalt var htg men var enligt ovanstaende scenario
altsai safal intetillrackligt hog).

Sétts ovanstaende resonemang i relation till det i fullskala ofta uppkomna problemet
"biofouling”, dvsigentdppning av ror in situi vilka bl a nedbrytningsstimulerande &mnen till-
sétts, blir rétt kombination &h mer ingenjorsmassigt betydel sefullt. Biofouling kan uppkomma
bade under aeroba och anaeroba forhdllanden. Under anaeroba dito kan detta uppkommavid
tillsats av véte-(/el ektron-)donator. Olika sadana amnen/donatorer kan ge olika snabb mikrobiell
celltillvaxt. Dartill transporteras olika sadana amnen olika smidigt in situ (I6slighet, sorptionsbe-
néagenhet etc). Sist men inte minst maste hansyn aven tastill deras varierande miljévanlighet vid
injektering in situ. Carr och Hughes (1999) anser att &mnena butyrat, etanol, |aktat och metanol
genererar mer biomassa (och déarmed 6kad bendgenhet till biofouling) per genererad vatemole-
kyl, jamfort med propionat och vétgas. Fennell och Gossett (1999) anser att vétgas och etanol
kan konsumeras alltfor snabbt vid injektionspunkten sa att deras spridning in situ forsvaras. Ha
rav framgar att val av vétedonator sannolikt &r platsspecifikt. Exempel pa lyckade anaeroba full-
skaesaneringar med tillsats av bl ametanol och laktat kan erhdllasi Grindstaff (1998).

| Gvrigt, vid anaerob nedbrytning i fullskala har det alternativa @mnet glycerol-polylaktat tillsatts
som elektron-/vétekalai grundvatten vid en tvéttinrattning i USA. Tillsatsen gjordes for att p&
skynda anaerob nedbrytning in situ av PCE. Under de forsta 70 dagarna 6kade nedbrytningshas-
tigheten med ca 11,5 ggr, jamfort med ett intilliggande referensomrade. Totalt reducerades
méngden PCE med 80% under 253 dagar (Sheldon m. fl., 1999).

Liknande @mne (polylaktatester) anvands for ndrvarande av Koenigsberg och Farone (1999) i en
faltstudie for anaerob nedbrytning av klorerade kolvéten. | ett enkelbrunn-test erhdlls efter 3 ma
nader mellan 96-99% reduktion av TCE (initialt ca 1,4 mg/l), cis-1,2-DCE och VC. Parallellt, i
ett flerbrunn-test erhdlls efter ca 8 manader en ca 80%-ig reduktion av PCE, med initial 6kning
av nedbrytningsprodukterna TCE och DCE.

5.3.3. Anaerob-aerob kombination

Forbehandling med aktiva anaeroba metoder for sanering av klorerade kolvéten brukar framst
ske da fororeningen bestar av PCE. Efter att man genererat fullstandigt anaeroba forhallandenin
situ, tillsatt 1ampliga @amnen och I &tit reaktionerna gatillrackligt Iang tid for att dekloreringen ska
haskett i tillfredsstallande grad, tillfors négon form av syrein situ. Utforanden i kapitel 5.3.2
kopplas altsatill 5.3.1.

Alternativet till aktiva metoder kan ibland vara naturlig sjdvrening. Metoden, som allmant be-
skrivsi kapitel 4.4, har fatt ett stort intresse under senare tid for sanering av just klorerade kol-
véten. Vid naturlig sé@vrening pagar bade aeroba och anaeroba processer. De klorerade alifat-
fororenade grundvatten som kan kommaifraga for naturlig savrening kan delasin i tre huvud-

typer:
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Typ 1innefattar omraden dar antropogena kolkallor (t ex petroleumprodukter och deras temporé-
ra nedbrytningsprodukter, sk intermediérer) finns nérvarande och kan utnyttjas av platsspecifika
mikroorganismer som primér kolk&lla och som generator av elektroner/véte till dekloreringen.
Sadana omraden tenderar att vara anaeroba och reduktiv deklorering av hogklorerade kolvéten
kan vara ganska snabb.

Typ 2 & omraden innehdllande tillrackligt med naturligt organiskt material for upprétthallandet
av anaerob omgivning och for produktion av elektroner/véte och biomassa. Nedbrytningshastig-
heten &r har beroende av bl amangden tillgéangligt nedbrytbart naturligt organiskt material, bl a
fOr generering av véatgas (och déarmed elektroner). Konstant genererad vatgashalt behtver dock
inte vara hdg; som namnts ovan kan anaerob nedbrytning av klorerade kolvéten haférdel av om
halten genererat véte ar relativt 13g, vilket inte sdllan &r fallet vid naturlig s@vrening av klorera-
de kolvéten (som namns ovan bér den klorerade kolvétehalten davararelativt hog).

Typ 3-omraden innehar 13g halt av bade antropogena och naturliga kolkéllor och &r inte lika
starkt anaeroba som Typ 1 — 2 omraden. Reduktiv deklorering av hogklorerade kolvéten fore-
kommer inte hér, men omrédet kan uppvisa oxidation av bl avinylklorid och dikloreten. Aven
om dessatre typer kan verka oberoende av varandra kan de anda existera pa olika platser inom
ett och samma férorenat omrade (Moutoux m. fl., 1997).

Mahaffey m. fl. (1999) har utfort en utvardering avseende potential for naturlig gévrening och
aktiv sanering av TCE, 1,1,1-TCA, 1,1,2-TCA och DCM (diklormetan) i grundvattnet under och
nedstréms ett statligt laboratorium i Denver, Colorado. Forutom dessa klorerade alifater var
grundvattnet &ven fororenat med antropogena organiska amnen (petroleumprodukter och deras
intermedidrer). Harav fanns lampliga cosubstrat/el ektrondonatorer for nedbrytning av de klore-
rade kolvéatena. 28 grundvattenbrunnar i fororeningsplymen provtogs (med bladderpumpar) av-
seende parametrar indikativa for naturlig nedbrytningsaktivitet. Parallellt utfordes laboratoriestu-
die patva grundvattenprov for att undersoka befintlig aerob/anagrob nedbrytningspotential. Bade
laboratorie- och falttesterna gav goda indikationer pa pagaende aerob/anaerob nedbrytningsakti-
vitet m ap bl ade klorerade kolvatena och déarmed naturlig gévrening. Dartill erhélls indikatio-
ner pa att omradet inneholl bakterier och 6vrigaforhallanden som, vid en alternativ eller parallell
aktiv in situ sanering, avsevart skulle kunna 6ka nedbrytningen, bl a genom tillsats av utvald/-a
kolkalla/kolké&llor som metan, men &ven propan och fenol.

| de allraflestafall som anaerob nedbrytning av klorerade alifater har verifieratsin situ har man
tidigare ansett sadan nedbrytning vara baserad pa co-metaboliska processer. Dessa processer
anses vararelativt langsamma, framfor allt vid naturlig iavrening (ty2 , dvs halveringstid, pa
flera dr inte ovanligt). Enligt Hardy m. fl. (1999) (som aven refererar till Fennell m. fl., 1997 och
McCarty, 1997) och Carr m. fl. (1988 ) (som refererar till bl aHolliger m. fl., 1993 och Krum-
holz m. fl., 1996) har man dock i ett flertal fall funnit att en betydligt snabbare naturlig sjavre-
ning-nedbrytning av vissa klorerade kolvéten in situ kan ske, bl aav cis-DCE (ty/2: 3 veckor),
TCE (ty2: 1 vecka-6 man) och av 1,2-diklorpropan (1,2-DCP) (t/2: 6-8 veckor). Intressant att
notera & att &en PCE har befunnits kunna genomga relativt snabb nedbrytning (ty2: 5-28 veck-
or). Dessa snabba forlopp anses bero pa anaerob metabolisk nedbrytning av det klorerade kolvé
tet, sk deklororespiration (realtivt nyupptéckt mikrobiell attack, se bl akapitel 6.4.3.1. nedan).

Enbart naturlig sjdvrening kan sannolikt inte kommai fragai de flestafall dajord och grund-
vatten & fororenade med mycket hoga klorerade kolvétehalter. | dessafall & sannolikt en aktiv
sanering av fri produkt och hot spotsi kombination med naturlig sé@vrening av évrigaintillig-
gande omraden mer framgangsrikt. Exempel pa detta ges av Senders m. fl. (1999). Jorden under
en reningsindustri i Holland innehdll upp till 60 000 mg PCE/kg och upp till 10 000 pg DCE/I i
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grundvattnet. Dértill var delar av omradet hg-kontaminerat med andra klorerade kolvéten, som
DCE och VC. Den fororenade grundvattenplymen strackte sig ca 600 m nedstroms industrifas-
tigheten. Indikationer fanns att naturlig savrening i form av frdmst anaerob nedbrytning fore-
kom (hoga halter nedbrytningsprodukter nedstréms). Laboratoriestudier visade att omradet hade
god mikrobiell potential att bryta ned de klorerade kolvéatena. Med hjép av modellering visades
att enbart naturlig sjavrening skulle tamer &n 700 &r innan omréadet, inklusive dess grundvatten,
skulle kunna anses rent. Om istéllet hotspots sanerades aktivt skulle omradets grundvatten na
acceptabla halter med hjdp av naturlig sjdvrening redan efter ca 15-20 &r. Ett flertal olika alter-
nativa saneringstekniker har tekniskt/ekonomiskt/miljomassigt riskvérderats varvid framkommit
att aktiv sanering av hot spots med efterfoljande naturlig sj@vrening &r bast for omradet. Plane-
ring pagar nu for igangsttande av denna fullskal esanering.

5.3.4. Ovriga metoder

Slutligen kan namnas nagot om kem-fysikaliska metoder som &r under utveckling och som &r
tankta att anvandas i kombination med mikrobiol ogiska metoder, med malséttning att underlat-
ta/forbattra/paskynda destruering av klorerade alifater. De flesta av nedanstaende exempel kan
kopplas till metoden " biologisk reaktiv barridr” (se kapitel 3).

| vissafall kan jarnets katalytiska formaga att sonderdela vateperoxid (H20,) utnyttjas vid sane-
ring. Vid denna process bildas reaktiva hydroxylradikal er som kemiskt kan oxidera klorerade
kolvéten, sasom TCE (trikloreten). Harigenom kan man pa kemisk vag underl &ta for mikroorga:
nismerna att reducera klorinnehdllet i molekylen. Ravikumar och Gurol (1994) har i labskala
visat att hog oxidationsgrad av organiskt bundet klor pa detta sétt kan erhdllas, da den klororga-
niska féroreningen fannsi sand.

" Fentons reagens’ (H.20,, Fe**) tillsattesttill klorerat kolvéte-férorenat grundvatten i avsikt att
generera hydroxylradikaler (Kastner m. fl., 1999). Ma sattningen med bildandet av dessa radika-
ler & att de skall oxidera de klorerade kolvétena. Bildade oxiderade produkter & tankta att |attare
kunna attackeras av framst aeroba mikroorganismer. Man menar att enbart tillsats av Fentons
reagensin situ i allmanhet inte &r tillrackligt for att fullstandigt mineralisera fororeningarna. For
att uppna detta maste metoden i allménhet samspela med biologisk mineralisering. Aggressiva
forhallanden (oxiderande och sura) &r en av de ytterligare faktorer som krévs for att Fentons rea-
gens skall fungera optimalt. Darmed foreligger risker att eventuel It befintliga klorerade kolvéte-
nedbrytande mikroorganismer dor, och da ocksa den viktigaste faktorn som visat sig behovas for
att nd nddvandig saneringseffektivitet. Man fann att den pH-sankning som metoden genererade
(pH 2,4) var en av de avgorande faktorerna for otillfredsstéllande reduktionsgrad. Man tillsatte
dakolkéallafor generering av co-metabolisk nedbrytning. Tyvérr erhdlls andainte tillfredsstal-
lande reduktionsgrad och man drog slutsatsen att béttre kunskap avseende interaktion mellan
mikrobiota och Fentons reagens behovs for att metoden skall ha ndgon framtid som sanerings-
metod for klorerade kolvéten.

Det framgar inte i ovanstaende sistnamnda rapport vilken koncentration av véteperoxid som fo-
reldg i grundvattnet. Det kan némnas att man anser att vateperoxidhalten bor understiga ca 300
mg/liter, eftersom hogre halter kan inverkatoxiskt pa mikroorganismerna, speciellt Gver 500
mg/l. | vissafall har till och med 100-200 mg/l uppvisat mikrobiell toxicitet (Alexander, 1994).
Enligt Pardiek m. fl. (1992) &r intracelluldra H,Oz-halter 6ver 0,1 mM toxiska for mikroorganis-
merna. For att forstka minska toxiska reaktioner kan man testa att initialt tillsitta H,O» i |8ga
koncentrationer < 50 mg/l med efterfoljande stegvisa 6kning (Thomas och Ward, 1991).
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Som alternativ till Fentons reagens for initial oxidering av klorerade kolvéten har kaliumper-
manganat (KMnOy) testats, badei labskalaochi in situ falttest (Nelson och Barker, 1999). Till
TCE fororenat vatten (4,95 mg/l) tillsattes KMnO,4 (50 mg/l) i labskala. TCE halten reducerades
till under detektionsgrans inom 400 minuter (vilka nedbrytningsprodukter som genererades har g
angetts). | falt testadesi pilotskala ett flertal olikainjekteringsmetoder varav man fann maximal
omvandling av TCE fran 8,6 ppm i vatten till under detektionsgrans efter 6 dagar (&ven har anges
inte vilka produkter som bildades, troligtvis bl a oxiderade klorerade kolvéten). Resultaten gav
att den mest kritiska faktorn var masstransportenin situ av permanganaten till féroreningen och
kontrollen av denna masstransport. Fullskalef6rsok pagar for nérvarande.

Vid nedbrytning av klorerade kolvéten kan tillsats av enbart jarn eventuel It vara en mgjlig me-
tod. Fe(0) i vatten bildar vétgas (Fe + 2H,0 —> Fe?* + H, + 20H") som i sin tur kan utnyttjas av
mikroorganismer som elektrondonator vid anaeroba dekloreringsprocesser. Matheson och Trat-
nyek (1994) undersokte hur tillsats av finkornigt jarn (100 mesh) paverkade anaerob nedbrytning
av koltetraklorid (0,1-0,2 mM) via kloroform och metylenklorid. Man fann att reaktionshastig-
heten minskade for varje sadant reaktionssteg, fran en halveringstid av ca 3 dagar for forsta ste-
get till ingen signifikant nedbrytning (undersokt under en manad) for sista steget (nedbrytning av
metylenkloriden). Parallellt fann man att halveringstiden for trikloretylen var ca 30-40 dagar.
Mann fann att en avgérande faktor for nedbrytningshastigheternavar hur renajarnmetallytorna
var; orenagav |agre hastighet jamfort med rena. Okning av pH minskade ocksa hastigheten (det
bildas hydroxylradikaler som kan ge hogt pH i vattnet). Deras slutsats var att reaktionerna var
beroende av hur mycket jarn som kunde bringas att korrodera; ju mer desto béttre.

Lien och Zhang (1999) har undersokt majligheterna att bryta ned klorerade metaner i vatten med
partiklar (0,001-0,1 um) av palladiumbelagt jarn (0,05-1 v-% Pd), alternativt enbart jarn (ur-
sprungligen sammatyp och storlek av jarnpartiklar) som katalysatorer. Partiklarna reducerade en
vattenl6sning med ca 15 mg/l ( 0,1 mM) tetraklormetan (CT) till < 0,05 pg/l inom en timma En
|6sning med ca 14 mg/| triklormetan (CF) reducerades med mer 8n 98 % inom en timma. En
l&ngsammare reduktionshastighet (1/20 — 1/100) erholls med de jarnpartiklar som g var belagda
med Pd. | badafallen var den huvudsakliga nedbrytningsprodukten diklormetan, dock generera-
des betydligt hogre koncentration fran de renajarnpartiklarna. Palladiums galvaniska effekt till-
sammans med jarn och den generellt goda katalyserande effekten ansdgs vara orsakernatill Pd-
belagt jarns forbéttrade nedbrytningseffektivitet.

Chium. fl. (1999) har i labskala undersokt tillsdttande av vitamin B12 och Fe(0) till PCE forore-
nat vatten, som aven inneholl en blandkultur av M ethanosaeta concilii och Methanosaeta sp.
(vitamin B12 finnsi en typ av enzym som har férmagan att brytaned bl aklorerade alifater, se
kapitel 6.4.3.1). Test visade att tillsats av B12 initialt Okade den anaeroba nedbrytningen av PCE.
Tillsats av Fe(0)-pulver 6kade reduktionen av klorerade intermedi&rer med eten som den huvud-
sakliga slutprodukten. Man foreslar nu att pilot- och fullskaletest utférs med Fe(0) och ev. B12
somin situ reaktiva barriarer.

Sammanfattningsvis kan sagas att biologiska metoder, bade enbart och i kombination med kem-
fysiska metoder, har stor potential att kunna anvandas fér sanering av klorerade aifater. Av be-
tydelse for lyckad sanering & god kunskap om vilka platsspecifika forhallanden som mikroorga-
nismernakraver for optimal nedbrytning och mineralisering och hur dessa designas under falt-
massiga forhallanden. Dértill kravs forstael se av vilka problem som kan uppkomma och hur vél
dessa kan undvikas eller [6sas utan att saneringseffektiviteten reduceras.
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6. BIOGEOKEMISKA PROCESSER FOR NEDBRYTNING AV
ORGANISKA MILJOFORORENINGAR

Vid biosanering anvands levande organismer (framst bakterier och svampar) for att omsétta olika
typer av fororeningar. Varje saneringen maste anpassas efter de biologiska och kemiska fysika-
liska processer som verkar eller kan bringas att verka pa platsen. Ofta far man forandra sane-
ringsinsatserna efterhand som fororeningen bryts ned och nya processer tar vid under skilda ned-
brytningsstadier. For att kunna valja och anpassainsatserna pa basta sétt kréavs en forstael se for
hur mikroorganismer bryter ned olikatyper av fororeningar. Det krévs kunskap om mikroorga-
nismers funktion, var de finns och vilkatyper av reaktioner de kan tankas foreta. Allalevande
organismer maste ha energi och denna kan under vissa forhallanden héamtas fran oljeprodukter
och andra organiska fororeningar i marken. | naturen foreligger huvuddelen av det organiska
materialet i form av polymerer. T.ex. bestar cellulosa av glykosi langa polymerkedjor och pro-
teiner av byggstenarna aminosyror. FOr att en organismer skall kunna utnyttja polymerer som
kol- och energikalla maste de forst spjalkas upp i mindre och fér mikroorganismen upptagbara
bitar. Denna process sker med hjélp av olika enzymer och &r ett viktigt led i saneringen av orga-
niskafororeningar.

Detta kapitel inleds med en beskrivning av de olika elektronaccptorer som mikroorganismer an-
vander vid nedbrytning av organiska fororeningar. Dérefter fokuseras kapitlet pa organiska for-
oreningar som under den nérmaste tiden kan anses ha storst potential att genomga sanering i Sve-
rige, dvs:

- Alkaner
- Monoaromater och PAH
- Klorerade alifater

6.1. Elektronacceptorer

Hér ges en kort beskrivning av olika oorganiska el ektronacceptorer (TEA, terminala elektronac-
ceptorer) som mikroorganismer anvander vid biologisk nedbrytning av kolvéten. Vissa el ektro-
ner som frigors under nedbrytningsreaktionerna kan omhéndertas av olika TEA, resulterande i
olika energiutnyttjandei cellen. Olikatyper av elektronacceptorer utnyttjasi varierande grad vid
nedbrytning av skildafororeningar. Mer om detta under varje enskild fororeningsgrupp nedan.

Elektronacceptorerna ér efter kvalité ordnade enligt; syre® nitrat ® jarn ® sulfat ® metanjas-
ning. Man kan &ven ténka sig andra el ektronacceptorer som t ex mangan (Mn'V ® Mn') eller
véte (H' ® H® mfl, som dock inte behandlas hér. De teoretiska formlerna som visar de olika
elektronacceptorernas funktion vid nedbrytning av toluen tar g hénsyn till celltillvaxt.

Syre (Oy):

Syre & kvantitativt och kvalitativt den viktigaste elektronacceptorn vid biologisk nedbrytning av
organiskt material. Anvandandet av syre utfors under aeroba forhallanden. Anvandandet av Gvri-
ga el ektronacceptorer sker under anaeroba forhallanden.

Syret fungerar som elektronacceptor enligt formeln:

O, +4H" +4¢ —» 2H,0
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Losligheten av syrei vatten beror pa temperatur, tryck och salthalt, men ligger i storleksordning-
en 10 mg/l. Om man réknar med avseende pavikt, atgar det teoretiskt catre ganger sa mycket
syre som kolvéte vid den biologiska nedbrytningen (beroende pa vilket kolvate som bryts ner).
Losligheten av syrei vatten & ofta den begransande faktorn vid aerob biologisk nedbrytning. Ett
sétt att tillfora syretill den biologiska nedbrytningen ar att sattatill syret pa kemisk vag. Norris
(1994) fastslar att genom att anvanda vateperoxid (H20,) kan man okatillforseln av syre 5-50
ggr gentemot bubbling med luft. Man kan &ven anvénda andra kemiska preparat for att oka
mangden tillgangligt syre, t ex magnesiumperoxid (MgO,), som foresl&s av Defibaugh and
Fischman (1999), ozon (Os) (Spanggord m. fl. 2000a) eller en blandning av ozon och véte-
peroxid (Acero m. fl. 2000, Spanggord m. fl. 2000b, Nélieu m. fl. 2000).

Nitrat (NOg3):
Nitrat & kvalitativt den elektronacceptor som forst utnyttjas nér syret har tagit slut. Lésligheten
for natriumnitrat i vatten & 92 g/l, jamfort med syrets ca 10 mg/l (Reinhard 1994).

Nitrat fungerar som elektronacceptor enligt formeln:
2NO3 +12H" + 10€ —® N, + 6H,0

Jarn (F€"):

Jarnreducerande bakterier finnsi miljoer (eller mikromiljoer) dér syre och nitrat redan &r reduce-
rat. Bakteriernakan utnyttjatrevart jarn for att oxidera organiskaforeningar. Det trevérda jarnet
fungerar som elektronacceptor enligt féljande formel:

Fe"'OOH + 3H" + &€ —p Fe™" +2H,0

Vid foérorenade aquiferer finner man ofta htga halter av tvavart jarn (10-100 ppm) i de anaeroba
delarna av systemet (Borden 1994), vilket tyder pa en kvalitativt viktig roll for jarnreducerande
bakterier. Man misstanker att jarnreduktionen &r viktig vid nedbrytningen av kolvéaten framst i g
ytnéra processer.

Sulfat (SO4%):
Sulfat fungerar som elektronacceptor enligt foljande formel:

SO4% +8H" +8€ —p S*+4H,0

Fermentation:

M etanjasning, fermentation, &r en process som tros paga pa ett flertal stéllen dar de geokemiska
forutséttningarna har utvecklats utan inblandning fran manniskan (Reinhard 1994). En allmén
formel fOr metanjasning kan skrivas:

2CH>0O —> CH4 + CO, + energl

Generellt & mikroorganismerna vid metanjasning, mycket kansliga for yttre betingel ser som pH,
temperatur, narsaltsbalanser, gifter o sv, vilket gor att processen ar svar att anvandai manga
sammanhang.

Man kan aven tanka sig en blandning av olika elektronacceptorer, dér de olika processerna sker i
mikromiljoer eller i samverkan. Beller et al (1992) studerade kopplingen mellan dissimilatorisk
sulfatreduktion och jérnreduktion i en kultur som var anrikad fér sulfatreduktion. Jarn'"' tycks
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ater-oxidera vatesulfid i en abiotisk process och sanker darmed den inhibitoriska effekten av va
tesulfiden. Liknande processer férekommer ofta vid nedbrytning av organiskt material i anaerob
miljo, dér restprodukterna ofta ater-oxideras av hogre kvalitativa el ektronacceptorer.

6.2. Alifater (spec. alkaner och alkener)

6.2.1. Inledning

Alifater, speciellt n-alkaner (raka alifatiska kolvéten, se nedan), & goda indikatorer for biogena
och petrogena produkter (Zeng och Vista, 1995). Grenade alkaner (i-alkaner) (ex. 2-metylpropan,
2,2,4-trimetylpentan) och i viss man aven cykloalkaner (ex. cyklopentan, metylcyklohexan) &r
(tillsammans med aromater, t ex bensen och 1,2,4-trimetylbensen) huvudkomponentgrupper i
bensin, medan raka alkaner (n-alkaner) & en av huvudkomponentgruppernai diesel (Earth Sa-
ence 80 E, 1998).

Bensin innehaller kolvaten med antal kol framst inom intervallet fran C4 upp till C10 (kokpunkt-
sintervall ca30-180 °C), medan diesel innehaller kolvaten med antal kol mellan framst C13 —
C20 (approximativt kokpunktsintervall 230-300 °C). De n-alkaner som da diesel framst bestar av
ligger dltsdinom intervallet C13-C20, men det finns &ven n-akaner i diesel med l&gre och hgre
antal kol. Allts3, bestar fororeningen av framst C13-C20 alkaner kan fororeningen varat ex die-
sel men g bensin. Om C13-C20 foreligger, men dess andel &r relativt liten, kan dettavaraen
indikation paatt fororeningen ar vadrad”, dvs delvis biologiskt nedbruten. | de fall bade < C10
och > C10 alkaner foreligger i relativt stor omfattning kan fororeningen vara en blandning av
olika petroleumprodukter. Som exempel kan ndmnas jetbrénslen av typ flygfotogen eller JP-x
(dar x normalt star for 4, 5 eller 8). JP-4 har n-alkaner framst mellan C4-C14; JP-5, har n-alkaner
frémst mellan C10-C16; JP-8 har n-alkaner framst mellan C7-C18. Férutom n-alkaner har dessa
produkter naturligtvis &ven andra alifater och dartill olikatyper av aromater.

Fordelning av olika alkaner kan under fordel aktiga omstandigheter erhdllas med GC/FID kro-
matografi. | vissafall kan en puckel ("hump”) uppkommai kromatogrammet som & sa signifi-
kant att denna blockerar GC/FID topparna for alkanerna (svarigheter kan da uppkomma att iden-
tifiera alkanerna). Humpen kan besta av manga olika kolvaten med mycket likartade kromatogra-
fiska egenskaper och upptréder inte alltfor séllan i prov med "vadrade” petroleumprodukter (och
anses da, enl. svenskt laboratorium, till betydande del besta av grenade alifater).

6.2.2. Kemisk struktur och egenskaper

Alifater kan delasin i acykliska och alicykliska alifater. Acykliska alifater delasini (aladetre
nedanstaende typerna kan besta av raka och/eller helt/delvis grenade kolvéten):

- Alkaner, som & méttade kolvéten. Méttade kolvéaten innehar ingen dubbelbindning mellan
kolatomerna, alla bindningar &r enkelbindningar. Exempel pa en rak alkan &r n-oktan,
grenad alkan &r iso-oktan. Raka alkaner brukar bendmnas n-alkaner och grenade
ibland i-alkaner.

- Alkener, som innehar minst en dubbelbindning. Exempel paen alken & buten (en dubbel-
bindning, rak, tva enkelbindningar) och 2,4-heptadien (tva dubbelbindningar, en mellan
kol 2 och kol 3 och en mellan kol 4 och kol 5, rak, i 6vrigt fyra enkelbindningar).

- Alkyner, som innehar minst en trippelbindning. Exempel paen alkyn &r acetylen (en
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trippel bindning, ingen enkel- och ingen dubbel bindning).

Alicykliska alifater innehar, till skillnad fran de acykliska, ndgon form av ringsystem, vars bind-
ningsstruktur & framst méttat (kan dock till mindre del innehalla ométtade bindningar men inte
till den grad att molekylen dvergar till aromat). Exempel paalicyklisk alifat ar cyklohexan (sex
kolatomer i en ring bundna med méttade bindningar).

Ytterligare information om olika kolvéteindelningar och strukturer kan erhdllasi Eberson
(1970).

Detta kapitel behandlar framst alkaner och i viss man &ven alkener. Alkaner finnsi réoljor, varav
i vissa @nda upp till 90-95 % (Chapelle, 1993). | raffinerade produkter finns alkaner och alkener i
avsevard andel i diesel, men aven i bensin, eldningsolja etc.

Losligheten (mg/liter, ppm, mol/liter) for ett organiskt dmne definieras ofta som maximal méangd
[6st amne (méttad) i rent vatten vid 25 °C och 1 atm. L 6sligheten av alifatiska kolvéten av storle-
ken C5 till C18 i vatten & |&g till mycket 18g och strécker sig frén 107 till 10® mol/liter
(Schwarzenbach m. fl., 1993). Exempelvis, isopentan har |6sligheten ca 5* 10" mg/l (ca 10
mol/l) medan n-oktadekan har 16slighet i storleksordningen 10 mg/l (ca 10® mol/l) (Verschue-
ren; 1983). For de allraflestaadifater, framfor allt inom samma grupp, géller trenden att ju fler
kol i kolkjedjan desto samre |6slighet. Jamfors |6sligheten med petroleumbaserade enklare aro-
mater (BTEX) fas att BTEX har mycket hogre |6dlighet i vatten an alifater. | de fall en petro-
leumprodukt, som spillsi vatten, innehar avsevarda halter av bade alifater och enklare aromater
ar det hdrav normalt att framfor alt & BTEX detekteras [6st i vattnet.

Organiska amnen med hog 16slighet transporteras |att med vattenstrommarna och tenderar att ha
l&g adsoption till jord och i vissafall 1ag bioackumulering (relativt god bionedbrytbarhet).
Adsorption av alifater till jord & bl aen funktion av kolvétets fordel ningskoefficient till orga-
niskt kol (Koc), Tabell 6.2.1. Eftersom medeldensiteten for petroleumbaserade drivmedel gene-
rellt ligger l&gre an for vatten, tex bensin ca 0,9 g/l, tenderar petroleumprodukter att foreliggai
den Ovre delen av en akvifer.

En fororenings 105lighet i vatten & i allmanhet en av de viktiga, dock inte altid avgorande, fak-
torerna for ett organiskt &mnes mikrobiologiskatillganglighet och potentiella nedbrytbarhet. Ju
hogre vattenl 6slighet ett &mne har desto hogre & i allménhet dess mobilitet i vattenfasen, desto
lagre adsorption till organiskt material i jord, oftal&gre bioackumulering, desto béttre mikrobiell
tillganglighet och desto hdgre potentiell biologisk nedbrytbarhet. Alltfor hog |6slighet, kopplat
till hog halt, kan dock ge mikrobiellt toxiska effekter (vad som & hog halt &r bl a substans- och
organismberoende). Jamfors [6sligheten av aifater med aromater finner man att aromater, framst
de med hogre molekylvikt, har avsevart hogre |0slighet an alifater med samma ekvivalenta kol
nummer (EC). Tabell 6.2.1 ger beskrivning av en férenklad berdkning av dessa kolvétens 16dlig-
het. | linje med ovanstéende resonemang skulle man harav kunnaférmoda att alifater &r svarare
att bryta ned mikrobiellt, jamfért med aromater med samma EC. Emellertid spelar &ven bl a mik-
robernas enzymatiska system en viktig roll just fér nedbrytningen. Eftersom ett mycket storre
antal olikatyper och arter av bakterier har enzymsystem som klarar av att aerobt brytaned alifa-
ter, jdmfort med aromater, & detta en av de viktiga faktorerna for att just alifater av framst me-
del-tunga kolvéten har relativt snabba nedbrytningsférlopp, jamfért med aromatiska dito.

En annan viktig orsak till att n-alifater ar relativt |attnedbrytbara &r att de oftaforeligger i emul-
sioner vilket ger stor yta per volym mot vatten och kan da snabbare |6sas och dartill genererar
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storre ytafor bakterierna att attackera &n om de inte var emulgerade. Det &r dértill inte ovanligt
att bakterier kan producera ytaktiva @mnen for att via micellbildning gora aifaterna mer till-
gangliga/lésligaltransportabla (Carvalho m. fl., 1997; Banat, 1995). Detta kan avspeglasi att
langre n-alkaner har 16slighet (gf emulsion) < 0,1 mg/l men deras nedbrytningshastighet tver-
skriver hastigheten for att |6sas i vatten.

Aven kokpunkten varierar i stort med antal kolatomer i kolkedjan. | princip, ju fler kol desto
hogre kokpunkt. Alifater mellan n-hexan (C6) till n-pentatriacontan (C35) har kokpunkter inom
omradet 70°C till 500°C.

Tabell 6.2.1. Antal kol i molekylen, ekvivalent kolnummer (Equivalent Carbon Num-
ber, EC) och l6slighet for olika grupper av alifater och aromater visavi
deras EC (Gustafson m. fl., 1996).

Alifater EC | Aromater EC

5-6 55| Bensen 6,5 | Lodigheten (S) i mg/l och Koc (ml/g) for de olika EC kategorierna

>6-8 70| Toluen 7,6 kan forenklat uttryckas enligt foljande:
>8-10 9,0 >7-8 7,6
>10-12 11 | >810* 9,0 Alifater:  LogyS -0,55-EC+4,5 (R’=0,94)

>12-16 14 | >1012 11 LogiKoc = 0,45-EC+0,43 (R’=0,94)

>16-35 19 | >12-16 14 Aromater: LogieS = -0,21.EC+37 (R’=0,89)
>16-21 19 LogiKoc = 0,10EC+23 (RP=0,94)
>21-35 28

* Etylbensen och xylen definieras att ing& i denna grupp fastan antal kol i denna grupp ar stérre an 8.

6.2.3. Biologisk nedbrytning

Inledningsvis gesi detta kapitel en generell bild av biologisk nedbrytning av olika alifater, var-
efter kapitlet delasin i styckena aerob nedbrytning och anaerob nedbrytning, i vilkaen mer inga
ende beskrivning av k&nda och foreslagna nedbrytningsf érlopp redovisas.

Den kemiska strukturen av ett kolvéte ar (tillsammans med motsvarande mikrobiella ned-
brytningsaktivitet) avgorande for biologisk omvandling varfér bl a Bourquin (1989), Dragun
(1988), Baker och Herson (1994) och Chapelle (1993) har gett f6ljande tumregler:

n-alkaner i molekylomradet C1 - C9 & nedbrytbara, men tenderar att vara mer toxiska for mik-
roorganismerna an motsvarande C10 - C22 kolvéten. Vissa specialiserade mikroorganismer (bl a
metanotrofer) kan dock enkelt bryta ned kortkedjade n-alkaner (frdmst metan). Ju lagre antal kol
desto storre tendens att ett kolvate emellertid istéllet forsvinner genom forangning.

n-alkaner i molekylomrédet C10 - C22 & forhdlandevis biologiskt lattnedbrytbara (alltsa léttare
an de kortare dito). Dessa n-alkaner assimileras in i mikroorganismens cell varefter de bryts ned.
Sdledes &r jord och vatten férorenade med oljeprodukter innehdllande hog andel av dessa kolvéa

ten relativt enkla att sanera med biol ogiska metoder.

n-alkaner i molekylomradet C > 22 tar langre tid att biologiskt bryta ned &n for motsvarande kol-
véaten med C < 22. Vad géller alkaner inom detta storleksomrade oxideras de pa ungefar samma
sétt som alkaner med C < 22, men nedbrytningen motverkas bl aav deras extremt |aga |6slighet i
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vatten. Mycket |angkedjade alkaner, i t ex tyngre oljor, med molekylvikt > 500-600 anses darfor
vara svarnedbrytbara.

Grenade akaner (i-alkaner) bryts ned betydligt sdmre &n motsvarande raka alkaner. Ju mer gre-
nat ett kolvéte &r desto storre & oktantalet och desto storre & innehdllet av tertidra och kvartara
kolatomer, det vill sigakolatomer som &r direkt bundnatill tva eller tre andra kolatomer. Dessa
har en rymdstruktur som tenderar att forsvara biologisk nedbrytning (kvartara mycket svarare att
bryta ned &n tertiéra). Hoggrenade alkaner med C > 22 finns bl ai bitumen och anses som svar-
nedbrytbara eftersom de bade innehaller hdgt antal forgreningar och dessutom &r ytterst svarlos-
ligai vatten. Det finns dock uppgifter pa att vissa grenade alkaner (tertiara dito) kan brytas ned
(Berekaa och Steinbtichel, 2000) och har brutits ned nastan lika snabbt som motsvarande raka
alkaner (Svannell och Head, 1994) (det kan ocksa némnas att kvartara kol kan oxiderats men i
dessafall har det géllt molekyler som inte enbart bestar av kol och véte, Kniemeyer m. fl., 1999).

Nyligen publicerade resultat indikerar bl a att ovanstdende avgransning, stérre eller mindre an
C22, bor forskjutas mot betydligt hogre antal kol (géler framst n-alkaner) (Caldwell m. fl., 1998;
Huesemann, 1995).

Alkener och alkyner (alltsa ométtade alifatiska kolvaten som har en eller flera dubbel- och/eller
trippelbindningar) kan i princip oxideras men anses svarare att brytas ned jamfort med motsva-
rande méttat dito. | gruppen alkener finns bade raka (n-alkener) och grenade (i-alkener).

Cykloalkaner &r svérare att bryta ned an motsvarande n-alkan. Cykloalkaner < C11 har, enligt
Englert m. fl. (1993), hog toxisk inverkan pa mikroorganismernas cellmembran. Cykloalkaner
med faringar kan i vissafall brytas ner om tvaeller fleraolikatyper av mikroorganismer finns
narvarande och samspelar. Ju fler ringar en cykloalkan bestar av desto mer tenderar den att kvar-
stanna som en rest efter biologisk sanering av olja. Nya undersokningar har visat att cykloal kaner
av flerringad typ & mycket svarnedbrytbara (Huesemann, 1995).

Sétts alkanernain i ett total scenario avseende biologisk nedbrytning av petroleumprodukter (Ta-
bell 6.2.2) fas att medel-tunga n-alkaner tillhér de &mnen som bryts ned tidigt medan i-alkaner,
n- och i-alkener bryts ned senare.

| ovanstaende har getts en generaliserad bild av bionedbrytning av alifater och géller framst for
aerob nedbrytning av respektive kolvéten. Nedan féljer en mer ingaende beskrivning av bade
aeroba och aneroba mikrobiella reaktionssétt vid nedbrytning av alifater.
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Tabell 6.2.2. Principiell och forenklad beskrivning av forandring avinnehall i bensin,
diesel och eldningsoljor vid bionedbrytning (Zymax Forensics, USA,
2000-12-06).
Oljor Diesel | Bensin | Mikrobidll K emiskt innehall
(Bunker C) prioritering
1 Stor andel n-alkaner foreligger
2 L &tta alkaner avlagsnas (dock framst avdunstning av de
alra léttaste)
3 Medel-tunga n-alkaner, alkener, bensen, toluen avl&gsnas
4 > 90% av n-akaner avlagsnas
5 Alkylcyklohexaner, akylbensener avlégsnas; i-akaner,
n- och i-alkener, naftalen reduceras
6 i-alkaner, n- och i-alkener, metylnaftalener, alkyl-
/bensotiofen avlagsnas; dimetyl-/etyl-naftalener reduceras
(selektivt)
v 7 Fenantrener, dibensotiofener, PAHer reduceras
8 Vanliga steraner avldgsnas (selektivt), C31- till C35-
homohopaner reduceras. Tricykliskaterpener dkas.
9 Tricykliskaterpender, diasteraner och aromatiska
steraner tkas
v 10 Aromatiska steraner och demetylerade hopaner
(finns under vissa férhallanden) dominerar
Aerab nedbrytning

Acykliska alfater (hér behandlas alkaner och alkener)

Mikrobiell nedbrytning av alkaner utforsi allmanhet av enzymer med relativt 1ag molekylspeci-
ficitet. Dessa & dock framfor alt inriktade pa raka kolkjedjor, varfor delvis grenade (tertiara kol)
& mycket svarare att attackera och oxidera och helt grenade (kvartarakol) i princip omdjliga att
oxidera. Eftersom nedbrytning av alkaner kan utforas av enzymer som producerar fettsyror (som
i princip allamikroorganismer klarar av att producera) finns dessa enzymer hos ett stort antal
olika mikrobiellatyper och arter. Dessafinnsredan i den jord som kan komma att bli férorenad,
eller som redan & fororenad, av alkaner. Nedan ges nagra exempel pa olika enzymatiska at-
tackvagar dar C(O) star for ketogrupp (C=0), R star for véte eller kolvéte (Chapelle, 1993; Shi-
geaki Harayama m. fl., 1999):

Det mest vanliga angreppséttet & " Terminal oxidation” som bereder vagen for den sk beta-
oxidationen (b-oxidation). Nedan visas oxidation av ena a kan-anden men oxidation kan aven
skei bada éndarna.

1 2 3
CH3'(CH2)n'CH3® CH3'(CH2)n'CH20H® CH3'(CH2)n'C(O)H ® CH3'(CH2)n'C(O)OH

Steg 1 kan mikrobiellt katalyseras av enzymet a kan-monooxygenas, steg 2 av fett-alkohol de-
hydrogenas och steg 3 av fett-aldehyd dehydrogenas.

Ett stort antal olika aeroba bakterier & kapabla att utnyttja de hérigenom bildade karboxyl-
syrorna genom b-oxidation, med hjdlp av coenzym A (CoA) enligt:
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CoA CoA, Hy,O CoA, Hy,O
R-CH,-CH,-C(O)OH ® R-CH,-CH,-C(0)-CoA ® R-C(0)-CoA + CH,-C(0)-CoA ®
b-oxidation b-oxidation

® eventudllt (beroende pa R’s langd) ytterligare coenzym A metaboliter och CH,;-C(O)-CoA
(kallad acetyl-CoA) ® ini trikarboxylsyracykeln ® bl aCO, + H,O

Eftersom b-oxidation sannolikt inte sker i nagon namnvard utstréckning under abiotiska (icke-
biologiska) processer & dennatyp av reaktion en god indikation pa biologisk nedbrytning.

Ett specialfall av mikrobiell nedbrytning av aifater & nedbrytning av metan som kan attackeras,
t ex av enzymet metan-monooxygenas, enligt:
CH, ® CH;OH ® H,C(O) ® HC(O)OH ® CO,

Metan-monooxygenas (MM O) Format-dehydrogenas

Vid denna aeroba nedbrytning av metan bildas metanol, formaldehyd och format som slutligen
mineraliseras.

Ett dternativ till terminal oxidation & sub-terminal oxidation, resulterandei olika oxiderade
mellanprodukter:

Rl-CHZ-CHZ-CHZ-RZ ® Rl'CHz'CHOH‘CHz'RZ ® Rl'CHz'C(O)'CHz'RZ ®
Rl'CHz'O'C(O)'CHz'RZ ® Rl'CHon + HC(O)'O'CHz'RZ
R;-CH,OH ® R;-C(O)OH (och vidare med CoA och b-oxidation, se ovan).

Enligt Whytem. fl. (1998) finns det angivet i litteraturen (flertal hanvisningar ges) att n-alkaner
aven kan brytas ned med hjép av dioxygenas enzym. Héarvid oxideras n-alkaner initialt till mot-
svarande hydroperoxider, med efterféljande transformation till aldehyder och alkoholer.

Som namnts ovan & grenade alifater med tertidra kolatomer betydligt svarare att brytas ned &n
ogrenade (och kvartéra koltatomer i princip omgjliga att attackera, set ex Morgan och Watki n-
son, 1994; Hammond och Alexander, 1972). Inte alltf¢r séllan &r det b-oxidationssteget som i
sadanafall inte kan genomforas. Eftersom petroleumprodukter, i mer eller mindre utstréckning,
innehdller dessa grenade kolvéten (utvinns/produceras av raffinaderierna och tillsatts till drivme-
del for att hoja oktantalet) och att dessa oftainte genomgar fullsténdig oxidation och mineralise-
ring, tenderar dessa ofta att finnas kvar lénge tid (én raka alkaner) i mark och vatten efter ett
spill. Detta har i vissafall gétt att anvanda for att undersoka hur stor andel av fororening som har
brutits ned biologiskt. Harav jdmfors ofta vissa raka kolvéten i féroreningen med motsvarande
mer svarnedbrytbara grenade kolvaten. Om fororeningen saknar ndgot/nagra av dessa kolvéten
kan de eventuellt initialt tillsittas. Dessa bada typer av kolvéten skall i dvrigt hasalikafysikalis-
ka egenskaper som majligt (flyktighet, férangningstemperatur etc). Har har exempelvis de gre-
nade aifatiska kolvétena pristan eller fytan (badainnehdller tertidrakol) anvants som standard.
Reduktionshastigheten av dessa sdtts dai relation till motsvarande raka alkaner (n-C17/pristan
resp. n-C18/fytan; dessa n-alkaner brukar anvandas fastan de har mindre antal C &nh motsvarande
grenat kolvéte) i fororeningen. Man kan da fa en uppskattning av hur stor andel av det raka kol-
vétet som biologiskt bryts ned, i forhallande till andelen som avgar till atmosfaren, inkorporerasi
material et etc.
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Dennajamforande test & emellertid inte alltid pdlitlig eftersom grenade kolvéten i vissafall p&
visats brytas ned i signifikant grad (set ex Sundaresan m. fl., 1997; Nakajima m. fl., 1985; Seu-
bert och Fass, 1964). Attacken baseras pa att initialt avlagsna grenade metylgrupper genom
komplexa, och for varje akyl-grypp specifika, reaktionssétt (specifik med avseende pa hur den
tredimensionellt & placerad pa kolkjedjan). Attacken genomfors med hjalp av motsvarande en-
zymsystem, med efterféljande produktion av karboxylsyror, enligt ovan. | de fall man har en
mikrobiell kultur som visar sig kapabel att bryta ned grenade kolvéten kan man alternativt an-
vanda det mycket svarnedbrytbara 17a(H),21b(4)-hopan, cyklisk femringad alkan, som standard.
GC/MS undersokningen far da normaliseras mot hopan. Pa senare tid har man alltmer anvant
hopan som nedbrytningsmarkor, och allt mindre grad det sémre alternativet pristan och fytan
(sdmre just pg a 6kad rapportering att dessa kan brytas ned i betydande omfattning).

Ett annat sétt att erhdlaindikationer pa nedbrytning av alifater ar att mata produktion av alifatis-
ka karboxylsyror eftersom dessa bildas, se ovan, som intermedi&rer vid nedbrytningsprocessen
(Watson m. fl., 1999).

Alifatiska alkener (ométtade kolvéten innehallande kol-koldubbel bindning (C=C)) kan brytas
ned paflera sitt, av vilkandgraliknar ovanstaende terminala oxidation. Ofta férekommer storre
variation av producerade mellanprodukter, men en av de mer vanligaintiala angreppsatten &r att
oxidera den ométtade bindningen, varvid en peroxid-grupp bildas. Peroxider &r oftast toxiska
vilket hypotetiskt kan varaen orsak till att ométtade alifater synes brytas ned och mineraliseras
samre &n méttade dito.

Utdver ovanstaende finns ytterligare ndgra, dock mindre vanliga, mikrobiella aeroba attackvagar
for difater foreslagna (Britton, 1984).

De flesta studier avseende aerob nedbrytning av alifater har utforts vid relativt varma forhdllan-
den. Det finns emellertid bakterier som utfor densamma vid 1aga temperaturer. Whyte m fl.
(1998) fann en bakterie som i kallt klimat (0-5 °C) kunde bryta ned och fullstandigt mineralisera
n-alkaner och dértill, dock i mycket mindre utstréackning, &ven nagra grenade alkaner (5 °C).
Dértill har man funnit ”kallt-klimat aktiva’ bakterier som har tva parallella enzymsystem varav
den enakan brytaned alifater och den andra aromater (Whyte m.fl., 1997). Y tterligare indikatio-
ner pa att alifater kan brytas ned i kallt klimat ges av Prince m. fl. (1999).

Alicykliska alifater (hdr enklare cykloalkaner)

Alicykliska kolvéten, t ex cyklohexan, har visat sig kunna brytas ned mikrobiellt, framst genom
en kooperation mellan mikroorganismer (konsortium), vilka har olikatyper av enzym (Chapelle,
1993). Reaktionerna synes framst utféras m h a co-oxidation (&mnet bryts ned tillsammans med
annat primart amne, enzymet designat att bryta ned priméramnet men den cykliska alifaten bryts
ned parallellt). Keck m. fl. (1989) omndmner att cyklohexan kan attackeras cometaboliskt av
Mycobacterium vaccae JOB 5, med hjdp av propan. Den relativt stora variationen av alicykliska
kolvéaten kan ge upphov till flera teoretiska nedbrytningssétt. Ett sétt som vanligtvis beskrivs &
att kolvétet forst overforstill en cykloalkohol (i cyklohexansfall till cyklohexanol) med efter-
foljande bildning av en cykloketon. Dérefter attackerar och katalyserar monooxygenas (MO)
insdttandet av ett syrei ringen. Efterf6ljande ringdppning sker med hjélp av hydrolasenzym och
produkten transformeras vidare till en dikarboxylsyra (Trudgill, 1984; Shigeaki Harayama m. fl.,
1999). Enligt den sistnamnda referensen, som hanvisar till Morgan och Watkinson (1994), synes
substituerade cykloakaner |&ttare brytas ned mikrobiellt jamfort med osubstituerade dito.
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Anaerob nedbrytning

Det foreligger i avsevéart mindre omfattning undersokningsresultat avseende anaerob nedbrytning
av alkaner, relativt agrob dito. Generellt sett sker anagroba reaktioner |angsammare &n aeroba.
Det var inte speciellt |ange sedan som man var osaker pa om anaerob nedbrytning av alifater
over huvud taget forelag i nagon signifikant omfattning. Pa senare tid har man emellertid genom
Okat antal undersokningar funnit att alifater verkligen kan brytas ned anaerobt. Mikroorganismer
& de endamedlemmarnai var biosfar som kan utfora respiratoriska funktioner med andra elek-
tron acceptorer an syre, t ex med nitrat, trevart jarn, sulfat och koldioxid. Signifikanta kun-
skapsluckor finns dock &@n idag vad géller de mikrobiella mekanismerna vid anvandandet av des-
sa dternativa elektronacceptorer vid nedbrytning av alkaner.

Relativt tidigt féreslogs att initial anaerob mikrobiell nedbrytning av alkaner genererade alkener,
men reaktionernatycktes inte kunna anvandas for mikrobiell tillvéxt (Griffin och Traxler, 1981).
Pa senare tid har alt fler rapporterat om nedbrytning av alkaner under anaeroba forhallanden. |
de flestafall har mikrobiella sulfatreducerare anvands (har i de flestafall erhdllits fran petro-
leumfororenade sediment), men i nagrafall finns det &ven rapporterat om mikrobiellt anvandan-
de av Ovriga anaeroba el ektronacceptorer (set ex Holliger och Zehnder, 1996). Det senare fallet
kan hypotetiskt forekommai akviferer eller andra vattenomraden med 1&ga sulfathalter men som
istéllet innehdller t ex Fe** och/eller nitrat.

Hunkeler m. fl. (1998) fann indirekta indikationer pa omfattande nedbrytning av n-alkaner (pa-
rallellt med nedbrytning av aromater), medan i-alkaner synes ha htg motstravighet mot nedbryt-
ning, under anaeroba laborativa forhallanden i dieselfororenat akvifermaterial. Exakt vilken/vilka
elektronaccpetorer som mikroberna anvande angavs inte men total haltreduktion av de flesta
anaeroba el ektronacceptorerna erhdlls. Vidare bevisade Caldwell m. fl. (1998) att n-alkaner énda
upp till C34 kan mineraliseras fran vadrad raolja under sulfat-reducerande forhallanden, med
tillsats av mikroorganismer fran marina sediment. Intressant noterades &ven signifikant nedbryt-
ning av pristan och fytan (flergrenade C19- och C20-alkaner).

Grishchenkov m. fl. (1999) fann att sk fakulativt anaeroba bakterier, hér Pseudomonas sp. och
Brevibacillus sp., efter 10 dagar hade aerobt brutit ned 90-95 % av de n-alkaner som fannsi, till
25% vadrad, arabisk raolja (Arabian light crude oil). Dessa n-alkaner 1&g inom intervallet C10-
C35. Fakulativa anaerober kan leva bade under agroba och vissa anaeroba forhallanden (nitrat-,
jarn- och mangan- reducerande forhalanden). Dettai motsats till strikt anaeroba mikroorganis-
mer som inte kan leva under agroba forhallanden men som istéllet kan anvanda bl a sulfat och
koldioxid som elektronacceptorer. Under anaeroba, nitrat-reducerande forhallanden, kunde dessa
fakulativa anaerober inom 50 dagar bryta ned ca 25-30 % av n-alkaner inom intervallet C11-C14
och ca 20-25% n-alkaner inom intervallet C15-C18. Indirekta indikationer fanns att nedbrytning-
en eventuellt gick signifikant snabbare an 50 dagar.

Aeckersberg m. fl. (1998) fann att tva mesofila (forklaring, se nasta stycke) sulfat-reducerare
(bakteriestammarna bendmndes Pnd3 och Hxd3), isolerade fran ett marint sediment och en olje-
tank, tillvaxte pa n-alkaner upp till C17 respektive C20, under bildandet av bl asulfid. Man fann
att de bada stammarna attackerade n-alkaner olika under det initiala reaktionssteget. Den ena
stammen (Hxd3) gav fettsyror med udda antal kol d& n-alkaner med jamnt antal kol tillfordes.
Den andra stammen gav tvartom fettsyror med jamna antal kol fran n-alkaner med jamna antal
kol. Man spekulerade i om mikroorganismernai det enafallet eventuellt tillforde kol till de inle-
dande reaktionernainnan produkterna mineraliserades. | badafallen erhdlls resultat som visade
annat angreppssatt &n det som foreslagits av Morikawa m. fl. (1996). De sistndmnda fann att



SGl Version 2, 2001-02-22 50 (98)

anaerob alkan nedbrytning skulle kunna ga via bildandet av 1-alken av en bakterie (HD-1) som
aven utnyttjade CO; (alkenproduktion av alkan beskrevs redan av Britton, 1984).

Ovan namns mesofila bakterier. Mesofila mikroorganismer har en optimal nedbrytningstempe-
ratur mellan 25-40 °C (Baker och Herson, 1994). Emellertid finns andra typer av mikroorganis-
mer, sa kallade psykrofiler (ibland &ven kallade kryofiler, kolda skare), som har ett betydligt |ag-
re optimum, 5-15 °C (kan troligtvis for vissa eventuellt vara @nnu 1&gre), i motsatstill termofiler
(va@rmedl skare) som har optimum 6ver 40 °C (ibland anges 40-60 °C med det finnstroligtvis de
som har hogre optimum). Termofiler kan anrikas vid bl akompostering. Allatre typernahar vi-
sat sig kunna bryta ned organiska féroreningar.

Ett & senare presenterade So och Young (1999a; 1999b) en a kan-nedbrytande sulfat-
reducerande bakterie (AK-01, isolerad fran petroleumférorenat sediment) som tranformerade
alkaner till monokarboxylinnehallande fettsyror. Denna mikroorganism kunde anvanda alkaner
for sintillvaxt, varvid antalet bakterier fordubblades patre dagar (bas: hexadekan). Alkanerna
mineraiserades fullstandigt. De alkaner som bakterien utnyttjade |ag inom intervallet n-C13 till
n-C18. Det reaktionssétt som harvid foreslogs innefattar inkorporering av en metylgrupp i sam-
band med bildandet av karboxylgruppen enligt:

CH3-(CH2)n-CH2-CH2-CH3®C/@ CH3-(CH2)n-CH2-gH-C(O)OH® b-oxidation® ® CO,
H3

Varifran mikroorganismen tar, det pa position C-2 inkorporerade, kolet & annu inte klarlagt.
6.3. Monoaromater och PAH

6.3.1. Inledning

Namnet aromatisk kommer av att ett flertal aromatiska foreningar (Iangt ifran alla) har en ange-
nam doft. Olika aromater kan fas fran bl a stenkolstjara och réolja. Aromaterna har ett stort an-
vandningsomréade inom industrin som t ex 16sningsmedel, bastill en del |akemedel, plaster, be-
kadmpningsmedel, spréngdmnen, o sv. Polycykliska aromatiska kolvaten (PAH) kan hérledas till
petrogena materia (och pyrogena mtrl), men PAH fran petrogena material har mer av alkylerade
PAH (t ex metyl-naftalen) i forhadlandetill icke-alkylerade PAH (t ex naftalen). Dartill genererar
forbranning av fossila brénslen pyrogena material med innehdll av PAHer som i allménhet sak-
nar alkylgrupper (Zeng och Vista, 1995).

6.3.2. Kemisk struktur och egenskaper

Grundstommen i monoaromater (MAH) och polycykliska aromatiska kolvéaten (PAH) &r bensen.
Bensenmolekylen bestar av sex kolatomer, sex vateatomer och ett gemensamt ” el ektronmoln”
(p-€elektroner) som ger den aromatiska strukturen pa molekylen.

En eller fleraav véateatomernahos MAH och PAH kan vara substituerade mot olika funktionella
grupper. For MAH géller att om en av véteatomerna byts ut mot t ex en alkoholgrupp (OH) féar
man en fenol, byts vétet istallet ut mot en metylgrupp (CH3) safastoluen, mot en etylgrupp fas
etylbensen o sv. Aven flera av viteatomerna kan bytas ut och ger p& sa sétt ett orakneligt antal
av olika kombinationer, exempelvis &r ftalater saltet av ftalsyra, dér tva av bensenets vateatomer
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bytts ut mot karboxylsyragrupper (-COOH), om tva véteatomer istallet byts ut mot metylgrupper
fas xylener.

En del MAH:er anses som mycket cancerogena och dessa anvands numerai betydligt mindre
omfattning inom industrin an tidigare (t ex bensen). Kontamination fran bransen &r en av de
vanligare grundvattenféroreningarna. Vatten som har varit i kontakt med ett oljebaserat bransle
(bensin, diesel, eldningsolja o sv) innehaller ofta hdga halter BTEX (bensen, toluen, etylbensen
och xylen) som &r en fraktion med hog |6slighet i vatten (bensen hogst med ca 1,78 g/, Brown
m. fl., 1999).

PAH bestar av tvaeller flerabensenringar férenade med kol-kol p-bindning, dar tvaringar bildar
naftalen och tre ringar bildar t ex antracen. Aven har kan vateatomerna bytas ut och bildar dar-
med ett orakneligt antal olika féreningar. PAH finns som némnt ovan i stenkolstjéra och réolja,
PAH:er bildas &en vid ofullsténdig forbranning av organiskt material, t ex orenade dieselavga
ser, framstalining av koks och aluminium (grafitelektroder), vedeldning, skogsbréander, sopfor-
branning o sv. Detta gor att man kan finna PAH:er pa de mest skilda platser i naturen; en del
naturligt férekommande, andra av antropoget ursprung. PAH:er & en mycket komplex grupp,
generellt fettl6dliga, ofta stabila, ndgra cancerogenaoch i en del fall bioackumulerande. Ett fler-
tal organismer metaboliserar PAH:er relativt snabbt, ett undantag & musslor, vilket gor att
musslor kan innehdlla hoga koncentrationer PAH som lagrasi véavnaden.

De flesta PAH:er betecknas som relativt oskyldiga men en del har en oomtvistad skadeverkan.
De framsta skadeverkande egenskaperna hos PAH:er anses vara att en del & cancerogena. Man
beréknar att i Sverige orsakar PAH 10-100 fall cancer per & (Naturvardverket, 1998). Att PAH
orsakar lungcancer & vedertaget och man formodar att &ven andra vévnader kan bli drabbade.
Andra formodade negativa verkningar av PAH &r att det kan fungera som signal substans och
darmed stora proteinsyntesen och eventuel It ge hormonstérningar (Naturvardverket, 1998). En
nackdel med en snabb metabolisering &r ibland att metaboliterna fran PAH (t ex bens(a)pyren)
kan fa mer toxiska egenskaper an moderforeningen. Generellt kan ségas att lipofiliciteten (fett-
|6dligheten), motstandskraften mot miljon och toxiciteten for generna 6kar nér PAH molekylen
Okar i storlek (Cerniglia, 1992) och |6sligheten i vatten minskar (Brown m. fl., 1999). Det tycks
ocksa som att giftigheten gar mot kronisk giftighet och primér cancer nar storleken kommit till
fyrafem bensenringar (Cerniglia, 1992 och referenser dari).

6.3.3. Biologisk nedbrytning
Aerob, biologisk nedbrytning av toluen kan askadliggoras teoretiskt enligt formeln:
CeHs-CHs + 9 O, Mikiooaansnet y, 7 ¢, + 4H,0 + Energi

Nitrat brukar anses som mycket betydel sefullt vid nedbrytningen av MAH i grundvatten p g a att
stora mangder nitrat kan finnas [0st i vattnet, t ex sd &r |osligheten for natriumnitrat 92 g/l jam-
fort med syrets ca 10 mg/l (Reinhard, 1994).

Experiment har visat att BTEX bryts ner i turordning vid denitrifikationen. Toluen & den fore-
ning som bryts ner forst f6ljd av p- och m-xylen, etylbensen och o-xylen (Reinhard, 1994, och
referenser dari). Angaende bensen finns det delade meningar, en del forskare havdar att bensen
inte &r biologiskt nedbrytbart med denitrifikation, medan andra séger sig ha starka indikationer
pa att bensen kan brytas ner (Borden, 1994, och referenser déri).
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Biologisk nedbrytning av toluen genom denitrifikation, kan askadliggoras teoretiskt enligt for-
meln:

CeHs-CHs + 6 NO,-Mikiooaanisme y, 7 ¢, + 4H,0 + 3 N, + Energi

Mikroorganismer kan utnyttjatrevért jarn for att oxiderat ex toluen, fenol, bensoat m fl (Borden,
1994, och referenser dari). Anvandandet av Fe3+ vid nedbrytning av toluen kan beskrivas enligt
(foreslaget av Borden, 1994):

CeHs-CHs + 36 Fe(OH) 3 Mikiooaanisner p.7 o0, + 36 Fe?* + 72 OH™ + 22 H,0 + Energi

Man kan aven tdnka sig en anvandning av jarnoxyhydroxid (FEOOH) istéllet for jarntrihydroxid
(Fe(OH)3), varvid den teoretiska formeln skulle bli ndgot annorlunda.

Sulfat (SO4%)

En del "besvérliga’ organiskafororeningar har visat sig kunnabrytas ner av svavelreducerande
bakterier. Det antas av Edwards och Grbic-Galic (1992) att sulfat var elektronacceptor vid mine-
ralisering av bensen i deras studie. Aven vid oxidering med sulfat som elektronacceptor, kan
man se att toluen & den substans som féredras av mikroorganismernai BTEX fdljd av p-xylen
och o-xylen. Etylbensen och bensen visade forst inga tecken pa nedbrytning, men efter 30 dagar
med anoxiska forhalanden kunde man observera en mineralisering av bensen (Edwards och
Grbic-Galic, 1992). Biologisk nedbrytning av toluen genom sulfatreduktion, kan askadliggoras
teoretiskt enligt formeln (Beller m. fl., 1992):

CeHs-CHj3 + 4,5 SO,> Mikroorganisner 5 25 HS' + 2,25 H,S + 7 HCO5™ + 0,25 H* + Energ

Fermentation

Redan 1987 visade Grbic-Galic och Vogel (1987) att fleraaromater kan bli transformerade till
koldioxid och metan under metanogena konditioner. Foreslagen formel for nedbrytningen av
toluen &r:

CeHs-CH3 + 5 H,0 - Mikroorganismer o 5 5 © (0, + 4,5 CHy + Energi

Den mikrobiol ogiska nedbrytningen av polycykliska aromatiska kolvéten (PAH) utfors av en
skiftande grupp av mikroorganismer bestaende av bakterier, svampar och alger. Tidigare ansags
att molekylért syre var nédvandigt for den forsta hydroxyleringen av PAH (Cerniglia, 1992).
Under senare tid har man dock visat att det &ven kan férekomma en strikt anaerob mineralisering
av PAH (Coates m. fl., 1996; Coates m. fl., 1997). | motsats till bakterier sd anvander svampar
hydroxyleringen till att avgifta snarare an till sin katabolism och assimilering. Mikrobiell ned-
brytning av PAH:er & en av huvudprocesserna for dekontaminering av kontaminerade sediment
och ytligt liggande jordlager. PAH:erna kan bli fullsténdigt mineraliserade eller delvis transfor-
merade av en grupp mikroorganismer eller av enskilda mikroorganismer. Redan i bérjan av
1990-talet ansags det att biosanering av jordar kontaminerade av PAH:er var ett aternativ till
traditionella metoder, som forbranning vid avgiftning av farligt avfall (Aronstein m. fl., 1991;
Ellism. fl., 1991). Biologisk nedbrytning av individuella kolvéaten &r relaterad till dess kemiska
struktur, grad av aromatisering, koncentration och fysiokemiska parametrar (Cerniglia, 1992).

Generella principer vid metabolisering av PAH:er & beskrivnaav Cerniglia (1992) (och referen-
ser dari). De flestaav dom &r fortfarande géllande.
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1. Ett mangfald av olika bakterier, svampar och alger har formagan att metabolisera PAH:er.
Generellt kan man séga att nedbrytningshastigheten & omvant proportionellt mot antal et
ringar i PAH-molekylen. PAH:er med |&g molekylvikt bryts ner snabbare &n de med hog
vikt.

2. Den mikrobiologiska nedbrytningen av PAH:er som naftalen, fenantren, antracen och ace-
naften & va dokumenterade och de biokemiska vagarna & kénda. Det & mindre ké&nt om
mikroorganismers formaga att anvanda PAH:er med hég molekylvikt som kol och energi-
kalla

3. Den biologiska nedbrytningsmekanismen, bade eukaryot och prokaryot, behtver narvaro av
molekylart syre for att initieraen enzymatisk attack pa PAH-ringar. Andra enzymsystem som
t ex metanmonooxygenas (MMO) och ligninperoxidas kan ocksa vara av intresse vid kata-
bolismen av PAH. Det finns ocksa ett 6kande intresse av anaerob nedbrytning av PAH:er.

4. Det har rapporterats inblandning av plasmider vid nedbrytning av toluen, naftalen, bifenyl
och fenantren. Nagra kataboliska gener med tillhtrande regul atoriska gener har blivit analy-
serade. Dock &r lite kant angdende gener och regul ations mekanismer ingaende vid bakterio-
logisk nedbrytning av PAH:er med htg molekylvikt.

5. PAH:er med I&g molekylvikt, t ex naftalen och fenantren, bryts ner relativt snabbt i sediment,
medan tyngre PAH:er, t ex bensoantracen, krysen och bens(a)pyren tycks vara ganskaresis-
tenta mot mikrobiol ogiska attacker. Den potentiella biol ogi ska nedbrytningshastigheten for
PAH:er & hogrei PAH-kontaminerat sediment &n i ofordarvat sediment.

6. Fintradiga svampar hydroxylerar PAH:er som en inledning till detoxificering medan bakteri-
er for det mesta oxiderar PAH;er for kol assimilation. Liksom bakterier & svamp metabolis-
men av PAH:er mycket regio- och stereoselektiv.

7. Mikrobiologisk nedbrytning av PAH:er i akvatisk respektive terrester miljo &r starkt paver-
kad av en mangd abiotiska och biotiska parametrar som; temperatur, pH, jordtyp, luft tillfor-
sel, ndrsalter, djup, diffusion, mikrobiell anpassning, biotillganglighet, tidigare kemisk expo-
nering, vattentillgang, sedimentets toxicitet, fysiska-kemiska parametrar av PAH:t, koncent-
ration av PAH och arstids faktorer.

Ett klart tecken pa att de yttre betingelserna har stor paverkan pa mineraliseringen ar att teoretis-
karesultat ofta avviker fran experimentellt erhdlina. Ofta atgar det betydligt mer syrei forhallan-
de till méngd kol vid nedbrytning av PAH:er &n de teoretiska catre gangerna. Haeseler m. fl.
(1999) har vid nedbrytning av PAH i praktiska forsok uppmétt en &gang pamer an 16 ggr sa
mycket syre som nedbrutet kol for vissajordar (kan ev. bl avara en funktion av naturlig orga-
niskt innehdll). Thomsen m. fl. (1999) har visat att quinolin kan brytas ner fullstéandigt pa 7 till 10
dagar, oberoende av pH (pH 5,8 och 7,2).

M§jliga aeroba och anaeroba reaktionsséit avseende mikrobiell nedbrytning av MAH och PAH
finns beskrivnai bl aLarsson m. fl. (1994). | det féljande ges forst ett kortfattat extrakt fran
namnda referens, varefter foljer resultat fran litteraturstudie avseende nyarén om mikrobiell
nedbrytning av MAH och PAH.

Det & av betydelse att k&nnatill vilka mellanprodukter/intermedi&rer som kan bildas vid ned-
brytning av aromater. Kunskapen kan bl a anvandastill att fa indirekta bevis pa om forlust av
aromaterna beror av biologisk nedbrytning eller g. Exempelvis & det kant att katekoler bildas
vid nedbrytning av bade MAH och PAH, och att &ven salicylsyra bildas som intermediar under
PAH nedbrytning. Vid behov kan bl a dessa amnen analyseras med malséttningen att erhdlla
indikation pa biologisk aromatnedbrytning. lacondini m. fl. (1999) ger exempel paett antal olika
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nedbrytningsprodukter (intermedirer) som kan anvandas som indikatorparametrar for bioned-
brytning av toluen. Ytterligare exempel pa potentiella intermediarer, bade for toluen och andra
aromatiska foreningar, kan fasi Gibson och Subramanian (1984).

Det vedertagna oxidativa angreppsattet pa aromatiska kolvéten kan i princip beskrivas utifran
nedbrytning av bensen enligt forenklad beskrivning i Figur 6.3.1. Av bensen kan initialt bildas en
dihydrodiol av enzymet bensen-dioxygenas, med efterfoljande bildning av katekol. Dennainter-
mediars tva hydroxylgrupper (OH-grupper) destabiliserar den aromatiska ringstrukturen och gor
den mer tillganglig for ringdppning. Det finns &ven alternativt majlighet att fenol bildas (géller
framst annaerobt) i stéllet for diolen som &ven den kan transformerastill katekol.

| defall ett av bensenringens véte &r substituerat med kort alifatisk kolvategrupp (t ex metyl-
grupp resulterandei toluen) eller tva sddana grupper (tex tva metylgrupper resulterandei xylen)
kan héarifran bildad katekol i vissafall hakvar denna/dessa grupp/-er. | toluenfallet & den da
placerad pa ett av ringkolen intill ngon av hydroxylgruppernaoch i xylenfallet sitter hydroxyl-
gruppernai orto- och meta-stéllning. Dock finns aternativa nedbrytningssétt for bl a xylenet,
exempelvisinledningsvis kan i stéllet en av metylgrupperna oxiderastill akoholgrupp (Gibson,
1984). | alafallen bildas dock i efterfdljande steg nagon form av katekol (katekol, metylkatekol
eller dimetylkatekol).

bensen bensen dihydrodiol katekol cis,cis-mukonsyra
dioxygenas
yg H o _on orto I:IIII:IH
HDH —> I:IIII:IH .
T
eta CO; och H;0O
4
e @HCDDH CDDH
— OH
naftalen salicylsyra

2-hydroxymukon semialdehyd

Orto-vagen kan katalyseras av enzymet dioxygenas. Orto-vagen kallas &ven b-ketoadifatvagen. Meta-
vagen kan katalyseras av enzymet 1,2-dihydrogenas.

Figur 6.3.1. Forenklad beskrivning av aerob bakteriell nedbrytning av bensen och PAH.

PAHer bryts pa liknande sétt, som for bensen, ned till bl akatekol men dér & foregangsmoleky -
len framst salicylsyra. Dértill kan aven gentissyra bildas som alternativ till katekolen (gentissyra
har, i forhdllandetill salicylsyran ytterligare en OH-grupp paringen och dér de da bada OH-
grupperna sitter i para-stalning).

Katekolen kan attackeras patva olika sétt, orto och meta (se Figur 6.3.1). | orto-fallet bildas
ringdppnad cic,cic-mukonsyra, med efterfoljande bildning av b-ketoadifat. | meta-fallet katalyse-
rar enzymkomplexet katekol-2,3-dioxygenas inforandet av tva syreatomer.
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Generellt sett finns vissa mikrobiella enzymatiska attacker som avviker fran ovansstdende men
analys av katekoler kan anda anses som ett acceptabelt sétt att fa information avseende eventuell
biologisk nedbrytning. Omvand bevisforing géller hdrav gj. Om katekol er inte detekteras &r detta
inte bevis pa att ingen nedbrytning sker.

Olikaenzym kan dérefter tar ver och 6ppna katekol-ringen. Produkter & organiska syror, vilka
vidare dutgiltligt enzymatiskt katalyserastill koldioxid och vatten i cellens energiproduktions-
system. Produktion av dessa organiska syror sanker pH.

Mikrobiell anaerob nedbrytning av aromater anses framst ske med aromater med mindre an fyra
ringar och kan ske pa ett flertal olika stt (Vogel och Grbic-Galic, 1986; Stoner, 1994; INET,
1993). Anaerob nedbrytning av aromater sker mycket langsammare &n under aeroba forhallan-
den och det &r i princip enbart for MAH som nedbrytning kan ske med tillfredsstéllande hastig-
het.

Generellt sett finns tva olika huvudsétt avseende nedbrytning av PAHer rapporterade. Den ena,
direkt metabolism, innebar att mikroorganismen innehar enzymsystem som kan anvandas for att
omvandla specifikt PAH till energi och kolkalla. Alternativt kan PAHer brytas ned co-
metaboliskt. Harvid kravs annan kolkalla som aktiverar enzym som i sin tur kan bryta ned speci-
fik/-a PAH. Nedbrytningen sker da utan att PAH utnyttjas som energi och kolkélla. Exempelvis
fann Ho m. fl. (1995) i jordprover fran USA, Tyskland och Norge ndgra mikroorganismer som
var kapabla att utnyttja pyren och/eller fluoranten metaboliskt, medan huvuddelen av de isolera-
de mikroorganismerna enbart kunde bryta ned dessa och andra PAH co-metaboliskt. Vid sane-
ring av kreosotfororenat omrade &r det darfor av stor vikt att klarl&gga vilka organiska amnen
som kan stimulera platsspecifik nedbrytning av PAHer (med platsspecifikt menas att de kan va-
rierafran platstill plats). Fullskalesanering med mikrobiella metoder bor alltsd inkludera labora-
tivatester for att finnalampligt tillsatsmedel. Intressant att notera & att det finnsindikationer pa
att vissa PAHer kan ingdi den samling av amnen som kan stimulera nedbrytning av andra PA -
Her. Exemplevis kan naftalen, fenantren och fluoranten inducera (starta eller upprétthalla) pro-
duktion av det/de enzym som bryter ned andra PAHer co-metaboliskt (Ye m. fl., 1996; Keck m.
fl., 1989). Forutom gava PAHerna kan aven intermediérer i vissafall verka som stimulera-
refinducerare.

Aven vissa svampar kan bryta ned PAHer. Dessa har dock andra angreppsatt och arbetar framst
med extracellulér nedbrytning genom initial oxidation till epoxider. Speciellt populdr har vitro-
tesvampen Phanerochaete chrysosporium blivit. Gruppen vitrétesvampar har visat sig ha bio-
nedbrytningskapaciteter, associerade till bl a produktion av en grupp av enzym kallade lignin-
peroxidaser, eller ligninaser, vilka bryter ned aromatiska strukturer i lignin. Eftersom lignin & en
komplex moleky! besitter ligninaser 1&g specificitet med avseende pa nedbrytbart amne. Lignina-
ser sekreteras fran svampens mycel i en inaktiv form vilken maste oxideras for att bli aktiv, vil-
ket i normalafall sker med hjalp av, fran svampen sekreterad, véteperoxid. | aktiverad form kan
ligninaser extracellulért oxidera ett brett spektrum av organiska @mnen, men foredrar att oxidera
eget sekreterat veratryl alkohol. Dettaresulterar i friaradikaler, det vill séga reaktivaintermedia-
rer kapabla att katalysera oxidationsreaktioner. De fria radikalerna bestar framst av hydroxylra-
dikaler.

Ligninasproduktion & optimal framst da svampen har kvavebrist, men &ven produktion vid brist
pasvavel och kol finns rapporterat. Nedbrytning av lignin ingar som en sekundér metabolisk
reaktion, vilket innebér att primart |attnedbrytbart &mne, exempelvis glukos (i mycket sma kon-
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centrationer, millimolar) eller cellulosa, maste vara narvarande for att véateperoxid skall kunna
bildas av glukosoxidas enzym (Carberry, 1994).

Den hoga reaktiviteten av veratryl alkohols fria radikalkatjoner kan anvandas for att katalysera
initial oxidation av aromatiskaringar, ingadende i t ex PAH. Bens(a)pyren kan harigenom om-
vandlastill bl a motsvarande fri radikalkatjon, vilken i sin tur genomgar flera efterfoljande hyd-
rolys- och oxidationssteg, under bildning av bl abens(a)pyren kinon (McFarland m. fl., 1992).
Sadana kinoner kan i sin tur bl areagera med, och inkorporeras i, humus men kan &ven underga
bakteriell mineralisation, beroende pa kemiska och fysikaliska faktorer i jorden och existerande
mikroflora. | defall inkorporering i humus sker, kan fortsatt nedbrytning av amnet férsvaras.

Sanglard m. fl. (1986) visade att vitrétesvampen Phaner ochaete chrysosporium kunde bryta ned
bens(a)pyren. Bumpus (1989) visade att P. chrysosporiumvar kapabel att reducera halten av 22
aromatiska komponenter i antracenolja. Indikationer har erhdllits att reduktionen inte innebar
mineralisering, utan istéllet inkorporering av intermediarer i bararmatrisen. T ex undersokte
McFarland m. fl. (1992) svampen P. chrysosporiums mdjligheter att i en kompost brytaned och
mineralisera bens(a)pyren. Man fann ingen signifikativ mineralisering och resultaten indikerade
association av intermedidrer till kompostmatrisen. Tidigare erfarenheter hade visat att signifi-
kanta mangder av 14C-féroreningar (ursprungligen fran 4C-markt bens(a)pyren) bands irreversi-
belt till jord da dennatyp av svamp tillsattes, medan ingen bindning till jord erhdlls da svampen
uteldmnades. Enligt forfattarna kan metoden med fordel anvandas om man vill immobilisera
tyngre PAH i jord.

Man har pa senare tid funnit indikationer pa att svampar kan oxidera PAH, pa andra sétt an via
lignin-peroxidas. Det tyckstill och med vara sd att anvandandet av peroxidaser for nedbrytning
av vissa PAH eventuellt & av underordnad betydelse. Istéllet eller parallellt tycks oxidation ske
med hj&8lp av monooxygenaser i svampens mycel, under initial bildning av epoxider, med efter-
foljande produktion av trans-dihydro-dioler och trans-tetrahydro-tetraoler. Den extracelluléra
produktionen av kinoner & da obetydlig. Som exempel pakan namnas att Sutherland m. fl.
(1991) fann indikationer paatt P. chrysosporiums oxidation av fenantren inte enbart &r beroende
av ligninasaktivitet. Snarare synes monooxygenas- och epoxidhydrolas- enzymer fran svampen
katalysera den initiella bildningen av ostabila PAH-oxider. Dessa transformeras darefter till
trans-dihydrodioler, eller i vissafall isomeriserastill fenoler (Baker, 1994). |dentifierade inter-
medidrer var bl afenantren-trans-9,10-dihydrodiol och -trans-3,4-dihydrodiol och dartill 9-, 3-
och 4-fenantrol.

Field m. fl. (1993) har gjort en sammanstélIning av svampars enzymatiska anvandning vid ned-
brytning av bl aPAH. Man har funnit att i de fall svampar utnyttjar ligninolytisk metabolism har
frémst lignin-peroxidas rapporterats vara det aktiva enzymet. Man har emellertid funnit att ett
flertal PAHer kan oxideras av mangan-joner, vilket enligt forfattarna skulle kunna ge teoretiska
mojligheter att &ven manganberoende peroxidaser kan ha PAH-nedbrytande aktiviteter.

Ibland kan ett enzym bilda en mellanprodukt som & mer toxisk &n ursprungsamnet. Som ex-
empel kan namnas att vitrotesvampen P. chrysosporium kan oxidera det icke-mutagena
PAHet pyren till mutagent PAH-dion (Harris, 2000). Eftersom amnet &r realtivt l&ttlosligt
skall denna produkt undvikas att distribuerastill t ex recipienter med ravatten.

Det & onskvért att vidare undersoka optima for de faktorer som styr svampars val att oxidera
PAH. En lista pa ca 40 olika bakterietyper och 30 olika svampar (inklusive jastsvampar), vilka
anvands och har anvénts vid biologisk sanering, redovisasi OECD (1994).
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6.3.4. Biotillganglighet

For att kunna bryta ner PAH méaste PAH:et varatillgangligt for mikroorganismerna. Detta kan
undersokas pa en rad olika sétt varav ett par beskrivs nedan. Biotillgangligheten av PAH kan
bland annat undersbkas med hjélp av persulfatoxidation. Metoden enligt Cuypers m. fl. (1999),
bygger pd en selektiv kemisk oxidation av det organiska materialet med persulfat (S,0s%). Vid
uppvarmning bryts persulfaten ner och bildar sulfatradikaler (SO, ), vilka kan reagera med or-
ganiskt material i en komplex oxidationskedja (Kislenko m. fl., 1996). De basta resultaten erhdlls
vid en temperature pa 70°C en oxidationstid patre timmar och ett forhdllande mellan persulfat
och organiskt material pa 12 g S,0s>/g organiskt material (Cuypers m. fl., 1999). Den héga oxi-
dationstemperaturen kan vara en felkalla eftersom det har visats att temperaturer pa éver 65°C
kan signifikant oka biotillgangligheten pa PAH, troligtvis pAgrund av en andring i strukturen hos
det organiska materialet. Det & tankbart att den har andringen &ven sker under persulfat oxida-
tionen och darmed ger en 6verskattning av biotillgangliga PAH:er.

Resultaten fran Cuypers m. fl. (1999) visar paen mycket god dverensstammel se mellan biode-
graderade och persulfatoxiderade PAH:er. BAda metoderna visar ocksa att PAH:er blir mer svar-
nedbrytbara nér ringantalet okar, vilket stammer va dverrens med ovrig litteratur (ex. Cerniglia
1992; Haeseler m. fl., 1999). Att tankapai den hér metoden &r att den ger information om bio-
tillgangligheten, men inte om toxiciteten vilket gor att metoden pa starkt kontaminerade omraden
kan visa en hog biotillgénglighet som dock inte kan utnyttjas, eftersom miljon &r toxisk for mik-
roorganismerna. Ett annat sétt att snabbt fa fram biotillgangligheten av PAH:er & att goraen
extraktion med ett organiskt |6sningsmedel, en svarighet i denna metod &r att valja ett 16snings-
medel som motsvarar biotillgangligheten. Kelsey m. fl. (1997) skriver att metoden har stor po-
tential, men att det aterstar en del forskning.

Weissenfels m. fl. (1992) undersokte nedbrytningen av PAH i tvaolikatyper av jordar, A och B,
under optimala betingelser i labskala. Jord A, vilken bestod av en sandig struktur, togs fran en
gammal tréimpregneringsanlaggning. Jord B, som var tagen fran ett gammalt tj&roljeraffinaderi-
omrade, var heterogen i sin struktur och innehdll hogre andel tyngre PAH &n A. Andel PAH-
nedbrytande bakterier i A var betydligt hogre ani B och tester visade att orsaken inte var nagon
toxisk effekt fran jord B. Dajord B blandades ut med sand 6kade nedbrytningsgraden markant
av framst faringade PAH. Man ansdg att detta var en indikation pa att den tidigare |aga nedbryt-
ningsgraden av PAH i B, i hog utstréckning berodde pa dalig biotillganglighet av PAH (d v spa
det satt som PAH var bundet till jord B).

Man undersokte vidare hur adsorption av antracen till olika medier paverkar dess nedbrytning.
Jord A, jord B och en PAH adsorbent (XAD 2, amberlit-jonbytare, paverkar inte negativt till-
vaxten av PAH nedbrytare), inkuberades med bakterier och dértill till sattes antracen. Efter 7 da-
gar erhdlls en fullstdndig nedbrytning av antracen i jord A. Betydligt sémre nedbrytning erhdllsi
B. Efter 28 dagar aterstod 23 % av tillsatt antacenoljai jord B. | provet med PAH adsorbent
(XAD 2) erhollsingen antracen nedbrytning als.

Man fann vidare att adsorptionen av antracen till jord B kunde delas upp i tva distinkta, kinetis-
ka, processer. Initialt erhdlls en snabb adsorption under en kort tid (1-2 timmar), med en efter-
foljande, langsam, adsorptionsprocess dver en langre tid. Man foreslog att den forsta processen
bestod av adsorption till hydrofoba ytor, medan den |angsammare bestod av adsorption till om-
raden innei jordmatrisen. Den andel av fororening som pa detta vis inkorporeratsi jordmatrisen,
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ansags representera den del av férorening som inte var biotillganglig och darfér inte bionedbryt-
bar.

Bakteriell nedbrytning av PAHer ansesi princip galangsammare ju fler ringar som PAHerna
bestar av. Man har dock funnit bevis paatt PAHer med minst upp till fem ringar (eventuellt dven
6-ringade) kan brytas ned mikrobiellt med métbar hastighet (Wild och Jones, 1993; Mahaffey m.
fl., 1988; Keck m. fl., 1989; Cerneglia, 1984). En av de viktigare orsakernatill att PAH bryts ned
i alt langsammare takt ju fler ringar PAH bestar av anses framst vara deras 6kande hydrofoba
egenskaper. Eftersom bakterier bestar till stor del av vatten maste PAHerna kunna transporterasii
vatten. Tillgangligheten av PAHerna & dabl aen funktion av deras 16slighet.

Det finns bakterier (bade aeroba och anaeroba) som forsoker Gverkomma problem med 13g till-
ganglighet av hydrofoba kolvéten genom att producera” tvattmedel”, dvs bio-ytaktiva @mnen (se
t ex Rosenberg, 1986; Goswami och Sngh, 1991; Yakimov m. fl., 1995) i avsikt att |6sa ut kol-
vétena, t ex tyngre PAH, i vattenfasen for béttre transport in i cellen (&ven vissa svampar produ-
cerar sddana amnen). Ett alternativt eller kompletterande sétt ar att mikrooganismerna gor hydro-
foba &mnen mer hydrofila. Vissa bakterier och &ven svampar producerar harfor extracelluldra
enzym som initialt oxiderar PAHerna utanfor cellen och dérmed gor dem mer vattenl 6sli-
galtillgangliga.

Det & inte ovanligt att ett omrade som varit férorenat en langretid, t ex av kreosot, innehar bak-
terier som anpassat sig till denna omgivning till den grad att de fér sin éverlevnad producerar
ytaktiva amnen. Dessa bakterier och deras ytaktiva &mnen kan i vissafall anses vara platsspeci-
fika (de fungerar bast under just de specifika forhallanden som foreligger i omradet) och darmed
bor de anses som mycket vardefulla att stimulera och anvéndavid en sanering. | vissafall har
enbart biologiskt producerade ytaktiva dmnen tillfortsin situ. | det sistnémnda fallen har varie-
rande saneringseffektivitet erhdllits. Som exempel pa hérav forbéttrad reningseffektivitet (kortare
reningstid), se Noordman m. fl. (1997). DA det gatt mindre bra har orsaken bl a berott pa att dessa
amnen visat sig adsorberats allt for mycket till jorden. Aven syntetiskt ytaktiva amnen har an-
vants vid sanering. Tanken har hér varit densamma, dvs att 6ka l6sligheten och tillgéangligheten
av starkt hydrofoba féroreningar. Aven hér har varierande resultat uppnétts (Laha och Luthy.,
1991; Willumsen och Arvin, 1999; Churchill m. fl., 1995). Pa senare tid har man borjat forsoka
att &ven anvanda bio-skum (Ripley m. fl. 2000; Kayser m. fl., 1997). Ytterligare information om
bioproducerade och syntetiskt framtagna ytaktiva amnen kan erhdllasi Banat (1995).

Eftersom nedbrytning av PAHer kan kréva bakterier med enzym som &r specia anpassade il
PAH-strukturerna (och dértill produktion av platsspecifika ytaktiva amnen om sadana organis-
mer finnsi omrédet, se ovan) ar det generellt sett betydel sefullt att framst stimulera de platsspe-
cifika PAH-nedbrytarna. Exempelvis, Grosser m. fl. (1991) visade att mineralisering av tyngre
PAH kunde tkas markant da speciellt utvalda bakterier, tagna fran det férorenade materialet,
efter uppodling aterinsattes till det fororenade materialet. 55 %-ig nedbrytning av pyren erhélls
efter 2 dagar, med hjdlp av uppodlad Mycobacterium sp., jamfort med 1 % utan tillsats. Denna
typ av bakterie har visat sig varagod mineraliserare av tyngre PAH.
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6.4. Klorerade alifater

6.4.1. Inledning

Detta kapitel behandlar framst klorerade alifater och erfarenheter, publicerade fram till och med
2000, avseende reduktion av dessai jord och vatten genom fréamst biologisk nedbrytning.

Av de halogenerade kolvéatena & produktion, anvandning och spridning av de klorerade kolvéte-
navolymmassigt storst. Storre delen av de halogenerade kolvéten som fororenat mark och vatten
ar sannolikt klorbaserade. Som exempel kan ndmnas klorerade alifatiska l6sningsmedel, klorera-
de fenoler, klorerade bensener och polyklorerade bifenyler. Dérutéver forekommer freoner, in-
nehdllande béde fluor och klor, och till mindre del kolvéaten med bade brom och klor, eller enbart
brom, i molekylen. De senare anvénds bl a som drivgaser, pesticider, desinfektionsmedel och
flamskyddsmedel.

Enligt Naturvardsverkets branschkartldggning 1995, (SNV Rapport 4393, 1995) fanns fler omra-
deni Sverige som var férorenade med klorerade kolvéten an fororenade med PAHer, men férre
an petroleumfororenade omraden. Hur stor andel av dessa klorerade kolvéten som var klorerade
adlifater har inte gétt att utréna. Antalet omraden i Sverige fororenade med klorerade alifater far
anda antas vara betydande. Enligt en relativt ny studiei USA (Knox m. fl., 1996) var perklorety -
len (perkloreten, PCE) den tionde vanligast forekommande féroreningen i USAs grundvatten och
hanfordestill den nast mest angel gna gruppen att dtgérda, baserat pa dess forekomst i grund-
vattnet och negativa hél soeffekt. PCE &r en flyktig och giftig klorerad alifat som i stor utstrack-
ning har anvands inom kemtvéttindustrin, men &ven for allman rengdring och avfettning inom
industrin och militéren. Det &r inte enbart PCE som & giftig. Allaklorerade alifater & i princip
toxiska och ett flertal & misstankta human-cancerogener (trikloretylen, vinylklorid etc).

Klorerade alifater med maximalt tva kolatomer var bland de mest férekommande organiska for-
oreningar som under 1980-talet uppdagades i amerikanska markomraden. Bland dessa fanns,
forutom PCE, &ven bl atrikloreten och 1,1,1-trikloretan, vilka anvants industriellt i stor skala for
kemtvéttning, avfettning och som l6sningsmedel (Henson m. fl., 1988). Vinylklorid, som an-
vandstill produktion av PV C-plast, har dock hittatsi naturen i relativt liten skala (Broholmm. fl.,
1991; Henson m. fl., 1988; Notiser, 1994; Holliger, 1992). Tabell 6.4.1 ger en uppskattad
varldsproduktion av de tio mest producerade klorerade alifaterna under 80-tal et.

Ett av resultaten av denna stora anvandning av klorerade alifater har blivit omfattande férore-
ning, inte minst i grundvatten. Klorerade alifaters negativa hél soeffekter, tillsammans med deras
varierande bionedbrytbarhet, har resulterat i krav pa omedelbar sanering vid upptéckta spill. Ti-
digare har framst kemiska/fysikaliska metoder, som att pumpa och rena kopplat till adsorption pa
aktivt kol eller luftning i packade baddar, anvéants for att reducera halter av dessa dmnen i vatten.
Emellertid destrueras inte de klorerade kolvétena med dessa metoder utan dverforsistéallet fran
vatskefastill fast- eller gasfas. FOr férorenad jord har framfor att uppgrévning och deponering
varit den gangse metoden. Under senaretid har dock mikrobiella metoder borjat anvéandas for
sanering av klorerade kolvéten. Sddana metoder kan ofta erbjuda ett miljomassigt sundare och
attraktivare alternativ. Framst beror detta pa att dessa amnen optimalt kan brytas ned till milj6-
massigt acceptabla restprodukter som koldioxid, saltsyra och vatten.
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Tabell 6.4.1. Uppskattad arlig varldsproduktion under 1980-talet av de 10 mest producerade
klorerade alifatiska kolvatena (Chem.& Eng. News 1991, 69: 28-74).

Amne V &rldsproduktion; 10° ton/8r Produkt/applikation
1,2-Dikloretan (DCE) 23,0 vinylklorid/polyvinylkorid
Vinylkorid (VC) 18,5 polyvinylklorid
Tetrakloreten (perkloreten) (PCE) 1,2 kemtvétt/I Gsningsmedel
Trikloreten (TCE) 1,0 kemtvétt/I Gsningsmedel
Tetraklormetan (CT) 1,0 syntetiskt gummi
Triklormetan (CF) 0,9 intermedidr i synteser
1,1,1-Trikloretan (TCA) 0,8 [6sningsmedel
Epiklorhydrin (3-klorepoxypropan) (EPI) 0,7 intermedidr i synteser
Diklormetan (DCM) 0,6 [Gsningsmedel
Klormetan (metylklorid) (CM) 0,5 [6sningsmedel

6.4.2. Kemisk struktur och egenskaper

Sifferbeteckningar, prefix, framfor namnet pa klorerade alifater betecknar pa vilken/vilka kol-
atom/-er kloret/kloren sitter, enligt Tabell 6.4.2. Exempelvis har 1,1-dikloretan tva kloratomer pa
en och samma kolatom, medan 1,2-dikloretan har en kloratom pavardera kolatom. | de fall pre-
fixen inte klarl&gger hur molekylen stereokemiskt ser ut, kan strukturen klarl&ggas genom att
placera beteckningarna cis dler trans framfor namnet eller nummer prefixet (Tabell 6.4.2).

Tabell 6.4.2. Beteckning av kolatom for nagra alifater och definition av cis-, trans-bindning.

Bendmning, ssomme  Metan Etan Eten Propan Propen

K olbeteckning 1 12 12 123 123

Kolstomme C C-C C=C C-C-C C=C-C

Max klor 4 6 4 8 6

Exempel CHCl3 HCI,C- HCIC-CCIH H,CIC-H,C- HCIC=CH-
CClIH HCI,.C CHCl;

Bendmning Triklor- 1,1,2- Cis- eller trans- 1,33 1,33

(av exemplet) Metan trikloretan dikloreten triklorpropan triklorpropen

Cis- och trans- \C-C/ \C-C\

struktur cis trans

Tabell 6.4.3. Forkortningar av nagra klorerade alifater.

Klorerad aifat Forkortning | Klorerad alifat Forkortning
Klormetan, metylklorid CM Kloreten, vinylklorid, monokloreten VC
Diklormetan (metylenklorid) DCM Dikloreten DCE
Triklormetan, kloroform CF Trikloreten (trikloretylen) TCE
Tetraklormetan, koltetraklorid ~ CT Tetrakloreten, perkloreten PCE
Kloretan, monokloretan CA Triklorpropan TCPA
Dikloretan DCA Klorpropen CPE
Trikloretan TCA Diklorpropen DCPE
Hexakloretan HCA
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For att underl&tta bendmningen av klorerade kolvéten kommer forkortningar, definierade i Tabell
6.4.3, att anvandas.

Tabell 6.4.4 ger nagra kemiskalfysikaliska konstanter for DCM, TCA, TCE och PCE. Harav
framgar bl a att klorerade alifater i allméanhet ar betydligt tyngre an vatten, resulterandei att man
kan finnadessai undre delen av grundvattenzonen (i sankor etc) och/eller pa underliggande im-
permeabla material (berg etc). Losligheten i vatten varierar stort fran amnetill &mne och av-
speglar vilket/vilkaamnen somi vissafall kan detekterasi mycket htga koncentrationer i grund-
vattenzonen nedstréms utsl @ppspunkten.

Tabell 6.4.4. Nagra klorerade alifaters kemiska/fysikaliska konstanter (Broholmm. fl.,1991;
Verschueren, 1983).

Kemiska/fysikaliska konstanter DCM TCA TCE PCE
Molvikt (gram/moal) 85 133 132 166
Densitet (kg/l) 133 1,34 1,46 1,62
Loslighet (mg/l; 20 °C) Ca2-10* Ca 710 Cal-10® Cal,410
Log Kow (-) 2,49 2,29 2,60
Henrys konstant (-; 10 °C) 0122 0,34 0,17 0,31

& Experimentellt vid 25°C

6.4.3. Biologisk nedbrytning

Nedbrytning pa biologisk vag sker i allmanhet med hjdp av enzymer, som framst finnsinnei
mikroorganismernas celler. For att forsoka att pa nagot enkelt satt askadliggora faktorer kring
sadan, egentlig komplex, nedbrytning ges inledningsvis en grovt forenklad, och delvis hypoteti-
serad, betraktelse. Enzymerna agerar som katalysatorer, dvs de sanker reaktionsenergin sa att
reaktionerna, dvs nedbrytnnigen av fororening, kan ske vid betydligt 1&gre temperaturer, &n om
samma reaktioner skulle ske med enbart vérmeenergi. | de fall enzymet/enzymen finnsinnei
mikroorganismens cell, maste fororeningen transporterasi vattenfasen utifran, genom cellens
yttredelar ochiini cellen. Déartill maste det finnas bl aenzym i cellen nérvarande for att forore-
ningen skall kunna brytas ned. | vissafall finnsinga enzym nérvarande (eller for lite aktiva en-
zym) om det inte finns fororening (ur mikroorganismens synvinkel "féda’). Mycket férenklat
kan man saga att fororeningen i dessafall troligtvis maste aktivera vissa receptorer bl a pa cel-
lens yttre del (finnstroligtvis &ven innei cellen). Harav stimuleras sandning av signaler ini cel-
len (till bl a centrat fér enzymproduktion). Signalerna kan innehdlla meddelandet t ex att nu
finns det mat s& 6ppna porten (for transport av maten genom cellens yttre del) och/eller starta
produktion av (eller i vissafall 6kaeller fortsétt producera) enzym for just den fororening som
finns utanfor (eller ev. innei) cellen. Detta kan sagas vara en form av ”inducering”, dvs en-
zymproduktionen induceras av att mat, i vara égon ibland férorening, finns narvarande.

| vissafall finns dock vissa enzym alltid nérvarande, oavsett forekomst av mat eller inte (géller
dock i allmanhet inte enzym som bryter ned klorerade kolvéten). Nér det géller klorerade alifater
& det i alméanhet sa att dessa amnen inte betraktas, dvsinte kan anvandas, av mikroorganismen
som foda (altfler undantag borjar dock dyka upp, se nedan). Daremot kan det finnas enzymer i
dess cell som kan bryta ned klorerade alifater, men som egentligen & designade av mikroorga-
nismen for att bryta ned fodaistallet. Fodan kan i det hér fallet varat ex kolvéten (alltsdicke-
klorerade sddana) av olika slag. Mikroorganismen vinner ingen energi pa att bryta ned det klore-
rade kolvétet och detta kallas da co-metabolism, se vidare nedan. Det intrikata & da att stimulera
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nedbrytning av det klorerade kolvétet, samtidigt som organismen inte tillats inrikta sig allt for
mycket pa fodan. Just detta ar en av de viktigaste orsakernatill varfor man nu i okad utstrack-
ning tillfor organiska @amnen i pulser till klorerade alifat fororenade omraden in situ (se om pulse-
ringi 5.3.10chi 6.4.3.2).

For nedbrytningen behdver mikroorganismerna &ven sk elektronacceptorer, t ex syre. Dessa ar
amnen som slutligen tar hand om de el ektroner som bildats under nedbrytningsprocesserna. Be-
roende pa bl aantalet kloratomer per kolatom i en klorerad alifat kan den antingen oxideras eller
reduceras. Kloret uppvisar starkare oxidativ effekt &n syre och ju mer klor det finns pavarje kol
desto svarare for syre att oxiderakolet pa vilket kloren sitter. Alltsa, ju fler klor pa kolvétet desto
starkare blir det klorerade kolvétets el ektronmottagande forméaga, med minskad oxidationsbena-
genhet som foljd. Exempelvis &r alifaterna hexakloretan och perkloreten (kolvéten med manga
kloratomer per kolatom) starkare elektronacceptorer an syre. Dessa gar dai inte att attackera med
oxidationsenzym. Mikrobiell nedbrytning av dessa under syrerika (aeroba) forhallanden ske dér-
for normalt inte. Istallet kan de da brytas ned under anaeroba forhallanden (se under anagrob
nedbrytning, nedan).

Forenklat kan sagas att klorerade alifater med 1-2 kloratomer tenderar att brytas ned aerobt. Klo-
rerade alifater med 4 eller fler kloratomer tenderar att brytas ned anaerobt, medan med 3 klora-
tomer kan bytas ned pa bada sétten (Cs-Umt-Edu, 2000). Det finns dock undantag.

Halogenerade kolvéten kan principiellt brytas ned pa flera sitt genom borttagande av halogen
fran kolvétet enligt foljande generellaformler:

Dehydrodehal ogenering: RCHXCH; ® RCHCH,
Substitution: RCH,X ® RCH,OH
Reduktiv dehal ogenering (reduktion): RCH,X ® RCH,

Oxygenolytisk dehalogenering (oxidation):  RCHX ® RCOOH

Nedan beskrivs mer ingdende olika typer av angreppssétt/forhallanden, nédvandiga for att ovan-
stéende principiella reaktioner skall kunna forverkligas vid nedbrytning av klorerade alifater.

6.4.3.1. Anaerob nedbrytning

Anaerob nedbrytning av klorerade kolvéten, dvsi franvaro av syre, sker ibland pa co-metabolisk
véag och da av bl abakterier av typen sulfat-reducerare, metanogener och acetogener. Co-
metabolism innebdr att det klorerade kol vétet transformeras av mikroorganismerna utan att ener-
gi eller kol genererastill egen celluppbyggnad fran det klorerade kolvétet. Dessa co-metaboliska
anaeroba processer liknar aeroba dito i det att elektronacceptorer andra an det klorerade kol vatet
utnyttjas (t ex sulfat) av enzym som héndelsevis bryter ned det klorerade kolvétet (enzymets
priméra aktivitet &r alltsd metabolisk, dvs att bryta ned amnen som kan anvandas att bygga upp
cellen). Lange ansag man att mikroorganismer inte kunde utnyttja klorerade alifater som féda.
Nyligen har man emellertid funnit undantag; dvs olika bakteriegrupper som, i motsatstill co-
metaboliska processer, kan nyttiggéra sig av nedbrytning av klorerade kolvéten i form av genere-
ring av cellenergi eller kolkalla, sk dehalorespiration, se nedan. | dessafall anvands det klorerade
kolvétet som dlutlig elektronacceptor (Cs-Umt-Edu, 2000).

Av de ovan namnda generella reaktionerna utfors foljande reaktioner under anaeroba forhdlan-
den.
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Dehydrodehalogenering &r i allmanhet en abiotisk eliminationsprocess som inte involverar ex-
tern elektrondverforing, dvs elektronacceptor/donator kravs inte vid dennareaktion. Enligt Cs-
Umt-Edu (2000) &r reaktionen inte en redoxprocess men ofta katalyserad av baser vid vilken ett
véte och ett klor elimineras fran molekylen. Exempelvis kan vinylklorid omvandlastill acetylen
enligt CH,=CHCI —> CH°CH + HClI eller omvandling av 1,1,2,2-tetrakloretan till 1,1,2-
trikloretylen enligt Cl,HC- CHCl, —> CI,C=CHCI + HCI. Monoklorerade alifater anses inte
dekloreras med denna metod och ju mer klor pavarje kol desto storre potential for snabbare re-
aktion (Vogel m. fl., 1987).

Som namns ovan &r reaktionen i allmanhet abiotisk (icke-biologisk). Det &r darfor inte sa kons-
tigt att endast ett fétal rapporter har hittats som beskriver némnda process som biologisk vid ned-
brytning av klorerade kolvéten (Chen m. fl., 1996, Alexander, 1994) och dessroll anses vara séll-
synt vid mikrobiologisk nedbrytning av klorerade alifater (Holliger, 1992). Harav behandlas inte
dennatyp av reaktion vidare i dennarapport.

Reduktiv dehalogenering anses vara en universell dekloreringsmetod (alltsd metod som avlags-
nar klor frn molekylen) vid anaeroba férhéllanden. Aven klorerade aromater, inklusive PCB,
har befunnits genomga klorreduktion genom dennatyp av mikrobiella process. Allt fran jarnre-
ducerare till metanogener och acetogener tycks kunna utféra reduktiv dehalogenering (Cs-Umit-
Edu, 2000). Daklorerade alifater (exklusive kloroform) bryts ned anaerobt kan i vissafall vinyl-
klorid bildas som intermedi&r under nedbrytningsprocessen. Detta galler framst da ursprungs-
molekylen & en klorerad eten (ométtat klorerad aifat).

Reduktiv dehal ogenering anses kunna utforas bade co-metaboliskt och metaboliskt (Cs-Umt-
Edu, 2000). Det senare & en form av reduktiv dehalogenering som nyligen har upptéacks och
bendmns dehalor espiration. Om halogenen &r klor kallas reaktionen deklorrespiration. Vid den-
na process erhalls cellenergi eller kolkallafran den anaeroba nedbrytningen av klorerat kolvéte.
Deklororespiration har visat sig kunna bryta ned klorerade alifater, inklusive hdgklorerade aifa-
ter, mycket snabbare &n alternativ co-metabolism. Det klorerade kol vétet anvands som elektro-
nacceptor och energi konserveras via elektrontransport-fosforylering, varvid en eller fleraklora-
tomer byts ut mot véte i molekylen (Middeldorp m.fl., 1999; Hardy m. fl.; 1999). PCE har visat
sig kunna brytas ned pa detta sétt med hjélp av bakterier, varav vissainnehar dehal ogenasenzym
innehallande coenzymet vitamin B12 (Diekert, 1999). Exempel pa sidana bakterier uppges vara
Dehalospirillum sp., Desulfitobacterium sp. och Dehal obacter restrictus (Diekert, 1999; Pas,
2000). Enzymsystemet som anvands av Desulfitobacterium sp. for den metaboliska nedbrytning-
en av klorerade kolvéten anges varainducerbart (Pas, 2000). Inducering innebér i dettafall att
amnet i sig kan trigga bakteriecellen att producera enzym som bryter ned @mnet. En annan anae-
robt verkande bakterie, Acetobacterium dehalogenans (har isolerats), kan utnyttja metylklorid
som enda energikalla (Holliger m. fl., 1999) (normalt &r 1agklorerade kolvéaten mindre |ampade
for anaerob attack). Aven har spelar vitamin B12 in. Forst kopplas metylgruppen i molekylen till
tetrahydrofolat varefter metylgruppen oxideras viaformat till CO,.

En bakterie, preliminért kallad Dehal ococcoi des ethenogenes 195, kan metaboliskt anvanda vét-
gas som enda elektronkdla och klorerade kolvéaten (bl a PCE) som elektronacceptorer, med slut-
lig produktion av eten (Zinder, 2000). Man har &ven funnit att det |&gklorerade kolvétet 1,2-
diklorpropan (DCP), viafermentering och i franvaro av andra kolvéten, kan generera vétgastill
den metaboliska nedbrytningen av hégklorerade kolvéten, som PCE (Hardy m. fl.; 1999).

Reduktiv dehalogenering kan indelasi de fyra undergrupperna Dihalo-eliminering, Koppling,
Hydrolytisk reduktion och Hydrogenolys, Figur 6.4.1. Som framgar av dennafigur kréaver, i mot-
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sats till dehydrodehal ogenering, reduktiv dehal ogenering elektron -donator/-acceptor for att kun-
na genomforas.

Vid Dihalo-eliminering (Figur 6.4.1) elimineras tva halogener samtidigt med efterfoljande bild-
ning av dubbelbindning. Reaktionen sker med halogenerade cykliska och icke-cykliska alifater
(cykliska difater har i motsats till aromater, som ocksa ar cykliska, inga ométtade dubbel bind-
ningar i ringstrukturen) och &r i det senare fallet begransad till molekyler med mer an en kola-
tom. Under litteraturgenomgangen har tva alternativatyper av reaktionsmekanismer hittats (Fi-
gur 6.4.1). Det har inte gétt att faststéllaom en av dessa & ogiltig eller om bada &r realistiska. |
fallet med produktion av klorgas (X2) beskriver Cs-Umt-Edu (2000) att ingen @&nnu har bevisat
varfor bakterier skulle produceraklor. Man anser att kloret hypotetiskt kan producerasi forsvars-
syfte, pa samma sétt som manga svampar och actinomycetes producerar antibiotika som kemiskt
forsvar och som déaggdjurs immunsystem producerar hypoklorsyrai bakteriedédande syfte. En-
ligt Cs-Umt-Edu (2000) anses reaktionen bl a kunna ske med 1,1,2,2-tetrakloretan till cis- och
trans-1,2-dikloreten eller 1,1,2-trikloreten till vinylklorid; i badafallen med samtidig produktion
av klorgas.

Koppling (Figur 6.4.1) kan ske nér friaradikaler féreligger och har endast iakttagits generera
sidoprodukter (hér bildas molekyler med fler kolatomer &n ursprungsmolekylerna, dvsi princip
inge nedbrytningsreaktion).

Hydrolytisk reduktion (Figur 6.4.1) innebér att det klorerade kolvétet initialt dverforstill en radi-
kal (tva-elektron-reduktion till karbenoid radikal) som i sin tur hydrolyseras av vatten, varvid det
ursprungliga kolvétet eller kolet erhaller vattnets syre eller hydroxylgrupp, resulterande i oxida-
tiontill R=0 eller HROOH (d&r R &r kol eller kolkedja). Dennatyp av reaktion skulle kunna
forklara produktion av CO; vid anaerob reduktion av t ex hogklorerat tetraklormetan eller bil-
dandet av acetat vid nedbrytning av 1,1,1-trikloretan (Holliger, 1992). Observera att det ar framst
forstadelen av beskriven reaktionsgang som utfors under anaeroba forhallanden. Den efterfol-
jande hydrolysen kan utféras under bade anaeroba och aeroba forhallanden (en variant av hyd-
rolys &r substitutionsreaktion dér klor direkt byts ut mot t ex hydroxyljon, se Substitution under
Aerob nedbrytning nedan).

| defall syreunderskott foreligger kan mikroorganismer ibland &nda oxidera amnen (som dock i
dettafall alltsa forst attackerats anaerobt) genom att anvanda, i vattenmolekylen ingaende, hyd-
roxylgrupp. Reaktionerna, som ibland &ven kallas hydrolytisk dehalogenering eller enbart hyd-
rolys, kan utféras av enzymer benamnda hydrolaser. Ur kemisk synvinkel &r processen principi-
ellt anaerob, eftersom inget molekylart syre deltager. Reaktionerna kan dock utforas av bade
aeroba och anaeroba mikroorganismer och kan ibland vara kopplade till oxygena reaktioner.

Intressant att notera &r att en variant av dennatyp av reaktion har angetts att i vissafall kunna
vara av formen dehal orespiration och da forl6pa anaerobt enligt (som exempel pa elektrondona-
tor anges hér metanol) (Schaffner m. fl., 1999):

aCH30OH + Cl,C=CClI, + aH,O —> H>C=CH> + bHCI + aCO»

Hydrogenolys (Figur 6.4.1) anses vara den vanligaste reduktiva dehal ogeneringsreaktionen och
kan ske med bade klorerade difater och aromater. Polyklorerade alifater beter sig ofta som elek-
tronmottagare och tenderar darfor att under anaeroba forhallanden genomga sekventiell hydro-
genolys. Sadan reduktiv deklorering kan generellt beskrivas enligt foljande (i det har fallet tetra-
kloretens deklorering): tetrakloreten (C2Cls) —> trikloreten (C2HCIl3) —> dikloreten (C2H2Cly)
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—> vinylklorid (C,H3Cl) —> eten (C,Ha) (Leahy och Brown, 1994). Aven dennatyp av reduktiv
dehalogenering kan ibland vara av formen dehal orespiration (Cs-Umt-Edu, 2000).

Ett flertal rapporter har publicerats angaende anaerob reduktiv dehal ogenering av klorerade ali-
fater (reduktiv deklorering). Rapporterna behandlar framst hogklorerade kolvéten som tetraklo-
reten (PCE) och tetra-, (penta-) och hexakloretan och med reaktionsforloppet hydrogenolys.
Dekloreringshastigheten har visat sig vara hogre ju hogre andel klor molekylen besitter, men
tyvéarr, som ndmnts ovan, i vissafall med produktion av besvéarliga mellanprodukter som vinyl-
klorid (Broholmm. fl., 1991). Anaerob nedbrytning av klorerade alifater kan alltsa ge mellanpro-
dukter vilkaur hélsosynpunkt kan varafarligare och mer flyktiga &n ursprungsamnet.

(I /

. S N\
Dihado-eliminering: —C—C— +2H" +26 —» C=C + 2HX
(enligt Holliger, 1992) [ / N\

X X

| < 7
Dihao-eliminering: —C— C— —» C=C +X;
(enligt Cs-Umt-Edu, 2000) )'( )I( / N\

Kopplingsreaktion: 2RX + 2H" + 26 —® RR + 2HX

2HCI

H>O CO
cl d Cl
\ / Alt. 1

Hydrolytisk reduktion: C  + 2H" + 2¢ [Z ]
7\ Alt. 2
cl cl cl
2 HCI HCOOH
2H,0
2HCI

Hydrogenolys: RX +2H" + 26 —% RH + HX

Figur 6.4.1. Schematisk beskrivning av olika typer av reduktiva dehal ogenerings-reaktioner
(Holliger, 1992). Den alternativa dihal o-eliminerings-reaktionen enligt Cs-Unmt-
Edu, (2000).

Metanogena, och ibland &ven sulfatreducerande och nitratreducerande, bakterier har visat sig ha
god kapacitet att brytaned PCE under anaeroba forhallanden. Detta har visatsi jord (Kleopfer m.
fl., 1985), i organiskt sediment (Parsonsm. fl., 1984; 1985; Parsons och Barrio-Lage m. fl.,
1985), som ren kultur (Fathepure m. fl., 1987; Fathepure och Boyd, 1988a; 1988b) ochi biore-
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aktorer (Bouwer och McCarty, 1983a; 1983b; Bouwer och Wright, 1988; Vogel och McCarty,
1985; 1987). Nedbrytningen har framfor allt befunnits ske sekventiellt till trikloreten (TCE),
dikloreten-isomerer (trans-dikloreten, cis-dikloreten), vinylklorid och eten (Freedman och Gos-
sett, 1989) genom hydrogenolys. Processen for hydrogenolys av PCE och dess intermediarer kan
principiellt beskrivas enligt Figur 6.4.2. Det kan ndmnas att man funnit att intermedi&ren cis-
DCE foretradel sevis (dvs betydligt 6ver 50 % men € 100 %) bildas under metanogen reduktiv
dehaogenering av TCE (INET, 1993; Chu och Jewell 1994).

Ck /CI HCI Cl\ /CI HCI I
Cl/C=G\ —/L>H/C=C\C| 7 /C C\ ‘L’ /C C\

clH,

PCE TCE cis-/trans-DCE VC

Figur 6.4.2. Reduktiv anaerob deklorering (Hardman, 1991) i form av hydrogenolys.

Enligt beskrivningen i bl aFigur 6.4.1 maste vatejoner (2H") och elektroner (2€) foreligga for att
reduktiv dehalogenering skall kunna &ga rum. Detta innebér att sadan mikrobiell deklorering inte
kan ske utan parallell generering av vétejoner och elektroner. Dessa kan erhdllasfrant ex ren
vétgas eller fran nedbrytning av kolvéten. Systemet kraver alltsa att det sker andramikrobiella
reaktioner som samspelar med den mikrobiella reduktiva dekloreringen. Vid parallell nedbryt-
ning av kol- och véterika foreningar erhdlls bl a detta véate och nodvandiga elektroner for utfo-
randet av reduktiv deklorering, resulterandei slutprodukten metan fran de kol-/véte rika fore-
ningarna och reduktion av antal klor padet klorerade kolvétet (varvid &ven saltsyra, HCI, bildas).
De nédvandiga el ektronerna (och vétet) till dennatyp av reaktion kan harvid produceras genom
bl a metanogenesis (Figur 6.4.3) eller acetogenesis (Figur 6.4.4).

Vad gdller metanogena bakterier konsumerar de flesta vétgas for produktion av metan. Emeller-
tid utnyttjar vissa metanogener t ex acetat eller metanol for tillvaxt och dessa kan co-
metabolisera klorerade kolvaten med upp till tva kolatomer (Hardman, 1991). Detta innebér att
fleraolikatyper av mikrobiella reaktioner (dvs bade elektron-/véte produktion och nedbrytning
av klorerat kolvate) maste utféras av samma mikroorganism, eller att flera olika mikroorganis-
mer specialiserade pa olika nedbrytningsreaktioner samspelar. Hari ligger en av de avgorande
faktorer som maste realiseras for lyckad anaerob nedbrytning av klorerade kolvéten.

Acetat
Metanol\—t METANOGENESIS | ——» Blametan
Metylem
<><CI2C:CHCI +Cl-
cl,c=ccl,

| Reduktiv dehalogenering |

Figur 6.4.3. Exempel pa samspelande anaeroba reaktioner: t ex metanogenesis och reduktiv
dehalogenering (Hardman, 1991).
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Aven vid acetogenesis produceras véte som kan anvandas vid anaerob deklorering. De &mnen
som bryts ned under acetogenesis, exempelvis enkla organiska syror och alkoholer, kan till ex-
empel ha producerats vid fermentering, Figur 6.4.4. Fermentation inbegriper ATP-produktion
som resultat av oxidation av ett substrat och reduktion av ett annat.

Vid nedbrytning av metabolisk kolk&lla av den typ som gesi Figur 6.4.3 och 6.4.4 produceras
alltsa véte (metanogent, acetogent) som kan fungera som vatedonator i dekloreringsprocessen,
samtidigt som elektroner frigorstill samma process. Det producerade véatet kan dock &ven ut-
nyttjas av t ex fermenteringsorganismer eller metanogener. Vid nedbrytning av klorerade kolvé-
ten dar processen endast baseras pa naturligt producerad vétgas (alltsdingen aktiv tillsatts av ren
véatgas) kravs darfor relativt stora mangder metabolisk kolkalla (som vétekalla) for den parallella
anaeroba reduktiva dehal ogeneringen. Detta alltsa eftersom en betydande del av genererat véte
anvandsi andra parallellt pagaende reaktioner som inte ar kopplad till dekloreringen. Enligt
Bouwer (1994) kan dessa reaktioner kréva ett forhallande mellan primért substrat (elektrondo-
nator) och klorerat kolvéte av 100/1 upp till 1 000/1. For att till del avhjapa detta kan vétgas
direkt tillforas (Carr och Hughes, 1998).

| Polymera substrat (kolhydrater, fetter, proteiner) |

Hydrolysis v W Fermentativa bakterier
Socker, aminosyror | | Fettsyror |
Acidogenesis v v Fermentativa bakterier
| Organiska syror, alkoholer |
Acetogenesis [ Acetogena bakterier
v VvV v VY
| Attiksyra | | Vétgas, CO, |
Metanogenesis v v M etanogena bakterier
| Metan |

Figur 6.4.4. Anaeroba reaktioner med organiskt material. (Ad hoc, 1994)/Semens AG, Ger.)

Av central betydelse &r att vélja sadan elektron-/véte-kalla och koncentration av densamma som
uppratthaller god dekloreringsaktivitet utan att de organismer som utnyttjar vétet i t ex fermenta-
tionsprocessernatar alltfor mycket av producerat, eller externt tillfort, véte. | vissafall har indi-
kationer pa detta erhallits, dvs att koncentrationen (partialtrycket) av vétgasinte fa bli for hogt;
annars kan fermenteringsorgani smerna utkonkurrera deklorerarna (Ballapragada m. fl., 1997,
deBruin m. fl., 1992); i andrafall inte (Carr och Hughes, 1998). Smatlak m. fl. (1996) har funnit
indikationer paatt det till och med skulle varatill fordel for deklorerarna om koncentrationen av
véatgas sanktestill betydligt under (ned till 2nM) vad som normalt krévs for de vate-konkurreran-
de metanogenerna (23-75 nM) (jamfoér/se vidare under kapitel 5.3 och dér ssmmanfattning av
referensen Fennell och Gossett, 1999).

Vidare spelar det klorerade kolvétet rollen som elektronacceptor i konkurrens med andra eventu-
ellt befintliga el ektronacceptorer. Nar redoxpotentialen har blivit sa &g att denna motsvarar vad
som kravs for sulfatreduktion, kan de flesta klorerade kolvéten borja att termodynamiskt konkur-
reraom elektronernamed sulfat (Moutoux m. fl., 1997). Lagklorerade alifater, t ex VC, kan dock
brytas ned anaerobt under hogre redoxpotential, t ex vid jarnreducerande férhallanden (Bradley
och Chapelle, 1996).
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Som ndmnts ovan & det mest vanliga anaeroba angreppséttet reduktiv dehal ogenering genom
hydrogenolys. Med dennatyp av reaktion kan molekylernainte fullstandigt mineraliserastill
koldioxid, vatten och saltsyra. Men som framgar av Figur 6.4.1, och som namnts ovan, finns
mojligheter att en delvis mineralisering kan sketill koldioxid under anaeroba forhadlanden via
hydrolytisk reduktion, som ocksa &r en typ av reduktiv dehalogenering. Vid dennareaktion bil-
das bl a aldehyder och CO som vidare kan oxiderastill karboxylsyror och CO,. Aven om flera
publikationer foreligger om att CO, producerats pa detta och andra anaeroba sétt (enligt Holliger,
1992, som refererar till Criddle, 1989; Egli m. fl., 1990; Egli m. fl., 1988; Galli och McCarty,
1989), synes dessa reaktioner dock vara betydligt mindre vanliga én hydrogenolys, vilken alltsa
enbart minskar antalet klor pa molekylen. For fullstéandig mineralisering krévsi det senare fallet
att de anaerobt deklorerade kolvétena efter-attackeras av aeroba mikroorganismer (se nedan av-
snitt ” Aerob nedbrytning”) for att fullsténdigt mineraliseras.

Ett stort antal publikationer finns avseende anaerob deklorering av klorerade metaner, etaner och
etener. Som exempel kan ndmnas laboratorieférsok genomférda av Chu och Jewell (1994). De
visade att en mer &n 98 %-ig reduktion av PCE kunde erhdllasi en fix-film reaktor vid 35 °C.

| nfldeskoncentrationen var da maximalt 26 mg PCE/l. Man fann indikationer pa att deklore-
ringshastigheten av PCE, efter en acklimatiseringsperiod av 10 dagar, var en direkt funktion av
den totala koncentrationen av biomassa och av koncentrationen av tillganglig, |attnedbrytbar,
kolkalla (sukros). Slutprodukterna bestod huvudsakligen av vinylklorid och en mindre méngd
eten. 50 mg/l sukros krévdes for att avlidgsna 1 mg/l PCE till under 0,01 mg/I, vilket emellertid
gav en oonskat stor mangd BOD (biological oxygen demand) som kontinuerligt maste avl agsnas.
Kvarhallandet av erhdllen god omséttningsgrad vid lagre temperatur och vid radikalt minskade
mangder av BOD, ansdgs vara en framtida utmaning. Framfér allt galler detta for att kunna ut-
nyttja den anaeroba tekniken vid nedbrytning av PCE i storre skala.

DiSefano m. fl. (1991) visade att vinylklorid, som anses vara starkt cancerogen och som hade
bildats vid anaerob nedbrytning av ca 55 mg PCE/I, i hdg grad kunde fortsétta att brytas ned
anaerobt till eten (80 % reduktion). Man fann att den anvanda blandade bakteriekulturen inte
utnyttjade metanogenesis (halten av PCE och/eller dess intermediérer var for htga for den typen
av process), fastan metanol hade tillsatts. Man fann dock att metanogenesis initialt forekom, men
da halten av PCE hojdes forandrades bakteriekulturen. Indikationer erholls att bakterier med and-
rareaktionssétt vid det hér stadiet orsakade nedbrytning ned PCE, och man foreslog att den hu-
vudsakliga reaktionsvagen var acetogenesis. Acetogenesis innebér att mikroorganismer anvander
kolmonoxid-acetyl coenzym A och varianter hérav, mgjligtvisi samspel med metanogenesis.

Anaerob reduktiv deklorering av klorerade alifater kan generellt sdgas resulterai slutprodukter
som vinylklorid och/eller eten. Enligt de Bruin m. fl. (1992) och de Bruin m. fl. (1994) kan &ven
eten anaerobt Overforastill etan. Man erhdll 100 % anaerob deklorering av PCE (8 uM) till eten
med efterfoljande reduktion till etan, vid 10 °C (grundvattentemp.) och med en uppehdlIstid i
reaktor p& 6 timmar. Aven bl a Shimomura m. fl. (1999) har visat att anaerob deklorering kan ga
helavagen till etan, om man kan astadkomma starkt reducerade férhallanden (redox potential —
500 mV till =700 mV). Nyligen har Bradley och Chapelle (1999a) visat att metan kan bildas vid
anaerob nedbrytning av klorerade etener, t ex vinylklorid. Dolfing (1999) visade att dennatyp av
reaktion till och med skulle kunnavara en typ av dehalorespiration (dvs energi- och/eller cel-
luppbyggande) med foreslagen initial reaktionsgang enligt 2C,H3Cl + 2H,O —> CoHy +
CH3COOH + 2HCI, dar acetatet skulle vara en intermediér vid fermentationen till metan. Brad-
ley och Chapelle (1999b) fann indikationer pa att reaktionen eventuellt kan vara av typen aceto-
trof metanogenesis.
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Tabell 6.4.5 redovisar ett urval av rapporterade mikroorganismer, vilka har visat sig kapabla att
anaerobt bryta ned klorerade alifater. Som namnts ovan kan vissa bakterier, sk fakulativa anae-
rober, arbeta under bade anaeroba och aeroba forhallanden. Exempel pa sadana & Pseudomonas
putida och Escherichia coli. Forutom klorerade alifater, redovisar Tabell 6.4.6 ett urval av andra
halogenerade alifater och cykloalkaner som rapporterats kunna brytas ned med hjép av anaeroba
angreppsétt.

Tabell 6.4.5. Anaerob nedbrytning av vissa hal ogenerade kol véten.

Halogenerade kolvéten Mikroorganismer Referens (forutom nedan, &ven Baker och
Herson, 1994)
Metylklorid (CM) Acetobacterium dehalogenans  Holliger m. fl., 1999.
Kloroform (CF) M etanogent van Beelen P och van Keulen, (1990)
Diklormetan (DCM) Anaerobt konsortium Hughes och Parkin (1991)
Acetogent konsortium Freedman och Gossett (1991)
Koltetraklorid (tetraklormetan) Metanogent Bouwer och McCarty (1983a)
(o1)) Bouwer och Wright (1988)
Methanaobacterium sp. Egli m. fl. (1987)
Desulfobacterium sp. Egli m. fl. (1987)
Clostridiumsp. Galli och McCarty (1989).
Denitrifierat Rittmann m. fl. (1988)

Pseudomonas (denitrifierande) Criddle m. fl. (1990a)
Escherichia coli K12

Anoxiskt Criddle m. fl. (1990b)
Acetobacterium woodii Semprini m. fl. (1992)
Hardman (1991)
1,2-Dikloretan (1,2-DCA) Anaerobt konsortium Bouwer och McCarty (1983a; 1983b)
1,1,1-Trikloretan (1,1,1-TCA)  Denitrifierat Semprini m. fl. (1991)
Sulfatreducerande Kleckam. fl. (1990)
M etanogent Kleckam. fl. (1990)
Clostridiumsp. Galli och McCarty (1989)
Vinylklorid (VC) Anaerobt konsortium Barrio-Lage m. fl. (1990)
Trikloreten (TCE) Anaerobt konsortium Kleopfer m. fl. (1985);
Barrio-Lage m. fl. (1987)
Tetrakloreten (PCE) M etanogent Bouwer och McCarty (19834)

Parsons m. fl. (1984)
Vogel och McCarty (1985)

Methanosarcinia Hardman (1991)

Anaerobt konsortium DiStefano m. fl. (1991)

Dehalospirillum multivorans  Eisenbeism. fl., (1997)
Opec. Klor. difater Dehalospirillum sp., Diekert, (1999); Pas, (2000 )

Desulfitobacterium sp.,
Dehal obacter restrictus
Dehal ococcoides ethenogenes  Zinder, (2000)

Tabell 6.4.6. Ett urval av ytterligare anaerobt nedbrytbara halogenerade alifater och cyklo-
alkaner (Borow m. fl., 1990; Ecova, 1990; Roberts m. fl., 1989; Visscher och
Brinkman, 1989; Semprini m. fl., 1991).

1,1-Dikloretan Hexaklorcyklobutadien Dibromklormetan
1,1,2-Trikloretan Hexaklorcyklopentadien Tribrommetan
1,1,2,2-Tetrakloretan Diklordiflourmetan

Hexaklorcyklohexan Triklortrifloretan
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6.4.3.2. Aerob nedbrytning

Aeraoba nedbrytningsmekanismer m ap klorerade alifater & fortfarande inte helt klarlagda. De
kan dock i stort delasin i de tva huvudgrupperna

- Aerob metabolism

- Aerob co-metabolism

Aerob metabolism innefattar metabolisk nedbrytning genom oxidation av kolet med produktion
av bl aoorganisk klorid. Reaktionerna ar principiellt likartade de som sker co-metaboliskt, se
nedan, men kan utnyttjas av bakterierna som energi- och/eller kolkalla. Enligt Leisinger och
Braus-Stromeyer (1995) kan klormetan och diklormetan anvandas av aeroba (och anaeroba)
bakterier som metabolisk kalla. Reaktionerna, som utforts av metylotrofa bakterier, &r inte klar-
lagda, men kan eventuellt vara glutation-baserade (se Figur 6.4.6); vissa data tyder dock paan-
nan hittills okand reaktionstyp. Enligt Parker och Mohr (1996) kan mikroorganismer utnyttja
1,2-dikloretan och vinylklorid metaboliskt. | det sistnamndafallet &r troligtvis enzymet metan
monooxygenas involverat (van Hylckama Vlieg, 1999). Vidare har Bradley och Chapelle (2000)
funnit bevis pa att 1,2-DCE kan brytas ned genom aerob metabolism. Man kunde dock i detta
fal inte erhdlaindikationer pa att hérav genererad energi kunna anvandas for celltillvaxt. Slutli-
gen kan noteras att en mikrobiell metabolisk oxidationsprocess som anses vara sallsynt &r oxida-
tion av kol-klor-bindning, eftersom det bara ger liten eller ingen energivinst (Cs-Umt-Edu,
2000).

Forutom aerob metabolism kan alltsa klorerade alifater dven attackeras co-metaboliskt. Aerob
co-metabolism anses vara betydligt vanligare an aerob metabolism. Mikroorganismer som lever
pa andraicke-klorerade kolvaten producerar enzym som handel sevis ocksa bryter ned det klore-
rade kolvétet. Organismen vinner inget pa dennatyp av deklorering; den sker pagrund av att
mikroorganismen inte & effektiv. Som exempel kan namnas (mer information nedan) nedbryt-
ning av en- eller tva-klorerade alifater av sk metanotrofer (bakterier som metaboliserar metan).
En typ av metanotrofer producerar en 16slig typ av enzymet metan monooxygenas (sSMMO) (den
andratypen av MMO, sk pMMO, é&r partikulart, membran-, bundet). MMO & enzym som kan
attackera och bryta ned manga olika typer av molekyler, de &r alltsdinte amnesspecifika. Man
anser att det framst & sMMO som kan utfora co-metaboliska reaktioner (aven pMMO kan bryta
ned klorerade kolvaten men med |&gre effektivitet) och att produktion av SMMO synes reduceras
om kopparjoner foreligger (Tellezm. fl., 1998; Shigematsu m. fl., 1999). Aven Hg-, Zn- och Ni-
joner anses inhiberande (Grosse m. fl., 1999).

Det anses varalampligt att det finns pa gransen till otillrackligt med metan nérvarande for att den
co-metaboliska nedbrytningen av klorerade kolvéten utav metanotrofer skall ske i rimlig omfatt-
ning. Om inte tillrackligt med metan foreligger férokar sig inte organismen. Finns for mycket
metan metaboliserar sSMMO framfor allt metan och € det klorerade kolvétet. Vissa av dessa or-
ganismer kan vara kvavefixerare, som bl ainnebér att de gynnas av underskott av kvave. | narva-
ro av héga nitrat- eller ammonium-koncentrationer konkurreras dessa ut av andra organismer.
Metanotrofer kan producera sSMMO; dessa lever bast under |&tt syrefattiga forhallanden (mikro-
aerofiler). Effektivt utnyttjande av metanotrofer in situ for sanering av klorerade kolvéten kan
altsa starkt bero pa syrehalten; for htg syrehalt kan inverka negativt (Chu och Alvarez-Cohen,
1999). Under fullt aeroba férhallanden dominerar andrarent aeroba arter. Andratyper av bakte-
rier som kan bryta ned klorerade kolvéten co-metaboliskt &r t ex toluen oxiderare, butan oxidera-
re och ammoniak oxiderare (nitrifierare) (Cs-Umt-Edu, 2000) (dvst ex toluen eller butan maste
finnas och inducera enzym som kan bryta ned det klorerade kol vétet).
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Nedan beskrivs mer ingaende olika agroba reaktionsforlopp som mikroorganismerna anvander
vid nedbrytning av klorerade kolvéten. Dessa & framfor allt av formen Substitution och Oxyge-
nolytisk dehalogenering, varvid den sistnamnda kan delasin i oxidering av en kol-kol dubbd-
bindning via epoxidering, i inkorporering av syrei en kol-véte bindning och i oxidering av en
kol-klor bindning.

Subgtitution sker oftast med OH™ jon, men kan aven ske med annan sk nukleofil som till exempel
HS jonen (bisulfidjon). Dessa sker med hydrolytiskt respektive tiolytiskt dehal ogenas enzym,
badainvolverade i reaktioner som utfors under aeroba férhallanden, det senare eventuellt ocksa
betydelsefull under anaeroba forhallanden. Observera att &ven om reaktionernai allmanhet utfors
av aeroba bakterier under aeroba férhallanden &r reaktionernainte strikt aeroba eftersom inget
syre & involverad. Substitution anses ga mycket 1angsamt med halveringstider pa atskilliga ar.
Reaktionerna andrar inre oxidationsstatus pa den reagerande molekylen och harav behéver inte
reaktionerna nagon extern elektron-donator och elektron-acceptor. Hydrolytiska och tiolytiska
dehalogenaser har visat sig varainvolverade i en allmén oxidativ metabolism med aeroba bakte-
rier som endast behdvde hal ogenerade kolvaten som enda kol- och energikélla (alltsa g co-
metabolism) (Holliger, 1992).

Figur 6.4.5 visar substitutionsreaktion i form av hydrolys med avseende pa 1,2-dikloretan och
Figur 6.4.6 visar substitutionsreaktion i form av tiolys.

H,0 E, H,O + Eg H,0
CH,CI-CH,Cl &, CHZCI-CHZOH£> CH,CI-CHO &;CHZCI-COOH &;CHZOH—COOH
HCl E,H, HCl HCl

E1: Haloalkan halidohydrolas; E2: Alkohol dehydrogenas; E3:Aldehyd dehydrogenas; E4: 2-halosyra halidohydrolas

Figur 6.4.5. Hydrolytisk reduktion ma p 1,2-dikloretan. E &r férkortning for enzym (Hardman,
1991; Miller och Lingens, 1987; Erzmann och Popel, 1991).

GSH H,0
CH.Cl, &» [GS-CH2-Cl] &» GS-CH,0OH <4—— GSH + CH,0O

HCI HCI GSH: Glutation-S-transferas (enzym)

Figur 6.4.6. Tiolytisk reduktion ma p diklormetan (Hardman, 1991; Muller och Lingens, 1987).

Oxygenolyti sk dehalogenering (Oxidation) innefattar co-metaboliska reaktioner dar syre anvands
som slutlig elektronacceptor. Lagklorerade alifater och anaerobt producerade toxiska intermedia-
rer som vinylklorid, kan med fordel brytas ned och mineraliseras pa detta sétt. Aeroba bakterier
skiljer sig fran anaeroba, metanogena, genom att de aeroba bl aklarar ca 104 génger hogre klore-
rade kolvéte-koncentrationer, innan halten blir s hog att toxiska effekter, som motverkar ned-
brytningen, eventuellt borjar géra sig gallande. Den toxiska nivan kan dock varierafran fall till
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fall beroende pa bl a saneringsutforande, acklimatisering och mangd biomassa. Vid nedbrytning
av hogre klorerade alifater ar nedbrytningsgraden av dessa dock |8gre om nedbrytning utfors av
aeroba mikroorganismer an av anaeroba, metanogena, kulturer (Hardman, 1991). For fullstandig
nedbrytning av hogklorerade alifater krévs darfor oftaen initial anaerob deklorering foljt av en
aerob mineralisering. De aeroba mineraliseringsreaktioner som sker initialt & dai allmanhet av
formen oxygenolytisk deklorering och i allménhet av co-metabolisk art.

Oxidation av ett klorerat kolvéte anses ske genom 1/ oxidering av en kol-kol dubbelbindning
via epoxidering 2/ inkorporering av syrei en kol-véate bindning eller 3/ oxidering av en kol-
klor bindning (Holliger, 1992). Dartill kan némnas att &ven bildning av klorerade kolvéten fran
icke klorerade dito kan ske av bl avissa bakterier. Den sistnamnda processen kallas bioklorering
och innefattar reaktioner med ométtade alifater i narvaro av véateperoxid och enzymsystem av
typen haloperoxidaser (Vogel m. fl., 1987). Vid denna typ av reaktion sker alltsa inte nagon ned-
brytning av klorerade alifater (alltsdingen dehalogenering) och tasinte nérmare upp har.

Epoxider bildas som mellansteg vid epoxidering av kol-kol dubbelbindningar, med slutlig mine-
ralisering till bl akoldioxid (van Hylckama Vlieg, 1999). Enligt Fogel m. fl. (1986) har Hou m. fl.
(1979) beskrivit att icke-klorerade etener omvandlastill epoxider, med hjélp av metanotrofa
bakterier, Figur 6.4.7. Epoxider &r i allmanhet toxiska och kan eventuellt vara cancerogena. Mil-
ler och Guengerich (1982) och Guengerich m. fl. (1979) visade emellertid att genererade epoxi-
der & kortlivade annen. Halveringstiden for en TCE-epoxidmolekyl befanns vara ca 12 sekun-
der och for monokloreten-epoxid erhélls en halveringstid av ca 1 minut (vissa epoxider kan dock
haléngre halveringstid, se under sanering nedan). Emellertid finns mgjligheter att, fastén dessa
epoxider & kortlivade, de genom fri radikal produktion negativt kan paverka sjalva nedbryt-
ningsenzymet (héar sMMO) (Chu och Alvarez-Cohen, 1999), eventuellt till den grad att nedbryt-
ningen avstannar. | forsok att finna metod for minimering av denna effekt fann Palumbo m. fl.
(2000) att tillsats av kalciumkarbonat och format hade fordel aktiga effekter pa uppratthallandet
av enzymets aktivitet, medan citronsyra (som egentligen & en fri radikalhdmmare) hade negativ
effekt.

NADH NAD" Cl,C=CHCI Trikloreten
o i T ex metan-monoxygenas (MM O)
Cl _H
(@) H.O L Intermediar epoxid
Cl O Cl
l Spontan hydrolys

CHCI,COOH; CH.CICOOH; CHOOH

v

Mineralisering

Figur 6.4.7. Aerob metanotrof nedbrytning av trikloreten (det forsta steget, ovan mh a till
exempel MMO) (delvis fran Hardman, 1991).

Franvaron av |anglivade toxiskaintermediarer, och dartill att metanotrofa bakterier odlas och
tillvaxer mycket snabbare ah metanogena (anaeroba), har varit bidragande orsaker till att mer
ingdende studera aerob nedbrytning av klorerade alifater. Starkaindikationer har da framkommit
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att aerob nedbrytning av ett flertal klorerade alifater till stor del & beroende av co-metaboliska
processer (liksom i anaeroba dekloreringsprocesser, dock med andra reaktioner och angreppsétt).
Man har t ex funnit att aerob nedbrytning av TCE framst & beroende av inducering av enzym-
system relaterade till nedbrytning av bl afenol, kresol, toluen, isopren och metan (EPA, 1992;
Tovanabootr m. fl., 1997) (dvst ex fenol, kresol, toluen, isopren och/eller metan maste finnas
och inducera enzym som kan bryta ned det klorerade kolvétet)..

Trikloreten (TCE) & en relativt hogklorerad alifat. And& har flera rapporter visat att TCE kan
brytas ned oxygenolytiskt. SA har skett av metanotrofa bakterier med enzymsystemet metan-
monooxygenas (MMO) (Wilson och Wilson, 1985; Fogel m. fl. 1986; Strand och Shippert, 1986;
Littlem. fl., 1988), av ammonium oxiderade bakterier med enzymsystemet ammonium-
monooxygenas (AMO) (Rasche m. fl., 1990a; Arciero m. fl., 1989), av toluen oxiderande bakte-
rier med enzymsystemen toluen-monooxygenas och toluen-dioxygenas (Nelson m. fl., 1988;
Wackett och Gibson, 1988) och av propan-oxiderande bakterier genom anvandandet av propan-
oxygenas (Wackett m. fl., 1989). Anvandandet av dessa enzymer indikerar att nedbrytningspro-
cessen & av co-metabolisk art. | de allraflestafall har epoxidering anses vara mest relevant.
MMO & en grupp enzymer med brett nedbrytningsregister. MM O kan genomfora katal ytisk oxi-
dation med molekylart syre av n-alkaner till aldehyder och akoholer, av n-alkener till epoxider
och av alkylbensener till bl afenoler. MMO kan &ven oxidera klorerade analoger till dessa alka-
ner, alkener och alkylbensener (Baker, 1994, Fogel m. fl., 1986). | fallet oxidation av klorerade
alkaner kan initial reaktion anses vara av typeninkorporering av syrei en kol-véte bindning.
Rasche m. fl. (1990a) har foreslagit reaktionsforlopp enligt Figur 6.4.8 vid nedbrytning av mo-
nokloretan.

____» [HgCHOHCI] — CHsCHO +H' +CI

CH3CH2C| + 50,
> HOCH,CH,CI

Figur 6.4.8. Foreslagen reaktionsgang for oxidation av klorerad alifat (mh a AMO) (Rasche m.
fl., 1990a).

Oxidering av en kol-klor bindning innefattar oxidation av kloret via en instabil sk halosyl in-
termediar (CH2CI"=0"). Denna antas snabbt hydrolyserastill en alkohol och hypokloritjon. |
nagot fall finnsindirekt indikation pa att reaktionen kan ha &gt rum, men eftersom inte gava
intermedi&r-en/-erna av klorerade alifater annu har detekterats fran bakterier antas att dennatyp
av reaktion vara mycket séllsynt vid deklorering av klorerade aifater (Vogel m. fl., 1987).

Co-metaboliska processer kan alltsa anvandas for aerob nedbrytning av relativt hogklorerade
alifater som TCE. Exempel pa detta visade Nelson m. fl. (1987). De beskriver studier av en
gram-negativ bakterie G4 vilken aerobt fullsténdigt mineraliserade TCE till oorganiskt klorid
och CO,, genom inducering med bl afenol. Man visade bl a att ocksa toluen, o-kresol och m-
kresol kunde anvandas for att co-metaboliskt brytaned TCE. | derasfall erhdlls emellertid ingen
stimulering m h a natriumbenzoat, m-xylen och p-kresol. Resultaten indikerade reaktioner vilka
innefattade inducering av samma enzymsystem som deltager i ringdppning av aromater genom
meta-fission.
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Vid den hér tidpunkten var det inte klarlagt vilken/vilkatyper av enzym som var ansvariga for
ndmnda nedbrytning. Hypotetiskt skulle toluen-monooxygenas och/eller -dioxygenas kunnavara
involverade. Vad géller dioxygenas hanvisade man till resultat som indikerat att bakterien Pseu-
domonas putida F1 hade utnyttjat toluen-2,3-dioxygenas vid nedbrytning av TCE. Pabasis av
resultat fran efterfoljande tester lutade man &t att ansvarigt enzym i G4 var monooxygenas (MO).
Enligt EPA (1993) & G4 speciellt vardefull eftersom denna bakterie, som enligt dem definieras
som P. cepacia G4, inte producerar toxiska mellanprodukter som vinylklorid. Enligt Harker m.
fl. (1994) utfors TCE-nedbrytning av P. cepacia G4 genom anvandandet av enbart ett specifikt
enzymkomplex. Genetiska indikationer finns att detta enzymkomplex eventuel It kan vara av ty-
pen fenol-hydroxylas.

Nelson m. fl. (1988) beskriver ett flertal bakterier, isolerade fran naturlig mikroflora, bl atvaty-
per av P. Putida, vilka aerobt kan bryta ned TCE genom inducering med lamplig aromat. En stam
visade sig utnyttja toluen-dioxygenas. Man fann ocksa att nedbrytning av TCE inte kunde utforas
av de av deras mikroorganismer, som innehade andratyper av dioxygenaser an toluen-
dioxygenas. Upptéackterna sammanfattades med konstaterandet att TCE”s daliga nedbrytnings-
grad i naturen inte beror pa franvaron av TCE-nedbrytande mikroorganismer. Istéllet ansags den
daliga nedbrytningsgraden bero pa franvaron av lampliga substrat i féroreningen, somt ex toluen
eller fenoal, vilka kan inducera produktionen av l&mpliga enzym som co-metaboliskt kan bryta
ned TCE hos dessa mikroorganismer. Vad galler tillsatsdémnes betydel se for co-metabolisk ned-
brytning av klorerade kolvéaten hanvisade man aven till andrarapporter, bl aav Wilson och Wil-
son (1985), vilkavisat att TCE kunde brytas ned av metanotrofa bakterier under tillsats av natur-
gas.

Ovan ndmnd bakterie "G4" hittadesi naturen. En nackdel med denna bakterie &r att den kréver
néarvaro av miljofarligt fenol eller toluen for nedbrytning av klorerat kolvéte. En laborativt modi-
fierad typ av G4, patenterad och kallad PR1 (Pseudomonas cepacia G4 5223 PR1) har bl a darfor
tagits fram (EPA, 1993). Dennabenédms av Malusis m. fl. (1997) som Burkholderia cepacia PR1.
Aven den generella reaktionsgangen for mineralisering av TCE, via monooxygenas-enzym, som
anvands av G4 och PR1 har patenterats. PR1 &r en genetiskt forandrad form av G4, i vilken den
mobilatransposonen Tn5 har tillsatts. PR1 har visat sig haen fordel framfor G4 som bestér i att
PR1 inte behdver fenol eller toluen for att faigang produktionen av det enzymsystem (enligt
Malusism. fl., 1997, av den icke-specifika typen toluen-orto-monoxygenas) som bryter ned TCE.
PR1 anses, av US EPA, dérmed vara ett miljovanligare alternativ till G4 (info om bl a dessa
bakteriers olika produktion av enzym kan erhdllasi Swadley m. fl., 1999). Aven en en variant av
PR1 har tagits fram (kallad ENV-435) med den egenskapen att den inte har " gripdon” som an-
nars skulle fasta den pa materialytor, vilket kan varatill fordel for god distribution in situ (Malu-
sisat al., 1997).

PR1 har en egen inbyggd regulator som aktiverar produktionen av toluen-orto-monooxygenas,
vilket uppges vara huvudenzymet for dess nedbrytning av TCE. En nackdel med PR1 &r att den
kraver tillsats av kontinuerlig och konstant halt néringsémne, eftersom den inte enbart kan livné
rasig pa TCE. Forskning pagar darfor att finnalamplig inkapsling och konstant utsondring av
naringsdmne och syretill PR1. Enligt EPA (1993) har ytterligare en variant av G4 isolerats
(Pseudomonas cepacia GM-5223-PHE1) som har visat sig kunna bryta ned bade klorerade alif a-
ter och aromater.

Henson m. fl. (1988) fann signifikant, aerob, metanotrof mineralisering av DCM, trans-1,2-DCE,
CF, 1,2-DCA, TCE, och 1,1,1-TCA i fin sand da den utsattes for 4 %-ig metanatmosfar. Datill-
forsel av metan avbrots registrerades en mindre nedbrytning, men den fullstdndiga mineralise-
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ringen av dessa amnen avstannade helt. Denna efterféljande nedbrytning antogs ha berott pa att
andratyper av bakterier &n de metanotrofa, exempelvis av liknande typ som beskrivits av Nelson
m. fl. (1987) ovan (G4), kunde ha varit narvarande. De aromatiska komponenterna, nédvandiga
for nedbrytningen av de klorerade alifaterna, skulle da ha kommit fran den naturliga sanden.
Dartill framlades hypotesen att &ven metaboliska produkter fran metanotrofa bakterier skulle ha
stimulerat tillvaxten av G4-liknande bakterietyper.

Ett problem med oxygenas-baserade nedbrytningssétt ar att reaktionernakréver hog syrehalt (ca
3,5 mg O,/mg CH,). Eftersom syre l6ser sig relativt daligt i vatten kommer metanhalter av n&
got-négrafamg att konsumera allt |6st syre (om inte syre kontinuerligt tillfors). Ett annat pro-
blem, i defall inducering/co-metabolism krévs, & att narvaro av t ex metan fordelaktigt induce-
rar produktion av motsvarande MM O (metan-monooxygenas), men att sddana enzym helst vill
bryta ned det/de amne/n det ursprungligen ar designat for (i det hér fallet metan), och inte det
klorerade kolvétet. Som indikerats ovan, val utford saneringsdesign, bl aoptimerad in situ pulse-
ring (tilforsel i cykler, se nedan), kan minska dessa problem.

Ett urval av dmnen som kan tillséttas for att co-metaboliskt bryta ned klorerade kolvéten, kopplat
till enzymer och mikroorganismer, gesi Tabell 6.4.7.

Tabell 6.4.7. Co-metabolism av nagra klorerade alifater utav mikroorganismer (Santas och
Santas, 1994; Harker m. fl., 1994; Nelson m. fl., 1988; Leahy och Brown, 1994;
Rasche m. fl., 1990a, 1990b).

Klorerad aifat Induce- Enzym  Organism
ringsémne
Diklormetan (DCM); Triklormetan (CF) metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b

ammoniak AMO Nitrosomonas europea
1,1-Dikloretan (1,1-DCA); 1,2-Dikloretan (1,2-DCA) metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b

1,1,2-Trikloretan (1,1,2-TCA) och 1,1,1-TCA ammoniak AMO Nitrosomonas europea
1,1,2-Trikloretan (1,1,2-TCA) kamfer P450 Pseudomonas putida PpG-786
Monokloreten (VC); 1,1-Dikloreten (1,1-DCE) metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b

ammoniak AMO Nitrosomonas europea
propan PMO Mycobacterium spp.

cis-1,2-Dikloreten (cis-DCE); trans-1,2-Dikloreten metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b
(trans-DCE) propan PMO Mycobacterium spp.
Trikloreten (TCE) metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b
ammoniak AMO Nitrosomonas europea
toluen MO Pseudomonas cepacia G4 *

Alcaligenes eutrophus AEO 106
p-TMO Pseudomonas mendocina
m-TMO  Pseudomonas pickettii PKO1

fenol TO Pseudomonas putida F1/

Escherichia coli

propan PMO Mycobacterium spp.

bifenyl Beijerinkia sp.
2,4-D Alcaligenes eutrophus IMP134
1,2-Diklorpropan metan SMMO  Metylosinus trichosporium OB3b

ammoniak AMO Nitrosolobus multiformis
Nitrosomonas europea
1,2,3-Triklorpropan ammoniak AMO Nitrosomonas europea

! Harker et al (1994) har foreslagit att det TCE-nedbrytande enzymet &r PhH (fenol-hydroxylas).



SGl Version 2, 2001-02-22 76 (98)

Flertal exempel pafordelen med pulserad tillforsel av kolkalla vid biologisk saneering av klore-
rade kolvéten gesi kapitel 5.3. Det kan tillaggas att Lanzarone och McCarty (1990) fann att
cyklisk tillsats av metan (4,5 mg/l) gav béttre nedbrytningsgrad, i det hér falet av TCE, an vid
kontinuerlig tillsats av samma halt metan. | det senare fallet avstannade TCE-nedbrytningen.
Man fann aven att tillsats av néringsamnen i form av ammonium och fosfat inte gav ndgon dkad
TCE-nedbrytning. Ett annat exempel ges av Speitel och Leonard (1992). De jamforde tva olika
bioreaktorutforanden, sekventiell och packad b&dd (kontinuerlig tillsats/flode), i vilka mikroor-
ganismen M. trichosporium OB3b utnyttjades for nedbrytning av CF (100 pg/l). Metan tillfordes
och man fann att nedbrytningen av CF var betydligt effektivare i sekventiellt reaktorutfGrande én
i packad badd.

6.4.3.3. Anaerob-aerob nedbrytning

Av ovanstaende framgar att mineralisering av hogklorerade kolvéten, framst maximalt klorerade
som t ex PCE, kraver en initial anaerob attack med efterfoljande aerob mineralisering. Aven re-
lativt hogklorerade kolvéten som TCE och TCA kan ibland varalampliga att initialt attackeras
anaerobt, aven om man altsai vissafall funnit mikroorganismer som kan bryta ned och minera-
lisera dessa @mne aerobt. Vid den anaeroba attacken kan dock toxiska intermediarer som vinyl-
klorid (VC), men aven diklormetan (DCM) och dikloretan (DCA) (Lew och Bouwer, 1988;
Bouwer och McCarty, 1983a; 1983b) ochi vissafall aven H,S (Newberg m. fl., 1997) bildas.
Overfors dessaintermedi&rer till agroba reaktionsforhallanden kan de daremot vidare brytas ned
och mineraliseras.

Foljande &r ett exempel pa undersokning som visat férdelen med sekventiell anaerob-aerob ned-
brytning. Long m. fl. (1993) genomférde en studie vilken innefattade behandling av en blandning
av tolv klorerade alifater (CAC) i anaeroba och aeroba reaktorsystem som kordes separat och i
serie. Detolv CACvar CF, CT, 1,1-DCA, 1,1,1-TCA, HCA, 1,1-DCE, trans-1,2-DCE, TCE,
PCE, 2-CPE, 1,1-DCPE och 1,2,3-TCPA. | det aeroba systemet tillsattes metan, fenol och toluen
for att utveckla lampliga mikrobiella kulturer som kunde bryta ned klorerade alifater co-
metaboliskt. Till systemen tillsattes vaxtsubstrat som glukos, acetat, bensoat och fenol.

| enbart det separata anaeroba systemet erhdlls ingen signifikant nedbrytning av fem, utav de tolv
tillsatta, CAC som klorerade propener, 1,1-DCA, trans-1-2-DCE och 1,2,3-TCPA. OvrigaCAC
transformerades dock genom reduktiv dehal ogenering, men med en koncentrationstkning av
intermediarer i form av VC, DCM och cis-1,2-DCE. | enbart det separata aeroba systemet er-
holls nedbrytning av alatillsatta CAC, med undantag av de mest klorerade varianterna CT,

HCA och PCE. | det kombinerade sekventiella anaeroba-aeroba systemet erhélls, inom férsoks-
tiden, fullstéandig mineralisering av de tolv CAC, med undantag av tva klorerade propener (2-
CPE; 1,1-DCPE; 60 %- resp. 50 % reduktion) och tva klorerade etaner (1,1-DCA, 1,1,1-TCA; 92
%- resp. 84 %-reduktion). Orsaken hanfordestill att de 12 olika CAC hade tillsatts som en
blandning och darfor blev mikrobiologiskt behandlade i olika grad samtidigt. Parallell undersok-
ning visade att hogre mineraliseringsgrad kunde erhdllas av de tolv da varje enskild CAC tillsat-
tesvar for sig.

Pa liknande sétt (initialt anagrobt med efterfoljande aerobt steg) har Saberiyan m. fl. (1997) visat
att PCE kan mineraliserasi vatten med en initialkoncentration av upp till 0,4 mg/l. Edwards och
Cox (1997) fann att sekventiell anaerob-aerob nedbrytning kan ske naturligt i grundvatten for-
orenade med betydligt hdgre halter (upp till 35 mg/l) av klorerade kolvéten.
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7. VAL AV STRATEGIER VID BIOSANERING

7.1. Val av saneringsmetod

Vid val av efterbehandlingsmetod for ett oljeférorenat markomrade bor man stéllasig fragan;
vilken eller vilka efterbehandlingsmetoder uppfyller uppstallda miljoma padet kostnadseffektiv-
aste sattet? Foljande faktorer & da viktiga att klargora (Lindmark och Larsson, 1995):

Fororeningstyp, méngd och koncentration

Forekomst i fri fas, jord, grundvatten

Vertikal- och horisontell utbredning

Jordart - kornstorlek, humushalt, naringsinnehdll, pH, permeabilitet
Hydrogeologi - avstand till grundvattenytan, stromningsriktning, strémningshastighet
Heterogenitet - jord/fyllning/berg/ledningar m m

Klimat - nederbérd, temperatur, vindriktning

Saneringsmetodernas status, erfarenheter, tillgéanglighet

Restprodukter och intermediéra féreningar som uppkommer vid sanering
Arbetsmiljoférhallanden vid sanering

Tidsaspekter

Kostnader - kapital och drift for den totala operationen

M etodens kapacitet och effektivitet

Markanvandning - lekplats, bost&der, industrier, parker, jordbruk, friluftsliv
Uppsatta gransvarden/miljomal

Avstand till kansliga omraden, djur, manniskor

L okala opinioner

Ett flodesschema for vagledning vid val av dtgéard presenterasi figur 7.1. Observera att flera ske-
den som utfors i samband med utredningar av férorenade markomraden som faltundersokning i
flera steg, laboratorieanalyser, riskbedémning m m inte framgar explicit av figuren.

Valet av efterbehandlingsmetod paverkas av om det & fragan om en akutsanering, t ex ett plots-
ligt brott i nagon anslutning eller utsldpp av stora méangder bensin vid tankbilsolycka, eller om
det &r en efterbehandling av ett omrade som varit fororenat under en langre tid. Om det & fragan
om akutsanering &r tidsaspekten helt avgorande och syftet ar da att stoppa utsl dppskallan, samla
in samycket fri produkt som magjligt, grava upp fororenad jord for att forhindra vidare spridning
samt eventuellt att grava diken och byggavallar fér att férhindraytlig spridning. Vid akutsane-
ring kommer séllan ndgra andra metoder ifraga.

Nar det akuta skedet &r avklarat eller om omradet &r fororenat sedan tidigare maste ett val mellan
alternativa tekniker goras med tanke pa faktorerna ovan. Ju mer fakta om markfororeningen som
finns desto béttre kan dettaval goras. Det innebér att en kvalificerad miljogeoteknisk under-
sokning forst maste genomforas for att avgora vilken typ av fororening som ar aktuell, kon-
centration, utbredning i vertikal- och horisontell riktning m m. Aven hydrogeol ogiska faktorer
som jordlagerfdljd, permeabilitet, grundvattenstrémning, heterogenitet, nedgrévda ledningar mm
maste utredas och markeras pakartor.
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| Pig& detettutdapp? | >|| Stoppa uts dppskallan |
Nej
Forekommer det fri forore- <
ning pd markytan/ i relativt
vytliggande lager?
Neg Ja > Samla upp den och grév upp fri
produkt
Forekommer det fri produkt |4 |
pa grundvattenytan?
Neg | Ja p.| Installeradiken eller brunnar och
samla produkten
Sker det en snabb forore-
ningsspridning i grundvattnet
till kansliga omraden?
Ng | Ja p| Installeraen hydraulisk- eller
fysikalisk innedutning
Ar den ométtade zonen |
sAfororenad at den ska [«
saneras?
Neg Ja > Utgors fororeningen av &ttare Utgors fororeningen av tyngre
och/eller flyktiga produkter? produkter ?
Ja $ Ne Ja ¢ Nej
Utvérdera lamplig sane- Utvérdera lamplig saneringsmetod
ringsmetod )
v v
In situ In situ
se kapitel 3 se kapitel 3
exempel: exempel:
Bio-/vent Uppvérmning
Hydr.innes. Kemisk ox.
v
Ar grundvattnet si férorenat <
att det ska saneras?
Neg Ja > Utgors fororeningen av &ttare Utgors fororeningen av tyngre
och/eller flyktiga och/eller vat- 9| och/dller svérlésliga produkter ?
tenl6sliga produkter ?
Ja | Ne Ja ¢ Nej
Utred |&mplig sanerings- Utred Iamplig saneringsmetod
metod
In situ In situ
se kapitel 3 exempel: se kapitel 3 exempel:
Naturlig gévrening Uppvérmning
L uft-/biosparging Kemisk ox.
v
Sutbesiktning
1) Fortsatt sanering
2) Miljokontroll <
3) Avdlutning

Figur 7.1. Véagledande flodesschema for val av atgard vid sanering av organiskt férorenad
mark (princip fran Lindmark och Larsson, 1995).
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7.2 Integrerade behandlingssatt och behandlingstag

| defall fororeningen foreligger differentierat, t ex i olika permeablalager, i olikalager med va-
rierande organisk halt, med stor variation i koncentration, med olikatyper av fororeningar, i
grundvattnet och/eller i ométtad zon och/eller i fri fas, & ofta anvandandet av enbart en sane-
ringsmetod inte tillréckligt for att renahela omradet. Istéllet krévs en integrering av flerakon-
troll- och behandlingsmetoder for att erhdlla tillfredsstallande reduktion av féroreningshalt samt
toxicitet och mobilitet. Med ett behandlingstag (fritt Gversatt fran amerikanskans ” Treatment
train”) kombineras och optimeras olika metoder for sjdva saneringsférfarandet med forbehand-
lings-, och/eller efterbehandlingsaktiviteter, med avsikt att na de platsspecifika saneringsmalen.
Behandlingstag innebér ofta olika saneringsaktiviteter vid olika tidpunkter, dock kopplade till
varanda, medan uttrycket " intergrerade angreppsétt” ofta anvands da olika metoder samtidigt
anvands under saneringen. Exempelvis kan ett implementerat saneringstag besta av laborativa
fortester, kontroll och minimering av human- och miljéméssig exponering vid saneringen,
uppumpning/uppgravning av fri organisk produkt (" hot spots”). Detta kopplastill efterféljande
destruering/forbranning, biologisk sanering av organiskt fororenad jord och/eller grundvatten
innehallande moderata halter och imobilisering av oorganiska féroreningar i jord, se Fig. 7.2.
Den biologiska saneringsdelen utfors i behandlingstaget efter att fri produkt tagits upp. Sjalva
den biologiska behandlingsdelen kan dven i sig besta av ett "tag”; t ex uppgravning, komposte-
ring och dérefter nyttiggorande av fardig-komposterat material. Komposteringen kan besta av
tackning, tillséttande av nedbrytningshéjande &mnen och métning av behandlingsforloppet. In-
situ behandlingen kan varaintegrerad som t ex air-sparging i grundvattnet kopplat till bioventile-
ring av ovanliggande ométtad jord.

C.3/ Destruering/fororanning  (g—— | B/ Upptag av fri produkt

m

3/ In situ 3/ Ex situ
D/ Air- —
sparging A/ Uppgravning
| >
! v
|
D/ Soil-Vapor ! i i
b Bpava ! B/ Biologisk
1
b' """"" 3-4/ Enstaka och periodvisa [ »
kontroller av saneringseffekt
E/ Varme-
behandiing [~
A 4
+ C/ Nyttiggérande
; av behandlad jord
F/ Avveckling/kontroll

Figur 7.2.  Behandlingstag och integrerat arbetsstt. | exemplet motsvarar behandlingstaget
rutor i nummerféljd och bokstavsfoljd. Rutor med samma nummer eller bokstaver
ingdr i begreppet integrerat arbetssétt. Undantaget 3/ In situ och 3/ Ex situ som
kan utféras samtidigt pa olika delar av det férorenade omradet, dock normalt inte
fullt integrerat.
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