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1 Sammenfatning

Under udarbejdelse af projektansggningen og under gennemfgrelse af projektet om co-me-
tabolsk pesticidfjernelse er der Igbende udkommet videnskabelig litteratur, der dokumen-
terer co-metabolsk fjernelse af visse pesticider i sandfiltre pa vandvaerker. Pesticiderne
omfatter bentazon mechlorprop, trichloroethen, benzotriazole og 2,4-dichlorophenox-
yacetic acid (Hedegaard et al., 2014; Hedegaard et al., 2018; Wang et al., 2019; Wang et
al., 2021). Neervaerende projekt havde derfor til formal at undersgge mulig co-metabolsk
nedbrydning af de oftest fundne pesticidrester, nemlig N,N-dimethylsulfamid (DMS) og de-
sphenyl-chloridazon (DPC), som findes i ca. 30 % af alle boringer (Geus, 2020). DMS og
DPC er nedbrydningsprodukter; DMS fra tolylfluamid og DPC fra chloridazon. Hvis det var
muligt at nedbryde de omtalte stoffer co-metabolsk, kunne der opstilles en styringsmodel
for, hvordan vandvaerker sikrer de mest optimale forhold for nitrifikanter og metanoxide-
rende bakterier, som naturligt er til stede i sandfiltre. Data fra de deltagende forsyninger
med hensyn til tilstedevaerelse af ammonium, metan, DMS og DPC blev gennemgaet, og
der blev analyseret for tilstedevaerelsen af de bakterier, der muligggr den co-metabolske
oxidation, nemlig ammonium- (AOB), nitrit- (NOB) og metanoxiderende bakterier (MOB)
vha. molekylaer gPCR-analyse.

Under gennemfgrelse af forsgg i laboratorie- og pilotskala blev tilstedevaerelsen af disse
bakterier (AOB, NOB og MOB) monitoreret for at sikre, at grundlaget og det metabolske
potentiale for en co-metabolsk nedbrydning af DMS og DPC var til stede i sandprgver ind-
hentet fra de deltagende forsyninger. Der blev gennemfgrt flere kolonneforsgg i laboratori-
eskala i bestraebelserne pa at dokumentere en eventuel mikrobiologisk nedbrydning af de
udvalgte pesticidrester - bAde metabolsk og co-metabolsk nedbrydning.

Under de initiale kolonneforsgg med konstant stimulering ved brug af tilfgrt metan kunne
der observeres en reduktion af den initiale koncentration af tilsat DMS og DPC (Tabel 3).
Ved yderligere tilsaetning af ammonium til de samme/identiske kolonner kunne det ikke for
DMS afggres, om tilsaetningen af ammonium havde en positiv effekt i kombination med
metan. Der blev observeret en markant reduktion af DPC, men effekten af diverse tilsaet-
ninger/stimulanter pegede ikke entydigt pa en fremadrettet strategi ift. co-metabolsk sti-
mulering. De opfglgende forsgg malrettet stimulering af nitrifikanter (Figur 4) bekraeftede
observationerne fra Hedegaard et al., 2018, nemlig at ammonium ikke havde nogen bety-
delig effekt pd nedbrydningen af de undersggte stoffer.

Kolonneforsgg i laboratorieskala malrettet stimulering af nitrifikanter blev igen opsat med
frisk sand fra Stauerby Skov Vandvaerk. Formalet var at undersgge co-metabolsk nedbryd-
ning af DPC med indlagte sulteperioder. Resultaterne fra Hedegaard et al., 2019, hvor en
sulteperiode med metan viste sig at stimulere den co-metabolske nedbrydning af flere
phenoxysyrer (MCPA og MCPP), inspirerede til at afprgve denne tilgang. Derfor blev for-
sggsopstillingen modificeret, sa perioder med sult (ved brug af perioder med hanevand)
kunne testes for at undersgge, om disse betingelser ville kunne fremme den co-metabolske
nedbrydning. En udfordring i forsgget var, at den mikrobielle aktivitet (primaart AOB og
NOB) falder over tid ved opsaetning i laboratoriet, hvilket indikerer, at der muligvis mang-
ler mikronaeringsstoffer eller lignende. Grundet store analyseusikkerheder kunne der ikke
observeres nogen signifikant effekt ved co-metabolsk stimulering, hverken med eller uden
sulteperioder. Sulteperioden i laboratorieskalaforsgget var af en uges varighed (uge 3 hhv.
uge 5), hvor der ikke blev tilfgrt hverken ammonium eller kobber.

Under det efterfglgende eksperiment i pilotskala, der var malrettet stimulering af nitrifikan-
ter ved Vilstrupvandveerket under Verdo, var det muligt - sammenlignet med
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kontrolkolonnerne - at fremme populationen af nitrifikanter (bade AOB og NOB) i de stimu-
lerede kolonner.

P& trods af stimuleringen af nitrifikanter blev der imidlertid ikke observeret en reduktion i
DPC-koncentrationen i Igbet af de 110 dage, som eksperimentet varede. Tilsvarende resul-
tater blev observeret ved stimulering med metan af de metanoxiderende bakterier. Igen
sas en generel stigning bade i antallet af totalbakterier og i andelen af de malrettede me-
tanoxiderende bakterier. Dog blev der ikke observeret nogen fjernelse eller nedbrydning af
DMS i Igbet af de 55 dage, som eksperimentet varede.

Konklusionen pa alle forsggene var, at der kunne observeres indikationer for en mindre,
mikrobiel nedbrydning af DMS og DPC under forsggene i laboratorieskala, men at det ikke
har vaeret muligt at tilskrive nedbrydningen co-metabolsk fjernelse. Under forsggene i pi-
lotskala blev der ikke observeret nogen reduktion af hverken DMS eller DPC, og derfor ser
co-metabolsk stimulering ikke ud til at vaere en farbar vej til fjernelse af rester af netop
disse to pesticider. Trods det faktum, at det meget sandsynligt ville vaere muligt at fremme
en mikrobiologisk medieret nedbrydning af andre pesticider med den beskrevne co-meta-
bolske proces, er det nu tydeligt, at der vil veere behov for at anvende en anden teknolo-
gisk tilgang til fjernelse af rester af DMS og DPC; fx filtrering med aktivt kul og/eller resi-
ner.
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2 Summary

During the preparation of the project application and during the implementation of the pro-
ject on co-metabolic pesticide removal, scientific literature has been continuously published
documenting the co-metabolic removal of pesticides in sand filters at waterworks. The pes-
ticides include bentazon, mecoprop, trichloroethene, benzotriazole, and 2,4-dichlorophenox-
yacetic acid (Hedegaard et al., 2014; Hedegaard et al., 2018; Wang et al., 2019; Wang et
al., 2021). The aim of this project was to investigate the possible co-metabolic degradation
of the most frequently found pesticide residues, such as N,N-dimethylsulphamide (DMS) and
desphenyl-chloridazon (DPC) found in approx. 30 % of all boreholes (Geus, 2020). DMS and
DPC are degradation products; DMS from tolyfluamide and DPC from chloridazon. If it were
possible to break down the mentioned substances co-metabolically, a control model could
be created on how the waterworks could ensure the most optimal conditions for nitrifiers
and methane-oxidizing bacteria naturally present in sand filters. The data from the partici-
pating waterworks on the presence of ammonium, methane, DMS and DPC were reviewed,
and the analysis for the presence of the bacteria enabling co-metabolic oxidation, namely
ammonium- (AOB), nitrite- (NOB), and methane-oxidizing bacteria (MOB), was carried out
using molecular gPCR analysis.

During laboratory and pilot scale tests, the presence of these bacteria (AOB, NOB and MOB)
was monitored to ensure that the foundation and the metabolic potential for a co-metabolic
degradation of DMS and DPC were present in sand samples obtained from the participating
waterworks. Several laboratory-scale column experiments were carried out to document
possible microbiological degradation of the selected pesticide residues both metabolic and
co-metabolic degradation.

During the initial column experiments with constant stimulation with added methane, a re-
duction in the initial concentration of the added DMS and DPC could be observed (see Table
3). After further addition of ammonium to the same/identical columns, it could not be deter-
mined for DMS whether the addition of ammonium had a positive effect with methane. A
significant reduction of DPC was observed, but the effect of various additives/stimulants did
not clearly show a future strategy for co-metabolic stimulation. The follow-up experiments
targeting the stimulation of nitrifiers (Figure 4) confirmed the observations made in Hede-
gaard et al., 2018, namely that ammonium had no significant effect on the degradation of
the investigated substances.

Laboratory-scale column experiments targeted on stimulation of nitrifiers were once again
set up with new sand from the waterworks - Stauerby Skov Vandvaerk. The aim was to
investigate co-metabolic degradation of DPC with starvation periods. The results from Hede-
gaard et al., 2019, where starvation period with methane showed to stimulate the co-meta-
bolic degradation of several phenoxy acids (MCPA and MCPP), gave inspiration to test this
approach. Therefore, the experiment setup was adjusted, so that the period of starvation
(using periods with tap water) could be tested to see whether these conditions facilitated the
co-metabolic degradation. A challenge in this experiment was that the microbial activity
(primarily AOB and NOB) decreases over time in a laboratory setup, which indicates that
there may be a lack of micronutrients or similar. Due to great analytical uncertainties, no
significant effect with co-metabolic stimulation could be observed with or without starvation
periods. The starvation period at the laboratory-scale experiment lasted 1 week (week 3 and
week 5), where neither ammonium nor copper were added.

During the subsequent experiment at pilot scale, a targeted stimulation of nitrifiers was
carried out at the waterworks - Vilstrup vandveerket under Verdo, where it was possible,
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compared to control columns, to promote the population of nitrifiers (both AOB and NOB) in
the stimulated columns.

However, despite the stimulation of nitrifiers, no reduction in DPC concentration was ob-
served during the 110 days of the experiment. Similar results were observed with methane
with the methane-oxidizing bacteria. Again, a general increase could be seen in both the
number of total bacteria and in the proportion of the targeted methane-oxidizing bacteria.
However, no removal or degradation of DMS was observed during the 55 days of the exper-
iment.

The conclusion of all experiments was that indication of a minor microbial degradation of
DMS and DPC could be observed during the laboratory-scale experiments, but that it was
not possible to attribute the degradation to co-metabolic removal. During the pilot-scale
experiments, no reduction of either DMS or DPC was observed, and thus co-metabolic stim-
ulation did not appear to be a viable path towards the removal of residues of these two
pesticides. Even though it would very likely be possible to promote a microbiologically me-
diated degradation of other pesticides with the described co-metabolic process, it is now
clear that it will be necessary to use a different technological approach for the removal of
residues of DMS and DPC, e.g., filtration with activated carbon and/or resins.
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3 Introduktion

Dette projekt fokuserer hovedsageligt p& potentialet for en biologisk fiernelse af pesticidre-
sterne N,N-dimethylsulfamid (DMS) og DPC (desphenyl-chloridazon) i sandfiltre pa danske
vandvaerker. DMS findes i hver tredje boring i koncentrationer over graensevardien, hvil-
ket allerede har resulteret i lukning af grundvandsboringer. DMS og DPC, der er de hyp-
pigst forekommende pesticidrester i drikkevandsboringer, er fundet i henholdsvis 31,5 %
og 29,8 % af boringerne. De fundne koncentrationer er ofte lave, men der er observereret
overskridelser af kravveerdien p& 0,1 pg/l i 16,8 % og 5,7 % af boringerne for henholdsvis
DMS og DPC (GEUS 2020).

Nyere forskning har dokumenteret et hidtil uudnyttet mikrobielt potentiale i sandfiltre. Me-
tanoxiderende bakterier (MOB), som er en naturlig del af et sandfilters mikrobiologiske
samfund, omsaetter foruden metan ogsd visse pesticider og pesticidrester (co-metabolsk
nedbrydning) (Hedegaard et al., 2018; Papadopolou et al., 2019). Nedbrydningen skyldes,
at enzymet metanmonooxygenase (pmoA), der omsaetter metan, 0gsd uspecifikt kan om-
saette andre forbindelser, herunder pesticider. MOB kan co-metabolsk omszette fx benta-
zone, mechlorprop, trichloroethen, benzotriazole og 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (Hede-
gaard et al., 2014; Hedegaard et al., 2018; Wang et al., 2019; Wang et al., 2021). Det re-
sterer at blive afklaret, hvorvidt de hyppigst forekommende pesticidrester DMS og DPC kan
omsaettes co-metabolsk ved metanoxidation.

En anden gruppe af bakterier i sandfiltrene, ammoniumoxiderende bakterier (AOB), oxide-
rer ammonium i sandfiltret vha. enzymet ammonium monooxygenase (amoA), der ligesom
metan-monooxygenase uspecifik kan omsaette andre forbindelser, fx pesticidet 1,2,4 tri-
azole (Wu et al., 2019). AmoA-enzymet blev dog ikke identificeret som vaerende bety-
dende ift. co-metabolsk oxidation af bentazon (Hedegaard et al., 2020). Enzymerne pmoA
0g amoA er trods deres forskellige funktioner i hhv. MOB- og AOB-mikrober strukturelt og
evolutionaert teet beslaegtede (Erwin et al., 2005), hvilket forklarer det feelles traek uspeci-
fikt at kunne nedbryde forskellige stoffer (co-metabolsk). Fra tidligere projekter om laege-
middelfjernelse fra spildevand kendes AOB’s co-metabolske nedbrydning, da fjernelsen af
visse laegemidler var direkte korreleret med en hgj fjernelsesgrad for ammonium (Xu et
al., 2017; Tang et al., 2017).

Biologisk metan- og ammoniumoxidation er sdledes naturligt forekommende processer i
sandfiltre pd danske vandveerker, og bakterier med co-metabolske egenskaber kan have et
uudnyttet potentiale for yderligere omsaetning af de problematiske pesticidrester. AOB’ers
potentiale for co-metabolsk reduktion af pesticidrester vil - sdfremt der kan stimuleres co-
metabolsk pesticidfjernelse - have et bredere sigte sammenlignet med MOB. Arsagen er, at
mange vandvaerker kun har ubetydelige mangder af metan i det oppumpede grundvand
og dermed en mindre MOB-population, der kunne fremme pesticidnedbrydningen i sandfil-
trene.

I naerveerende studie gnskes den co-metaboliske kapacitet af de naturlige MOB’er og
AOB'er fra eksisterende sandfiltre undersggt i laboratorie- og pilotskala for senere udnyt-
telse af potentialet i sandfiltre i fuldskala pa danske vandvaerker til fijernelse af de ugn-
skede pesticidrester.
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Projektet opdeles i tre arbejdspakker:

Arbejdspakke 1: Her evalueres den tilgaengelige videnskabelige litteratur ift. rapporte-
rede observationer om mulig co-metabolsk nedbrydning af pesticidrester. Desuden er der
gennemgdet data fra de deltagende forsyninger ift. identifikation af mulig co-metabolsk
nedbrydning i sandfiltrene.

Arbejdspakke 2: Her tages der udgangspunkt i mikrokosmosforsgg malrettet en stimule-
ring af mulig co-metabolsk nedbrydning af DMS og DPC. Der arbejdes med stimulering af
nitrifikanter og metanoxiderende bakterier i kolonner i laboratorieskala. Rammebetingel-
serne for stimulering af den co-metabolske nedbrydning skal vaere realistiske, dvs. som
observeret ved danske vandveerker. Balancen imellem tilgaengeligheden af det primaere
substrat (metan for MOB, ammonium for AOB) vides at spille en rolle ift. co-metabolsk
nedbrydning, ligesom sporstoffer i lave koncentrationer (fx kobber) kan fremme co-meta-
bolsk nedbrydning. Dette arbejde danner basis for at udvikle styringsmodeller til vandvaer-
ker. Styringen, som sikrer tilfgrsel af vand fra boringer med specifik vandsammensaetning,
har til hensigt at stimulere den co-metabolske nedbrydning af pesticidrester uden at kom-
promittere sandfiltrets gvrige funktioner.

Arbejdspakke 3: Her arbejdes der malrettet med opstillinger af pilotskalaforsgg med sti-
mulering af ammoniummedieret co-metabolsk nedbrydning af DPC og metanmedieret co-
metabolsk nedbrydning af DMS ved hhv. Verdo i Randers og Hjgrring Vand. Hvis fjernelsen
af hhv. DMS og DPC sker ved hjzelp af co-metabolsk stimulering, afprgves styringsmodel-
lerne mhp. stimulering af bakterierne MOB’er og AOB’er, som muligggr den co-metabolske
nedbrydning. Stimuleringen kunne fx vaere at sikre tilfgrsel af vand med hgjt indhold af
ammonium, kobber e.l.
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4 Projektets betydning for vandbranchen

DMS- og DPC-fjernelse er relevant for vandveerker landet over. I 2020 blev der fundet re-
ster af netop disse pesticider i hhv. 31,5 % og 29,8 % af boringerne med en overskridelse
af kravvaerdien i hhv. 16,8 % og 5,7 % af boringerne. En fjernelse af DMS og DPC ved sti-
mulering af en co-metabolsk nedbrydning ville vaere en attraktiv lgsning med en stor res-
source- og miljgmaessig gevinst for forsyningerne. Projektets resultater illustrerer des-
veerre, at det er vanskeligt at stimulere de ammonium- og metanoxiderende mikroorganis-
mer til co-metabolsk at omsaette rester af pesticiderne DMS og DPC. Umiddelbart er det
ngdvendigt at se efter alternative fjernelsesmetoder sdsom filtrering med aktivt kul og re-
siner eller en direkte metabolisk nedbrydning.

Data genereret i dette projekt bidrager sdledes til at identificere og validere, hvilke tekno-
logiske muligheder der eksisterer i dag for reduktion af DMS og DPC fra grund-/drikke-
vand. Resultaterne fra projektet viser desvaerre tydeligt, at co-metabolsk fjernelse af re-
ster af de undersggte pesticidrester DMS og DPC direkte i sandfiltre ikke er en mulig Igs-
ning.

4.1 Marked og/eller anvendelsesmuligheder

Fund af pesticider/pesticidrester udggr en stigende trussel mod kontinuerlig rent drikke-
vand. Dertil har indfgrelsen af massescreeningsundersggelser i bade grundvand og drikke-
vandsboringer afslgret flere problematiske stoffer. Der er sdledes et akut behov for at ud-
vikle en baeredygtig teknologisk tilgang, der sikrer, at DMS og DPC og andre problematiske
stoffer fjernes fra drikkevandet, inden vandet ledes til forbrugerne. Co-metabolsk pesticid-
fijernelse ved stimulering af naturlige AOB’er og MOB’er har i naerveerende projekt vist sig
ineffektiv til reduktion af netop de naevnte pesticidrester i sandfiltrene, og der pagar flere
forsknings- og udviklingsprojekter malrettet identifikation af mulige effektive og baeredyg-
tige adsorbenter.

4.2 Naeste skridt

Tidligere rapporter omhandlende fjernelse af miljgfremmede stoffer i spildevand og drikke-
vand indikerede, at en co-metabolsk fjernelse af pesticider/pesticidrester kunne veere en
mulighed. Imidlertid har en systematisk evaluering af co-metabolsk stimulering af hhv.
nitrifikanter og metanoxiderende bakterier desvaerre ikke resulteret i en fjernelse af de te-
stede pesticider/pesticidrester (DMS og DPC) i de undersggte sandfiltre. Derfor vurderes
denne tilgang ikke at vaere farbar i forhold til en mikrobiologisk reduktion af pesticider ved
de danske vandvaerker. Andre tiltag til handtering af pesticidfjernelse vil derfor pege i ret-
ning af aktiv kulfiltrering og/eller brug af resiner. Dog adsorberer visse stoffer sdsom DMS
relativt darligt til aktivt kul generelt, hvorfor der er behov for en malrettet indsats for at
identificere bedre renselgsninger. Mulig identifikation af egnede adsorbenter til fjernelse af
DMS arbejdes der med i bl.a. VUDP-projektet Identifikation af robust filtermateriale til ef-
fektiv reduktion af problematiske pesticidrester i drikkevand (2020). Her er formalet at
identificere det eller de nye, mest effektive og baeredygtige filtermateriale(r) til fremtidig
effektiv fjernelse af DMS og DPC.
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4.3 Formidlingsplan

I forhold til den formidlingsplan, der blev udarbejdet i forbindelse med projektets opstart,
har der veeret omtale af projektet ved brug af forskellige medier. Projektet har vaeret prae-
senteret pd Teknologisk Instituts hjemmeside, ligesom der blev udarbejdet en film om pro-
jektet, som er tilgaengelig pa DANVAs hjemmeside
(bttps://www.danva.dk/vden/vudp/hvor-er-vandsektoren-paa-vej-hen/). Under projektet
med bl.a. laboratorie- og pilotskalaopstillingerne har der veeret tilknyttet 2 bachelorstude-
rende fra Biologisk Institut fra Aarhus Universitet. Der er udarbejdet dels et LinkedIn-op-
slag om pilotskalaopstillingerne (opstillet ved hhv. Hjgrring Vand og Verdo), dels et opslag
i forbindelse med de tilknyttede bachelorstuderendes eksamen. Resultaterne har vaeret
praesenteret pa Danish Water Forum 2022, Dansk Vand Konference i forbindelse med
Young Water Professionals. En temadag var planlagt til afholdelse under forudsaetning af
positive resultater. Da disse udeblev, er der ikke gennemfgrt en temadag omhandlende co-
metabolsk pesticidfjernelse. Der vil i forbindelse med et andet projekt omhandlende ke-
misk fjernelse af DMS blive afholdt en temadag i samarbejde med miljgklyngen CLEAN,
som forventes afholdt i Igbet af efter@ret i 2022.
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5 Projektet

5.1 Formal

Formalet med projektet var at bidrage til Igsningen af pesticidforureninger i drikkevands-
forsyningen ved at undersgge, om rester af pesticiderne DPC og DMS kunne omsaettes co-
metabolsk ved at stimulere de naturlige ammonium- og/eller metanoxiderende mikroorga-
nismer direkte i sandfiltrene. Stimuleringen skulle foregd under realistiske betingelser i
sandfiltrene (dvs. dosering af metan, ammonium og sporstoffer i niveauer, som observeres
i dansk drikkevand). Under forudsaetning af en succesfuld, gget pesticidnedbrydning forar-
saget af co-metabolsk aktivitet skulle der opstilles en styringsmodel, s3 de stimulerende
betingelser kunne opnas.

5.2 Output

Der blev helt konkret observeret en direkte korrelation mellem de malte pesticidkoncentra-
tioner og metanindholdet i grundvandet ved de deltagende vandveaerker — dvs. mere metan
der var til stede i grundvandsboringen, desto mindre sandsynligt var det, at der blev malt
hgje pesticidkoncentrationer i det indvundne grundvand. Denne observation kunne antyde,
at pesticidresterne over tid var omsat mikrobielt (co-metabolsk). Korrelationen kan dog
ogsa med stor sandsynlighed skyldes boringernes alder og dybde, da boringer med metan-
indhold ofte er dybe og knap s& forurenede med nedsivede pesticidrester.

Der blev ikke observeret en korrelation mellem pesticidrestkoncentrationen og ammonium-
/ammoniakforekomsten i grundvandsboringer ved de deltagende vandvaerker. Under de te-
stede forhold blev DPC ikke omsat co-metabolsk, ndr mikroorganismerne blev udsat for
lave DPC-koncentrationer over en laengere tidsperiode, hverken i laboratorie- eller pilotska-
lafors@g. Det vurderes, at betydningen af co-metabolsk nedbrydning af DMS og DPC ved
nitrifikation og metanoxidation er minimal i de deltagende vandvaerker.

5.3 Projektresultater

5.3.1 Introduktion

DMS og DPC blev i 2020 fundet i henholdsvis 29,8 % og 31,5 % af drikkevandsboringerne i
Danmark (Figur 1, Geus 2020), hvorfor fjernelse af rester af netop disse pesticider er szer-
ligt relevant for mange forsyninger. Da det er veldokumenteret, at mange organiske stoffer
kan nedbrydes co-metabolsk af bade ammonium- og metanoxiderende mikroorganismer,
er det yderst relevant at se pa forekomsten af metan og ammonium i grundvandet. Metan
og ammonium findes ofte i grundvandet - seerligt i Nordjylland og p& Sjeelland (Figur 1 og
Figur 2). Co-metabolsk fjernelse af DMS og DPC vil derfor veere relevant for rigtig mange
forsyninger - saerligt, hvis processen kan stimuleres ved mindre justeringer pa vandbe-
handlingen.
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Figur 1 Oversigt over drikkevandsboringer, hvor DMS- og DPC-koncentrationer blev detekteret ved seneste
maling. DPC ses til venstre og DMS ses til hgjre. De rgde prikker angiver, at koncentrationen ved seneste

maling var over graensevaerdien pd 0,1 ug/l; orange prikker angiver, at der tidligere har vaeret overskridel-
ser; gule prikker angiver, at DMS er fundet i koncentrationer lavere end graenseveardien (GEUS - datatraek
november 2021).
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Figur 2. Oversigt over metankoncentrationer (til venstre) og ammoniumkoncentrationer (til hgjre) i grundvandsbo-

ringer. For metankoncentrationerne angiver de rgde og orange prikker koncentrationer hgjere end 0,2 mg/I, de gule
og grgnne prikker angiver boringer fra 0,2 til 0,01 mg/I. Boringer med lavere vaerdier er undladt p8 oversigten. For

ammoniumkoncentrationen angiver gule prikker, at indholdet er mellem 0,5 og 1,5 mg/I; orange prikker angiver et
indhold mellem 1,5 og 3 mg/|; rgde prikker angiver, at indholdet er over 3 mg/I.

Der er faerre drikkevandsboringer med DMS- og DPC-overskridelser i Nordsjaelland, hvor
metanforekomsten er hgj, men det er vanskeligt at vurdere direkte, om der er en sam-
menhang mellem metan- og/eller ammonium- og pesticidforekomster i grundvandet ved

visuel sammenligning af punkter.

Data for indhold af pesticidrester, ammonium og metan blev indsamlet fra de deltagende
forsyninger. Det var igen tydeligt blandt de deltagende vandvaerker, at der var en korrela-
tion mellem forekomsten af metan i grundvandet og pesticidindholdet — nemlig, jo hgjere
metanindhold, desto lavere pesticidforekomst kunne ses (figur 3). For ammonium ses der
ingen korrelation mellem indholdet af ammonium i grundvandet og den tilsvarende pesti-

cidforekomst, se Figur 3.
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Figur 3 Oversigt over metankoncentration hos forsyninger og fund af pesticider.
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Figur 4 Oversigt over ammoniumkoncentration og fund af pesticider.

5.3.2 Stimulering af metanoxidation

Den mikrobielle oxidation af metan sker ved brug af enzymet metanmonooxygenaser
(MMO), som findes i alle aerobe MOB'er. Der findes to typer af MMO; en oplgselig form kal-
det sMMO og en membranbundet form kaldet pMMO. Alle kendte metanoxiderende
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bakterier kan danne pMMO, hvis de gives de rette forhold (Hanson and Hanson, 1996),
mens sMMO kun kan dannes af bestemte MOB’er, nemlig primart dem som tilhgrer MOB
II. Selvom pMMO og sMMO begge oxiderer metan, sa er der en raekke forskelle i protein-
struktur, co-faktorer, substrater og metanoxidationsmekanismer (Park og Kim, 2019). En
oversigt over nogle af de vaesentlige forskelle fremgar af Figur 5. Det er vaesentligt at be-
maerke, at der indgar henholdsvis jern og kobber i det aktive site, hvilket har relevans, nar
aktiviteten skal stimuleres.

Det er dokumenteret, at sMMO er den mindst substratspecifikke af de to former, dvs. den
oftere oxiderer et andet substrat end metan. Det betyder, at denne form forventes at vaere
mere relevant til nedbrydning af et uspecifikt substrat, co-metabolsk. sMMO findes imidler-
tid ikke i alle typer af metanoxiderende mikroorganismer, mens pMMO er mere substrat-
specifik, hvorfor det kan veaere relevant at undersgge, om kobber kan stimulere pesticid-
fjernelse. Studiet af Hedegaard et al., 2019 dokumenterede en gget nedbrydning for 4 af
de i alt 10 undersggte pesticider, ndr reaktoren med den metanogene berigelse blev sultet
for metan.

Methylosinus trichosporium OB3b . .
sMMO: Fe—Fe Site Me’"”"’;;’;';gf’é’;";ﬁg””’" 0B3b

His. 246

Aspy 129,,’
- Glua 144 |
= |
Py - Hisq146 Fi(“ o
Glu,243 A '\ His, 146

His, 133
fspmn

Glu, 209 Glu, 200

Aspy139

Figur 5 Oversigt over egenskaberne ved enzymerne sMMO og pMMO, der oxiderer metan. sMMO findes
primaert i MOB II og fungerer bedst ved lave koncentrationer, hvorimod pMMO findes i bade MOB I+II og
bedst fungerer ved hgje koncentrationer.

5.3.3 Stimulering af ammoniumoxidation

Nitrifikanter findes bade i drikkevandssandfiltre og i spildevandssystemer, hvor bakterierne
omsaetter ammonium til nitrat. Som oftest sker dette via en 2-trins proces med fgrst am-
moniumoxiderende bakterier (AOB) og efterfglgende med nitritoxiderende bakterier (NOB);
dog er visse arter (comammox) for nylig identificeret til at kunne oxidere ammonium hele
vejen til nitrat (Daims et al., 2015). Nitrifikanter kan naturligvis stimuleres af ammonium
og ilt, som er de 2 primaere substrater i processen. Nitrifikanter er autotrofe og bruger CO:
som C-kilde, og mikroorganismer, som anvender CO2, kan ofte vaere kulstofbegraensede
(Dagley and Hinshelwood, 1938; Green et al., 2002; Denecke and Liebig, 2003). Nitrifikati-
onsrater stimuleres ogsa af flygtige organiske stoffer i drikkevand (Mohanty et al., 2019;
Tang et al., 2017). I forbindelse med bakteriel fjernelse af laegemidler fra udlgbsvand fra
renseanlaeg, blev en positiv korrelation med andelen af nitrifikanter og fjernelse af visse
lzgemidler identificeret (Tang et al., 2017). En effektiv stimulering heraf var mulig gen-
nem regimer med skiftevis tilfgrsel af mindre maengder af raspildevand efterfulgt af perio-
der med sult (ingen tilfgrsel). Dette feast-starve-regime blev anvendt med succes ift. fijer-
nelse af visse laegemidler (dog ikke alle typer af lzegemidler) vha. mikrobiologisk efterpole-
ring af udlgbsvand fra renseanlaeg (Tang et al., 2020).

Let tilgaengelighed af co-faktorer i enzymer kan ogsa virke stimulerende for processen,
hvilket primaert er begraensende i drikkevandssystemer. Der er adskillige studier, som vi-
ser, at kobber kan stimulere nitrifikationen. Kobber er en co-faktor i
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ammoniummonooxygenasen, som er det essentielle enzym for ammoniumoxidationen.
Kobbermangel er almindelig i et naeringsfattigt miljg sdsom grundvand, hvilket har fort til,
at kobber i nogle tilfaelde tilfgres sandfiltre ved anvendelse af en kobberstav eller -plade.
Lave kobberkoncentrationer er tilstraekkeligt til at stimulere nitrifikationen. Ved tilfgrsel af
5 ug Cu/L stimuleres nitrifikation straks, og nitrifikationsraten blev fordoblet pa 20 dage
(Wagner et al., 2016). Senere er det ligeledes blevet pavist, at mindre tilfgrsel af kobber
(1 pg Cu/L) kan stimulere nitrifikationen til samme niveau som ved 5 pg Cu/L (Wagner et
al., 2019).

Endelig er det vigtigt at vaere opmaerksom pa pH-forholdene. Hvis forholdene bliver sure
(under pH 6,8) eller basiske (over pH 8,5), sa inhiberes nitrifikanterne - det vurderes, at
drikkevand typisk vil veere indenfor dette pH-interval.

5.3.4 Mikrokosmosforsgg i laboratorieskala

Formalet med dette laboratoriesetup var at booste metan- og ammoniumoxidationsraten

gennem simple manipuleringer. Vandprgver fra forskellige vandvaerker blev undersggt for
metan og ammonium, se Tabel 1. P& baggrund af malingerne blev sandprgver fra samme
vandvarker desuden analyseret for tilstedevaerelsen af hhv. nitrifikanter og metanoxide-

rende bakterier vha. gPCR.

Tabel 1 Overblik over metan- og ammoniumindhold ved undersggte boringer.

Vandvaerk Metankoncentration Ammoniumkoncentra-
mg/I| tion mg/I
Stauerby Skov 0,04 0,72
Kongsted 0,16 0,21
Svenstrup 0,57 0,66
Sgnder Vejle 0,04 0,35
Bagterp Nd 0,08
Vilstrup 0,02 0,27
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Antal MOB og AOB fra forskellige vandvaerker
1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Staurbyskov  Kongsted Svenstrup  Sdr. Vejle Bagterp Vilstrup

m MOB (genkopier/g sand) m AOB (genkopier/g sand)

Figur 6 Overblik over antal MOB (metanoxiderende bakterier) og AOB (ammoniumoxiderende bakterier) i
sandprgver fra udvalgte vandvaerker. Y-aksen repraesenterer total antal genkopier per gram sand (bemaerk
log skala).

Som det fremgar af Figur 6, sa finder der MOBér og AOBér i alle undersggte sandprgver,
dog forefindes der en del flere AOBér. Dvs. at der er potentiale i sandfiltrene til at kunne
fremme en cometabolsk pesticidfjernelse, da bakterierne er til stede. P& baggrund af disse
data blev der anvendt sand fra hhv. Bagterp og Vilstrup vandveerker til de efterfglgende
kolonneforsgg for at fremme hhv. MOBér og AOBér.

5.3.5 Mikrokosmosforsgg med metanstimulering af co-metabolsk ak-
tivitet

Initiale forsgg uden mikrobiel aktivitet, men med tilsat autoklaveret sand viste ingen om-
saetning af metan eller produktion af CO:2 (data ikke vist).

Som beskrevet ovenfor, blev sandprgver fra Bagterp Vandveerk brugt til at gennemfgre ko-
lonneforsgg, og det eksperimentelle setup er vist i Figur 7. Der blev anvendt 100 g sand
0og 100 ml vand. Metan og Iuft blev blandet inden tilledning til mikrokosmosforsggene, sva-
rende til 0,03 mg/l metan.
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Figur 7. Overblik over metanstimuleringsforsgg gennemfgrt i laboratorieskala.

I kolonneforsggene blev der tilsat forskellige maangder af hhv. kobber (hgj og lav) og am-
monium (hgj og lav) for at undersgge, om tilsaetningen af disse stoffer, i kombination med
metan, ville fremme nedbrydningen af DMS og DPC, se Tabel 2.

Tabel 2. Oversigt over tilsat maengde pesticider, kobber og ammonium til kolonneforsgg.

Resultaterne, som blev opnaet efter 28 timers inkubation, fremgar af Tabel 3.

Kontrol uden metan DMS = 0 0
Kontrol med metan_1 DMS X 0 0
Kontrol med metan_2 DMS X 0 0

Lav kobberkoncentration_1 DMS X 0,006 0

Lav kobberkoncentration_2 DMS X 0,006 0

Lav ammoniumkoncentration DMS X 0 2 /
Kontrol uden metan DPC = 0 0
Kontrol med metan_1 DPC X 0 0 /
Kontrol med metan_2 DPC X 0 0

Lav kobberkoncentration_1 DPC X 0,006 0 /
Lav kobberkoncentration_2 DPC X 0,006 0

Lav ammoniumkoncentration DPC X 0 2
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Tabel 3. Overblik over forsgg med DMS- og DPC-reduktioner i kolonneforsgg med og uden tilsaetning af kobber og am-
monium.

Initiel pesticidkoncentra-  Sjutkoncentration af pesticid

Pesticid :

tilsat FeE tion[ug/L] [ng/L]
Kontrol uden metan 0,65 0,46
Kontrol med metan 1 0,65 0,46
kontrol med metan 2 0,65 0,46

DMS Lav kobberkoncentration 1 0,65 0,23
Lav kobberkoncentration 2 0,65 *
Lav ammoniumkoncentration 0,65 *
Kontrol uden metan 0,78 0,008
Kontrol med metan 1 0,78 0,012
kontrol med metan 2 0,78 0,013

DPC Lav kobberkoncentration 1 0,78 0,014
Lav kobberkoncentration 2 0,78 0,010
Lav ammoniumkoncentration 0,78 < 0,003

*Inkonklusiv, da den malte pesticidkoncentration var hgjere end den tilsatte koncentration.

Kolonneforsgg viste adsorption af bdde DMS og DPC i kontrolforsggene. Metanoxidations-
raten blev ikke forgget ved tilsaetning af kobber eller ammonium ved nogen af de testede
koncentrationer. Baseret pa resultaterne blev det skgnnet, at et betydeligt, mikrobiolo-
gisk DMS-nedbrydningspotentiale og et mindre DPC-nedbrydningspotentiale kunne findes
i sandfiltrene. Tilsaetning af metan sa ikke ud til at kunne gge nedbrydningen af DPC naev-
nevaerdigt, mens tilsaetning af ammonium resulterede i lavere udlgbskoncentrationer af
DPC, hvorfor et potentiale for en mindre co-metabolsk nedbrydning vha. AMO-enzy-
merne, blev observeret. Forsggene viste, at tilseetning af lav kobberkoncentration ggede
nedbrydningen af DMS, men 2 af de indsendte prgver med kobber og ammonium gik des-
vaerre tabt.

Resultaterne for mikrobiel nedbrydning af DPC blev dokumenteret, men tilstedeveaerelsen
af metan alene var ikke nok til at fremme en yderligere nedbrydning. Der var visse indika-
tioner af, at tilseetning af ammonium havde en positiv indvirkning pa nedbrydning af DPC.
En udfordring ved disse forsgg var inkubationernes lzengde pa 28 timer under dosering af
pesticid. Arsagen til dette er, at analyseomkostningerne er relativt store. De 28 timer vur-
deres dog som vaerende tidsmaessigt begraensende ift. at opna en populationstilvaekst af
enten AOB eller MOB som fglge af stimulering. En relativ stor fjernelse af pesticidresterne
observeres, hvilket formodes at skyldes adsorption til sandet i kolonnerne.

5.3.6 Mikrokosmosforsgg med ammoniumstimulering

| laboratoriet blev der udfgrt 2 forsgg med henblik pa at stimulere nitrifikanter til co-me-
tabolsk at omsaette DPC baseret pa de tidligere resultater. Stimuleringsforsggene blev
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udfgrt med koncentrationer, der ligger indenfor de normalt observerede koncentrationer

i drikkevand i Danmark (udvalgte vaerdier ses i Tabel 4)

Tabel 4. Overblik over ammoniumkoncentrationer i danske vandvaerksprgver.

Koncentration i r&vand

Ammonium DK maximale veaerdi

Ammonium DK ca. gns

Ammonium Vilstrup

Kobber gns.

I det fgrste kolonneforsgg blev hver kolonne tilfgrt sand fra Vilstrup Vandvaerk. Kolonnerne
blev hver tilsat 700 g sand og kontinuert tilfgrt hanevand (1,9 L/dggn) tilsat ammonium og
kobber i forskellige koncentrationer (Tabel 5 og Figur 8). Stimuleringen blev udfgrt med
duplikatkolonner og forlgb over i 122 dage. Undervejs blev der 3 gange tilsat 40 ml nitrifi-
kationsbuffer (5,04 g/L NaHOCs og 2,65 g/L (NH4)2S04)) til hver kolonne, og iltforbrugsra-
ten blev malt som indirekte mal for, om der var forskellige nitrifikationsrater i kolonnerne
(HACK Lange HQ40D iltmaler). Yderligere blev der gennemfgrt 2 ekstra forsgg med tilsaet-
ning af nitrifikationsbuffer (20 ml) og udfgrt malinger pd udlgbskoncentration for ammo-
nium, nitrit og nitrat (malt med teststrips). Ved forsggets afslutning blev der tilfgrt DPC
(0,5 ug/L) til vandforsyningen til kontrolkolonnerne og til kolonnerne tilsat ammonium, idet
den stgrste effekt af stimuleringen blev observeret her. DPC-koncentrationen i udigbsvan-
det i de 4 kolonner blev malt efter 12 timer og efter 4 dage.

3,2 mg/I
0,3 mg/I
0,12 - 0,82 mg/I
1,1 pg/l

Tabel 5. Overblik over ammonium- og kobberkoncentrationer tilsat kolonnerne.

Ammonium Kobber Ammonium
+ kobber
Ammonium 0,3 mg/I 2,6 mg/I 0,3 mg/I 0,6 mg/I
Kobber 1,1 pg/l 1,1 g/l 6 ug/l 6 ug/l
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Figur 8. Oversigt over kolonneopstilling til stimulering af nitrifikanter.

Nitrifikation af ammonium til nitrat bestar typisk af 2 trin udfgrt af 2 forskellige grupper af
mikroorganismer; en gruppe, der oxiderer ammonium til nitrit, og en gruppe, der oxiderer
nitrit til nitrat. Der blev kun malt nitrat i udigbet, hvilket betyder, at det mikrobielle sam-
fund enten er begraenset af hastigheden for ammoniumoxidation, eller at der er comamm-
oxbakterier til stede i kolonnerne, som selv omsaetter ammonium direkte til nitrat.

Det blev observeret, at ilt forbruges hurtigere i de kolonner, der kontinuert tilfgres 2,6
mg/L ammonium, hvilket indikerer, at der er hgjere aktivitet af nitrifikation og dermed
nitrifikanter i disse kolonner, se Figur 9. Iltforbruget blev stimuleret af hhv. hgj kobbertil-
seetning alene eller sammen med ammonium og i kolonner med hgj tilsaetning af ammo-
nium. I hver enkelt kolonne falder aktiviteten i Igbet af forsggsperioden. Aktivitetsfaldet
kan enten skyldes, at mikroorganismerne er begraensede af manglen pa mikronaeringsstof-
fer, som de ikke forsynes med i hanevand, eller at temperaturen i lokalet er faldet markant
i Iobet af forsggsperioden (fra efterar til vinter).
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Figur 9. Gennemesnitlig iltforbrugsrate i de eksperimentelle kolonner med og uden ekstra tilsaetning.

For at undersgge, om stimuleringen af nitrifikationen ogsa ville resultere i en gget DPC-
fjernelse, blev der tilsat DPC til indlgbsvandet (0,5 ug/L) til kontrollerne og til de ammoni-
umstimulerede kolonner. Efter 12 timer var DPC-koncentrationen faldet med 40 % (fra
(0,5 ug/L til 0,3 ug/L) i b&de kontrollerne og de ammoniumstimulerede kolonner, men ef-
ter 4 dage var udlgbskoncentrationen lig indlgbskoncentrationen (0,5 ug/L), Figur 10.

DPC-fjernelse
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Figur 10. Overblik over DPC-reduktion efter hhv. 12 timer og 4 dage.
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Den observerede fjernelse af DPC i kontrolkolonner (abiotiske) efter 12 timer er antagelig
sket pga. den kemiske DPC-adsorption til sandet, som ogsa blev observeret tidligere. Det
samme fald observeres i biologisk aktive ammoniumstimulerede kolonner, som ogsd ma

tilskrives den kemiske adsorption og ikke nitrifikationen heri.

Resultaterne viste endvidere, at DPC-koncentrationen i ind- og udlgbsvand var ens efter 4
dage (0,5 ug/L), og der var sdledes ingen fjernelse af DPC i kolonnerne. Den manglende
reduktion efter 4 dage i kolonnerne kunne muligvis skyldes, at DPC binder irreversibelt til
AMO-enzymet, der udfgrer ammoniumoxidation — om end dette anses for at vaere mindre
sandsynligt. Det ma derfor konkluderes, at en stabil forsyning af ammonium og kobber
ikke er tilstraekkeligt til at booste den co-metabolske DPC-nedbrydning ved nitrifikation i
laboratorieskala, under antagelse at pesticidresten kan nedbrydes co-metabolsk.

I forbindelse med et bachelorprojekt blev der initieret et ekstra nitrifikationsforsgg med

sand fra TREFOR (fra Staurby Skov Vandvaerk) for at undersgge mulig stimulering af co-
metabolsk nedbrydning af DPC. Der blev afprgvet feast-starve-regimer, hvor tilgaengelig-
heden af ammonium og kobber varierer, se Figur 11

A)

Luft-

/(:

Pumpe

Indleb

2(0ntinuert Vekslende Vekslende Kontinuert
dosering af dosering af dosering af dosering af
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Figur 11. Oversigt over forsggssetup til stimulering af co-metabolsk nedbrydning af DPC gennem vekslende

tilfgrsel af stimulanter (ammonium og kobber).

Den bakteriologiske sammensaetning i kolonnerne blev under forsggene malt vha. qPCR, se
Figur 12. Som det fremgar, gges antallet af AOB og NOB fra forsggets start til uge 4, men
antallet af totalbakterier forbliver det samme uafhangigt af kolonnekonfiguration. Mellem
uge 4 og uge 6 sker der et fald i meengden af AOB og NOB. Standardafvigelsen p& antal to-
talbakterier muligggr ikke en differentiering, hvilket antyder, at den samlede bakteriepopu-
lation holdes konstant.
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Figur 12. Overblik over mikrobiel sammensaetning af AOB, NOB og andre bakterier i forsggsperioden.

Malingerne angiver dog ikke aktivitet, og for sdledes at fa et mal for aktiviteten i reakto-
rerne, blev iltoptagelsesraterne malt, se Figur 13. Som det fremgar, er iltforbruget stort
set det sammen i de forskellige kolonner bade i uge 2 og i uge 6. For alle reaktorer gaelder
det, at iltforbruget falder markant i uge 6. Variationerne mellem kolonnerne er dog sa sma,
at der ikke kan skelnes mellem vandtype eller kontinuert versus intermedieer tilfgrsel (data

ikke vist).

Reaktor 142 kont. Blandet ~ Reaktor 3+4: intermediaer ~ Reaktor 142 kont. ravand ~ Reaktor 3+4: Intermedizer
vand blandet vand ravand

0,005

0,004

0,003

0,002

0,001

litoptagelsesrate (mg O, L' s1)

0
HUge2 mUgeb

Figur 13. Aktivitetsmal for kolonnesetup, malt som iltforbrug.

Som det fremgar af Tabel 6, tilledes der blandet vand eller rdvand, kontinuert eller inter-
mediaert. Intermedizer tilfgrsel indikerer perioder uden den tilledte vandtype, men med til-
ledning af hanevand, dvs. en sulteperiode. Der observeres ingen signifikant fjernelse af
DPC under inkubationsperioden, da de malte udlgbsvaerdier fra kolonnerne falder inden for
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analysesikkerhederne (30 %). I flere tilfaelde observeres en hgjere koncentration i udigbet
fra reaktorerne end doseret i indlgbet, som her er angivet som positiv procentsats, hvor-
imod lavere koncentrationer angives med en negativ procentsats.

Tabel 6. Overblik over DPC-fjernelse i kolonner indikeret i procenter (%) med hhv. blandet vand og rvand,
indfgdt kontinuert eller intermediaert med sulteperioder.

DPC-koncentration (ng/l)

Kontinuert (udlgb) 5% £5 % 15% £ 2 % 5% £4 %
Intermedizer (udigb) 9% =3 % 12% £ 4 % * 1% *

I I N
Kontinuert (udlgb) 4% £ 4% -10% £ 3 %
Intermedizer (udigb) 0% =3 % - * -3 %

* Hanevand tilfgres

5.3.7 Stimulering af nitrifikation og co-metabolsk fjernelse af DPC i
pilotskalasandfiltre ved Verdo

Det blev besluttet at undersgge, om kobber og ammonium kan fremme den co-metabolske
nedbrydning af DPC i et sandfilter. Der tilseettes ammoniumsulfat svarende til ca. 1 mg/L i
indlgb, og tilsvarende tilsaettes kobberkloridoplgsning svarende til ca. 1-1,4 ug/L i indlgb.
Forsgget forlgb over 125 dage.

Der doseres hvert
kvarter 50 mL fra

doseringsdunk til

buffertanken

i

: |

N

| Ly i

| = . |

- :‘—-—

i 5 !

-

[ Sporstofblandlngl !

I (somL) i '

l ___________ pa— \
Doseringsdunk
(251)

Figur 14. Overblik over pilotskalaopstillingen ved Verdo.

Som det fremgar af Figur 14, blev der opsat i alt 4 kolonner. Kolonne 142 fungerede som
kontroller og fik saledes kun tilfgrt forfiltreret vand fra Vilstrup Vandveerk for at undgad ud-
fordringer med jernudfaeldning, hvorimod de 2 gvrige stimulerede kolonner fik tilfart efter-
filtreret vand tilsat en sporstofblanding. Vand fra eksisterende sandfilter pd vandvaerket
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blev overfgrt til kolonnerne. Kolonner blev kontinuert tilfgrt vand (efter justeringer den fgr-
ste maned blev hver kolonne de resterende maneder tilfgrt ca. 72 I/h).

Der blev periodisk udtaget sandprgver til kvantificering af totalantal bakterier, nitrit- og
ammoniumoxiderende bakterier, hhv. 14, 60 og 110 dage efter at stimuleringen blev pabe-
gyndt. P& samme tidspunkt blev der udtaget vandprgver til analyse af DPC-indhold. Det to-
tale antal af bakterier samt de nitrit- og ammoniumoxiderende bakterier viste sig at vaere
forskellige i de stimulerede kolonner vs. kontrolkolonnerne (ca. faktor 2,5 for totale bakte-
rier og NOB’er og faktor 3,6 for AOB’er), se Figur 15. Som det fremgar af Figur 15, stiger
det totale antal bakterier, nitrit- og ammoniumoxiderende bakterier i de stimulerede kolon-
ner K3 og K4 over tid (5-20 % ift. start). P& samme tid falder totalantal bakterier samt an-
tallet af nitrit- og ammoniumoxiderende bakterier i kontrollerne over tid (7-35 % ift. start-

antal.
Bakterier (EUB)
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Figur 15. Andel af totalbakterier, ammonium- og nitritoxiderende bakterier under stimuleringsforsgg for

kontroller (K1+K2) og stimulerede reaktorer (K3+K4).

DPC-koncentrationen i vandet blev, som det fremgar af Tabel 7, ikke reduceret igennem
kolonnerne (heller ikke som fglge af adsorption), selvom bade det totale antal af bakterier
og andelen af nitrifikanter steg i stimuleringsbehandlingerne.
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Tabel 7. Overblik over koncentrationen af DPC i hhv. Indlgb, udlgb kontrolkolonner og udlgb stimuleringsko-
lonner.

Koncentra- Indigb Udlgb fra Udlgb fra Udlgb fra Udlgb fra
tion Kontrol 1 Kontrol 2 Stimule- Stimule-
Hg/l ring 3 ring 4
Hg/l Hg/l
Hg/l Hg/l
14 dage 0,038 0,041 0,043 0,041 0,041
60 dage 0,055 0,058 0,054 0,066 0,061
110 dage 0,056 0,069 0,055 0,057 0,065

5.3.8 Pilotskalastimulering af metanoxidation og co-metabolsk fjer-
nelse ved Hjorring Vand

I forbindelse med pilotskalaforsggene opstillet hos Hjgrring Vand, blev det undersggt, om
den co-metabolske pesticidfjernelse kunne stimuleres hos de naturlige mikrober i sandfil-
trene ved en betydelig tilstedevaerelse af metan. Det var her en udfordring, at oplgst me-
tan og kuldioxid blev strippet ved iltning i iltningsrum eller iltningstrapper i det fgrste trin
af behandlingen af grundvandet p& vandvaerket. Iltningen er imidlertid et ngdvendigt trin,
for at give de metan- og ammoniumoxiderende mikroorganismer ilt til oxidationsproces-
sen. Det er estimeret, at omtrent 95 % af det indvundne metan strippes vak fra grund-
vandet ved beluftning af vandet.

Figur 16. Overblik over pilotskalaopstillingen ved Hjgrring Vand.

I forbindelse med pilotskalaforsggene blev der opstillet en container (Figur 16) direkte ved
en boring, hvor der foretages afvaergepumpning, og hvor metan er til stede. Kolonnerne
blev modificeret, s& der blev tilfgrt ilt via en kompressor i bunden af kolonnerne og yderli-
gere igen efter 14 dage, for at sikre forsyningen af metan. Denne blev etableret ved at op-
stille en gasflaske, og metan blev iblandet luftstrammen. En koncentration af metan pd
0,669 mg/L, blev tilstreebt under hele forsgget. I forsgget blev der opstillet 2 kolonner
uden yderligere stimulering med metan (primart sMMO) (K1, K2, Figur 17) og 2 kolonner
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med tilsaetning af bade metan og 1 pg/L kobber (stimulering af MOB’er med pMMO). (K3,
K4, Figur 17).
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Figur 17. Andel af totalbakterier, ammonium- og nitritoxiderende bakterier under stimuleringsforsgg for
kontrol (K1+K2) og stimulerede reaktorer (K3+K4).

Der blev udtaget prgver fra forsggskolonnerne, hvor antallet af hhv. totalantal bakterier,
ammoniumoxiderende bakterier og metanoxiderende bakterier blev bestemt vha. gPCR.
Som det fremgar af Figur 17, stiger antal af totalbakterier og antal af metanoxiderende
bakterier i Igbet af forsggsperioden pd ca. 50 dage. En yderligere stimulering af kolonner
med kobber viser ingen signifikant effekt pa antal af metanoxiderende bakterier i kolon-
nerne. Samtidig forbliver antallet af ammoniumoxiderende bakterier konstant i alle kolon-
ner (med undtagelse af K1-kolonne), hvilket er forventeligt, da ammoniumkoncentrationen
ikke blev aendret i forsgget.

Som det fremgar af Tabel 8, observeres der en mindre fjernelse af DMS ved dag 25 i 3 ud
af 4 kolonner, men denne effekt kunne ikke eftervises i de fglgende dage. Der blev sdledes
ikke observeret en fjernelse af DMS under forsggsperioden, heller ikke som fglge af ad-
sorption. Derfor antages denne observation naermere at vaere en tilfeeldighed end et resul-
tat af mikrobiel og/eller co-metabolsk pesticidfjernelse. Da det heller ikke var muligt at
fremme en pesticidfjernelse ved stimulering af metanoxiderende bakterier i pilotskalaforsg-
gene i Hjgrring, kan det konkluderes, at det er vanskeligt at fjerne DMS og DPC fra vandet
ved en mikrobiologisk co-metabolsk proces.
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Tabel 8. Overblik over koncentrationen af DMS i hhv. indlgb, udlgb kontrolkolonner og udlgb stimuleringsko-
lonner.

Indigb Kontrol 1 Kontrol 2 Stimulering Stimulering 4

Koncentration/tid ug/I1 ug/I1 ug/I1 e ug/I1
Hg/l1

-37 dage* 0,26 0,29 0,26 0,27 0,28

7 dage 0,47 0,48 0,49 0,44 0,45

25 dage 0,43 0,35 0,34 0,34 0,42

35 dage 0,35 0,34 0,32 0,34 0,34

53 dage 0,37 0,36 0,36 0,39 0,39

* Inden metantilsaetning startede.

5.4 Konklusion

Hedegaard et al., 2014; Hedegaard et al., 2018; Wang et al., 2019; Wang et al., 2021 har
publiceret resultater fra flere forsgg omhandlende visse pesticidresters (fx bentazon me-
chlorprop, trichloroethen, benzotriazole og 2,4-dichlorophenoxyacetic acid) potentiale for
mikrobiel co-metabolsk nedbrydning i sandfiltre. P8 trods af de publicerede resultater
kunne en mikrobiel co-metabolsk nedbrydning af DMS eller DPC ikke stimuleres i naervae-
rende studie. De fgrste laboratorieforsgg viste indikationer af en mindre, mikrobiel ned-
brydning af DMS og DPC, men det var ikke muligt at eftervise og opnd en endelig doku-
mentation, pa trods af gennemfgrelse af flere forsgg i laboratorieskala. Stimuleringerne
med hhv. kobbertilseetning i kombination med ammonium og/eller metan, viste en tydelig
effekt i form af tilveekst af de bakterier, som antages at muligggre den co-metabolske ned-
brydning af DMS og DPC, nemlig AOB, NOB og MOB.

Under pilotskalaeksperimentet ved Verdo malrettet stimulering af nitrifikanter var det mu-
ligt at fremme AOB- og NOB-populationen i de stimulerede kolonner sammenlignet med
kontrolkolonnerne. Men pa trods af stimuleringen af AOB- og NOB-populationen blev der
ikke observeret en reduktion af DPC i vandet i Igbet af de 110 dage, som eksperimentet
varede. Tilsvarende resultater blev opndet fra pilotskalaopstillingen ved Hjgrring Vand.
Ogsa her kunne en stigning i savel totalt antal bakterier som metanoxiderende bakterier
observeres ved stimulering med metan, omend der ikke blev observeret nogen stimule-
rende effekt pa fjernelse af DMS fra vandet i Igbet af de 55 dage, som eksperimentet va-
rede.

Den samlede konklusion ud fra de gennemfgrte forsagg er, at den initialt observerede indi-
kation om en mindre, mikrobiel nedbrydning af DMS og DPC i forsggene i laboratorieskala
ikke kunne eftervises. Dette blev yderlige bekraeftet under pilotskalaforsggene, hvor der

ikke blev observeret reduktion af hverken DMS eller DPC i kolonnerne, hverken ved Verdo
eller Hjgrring Vand. Det konkluderes derfor samlet, at co-metabolsk stimulering tilsynela-
dende ikke er en farbar vej til fjernelse af de omhandlende pesticidrester fra vandet. De

naevnte stimuleringer af sandfiltermikrober kunne muligvis veere nyttige i forbindelse med
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en mikrobiologisk medieret nedbrydning af andre pesticidrester i vandet, men hvad angar
DMS og DPC, er der et klart behov for at fglge en anden teknologisk tilgang fx i form af fil-
trering med aktivt kul og/eller resiner.
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