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Denne rapport udger afrapportering af VUDP-projektet: "Mikrobiologisk nedbrydning af Desphenyl-
chloridazon pa vandveerker — Baseret pa metan oxidation” (ID 4328.2018). Projektet er udfgrt i perio-
den december 2018 til maj 2021 med statte fra VUDP (Vandsektorens Udviklings- og Demonstrati-
onsprogram). Projektet er et samarbejde mellem Kriiger A/S, TREFOR Vand og DTU Miljg.

Projektgruppen har bestaet af:
- Anne H. Thomsen og Hans-Jgrgen Albrechtsen, DTU Miljg
- Rasmus Boe-Hansen, Kriiger Veolia Water Technologies
- Charlotte S. Vesterlund og Ida B. Jakobsen, TREFOR Vand A/S

Tak til gvrige bidragsydere i projektet: Mathilde H. Jgrgensen, HOFOR. Manuela Schliemann-Haug,
Mathias N. Pedersen, Naja R. I. Nielsen, Thea F. Hummelshgj, Hanne Bgggild, Lene K. Jensen og
Mikael Olsson, DTU Milja.

Desuden en speciel tak til alle de medvirkende vandveerker: Borre Vandveaerk, Anonymt Vandveerk,
Sjeelsg Vandveerk, Ullerup Vandveerk, Nykgbing Falster Vandveaerk, Skeelskar Nordre Vandveerk,
Skovmglleveerket, Svendborg Vandveerk, Kerteminde Vandveerk, Tolne Vandveerk og Bredkeer Vand-
veerk.
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Sammenfatning

Pesticidnedbrydningsprodukter som Desphenyl-chloridazon (DPC) og N,N-dimethylsulfamid (DMS)
udfordrer den danske vandforsyning. Stofferne findes i boringer landet over og ofte i koncentrationer
omkring eller over graenseveerdien pa 0,1 ug/L. Da den nuvaerende vandbehandling ikke er designet
til at fierne disse pesticidnedbrydningsprodukter, er der opstaet et akut behov for at afdeekke mulige
renseteknologier. Dette projekt udsprang af tidligere studier pA DTU Miljg, som viste, at mikroorganis-
mer til stede i sandfiltre p& danske vandvaerker kan nedbryde nogle pesticider, og at der er sammen-
haeng mellem metanoxidation og fiernelse af pesticidet bentazon (Hedegaard, 2018). Da en mikrobio-
logisk fiernelse ved hjeelp af eksisterende infrastruktur er ressource- og energi-effektivt sammenlignet
med videregdende vandbehandling som fx aktivt kul, er det relevant at undersgge om disse tidligere
erfaringer kan overfgres til andre stoffer.

Formalet med projektet har derfor veeret at undersgge mulighederne for en ny renseteknologi til at
fierne pesticidnedbrydningsprodukter (DPC og DMS) baseret pa co-metabolisk nedbrydning ved
hjeelp af metanoxiderende bakterier.

Projektet har veeret struktureret i en reekke arbejdspakker, der har undersggt falgende:
1. Screening af nedbrydningspotentialet
2. Optimering af nedbrydningspotentialet
3. Skalérbarhed og design af konceptuel renseteknologi

1. Screening af nedbrydningspotentialet

Der er udfart en reekke batchforsgg med biologisk materiale fra 10 forskellige danske vandveaerker.
Med biologisk materiale menes sand fra vandveerkssandfiltre eller udskrabet bakterie-biomasse fra
beluftningstanke. Batchforsggene er udfart efter samme forsggsprincipper: Biologisk materiale er til-
sat vand med relevante lave koncentrationer af pesticidnedbrydningsprodukterne (~2 pg/L). Nedbryd-
ningen er malt som en koncentrationsaendring over tid i kontakt med det biologiske materiale. Abioti-
ske kontroller er opstillet sidelgbende for at afklare, om fjernelsen er biologisk og skyldes det tilsatte
materiale indsamlet fra vandveaerkerne.

Konklusioner
Biologisk aktive batchforsgg:

e Biologisk materiale fra nogle vandvaerker har potentiale til at fierne DPC og DMS. Der er ge-
nerelt et fald i koncentrationen over tid som resultatet at kontakt mellem pesticidholdigt drikke-
vand og filtersand.

e Biologisk materiale fra vandvaerker som behandler rdvand med betydelig forurening af pesti-
cidnedbrydningsprodukterne DPC eller DMS har generelt ikke vist potentiale for fijernelse af
stofferne. Adaptionsforsgg, hvor det biologiske materiale har veeret i kontakt med pesticidforu-
renet vand over en leengere periode (~2 maneder), har heller ikke vist et gget potentiale for at
fierne stofferne. Disse resultater indikerer, at den observerede fjernelse ikke skyldes en di-
rekte, metabolisk biologisk nedbrydning.

¢ Biologisk materiale fra vandveerker, med hgit indhold af metan i rAvandet har generelt et
starre potentiale for at fierne pesticidnedbrydningsprodukterne. Dette tyder pa, at en evt. bio-
logisk nedbrydning kan veere co-metabolisk og baseret pd metanoxidation.

o Det starste potentiale for fijernelse er observeret i biologisk materiale fra Sjeelsg Vandvaerk
(anleeg I1). Her blev der fundet en fiernelse af DPC pa 23 % og en fjernelse af DMS pa 35 %
efter 14 dages kontakt med filtersand.
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Abiotiske kontroller:

Kontrolforsgg uden filtersand har i screeningen af nedbrydningspotentiale hverken brugt ilt

eller metan. Dette indikerer, at der ikke er betydelig biologisk aktivitet i drikkevand, som kan

nedbryde pesticidmetabolitterne.

Koncentrationen af pesticidnedbrydningsprodukterne forbliver stabil over tid i kontrolforsgg

uden filtersand, sa fijernelsen i forsggene med biologisk materiale fra vandvaerker skyldes det

tilsatte materiale.

Metanoxiderende bakterier til stede i filtersand heemmes ved autoklavering eller kemikalietil-

seetning (azid eller zink), da abiotiske kontroller ikke forbruger metan.

o De abiotiske kontroller forbruger ilt, hvilket enten kan skyldes, at der fortsat er heterotrofe mi-
kroorganismer til stede efter autoklavering eller kemikalietilssetning, eller at filtersandet i sig
selv har et kemisk iltforbrug.

¢ | nogle abiotiske kontroller er der et indledende fald i koncentration af pesticidnedbrydnings-
produkter, hvilket indikerer, at stofferne adsorberer til det tilsatte filtermateriale. Adsorptionen
er generelt starre for DPC end for DMS.

o Dader er observeret et fald i koncentrationerne over tid i abiotiske kontroller, kan det ikke en-
tydigt pavises, at fiernelsen i de biologisk aktive skyldes biologisk nedbrydning. Der er ikke
observeret et metanforbrug i abiotiske kontroller, og derfor vil fiernelsen ikke skyldes en co-
metabolisk nedbrydning baseret p4 metanoxidation, men i stedet en biologisk nedbrydning af
andre bakterier og/eller en kemisk proces.

2. Optimering af nedbrydningspotentialet

For at optimere nedbrydningspotentialet med henblik p& at kunne overfare det til Staurbyskov Vand-
veerk er der udfart batchforsgg med biologisk materiale fra et vandveerk med nedbrydningspotentiale.
Optimeringen har taget udgangspunkt i resultaterne fra screeningen, hvor filtersand fra Sjeelsg anleeg
Il viste det starste potentiale. Derudover har projektet med afsaet i den observerede sammenhaeng
med metanoxidation, undersggt optimeringsmulighederne ved at anvende en kultur af metanoxide-
rende bakterier (MOB). Batchforsggene har systematisk undersggt, hvorvidt en raekke parametre:
Substrat-forhold, kobbertilsaetning og doseringsstrategi kan optimere nedbrydningspotentialet.

Konklusioner
Tilseetning af metan:

¢ Ved tilszetning af metan til batchforsgg @ges forbruget af bade metan og ilt, hvilket indikerer,
at aktiviteten af MOB til stede i sandfiltrene stimuleres.

e (Iget tilseetning af metan (2 til 10 mg CHoa/L) til batchforsgg i materiale fra sandfiltre gger ikke
fiernelsen af DPC eller DMS.

¢ Forsgg med en MOB kultur viste ikke potentiale for at fierne DPC eller DMS, og der er ikke
observeret effekt ved tilsaetning af metan.

Substrat-forhold:

o Der er ikke fundet nogen effekt af at eendre forholdet mellem primeert substrat (metan) og se-
kundaert substrat (pesticidnedbrydningsprodukt), da et aendret substrat-forhold (3:1 til 3000:1)
ikke pavirker fiernelsen af DPC eller DMS hverken i sandfiltre eller i MOB kultur.

Kobberkoncentration:

e Kobberkoncentration (1 til 1000 ug Cu?*/L tilsat) havde ingen effekt pa fiernelsen af DPC eller

DMS i filtersand. Der var heller ingen effekt af at fijerne kobber ved tilseetning af en chelator.
Doseringsstrategi:
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Der er ikke observeret nogen effekt af eendret doseringsstrategi pa fiernelsen af DPC eller
DMS i filtersand, dvs. der er fx ikke nogen virkning af at udsulte filtersandet for metan for til-
seetning af pesticidnedbrydningsprodukt, og forsgg med MOB kulturen har ikke vist at fijernel-
sen af DPC og DMS er koblet til en bestemt veekstfase.

Positiv kontrol:

Batchforsgg med bentazon har vist en fuld fjernelse efter 7 dages kontakt med filtersand, og
har dermed fungeret som en positiv kontrol af metode- og forsggsdesign.

Batchforsgg med bentazon har samtidig vist, at nedbrydningen kan vaere koblet til metanoxi-
dation, og kan optimeres: 1) fiernelsen i filtersand har overordnet veeret stgrst under tilsset-
ning af metan jf. resultaterne fra screeningen, og 2) doseringsstrategien for metan og pesticid
har pavirket fiernelsen af bentazon jf. resultaterne fra forsag med MOB-kulturen.

3. Skalérbarhed og konceptuel design af renseteknologi

Med baggrund i resultaterne fra bade screening og optimeringsundersggelserne er skalérbarheden af
processen vurderet i forhold til en evt. fremtidig implementering i drikkevandsbehandling. Her er det
bl.a. undersggt, om det observerede potentiale kan overfares til Staurbyskov Vandveaerk, og hvorvidt
biologisk nedbrydning udggr en mulig strategi til behandling af drikkevand. Dette er vurderet pa bag-
grund af omregning af potentialet i batchforsgg til et forventet potentiale i drikkevandsbehandling.

Konklusioner
Overfarsel af potentiale:

o Potentialet for at fierne DPC og DMS kan i nogle tilfeelde overfgres fra biologisk materiale i ét
filter til et andet. Filtersand fra ét vandvaerk har fx vist potentiale for at fjerne pesticidnedbryd-
ningsprodukterne DPC og DMS fra vand fra et andet vandvaerk.

e Bioargumentation med en MOB kultur (3 vol. %) kan stimulere potentialet for at fierne DPC og
DMS i filtersand.

e Bioargumentation med filtersand (50:50) fra et vandveerk kan stimulere potentialet for fijer-
nelse af DPC og DMS pa et andet vandvaerk.

Skalérbarhed:

o Der er ikke identificeret nogle optimeringsparametre i blandt de undersggte hhv. metantilseet-
ning, substratforhold, kobberkoncentration eller doseringsstrategi for fiernelsen af DPC eller
DMS pa vandveerker.

o Potentialet for at fierne DPC og DMS er relativt lavt sammenlignet med det identificerede po-
tentiale for nedbrydning af bentazon (positiv kontrol).

o Detidentificerede potentiale for at fierne DPC og DMS er ikke umiddelbart relevant i forhold til
dansk drikkevandsbehandling med traditionel sandfiltrering med en opholdstid pa ca. 20 min.

Projektets overordnede konklusioner

Der er udfgrt en systematisk og geografisk bred screening af potentialet for mikrobiologisk nedbryd-
ning af DPC og DMS péa danske vandveerker, som overordnet set har indikeret, at filtersand har et po-
tentiale for at fierne DPC og DMS. Laboratorieforsgg har ikke identificeret nogle optimeringsmulighe-
der blandt de undersggte parametre, og resultaterne har ikke kunnet vise en sammenhaeng mellem
metanoxidation og fjernelse af DPC og DMS. Potentialet for en mikrobiologisk nedbrydning er over-
ordnet vurderet lavt, sammenlignet med fx potentialet for at fijerne bentazon, og hastigheden er pa nu-
veerende tidspunkt ikke relevant i forhold til en evt. implementering i dansk drikkevandsbehandling.
Projektet har dermed ikke dannet grundlag for udvikling af en ny renseteknologi med mikrobiologisk
nedbrydning baseret pd metanoxidation. Resultaterne har imidlertid bidraget med vigtig viden til gavn
for vandbranchens beredskab i forhold til handtering af pesticidnedbrydningsprodukter.
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1. Baggrund

| 2017 blev pesticidet Chloridazon (CHL) og dets nedbrydningsprodukter Desphenyl-chloridazon
(DPC) og Methyl-desphenyl-chloridazon (MDPC) fundet hos flere fynske vandforsyninger. | en efter-
falgende screening blev stoffet DPC fundet i 29 % af alle undersggte indtag og i koncentrationer over
greenseveerdien pa 0,1 pg/l i 17 % af de undersggte indtag (GEUS, 2018). De to nedbrydningsproduk-
ter DPC og MDPC blev derfor tilfgjet den obligatoriske monitorering, hvor GRUMO’en senere viste, at
DPC var fundet i 22 % af de danske vandveerkshoringer (Thorling et al., 2019). |1 2018 blev endnu et
pesticidnedbrydningsprodukt: N,N-dimethylsulfamid (DMS) fundet i dansk grundvand (GEUS, 2019),
og blev efterfglgende det hyppigst forekommende pesticidstof i den danske boringskontrol. DMS blev
konstateret i op mod 30 % af vandveerksboringerne og med fund over greensevaerdien i 8 % af borin-
gerne (Thorling et al., 2019). De hgje fundhyppigheder og koncentrationer af pesticidnedbrydnings-
produkter udfordrer en lang reekke vandveerker, hvor flere matte tage boringer ud af drift eller helt
lukke indvinding og produktion pd meget bergrte veerker. Da DPC og isaer DMS er polzere stoffer med
en relativt lave Kow-veerdier, blev der rejst tvivl om effektiviteten af at rense med aktivt kul, da den lave
sorption vil medfare en kort levetid af filtrene. Derfor er det relevant at undersgge alternative rense-
muligheder for stofferne.

Undersggelser pad DTU Miljg har tidligere vist potentiale for mikrobiologisk nedbrydning af flere for-
skellige pesticider i filtersand fra danske vandveerker (Hedegaard & Albrechtsen, 2014). Udnyttelse af
allerede tilstedeveerende mikroorganismer til at fierne pesticidforureninger kan udggre en gkonomisk
effektiv og beeredygtig behandlingsmetode sammenlignet med andre teknologier, fx aktivt kul eller
membranfiltrering. Det er iseer interessant, at der tidligere er pavist en sammenhaeng mellem metan-
oxidation og nedbrydning af pesticidet bentazon, hvor uspecifikke enzymer i metanoxiderende bakte-
rier (MMO) kan igangseette nedbrydningen via en co-metabolisk proces (Hedegaard, 2018). Da der er
flere kemiske lighedspunkter mellem bentazon og chloridazons nedbrydningsprodukter, er det sand-
synligt, at denne nedbrydningsstrategi kan overfgres fra bentazon til DPC. DMS har en kemisk struk-
tur veesentlig forskellig fra de to andre stoffer, hvorfor det er uvist i hvilket omfang erfaringerne med
co-metabolisk nedbrydning kan overfgres til DMS.

1.1 Erfaringer fra indledende laboratorieundersggelser

Der blev i foraret 2018 udfart indledende forsgg for at undersgge potentialet for mikrobiologisk ned-
brydning af CHL og DPC (Hansen, 2018). Forsggene blev udfgrt med biomasse fra Stenholt Vand-
veerk og filtersand fra Borre Vandveaerk samt med relativt hgje pesticidkoncentrationer (hhv. 3,4 mg/l
og 0,1 mg/l). Resultaterne fra de indledende forsgg indikerede et potentiale for at fierne DPC. Bio-
masse fra Stenholt Vandvaerk kunne fjerne 35 % DPC efter 13 dage (Figur 1), og filtersand fra Borre
Vandveerk kunne fjerne 30 % DPC ved 14 dages inkubation (Tabel 1). Dog var resultaterne fra de ind-
ledende forsgg beheeftet med stor usikkerhed bl.a. grundet abiotiske kontroller og analyseusikkerhed.
Der blev i indledende undersggelser pa Borre Vandvaerk, som er bergrt af DPC i ravandet, fundet et
generelt koncentrationsfald gennem filter og rentvandstank efter en opholdstid pa ca. 3 dage. Men
disse analyser kunne ikke verificeres i vaerkets aktuelle indvindings- og driftsforhold.
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Figur 1: Fjernelse af chloridazon og desphenyl-chloridazon i batch-forsgg af 100 ml vand og 10 ml biomasse fra beluftnings-

tank pa Stenholt Vandvaerk (Hansen, 2018).

Tabel 1: Fjernelse af chloridazon, desphenyl-chloridazon and methyl desphenyl-chloridazon i batch-forsag
med filtersand fra primzer, sekundeer og tertizer filter p& Borre vandvaerk, data efter 14 dages inkubation med
0,1 pg/l pesticid (Hansen, 2018).

Primeer filter Sekundeer filter Tertieer filter

Chloridazon +CH4 22 + 18% (n=3)" 7 + 9% (n=3)
-CH4 0+ 1% (n=2) 43 + 18% (n=2)

. +CH4 29 + 6% (n=3)" 30 £ 2% (n=2)" 24 + 15% (n=3)"
Desphenyl-chloridazon -CH4 18 + 4% (n=2)’ 24 + 6% (n=2)
Methyl-desphenyl- +CH4 22 £ 6% (n=3) 5+ 1% (n=3)
chloridazon -CH4 6 + 2% (n=2) 8 + 4% (n=2)

*Baseret pa nul fiernelse i abiotiske kontroller

Indeveerende projekt blev udformet pa baggrund af indikationerne fra de indledende laboratorieunder-
sggelser, og med afseet i de tidligere studier om sammenhaeng mellem metanoxidation og mikrobiolo-
gisk nedbrydning af pesticider. Der blev opstillet en hypotese om, at en mulig ny renseteknologi kan
udvikles ved at udnytte den naturlige bakterieflora pa danske vandveerker. Det kunne fx vaere gennem
en breeder reaktor, der i et separat procestrin kontinuert fader metanoxiderende bakterier til sandfil-
trene (Figur 2). Udvikling og det endelige design af en renseteknologi vil dog afhaenge af, om der pa-
vises et relevant potentiale, og i sa fald hvordan dette kan optimeres.

Beluftning Breeder reaktor
m. MOB-kultur

‘ Filtrering

uv

Figur 2: Eksempel p& muligt konceptuel design af renseteknologi baseret pa co-metabolisk nedbrydning ved berigelse af eksi-

sterende sandfiltre.
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1.2 Projektets formal

Projektets overordnet formal var at undersgge potentialet for mikrobiologisk nedbrydning af DPC og
DMS ved en co-metabolisk proces baseret pa metanoxidation, med henblik pa at udvikle en ny rense-
metode til at fierne DPC og DMS pa bergrte danske vandvaerker. Projektet blev struktureret i falgende
arbejdspakker:

Arbejdspakke 1: Screening og ’Proof-of-concept’
| denne arbejdspakke blev screenet for nedbrydningspotentiale for DPC og DMS pa 10 forskellige
vandveerker. Potentialet blev undersggt i reekke laboratorieforsgg med filtersand eller bakterie-bio-

masse fra beluftningstanke fra udvalgte vandvaerker, hvilket inkluderede:

e Vandveerker hvor forureninger med DPC og/eller DMS er blevet pavist.

e Vandveerker der modtager grundvand med hgje metankoncentrationer.

e Vandvaerker med forskellig kemisk sammenszetning af ravandet herunder fx koncentration af
NVOC og kobber.

Arbejdspakkens screening kortlagde de overordnede muligheder for mikrobiologisk nedbrydning af
DPC og DMS dvs. gav et Proof-of-concept for de videre undersggelser i projektet.

Arbejdspakke 2: Optimering af nedbrydningspotentiale

| denne arbejdspakke blev der undersggt muligheder for at stimulere nedbrydningen af DPC og DMS
via metanoxidation, med henblik pa at optimere nedbrydningspotentialet fra Arbejdspakke 1. Her blev
det undersggt, om nedbrydningen kan stimuleres fx ved at gge metankoncentrationen. Laboratoriefor-
s@g undersggte, hvorvidt falgende parametre kunne forbedre nedbrydningspotentialet:

e Tilseetning af metan

e Substrat-forhold og doseringsstrategi

¢ Kobber-koncentration og MMO udtrykt i MOB

Arbejdspakken undersggte desuden optimering af nedbrydningspotentialet gennem laboratorieforsag
med en opdyrket kultur af metanoxiderende bakterier (MOB) for at kortleegge, hvorvidt der er sam-
menhaeng mellem metanoxidation og nedbrydning af pesticidnedbrydningsprodukterne. MOB kulturen
blev undersggt ift. substrat-forhold og doseringsstrategi

Arbejdspakke 3: Skalérbarhed og koncept for implementering af nedbrydningspotentiale

Med afseet i resultaterne fra Arbejdspakke 1 og 2 blev der vurderet muligheder for at udvikle en rense-
metode baseret pa co-metabolisk fiernelse af pesticidnedbrydningsprodukter. Laboratorieforsgg un-
dersggte hvorvidt potentialet kan overfares fra ét vandveerk til ét andet med udgangspunkt i af lgse
udfordringen pa Staurbyskov Vandvaerk. Skalérbarheden blev vurderet ved at omregne det observe-
rede potentiale fra laboratorieforsag til en forventet hastighed i fuldskala dvs. pa et traditionelt dansk
vandveerk.
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3. Screening af nedbrydningspotentiale

Nedbrydningspotentialet er undersggt i en reekke batchforsgg. Forsggene i screeningen er generelt
udfgrt med samme metode, afsnit 3.2. Feelles for disse forsgg er, at der er anvendt realistiske kon-
centrationer af DPC og DMS (~2 ug/L), og at der er udfart forsgg med og uden tilseetning af biologisk
materiale (filtersand eller bakterie-biomasse indsamlet fra beluftningstanke). Ydermere er stoffet
bentazon inkluderet som positiv kontrol, da tidligere studier har vist, at stoffet kan nedbrydes co-meta-
bolisk via MOB i sandfiltre (Hedegaard, 2018).

3.1 Udveelgelse af vandveerker
Der er udfart nedbrydningsforsgg med materiale fra 10 forskellige danske vandvaerker (Tabel 2).
Vandvaerkerne i screeningen er udvalgt pa baggrund af én eller flere af falgende kriterier:

Metan: Det er sandsynligt, at vandveerker, der behandler ravand med hgit indhold af metan, har me-
tanoxiderende bakterier (MOB) pa vandveerket. Tilstedeveerelsen af MOB pa vandvaerker med hgijt
indhold af metan i rdvandet vil bl.a. afhaenge af iltningssystemets effektivitet. MOB kan vokse enten i
selve beluftningstanken, hvorefter MOB efterfglgende transporteres med vandet til filtrene. Safremt
beluftningssystemet ikke tilstraekkeligt fierner alt metan fra ravandet, kan MOB vokse direkte i sandfil-
trene. Tilstedeveerelsen af MOB pa et vandvaerk vil udover beluftningssystemet ogsa afheenge af van-
dets gvrige kemiske sammenseetning.

Kobber: Koncentration af kobber kan pavirke enzymet Metan Mono-Oxygenasen (MMO), der er an-
svarlig for det fgrste trin i metanoxidationen. MMO findes i to forskellige former hhv. partikulaert
(PMMO) og oplgseligt (sMMO). pMMO kan co-metabolisk initiere nedbrydningen af mindre organiske
forbindelser, hvorimod sMMO, har et bredere potentiale for co-metabolisk nedbrydning fx af aromati-
ske forbindelser (Semrau et al., 2010). Det antages, at MOB pa vandveerker er oligotrofe, dvs. at de
trives under lave koncentrationer af primaert substrat og neeringsstoffer, svarende til forholdene i
sandfiltre. Oligotrofe MOB tilhgrer ofte type Il MOB, som i de fleste tilfaelde vil have pMMO enzymet.
Dog er nogle type Il MOB i stand til at udtrykke begge MMO enzymer, og for disse vil koncentrationen
af kobber afggre, hvilket MMO der produceres. En lav koncentration af kobber vil favorisere dannelse
af sMMO frem for pMMO. Det formodes derfor, at koncentrationen af kobber kan pavirke hvilke stof-
fer, der potentielt kan nedbrydes co-metabolisk af MOB.

Organisk stof: Hgjt indhold af organisk stof kan stimulere veeksten af heterotrofe bakterier (HB), hvil-
ket kan @ge den generelle biologiske aktivitet pd vandvaerker bl.a. i sandfiltrene. HB kan potentielt bi-

drage til den mikrobiologiske nedbrydning af nogle mikro-forureninger i samspil med MOB (Benner et

al., 2015). Et hgjt indhold af organisk stof er ofte koblet til tilstedevaerelsen af fx metan (Christensen et
al., 2015).

D. Pesticidnedbrydningsprodukter: En kontinuert belastning af pesticidnedbrydningsprodukter fx
DPC pa et vandveerk kan potentielt give anledning til vaekst og/eller udvikling af direkte nedbrydere,
der biologisk kan omsaette mikro-forureningen. Da koncentrationerne af pesticidnedbrydningsproduk-
terne er relativt lave, vil den direkte omseetning dog vaere mindre sandsynlig, men det er set tidligere
fx ved omszetning af phenoxysyre p& Kerteminde Vandvaerk efter en forureningsbelastning i 3-6 ma-
neder (Hedegaard et al., 2014).
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Tabel 2: Oversigt over udvalgte vandkvalitetsparametre pa de undersggte vandvaerker. Data stammer fra udtreek fra Jupiter

1) eller 2) analyser foretaget p& DTU af a) hgjeste koncentration malt i aktiv boring, b) top af filter eller c) afgang vandvaerk.

NvOC™ Metan'® Kobber? DPC™ DMS™ Kommentar
(mg/L) (mg/L) (po/L) (po/L) (ng/L) (ifom. prgvetagning)

Stenholt 2,4 <33 0,05 <0,01 <0,01

Borre 41 <22 i 0.12 <0,01 Boringer med forskellig
karakteristika

Sjeelsg Il 2,3 <9,9 0,06 <0,01 <0,01 Udskift af beluftningssystem

Staurbyskov 1,2 <0,5 0,11 0,05 0,095 Reduceret drift pga. DPC og DMS

Ullerup 1,6 <30 <0,02 - - Ammoniumfjernelse tidl. udfordret

Nykgbing F. 2,2 <8,0 0,02 0,077 <0,01 Boringer med forskellg
karakteristika

Skeelskar N. 16 <0,01 <0,02 0,039 <0,01

Skovmglle 2,2 <0,06 0,08 <0,01 0,065 /Endret indvinding pga. DMS

Kerteminde 2,8 - 0,05 0,062 <0,01

Tolne 1,3 <2,8 0,07 <0,01 <0,01

Bredkaer 1,7 <18 0,03 <0,01 <0,01

3.2 Metodebeskrivelse for screening af nedbrydningspotentiale

Princip: Princippet bag forsggene er at lade biologisk aktivt filtersand komme i kontakt med vand
med pesticidnedbrydningsprodukter (DMS og DPC), og undersgge, hvorvidt koncentrationen af disse
aendres over tid som resultat af vandets kontakt med filtersandet og dets iboende mikroorganismer.
Abiotiske (autoklaverede) og positive kontroller (tilsat bentazon) anvendes til at vurdere, hvorvidt kon-
centrationsaendringen indikerer en potentiel biologisk nedbrydning.

Forsggsbeskrivelse: Opstillingen omfatter batchforsgg i 300 ml serumflasker lukket med teflon-coa-
tede gummipropper og metalskrueldg. Der opstilles som minimum seks batchforsgg (flasker) for hvert
vandveerk inkl. kontroller (Figur 3 og Tabel 3). Alle flasker indeholder 100 ml vand afgang vandveerk,
som ved forsggets start tilseettes 2 pg/L pesticidstof hhv. DMS, DPC og Bentazon. Der opstilles fire
flasker for at undersgge nedbrydningspotentialet med 100 g filtersand hhv. med (FM) og uden metan
(FU) (2-5 mg CHa/l). Der opstilles desuden to kontroller: dels en abiotisk kontrol (FA) med sand, der
har veeret autoklaveret 3 gang (af 20 min ved 121°C og 1 atm) og dels en kontrol alene med vand
(VK) dvs. uden tilseetning af filtersand. Alt glasudstyr er syrevasket og glgdet (550°C i 4 timer), gvrigt
materiale er enten autoklaveret eller afvasket med HOCI (1%). Flaskerne er opstillet i Laminar Flow
Baenk, for at minimere kontaminering af forsggsopstillingen.

Tabel 3: Forsggsopstilling ved screening af potentiale for biologisk nedbrydning af DMS og DPC.

# ID Vandveerk Sand Vand DMS DPC Bentazon CH, Autoklaveret
[g] [mI] [ng/] [mg/l [ng/] [mg/l] (3x 121°C af 20 min)
1-2 FU A 100 100 2 2 2 - -
3-4 FM A 100 100 2 2 2 5 -
5 FA A 100 100 2 2 2 - +
6 VK A - 100 2 2 2 - -
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Biologiske Abiotiske
FU1 | FU2 | FM1 | FM2 FA | VK

L] e

Figur 3: Design af batchforsgg til screenings af nedbrydningspotentiale. FU: Filtersand uden metan, FM: Filtersand med me-

tan, FA: Autoklaveret abiotisk kontrol, og VK: Kontrol kun med vand.

Arbejdsprocedure:

1.

Under prgvetagning pa vandveerket indsamles sand fra de gverste 10 cm i et sandfilter samt
vand afgang veerk. Hvis muligt indsamles bakterie-biomasse fra beluftningstanke ved at
skrabe det gverste biofilm af i vandkanten. Materialerne opbevares i teetlukkede, rene behol-
dere ved 10°C indtil forsgget opstilles. Det tilstraebes, at forsagene opseettes inden for fa
dage efter indsamling.

Indledningsuvist fyldes alle flasker med 100 g filtersand, der afvejes via en veegt og tilfgres di-
rekte til flaskerne under afvejning. Sandet dreenes sa vidt muligt inden afvejning.

De abiotiske kontroller autoklaveres tre gange (hver i 20 min ved 121°C og 1 atm). Mellem
hver autoklavering stilles flaskerne pa kgl min 10°C i 5-10 timer.

Der tilfares 100 ml vand til alle flasker, som afvejes pa en veegt (100 g).

Metan (CHoa) tilfgjes flaskerne i det afstemte volumen svarende til en koncentration af 2-5 mg/l
i vandfasen. Flasker, der tilfares CHa, tilfares endvidere ilt (O2) i 2x det tilsatte CH4 volumen.
Ved forsggets start (t = 0) tilseettes pesticidstoffer fra en stamoplgsning i et volumen svarende
til en koncentration i vandfasen pa 2 pg/l.

Prgvetagning: Ved prgvetagning vendes flaskerne forsigtigt inden der udtages 2 ml vaeske. Ved prg-
vetagning erstattes de 2 ml veeske af 2 ml atmosfeerisk luft. Vaesken filtreres gennem et 0,2 um nylon
filter og overfares til et 2 ml markt, heetteglas (Figur 4). Flaskerne prgvetages med en stabil frekvens
over forsggsperioden, gerne 1-2 gange om ugen (Figur 5). Der udtages minimum to prgver inden for
de farste 2 timer efter pesticidtilsaetning (t = 0), og der udtages prgver pa hhv. dag 7 og dag 14 til
sammenligning pa tvaers af screeningsforsagg. Forsgget afsluttes efter max 21 dage. Ved sidste prg-
vetagning udtages 2-3 prgver fra hver flaske.

Vende forsigtigt  Lade st i Udtage vaeske Filtrere prave
6-10 gange =10 sek. ca. 2 ml 0,2 pm

Figur 4: Prgvetagningsprocedure ved screeningsforsgg.
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Figur 5: Prgvetagningsplan ved screeningsforsgag.

Inkubering og monitorering: Flaskerne inkuberes pa rystebord ved 120 rpm og 10°C. Gasfasen
analyseres for O2 og CHa4 via GC-analyse umiddelbart fgr pravetagning af veesken. Safremt koncen-
trationerne falder markant tilseettes der nyt O2 og CHa. Dette vurderes lgbende gennem forsggsperio-
den (Figur 5). Gasfasen analyseres fgr og efter en evt. tilssetning.

Opbevaring og analyse af veeskeprgver: Prgverne opbevares i kgleskab ved ca. 5°C, indtil de kan
analyseres samlet ved forsggets afslutning. Den endelige praveraekke tilfaeeldiggeres forud for LC
MS/MS analysen, s& den ikke falger den kronologiske prgvetagning.

3.2.1 Metodeudvikling

Fortolkningen af de indledende resultater fra nedbrydningsforsggene var delvist udfordret af analyse-
og metodeusikkerheder. Derfor blev der Igbende udviklet pa forsggsdesign fx i forhold til preveudtag-
ning og —opbevaring, abiotiske kontroller samt vurdering af matrixeffekt pa den kemiske analyse (Bi-
lag 1). Det har bl.a. medfgrt, at den relative usikkerhed p& pesticidanalysen er reduceret markant (sa
den relative standard afvigelse (RSD) er reduceret fra ca. 25 % til 5 %). Derudover er forsggsdesign
og prgveudtagningsprocedure blevet optimeret og standardiseret, hvilket har reduceret variationen
blandt replikaterne betydeligt i batchforsggene. Dette har styrket robustheden i nedbrydningsforsg-
gene, som kommer til udtryk i en bedre validering af potentialet for nedbrydning af DPC og DMS.

3.3 Resultater fra batchforsgg i screeningen

Resultaterne fra screening af nedbrydningspotentialet er vurderet for hvert af de 10 undersggte vand-
veerker samt Borre Vandveerk fra de indledende undersggelser. Her er eendringen over tid estimeret
for pesticidnedbrydningskoncentrationen normaliseret i forhold til startkoncentrationen og sammenlig-
net pa tveers af batchforsggene, for de relevante abiotiske kontroller og den overordnede analyse- og
metodeusikkerhed, for at vurdere potentialet for biologisk nedbrydning.

3.3.1 Stenholt Vandveaerk
Karakterisering af vandveerk:
e Hgj koncentration af metan i ravandet, ~15 mg/l (Milanovic & Sykyta, 2017).
e Der er observeret orangefarvet biomasse (indikerer tilstedeveerelse af MOB) i beluftnings-
tanke og i sandfiltre.
o Der er ikke gjort fund af DPC, DMS eller bentazon i rdvand, som behandles pa vaerket.
Resultater fra nedbrydningsforsgg:
o Der er tidligere observeret potentiale for nedbrydning af bentazon med biomasse fra beluft-
ningstanken samt pavist sammenhaeng med metanoxidation (Hedegaard, 2018).
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¢ Indledende nedbrydningsforsgg med relativt hgje koncentrationer (mg/L) indikerede fijernelse
af CHL (10%) og DPC (35%) efter 14 dages inkubation med biomasse fra beluftningstank (Fi-
gur 1) (Hansen, 2018).
e Screeningsforsgg med lave koncentrationer (ug/L) viste ikke fjernelse af DPC eller DMS,
hverken ved brug af biomasse eller filtersand fra Stenholt Vandvaerk (Figur 6).
a) DPC i filtersand b) DPC i biomasse
1,6 1,6
o FUL & BU1
1,4 + FU2 14 + B-U2
1,2 Sand-CH4 Biomass-CH4
10 o FM1 o B-M1
3 ’ o M2 e B-M2
S 08 Sand+CH4 Biomass+CH4
£ 06 Abiotic-CH4 £ 06 Abiotic-CH4
0,4 Abiotic+CH4 04 Abiotic+CH4
Water-CH4 Water-CH4
0,2 0,2
—ome- WatertCH4 | eme Water+CH4
0,0 0,0
0 10 20 30 0 10 20 30
Time [d] Time [d]
c) DMS i filtersand d) DMS i biomasse
14 o Ful 14 ° ¢ B-UL
o F-U2 ° ¢ B-U2
12 $® @ rd sand-CH4 1,2 - Biomass-CHA
* | o FM1 ya o BMI
— X2/ 2 * _ baa Ho
2o N/ NN o NES s
% I 8 . Sand+CH4 % ?. ° o, * R Biomass+CH4
= . 3 Water-CH4 s A o T '\. WaterCH4
a a e 3 2y ¥
0,8 Water+CH4 0,8 (-3 Py Water+CH4
Abiotic-CH4 I Abiotic-CH4
Abiotic+CH4 Abiotic+CH4
0,6 0,6
o} 5 10 T\'mlesldl 20 25 30 0 5 10 T\'rr%es[d] 20 25 30

Figur 6: Fjernelse af DPC og DMS (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand (100g/100 ml vand) og biomasse (10 ml/100 ml
vand) fra Stenholt Vandveerk. Duplikater angivet med &bnede og lukkede symboler.

3.3.2 Borre Vandvaerk
Karakterisering af vandveerk:
e Vandveerk med to boringer med forskellige karakteristika for rdvandet med hhv. hgj koncen-
tration af metan, ~15 mg/l og ingen pesticidfund, og omvendt (Hansen, 2018).
Resultater fra indledende undersggelser:
e Op til 25% nedbrydning af bentazon i filtersand med st@rst nedbrydning i primeer filter dvs. po-
tentiel sammenhaeng med metanoxidation (Hansen, 2018)
¢ Indikation af nedbrydningspotentiale for CHL, DPC og MDPC trods usikkerheder inkl. proble-
mer med abiotiske kontroller (Tabel 1) (Hansen, 2018).

3.3.3 Sjeelsg Vandveerk (anleeg Il)
Karakterisering af vandveerk:
¢ Ingen fund af pesticider eller nedbrydningsprodukter i rAvand (Jupiter, 2019).
e Hgije koncentrationer af metan i rdvandet, ~10 mg/l (Milanovic & Sykyta, 2017).
Resultater fra nedbrydningsforsgg:
o Filtersand har tidligere vist nedbrydningspotentiale for bentazon med sammenhaeng til metan-
oxidation (Milanovic & Sykyta, 2017 og Hedegaard, 2018).
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Indikation af nedbrydning af DMS og DPC med filtersand, trods udfordringer med abiotiske
kontroller. Observeret fiernelse af DMS pé 35 * 6 % og fiernelse af DPC pa 23 + 10 % efter
14 dage (Figur 7).

Mulig effekt af tilseetning af metan pa potentialet for fiernelse baseret pa fjernelse efter 49
dage (Tabel 4 og Figur 8) (Nielsen & Pedersen, 2019).

a) —s—Low 2,5 ug/l —8—High 25 ug/l -+ Abiotic b) —8—Low 2,5 ug/l —e—High 25 pg/l -+ Abiotic
14 HCH,  +Ha 1.4 Ic"a I"C'

\ \ 1.2 ®

-,

1,0
0.8
0,6

DMS [C/C,]
DPC [C/Cy)

04
0,2 0,2

0.0 0.0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time [d] Time [d]

Figur 7: Fjernelse af a) DMS og b) DPC i batch-forsgg af 100 ml vand og 100 g filtersand fra Sjeelsg Vandveerk anleeg Il ved
hhv. 25 og 2,5 pg/l pesticid. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

Tabel 4: Fjernelse af DPC og DMS i batch-forsgg med vand og filtersand fra Sjeelsg Vandvaerk anleeg Il, data efter 7 og
49 dages inkubation med 2 pg/l pesticid (Nielsen & Pedersen, 2019).

+CH4 + azid
-CHa (2 mg/L) 2 g/L)
bPC 7 [d] 3 9%(n=2) 7 %(n=2) 28 %(n=2)
49 [d] 28 %(n=2) 36 %(n=2) 44 %(n=2)
DMS 7 [d] 0 %(n=2) 0 %(n=2) 3%(n=2)
49 [d] 8 %(n=2) 13 %(n=2) 25 %(n=2)
o mil = m2 —— CH4 0o mi = m2 — CH4
a) DMS A b1l A b2 Benzoate b) bPC A b1 A b2 Benzoate
12 k1 k2 Control 12 k1 k2 Control
0 ‘ g& akl +  akz ~-~~~Azw’de_ 10 N < akl ¢+ ak2 e Azide
¥
—08 | ___________ . _08
S | 5
Sos N © ‘§0,6
(%] 8]
20,4 20,4
0,2 0,2
0,0 0,0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Time [d] Time [d]

Figur 8: Fjernelse af a) DMS og b) DPC i batch-forsgg af 100 ml vand og 100 g filtersand fra Sjeelsg Vandvaerk samt 2 ug/|

pesticid (Nielsen & Pedersen, 2019). Duplikater angivet med abnede og lukkede symboler.

3.3.4 Staurbyskov Vandveerk
Karakterisering af vandveerk:
e Fund af DPC (0,14-2,4 ug/l) og MDPC (0,013-0,16 pg/l) i ravandet, og i december 2017 gav
kommunen dispensation til at anvende Staurbyskov som ngdforsyning, derfor har vaerket kart
med reduceret drift i perioden.
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e Lgbende pravetagning efter fund af DPC i rAvand viste desuden tilstedeveerelse af DMS i af-
vaergeboringer (i koncentrationer op til 0,22 pg/l).
e Lav koncentration af metan i ravandet, ~0,02-0,05 mg/L (Jupiter, 2019).

Resultater fra nedbrydningsforsgg:

e Indikation af fijernelse med filtersand fra Staurbyskov vandvaerk, foruden naturligt forekom-
mende pesticidnedbrydningsprodukter ogsa tilsat 2 pg/L. Efter 14 dages inkubation er der
fiernet 27 % af DPC og 30 % af DMS. Der er ikke indikation af gget fiernelse ved tilseetning af
metan (Tabel 5 og Figur 9) (Nielsen & Pedersen, 2019).

Tabel 5: Fjernelse* af DPC og DMS i batch-forsgg med vand og filtersand fra Staurbyskov vand-
veerk, data efter 14 dages inkubation med 2 ug/l pesticid (Nielsen & Pedersen, 2019).

+CH4 +CH4
“cha @mglL) (5 mg/L)
DPC 27 % (n=2) 10 % 14 %
DMS 30 % (n=2) 9% 15 %
*Baseret pa nul fiernelse i abiotiske kontroller
a) DMS b) DPC
—a—-CH4 —e—2mg CH4/l - e -5 mg CH4/ —a—-CH4 —e—2mg CH4/l1 - e -5 mg CH4/1
L4 14 T
1.2 12 +
_ 10 _ 10 ne
g o0s g os 1
2 0,6 E 0.6 T
04 04 +
0.2 02+
0.0 0.0
0 10 20 30 0 10 20 30
Tid [d] Tid [d]

Figur 9: Fjernelse af DMS og DPC i batch-forsgg med vand og filtersand fra Staurbyskov Vandveerk, 2 pg/l pesticid og naturligt

forekomne metabolitter (Nielsen & Pedersen, 2019). Errorbar er afvigelsen mellem duplikater.

3.3.5 Ullerup Vandveerk
Karakterisering af vandveerk:
e Hgijt indhold af metan i ravandet, ~15 mg/L (Milanovic & Sykyta, 2017).
e Hgj koncentration af organisk stof p& vandvaerket, >4 mg/L afgang veerk (Jupiter, 2019).
e Der har tidligere veaeret observeret hgje koncentrationer af kobber, ~2ug/L (Milanovic & Sy-
kyta, 2017).
e Der har tidligere veeret udfordringer med ammoniumfjernelse i filtre forud for prgvetagning.
Resultater fra nedbrydningsforsgg:
o Tidligere nedbrydningsforsgg med bentazon viste et lille potentiale, som ikke blev forsggt sti-
muleret med tilsaetning af metan (Milanovic & Sykyta, 2017).
o Nedbrydningsforsgg med filtersand og biomasse fra beluftningstank indikerede ikke fjernelse
af DPC eller DMS (Figur 10). Forsgget var forbundet med hgj usikkerhed (RSD ved analysen

~25 %).

16 /50



TRE/FOR Teknisk rapport

=
—
[ =

- Vand Chloridazon (ID 4328.2018)
= KRrUGER ()
+—= KRUGER(y VEOLIA 15. oktober 2021
a) Biomasse ) )
DPC Biomass-CH4 Biomass+CH4
DMS Biomass-CH4 Biomass+CH4 25 Biomass+Azide-CH4 Biomass+Azide+CH4
25 Biomass+Azide-CH4 Biomass+Azide+CH4 ’ L o Water-CHA ke Water+CH4
----m--- Water-CH4 ke Water+CH4 20
o
=
Q g
=)
0,0
0,0 0 5 10 15 20 25
0 5 10 15 20 25 Time (d]
Time [d]
b) Filtersand
DPC Sand-CH4 Sand+CH4
DMS Sand-CH4 Sand+CH4 25 Sand+Azide-CH4 Sand+Azide+CH4
Sand+Azide-CH4 Sand+Azide+CH4 oM Water-CH4 ook Water+CH4
-..m-.- Water-CH4 <ok Water+CH4

c/co

c/co

25

10 _. 15
Time [d]

0 5 10 15 20 25
Time [d]

Figur 10: Fjernelse af DMS og DPC (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med a) biomasse (10 mI/100 ml vand) og b) filtersand
(100g/100 ml vand) fra Ullerup Vandvaerk. Duplikater angivet med abnede og lukkede symboler.

3.3.6 Nykgbing Falster Vandvaerk
Karakterisering af vandveerk:
¢ Indhold af metan i nogle boringer (~5 mg/L) men ikke i andre (Jupiter, 2019).
e Vandveerket har gjort fund af DPC i rAvandet i enkelte boringer (Jupiter, 2019).
Resultater fra nedbrydningsforsgg:
e Ingen tidligere nedbrydningsforsgg pa vandvaerket.
¢ Nedbrydningsforsgg med filtersand indikerede ikke fiernelse af DPC eller DMS, da koncentra-
tioner er malt stabile over en inkubationsperiode pa 22 dage (Figur 11).

a) DMS b) DPC
1,6 1,6
< F-UL ¢ F-U1
14 + FU2 14 ¢+ FU2
1,2 Sand-CH4 1,2 $ Sand-CH4
10 Wi G a§ 0 FML 10 o F-M1
- ¢ FM2 3 ¢ FM2
9 08 9 08
=) Sand+2mgCH4/L S — Sand+2mgCH4/L
g 06 Sand+azide E 0,6 Sand+azide
[a]
0,4 Sand+azide+CH4 0,4 Sand+azide+CH4
Water-CH4 Water-CH4
0,2 0,2
vvvvvvv Water+CH4 --m-o Water+CH4
0,0 0,0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Time [d] Time [d]

Figur 11: Fjernelse af DMS og DPC (Co = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Nykgbing Fal-

ster Vandvaerk. Duplikater angivet med abnede og lukkede symboler.
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3.3.7 Skeelskar Nordre Vandvaerk
Karakterisering:

Vandveerket var et at de farste, som paviste DPC i ravandet i 2017, hvorfor det ma formodes
at filterne har veeret belastet med DPC over en leengere periode (Jupiter, 2019).
Metanindholdet i rdvandet var lav, < 0,02 mg/L (Jupiter, 2019).

Resultater fra nedbrydningsforsgg:

a) DMS

Koncentration [C/C]

Ingen tidligere nedbrydningsforsgg pa vandveerket.

Nedbrydningsforsgg med filtersand indikerede ikke fiernelse af DPC, DMS eller Bentazon, da
koncentrationer er stabile gennem en inkubationsperiode pa 21 dage (Figur 12).
Koncentrationen af DPC gennem vandveerk faldt fra udlgb filter til afgang vandvaerk med 45
% over perioden med ophold i rentvandstanken (Tabel 6). Fjernelsen er ikke verificeret ift. ak-
tuelle indvindings- og driftsforhold.

b) DPC c) Bentazon
—a—_ CH4 —e—+CH4 —s—- CH4 —e—+CH4 —=—- CH4 —e—+CH4
+- Abiotisk kontrol -~ Vand e Abiotisk kontrol -+a Vand -+ Abiotisk kontrol --a- Vand
1.4
- L —_
¢ 12 ]
S L )
ER| 5
g 08 g
- -
g 06 K
g g
g 04 £
B S
2 0.2 ]
0,0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tid [d] Tid [d] Tid [d]

Figur 12: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 ug/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra

Skeelskar Vandveerk. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

Tabel 6: Malte koncentrationer af Desphenyl-chloridazon (DPC) gennem Skeelsker Vandvaerk.

Ravand Indlgb filter Udlgb filter Afgang
DPC [ug/l] 0,110 0,111 0,125 0,068

3.3.8 Skovmglleveerket, Svendborg
Karakterisering af vandveerk:

Vandvaerket har haft udfordringer med forhgjede koncentrationer af DMS i ravandet siden
2018 (op til 0,5 pg/l i enkelte boringer) og har derudover observeret DPC og CTA i enkelte bo-
ringer (Jupiter, 2019).

Indhold af metan ravandet er lav, < 0,06 mg/L (Jupiter, 2019).

Resultater fra nedbrydningsforsgg:

Ingen tidligere nedbrydningsforsgg pa vandvaerket.

Nedbrydningsforsgg med filtersand har ikke indikeret fijernelse af DMS. Potentiel fijernelse af
DPC kun indikeret for sand fra for-filter 12 % efter 14 dage. Potentiel fjernelse af bentazon
kun for sand fra efterfilter 39 % efter 14 dage, og en mulig gget fiernelse ved tilsat metan (Fi-
gur 13).
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Figur 13: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Skov-
mglleveerket, Svendborg. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.
3.3.9 Kerteminde Vandveerk

Karakterisering af vandveerk:

Vandveerket var et at de fgrste, som paviste DPC i ravandet i 2017, hvorfor det ma formodes,
at filtrene har veeret belasted med DPC over en leengere periode (Jupiter, 2019).

Indhold af metan i rAvandet er ikke malt, og det ma formodes lavt/under detektionsgraensen.
Relativt hgj koncentration af organisk stof, ~3 mg/L afgang veerk (Jupiter, 2019).

Der er observeret hgje koncentrationer af kobber, ~26 pg/L afgang veerk (Jupiter, 2019)

Resultater fra nedbrydningsforsgg:

a) DMS

Koncentration [C/C,]

Der er tidligere observeret potentiale for nedbrydning af phenoxysyre (MCPP) pa veerket efter
en laengere periode med belastning heraf blev indlgbskoncentrationen ikke genfundet i udlgb
af filteret (Hedegaard et al., 2014)

Nedbrydningsforsgg med filtersand har ikke indikeret fijernelse af DPC og DMS. Potentiel fjer-
nelse af Bentazon kun ved tilsesetning af metan (Figur 14).

b) DPC c) Bentazon
—=—- CH4 —eo—+CH4 —=—_ CH4 —eo—+CH4 —=—- CH4 —e—+CH4
-+~ Abiotisk kontrol --a-- Vand -+ Abiotisk kontrol -~ Vand -+ Abiotisk kontrol --a- Vand

A,
L .

Koncentration [C/Cy]
Koncentration [C/Cy]

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Figur 14:

Tid [d] Tid [d] Tid [d]

Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Ker-

teminde Vandveerk. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

3.3.10 Tolne Vandveerk
Karakterisering af vandveerket:

Vandveerket har enkelte boringer med indhold af metan, ~ 3 mg/L (Jupiter, 2020).
Vandveerket har tidligere veeret udfordret af orme i sandfiltrene, hvilket blev koblet til et hgjt
indhold af organisk stof (Christensen et al., 2015).

Der er ikke pavist pesticidrester i rivand pa veerket (Jupiter, 2020).
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Resultater fra nedbrydningsforsgg:
¢ Ingen tidligere nedbrydningsforsgg pa vandvaerket.
¢ Nedbrydningsforsgg med filtersand har ikke indikeret fjernelse af DPC og DMS. Potentiel fjer-
nelse af Bentazon ikke pavirket af tilsaetning af metan (Figur 15).

a) DMS b) DPC c) Bentazon
—a— -CH4 —@—~+CH4 - a - Abiotisk -+ Vand —=—-CH4 —8—+CH4 — & - Abiotisk -+ Vand —a—-CH4 —@—~+CH4 - & - Abiotisk - Vand
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Figur 15: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (Co, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Tolne

Vandveerk. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

3.3.11 Bredkeaer Vandveerk
Karakterisering af vandvaerket:

e Vandveerket har boringer med hgjt indhold af metan, ~18 mg/L (Jupiter, 2020).

e Der er ikke gjort fund af pesticidnedbrydningsprodukter i ravand pa vaerket (Jupiter, 2020).
Resultater fra nedbrydningsforsgg:

e Ingen tidligere nedbrydningsforsag pa vandvaerket.

¢ Nedbrydningsforsgg med filtersand har ikke indikeret fijernelse af DPC og DMS. Potentiel fjer-

nelse af Bentazon ikke pavirket af tilsaetning af metan (Figur 16).

a) DMS b) DPC c) Bentazon
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Figur 16: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Bred-

keer Vandveerk. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

3.4 Opsamling af resultater fra screeningen

Screeningen viste, at materiale fra nogle vandvaerker har potentiale for at fierne DPC og DMS (Tabel
7). P& den anden side har screeningen ogsa pavist, at materiale fra andre vandvaerker ikke har poten-
tiale for at fierne pesticidnedbrydningsprodukterne. Potentialet er vurderet ud fra et generelt malt fald i
koncentrationerne af DPC og DMS over forsggsperioden. Abiotiske kontroller har generelt vist et la-
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vere fald, end biologisk aktive forsgg. Men da der er vist et fald i abiotiske kontroller, kan der ikke en-
tydigt afklares, at fjernelsen skyldes en biologisk nedbrydning. Derfor er de efterfglgende fiernelser
(angivet i %) ikke korrigeret for evt. abiotisk fiernelse.

Det stgrste nedbrydningspotentiale i screeningen blev identificeret for Sjeelsg Vandveerk (anleeg II).
Her blev der observeret en fiernelse af DPC pa 23 + 11 % og en fjernelse af DMS pa 35 + 5 % efter
14 dages kontakt med filtersand. Generelt var nedbrydningspotentialet stgrre for materiale udtaget fra
veerker med naturligt indhold af metan i rdvandet. Undersggelserne fandt ikke nedbrydningspotentiale
i materiale fra vandvaerker med seerlig kraftig pesticidforurening, men uden metan i ravandet. Adapta-
tionsforsgg, hvor de mikrobiologiske praver blev eksponeret til DPC eller DMS i laengere tid (~2 ma-
neder) for at tilvaenne og dermed stimulere nedbrydningen, viste ingen umiddelbar effekt. Dette un-
derstgtter hypotesen om, at nedbrydningspotentialet skyldes co-metabolisk nedbrydning baseret pa
metanoxidation, hvor denne adaptationsstrategi ikke vil have effekt.

Tabel 7: Oversigt over resultater fra screening af potentialet for mikrobiologisk nedbrydning af DPC, DMS og bentazon fra
laboratorieforsgg. Fjernelse er angivet som fraktion af startkoncentrationen (1-C/C,) efter 14 dages inkubation. Ved (-) er
fiernelsen ikke undersggt. Forsggene er udfart med en startkoncentration pa 2 pg/L, og med 100 g filtersand eller 10 mL

bakterie-biomasse per 100 mL vand afgang veerk. Der er ikke korrigeret for abiotisk fiernelse. RSD er angivet for duplikater.

Vandveerk Fjernelse af pesticidstof Biologisk aktivitet? Kommentar
[1-CICq] [mg/l/d]
DMS DPC Bentazon O, CH,
Stenholt 0,06 0,02 - 0,94 0,41 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH4 (0
+4,5% +4,5% +0,7% +3,3% og 10 vol.%).
-0,05 0,04 - - - Biomasse. Ingen effekt af tilsat CH4 (O
+8,0% +4,9% og 20 vol.%).
Borre? - 0,29 - - - Filtersand. Sand fra forskellige filtre
+6,0% (primeer, sekundeer og tertiger) og til-

seetning af 15-20 vol. % CH,.

Sjeelsg Il 0,35 0,23 - 0,31 0,30 Filtersand. Ingen tilsaetning af CH,.
+4,6% +10,7% +25% +3%

Staurbyskov 0,32 0,32 - 0,18 0,15 Filtersand. Mulig effekt af tilsat CH,4 (O
+7,7% +8,7% 0g 20 vol.%).

Ullerup 0,06 -0,02% - 0,26 0,14 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH, (0

+25% +2,1% +1,5% og 10 vol.%).

0,24 0,09 - - - Biomasse. Ingen effekt af tilsat CH,4 (0
+2,3% +1,2% og 10 vol.%).

Nykgbing Fal- 0,25 0,25 - 0,32 0,18 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH4

ster +7,6% +13,4% +9,1% +4,1% (0, 10 og 25 vol.%).

Skeelskar 0,06 0,04 0,08 0,15 0,10 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH4 (O
+2,1% +2,0% +2,9% +18% +11% 0g 20 vol.%).
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Svendborg 0,05 -0,02% 0,31 0,08 0,07 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH, (O
+7,2% +7,8% +3,2% +29% +17% og 20 vol. %) for DMS og DPC. DPC
fiernelse kun i forfilter. Bentazon fjer-
nelse kun i efterfilter og mulig effekt af
tilsat CH,4 (20 vol. %).
Kerteminde 0,04 0,06 -0,04% 0,16 0,09 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH,4
+3,9% +2,9% +3,2% +50% +36% (15 vol.%) for DMS og DPC. Benta-
zon fjernelse kun ved tilsat CH4 (15
vol.%).
Tolne 0,14 0,16 0,29 0,77 0,37 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH,4
+15% +0,3% +3,8% +0,6% +1,0% for DMS og DPC (0 og 15 vol. %).
Mulig effekt af tilsat CH, for bentazon
(15 vol. %)
Bredkeer 0,07 0,11 0,22 0,98 0,48 Filtersand. Ingen effekt af tilsat CH,4
+0,5% +0,4% +0,4% +0,1% +3,2% for DMS og DPC (0 og 15 vol. %).
Mulig effekt af CH, for bentazon (15
vol. %).

Noter: 1) Malt via GC-analyse af ilt og metan i gasfasen og omregnet til forbrug i vandfasen, 2) Indledende undersggelser fra
Borre Vandvaerk er inkluderet i tabellen fra Hansen, 2018, 3) Negative fiernelser betyder, at gennemsnitskoncentrationen er
estimeret hgjere end startkoncentrationen inkl. analyse- og metodeusikkerhed.

| batchforsag, hvor der blev doseret metan, blev metanforbruget stimuleret, sd metanforbruget blev
hurtigere, hvilket indikerede tilstedeveerelse og aktivitet af metanoxiderende bakterier (MOB). Dette er
observeret for bade filtersand og bakterie-biomasse fra beluftningstanke (Figur 17). De begraensede
forsgg med dosering af metan som del af screeningen, viste ikke umiddelbart en optimering af fiernel-
sen af DPC eller DMS.

Filtersand (F-M) Biomasse (B-M)
Abiotisk Filtersand (FA-M) ---=-- Abiotisk Biomasse (BA-M)
Vand (VK-M)

Vand (VK-M)
y=0,05x+8,95

Biomasse (B-M)
y=-1,47x+36,5

Filtersand (F-M})
y=-0,88x+21,3

0 5 10 15 20 25
Time [d]

Figur 17: Metankoncentrationer malt i batchforsgg i screeningen af nedbrydningspotentialet med hhv. filtersand og bakterie-

biomasse fra Stenholt vandvaerk.

| screeningsforsggene blev fiernelsen af DPC og DMS estimeret til hhv. 23 % og 35 % efter 14 dages
kontakt med filtersand (startkoncentration pa 2,5 pg/L). Batchforsggene er udfart under standardise-
rede testforhold, der pa visse punkter afviger fra relevante driftsforhold i dansk drikkevandsbehandling
fx ift. opholdstid og belastning af sandfiltre. Selvom der er observeret et potentiale, viste batchforsg-
gene ikke en fuld fjernelse af pesticidnedbrydningsprodukterne. Det er derfor relevant at undersgge
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mulighederne for en optimering af nedbrydningspotentialet. Skalérbarheden af det observerede po-
tentiale vurderes naermere i afsnit 5.2.

3.5 Konklusioner fra screeningen

Laboratorieundersggelserne fra screeningen har fart til falgende konklusioner

Biologisk materiale fra nogle vandveerker har potentiale til at fierne DPC og DMS. Det er ge-

nerelt et fald i koncentrationen over tid som resultatet at kontakt mellem pesticidholdigt drikke-

vand og filtersand.

e Biologisk materiale fra vandvaerker som behandler ravand med betydelig forurening af pesti-
cidnedbrydningsprodukterne DPC eller DMS viste generelt ikke potentiale for fjernelse af stof-
ferne. Adaptionsforsgg, hvor det biologiske materiale har veeret i kontakt med pesticidforure-
net vand over en leengere periode (~2 maneder), viste heller ikke et gget potentiale for at
fierne stofferne. Disse resultater indikerer, at den observerede fjernelse ikke skyldes en di-
rekte biologisk nedbrydning.

e Biologisk materiale fra vandvaerker med hgit indhold af metan i ravand har generelt et starre
potentiale for at fierne pesticidnedbrydningsprodukterne. Dette tyder pa, at en evt. biologisk
nedbrydning kan veere co-metabolisk og baseret pa metanoxidation.

o Det starste potentiale for fijernelse er observeret i biologisk materiale fra Sjeelsg Vandvaerk
(anleeg I1). Her blev der fundet en fiernelse af DPC pa 23 % og en fiernelse af DMS pa 35 %
efter 14 dages kontakt med filtersand.

o Kontrolforsgg uden filtersand har i screeningen af nedbrydningspotentialet hverken brugt ilt
eller metan. Dette indikerer, at der ikke er betydelig biologisk aktivitet i drikkevandet alene,
som biologisk kan nedbryde pesticidnedbrydningsprodukterne.

¢ Koncentrationen af pesticidnedbrydningsprodukterne forbliver stabil over tid i kontrolforsgg
uden filtersand, sa fiernelsen i forsggene med biologisk materiale fra vandvaerker skyldes det
tilsatte materiale.

¢ Metanoxiderende bakterier til stede i filtersand inhiberes ved autoklavering eller kemikalietil-
saetning (azid eller zink), da abiotiske kontroller ikke forbruger metan.

o De abiotiske kontroller forbruger ilt, hvilket enten kan skyldes, at der fortsat er heterotrofe mi-
kroorganismer til stede efter autoklavering eller kemikalietilsaetning, eller at filtersandet i sig
selv har et kemisk iltforbrug.

¢ | nogle abiotiske kontroller er der et indledende fald i koncentration af pesticidnedbrydnings-
produkterne, hvilket indikerer, at stofferne adsorberer til det tilsatte filtermateriale. Adsorptio-
nen er generelt stgrre for DPC end for DMS.

o Etgenerelt fald i koncentrationerne i abiotiske kontroller over tid betyder, at forsggene ikke
entydigt kan pavise, at den observerede fjernelse i biologisk aktive praver skyldes en biolo-
gisk proces.
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4. Optimering af nedbrydningspotentialet

Resultaterne fra screening af nedbrydningspotentialet pa de 10 forskellige vandveerker dannede
grundlag for en videre undersggelse af mulighederne for at optimere potentialet. Optimering af ned-
brydningspotentialet blev undersggt for fglgende parametre:

1. Tilseetning af metan
Effekt af substrat-forhold og doseringsstrateqgi
Effekt af kobber-koncentration og MMO udtrykt i MOB
MOB kultur og substrat-forhold

E

Der blev udfart batchforsgg efter samme eksperimentelle principper som i screeningen, hvor biologisk
materiale i form af filtersand eller bakterie-biomasse og vand med indhold af pesticidnedbrydningspro-
dukter blandes i lukkede flasker. | optimeringsforsggene blev batchforsggene endvidere tilsat forskel-
lige koncentrationer af hhv. metan, pesticidnedbrydningsprodukt og kobber. Derudover blev der udfart
forsgg med forskudt tilsaetning af substrater for at teste en mulig effekt af doseringsstrategi. De kon-
krete forsggsopstillinger er beskrevet i det efterfglgende afsnit.

4.1 Metodebeskrivelse for optimering af nedbrydningspotentiale

Forsggsbeskrivelse: Forsggsopstillingerne med filtersand er designet som batchforsgg i 300 ml se-
rumflasker lukket med teflon-coatede gummipropper og metal skrueldg. Her blandes 100 g filtersand
med 100 ml vand udtaget ved afgang vandveaerk. Der opstilles et passende antal flasker til at teste en
reekke forskellige kombinationer af substrattilseetning. Derudover inkluderes flasker til abiotiske kon-
troller hhv. en abiotisk kontrol med filtersand tilsat 3,6 ml ZnCl> og en kontrol kun med vand, uden til-
sat filtersand. Sand, vand, metan og ilt tilsaettes farst flaskerne, og forsgget startes ved tilssetning af
pesticidstof hhv. DMS, DPC og Bentazon. Flaskerne opbevares pa rystebord ved 10°C. Forsggsop-
stillingerne er beskrevet i efterfglgende afsnit (Tabel 8, Tabel 9 og Tabel 10 samt Figur 18, Figur 19
og Figur 20).

Forsggene med MOB-kulturen er designet som lukkede batchforsgg i 250 ml serumflasker forseglet
med teflon-coatede gummipropper og metal klemmer. Den anvendte bakterie-biomasse er en blandet
MOB kultur oprindeligt opdyrket fra spildevand i et syntetisk vaekstmedie med ammonium som nitro-
gen-kilde (Dedysh & Dunfield, 2017 & Whittenbury et al., 1970). MOB kulturen er dyrket pa DTU Miljg,
hvor den tidligere er karakteriseret via biologiske analyser i forhold til sammensaetning og beskrivelse
af MOB stammer (Tsapekos et al., 2020). De indledende forsgg med MOB kulturen er udfgrt med 10
volumen % MOB biomase i drikkevand afgang veerk. De gvrige forsgg med MOB kulturen er udfart
med 3 vol. % MOB-biomasse i veekstmedie i stedet for drikkevand, for at sikre en tilstraekkelig stimule-
ring af MOB aktivitet ved tilstedeveerelse af naeringssalte og spormetaller inkl. kobber. Biomasse,
vand, metan og ilt tilseettes forst flaskerne, og forsgget startes ved tilsaetning af pesticidstoffer hhv.
DMS, DPC og Bentazon. Flaskerne opbevares under omrgring ved 10°C. Forsggsopstillingerne er
beskrevet i afsnit herunder (Tabel 11, Tabel 12, Figur 21 og Figur 22).
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Tabel 8: Opstilling af optimeringsforsgg til test af effekten af metan-tilsaetning pa nedbrydningspotentiale for DMS og DPC

pa Sjeelsg anlzeg II.

Nr. ID Vand Filtersand DPC DMS Bentazon CH, 0O,
[ml] [a] [ug/L] [ug/L] [ug/L] [% viV] [% viv]

1 F-1 100 100 2 2 2 10 20
2 F-2 100 100 2 2 2 10 20
3 F-3 100 100 2 2 2 20 40
4 F-4 100 100 2 2 2 20 40
5 FA-1 100 100 2 2 2 10 20
6 FA-2 100 100 2 2 2 10 20
7 VK-1 100 - 2 2 2 10 20
8 VK-2 100 - 2 2 2 10 20
‘!"Tcm ' 1 l:'<0;,fEH_-_ l

L i i i i

1 | | | |

01 4 7 14 21 Tid [dage]

Figur 18: Pravetagningsstrategi for batchforsgg for optimering af nedbrydningspotentialet for DMS/DPC pa Sjeelsg anleeg II.

Forsggsopstilling til test af substrat-forhold:

Tabel 9: Opstilling af optimeringsforsag til test af effekten af substrat-forhold pa det biologiske potentiale for nedbrydning af
DMS og DPC (Hummelshgj, 2021).

Vand Filtersand o DMS DPC Bentazon CH, ZnCl,
Nr. ID Aktivitet
[mL] [d] [ugt]  [ug/L] [ug/L] [mg/L] [mL]
1 FM_0,5 100 100 Biologisk 0,5 0,5 0,5 15 -
2 FM_5 100 100 Biologisk 5 5 5 15 -
3 FM_50 100 100 Biologisk 50 50 50 15 -
4 FM_500 100 100 Biologisk 500 500 500 1,5 -
5 FU_5 100 100 Biologisk 5 5 5 15 -
6 FU_50 100 100 Biologisk 50 50 50 15 -
7 FA_5 100 100 Abiotisk 5 1,5 3,6
8 VK_5 180 - Abiotisk 5 15 -
Add. of DMS, DPC & bentazone
l L ] ® @]
Water sample - Pesticide
conc. analysis
H T T T I T | Alr sample O,
a2 1T T ! L ! ® Air sample CH,
d 3d 6d 8d 14d

od
T t=0

Add. of CHy

f

Add. of
CH.and 0.

@ Airsample CO;

Figur 19: Prgvetagningsstrategi for batchforsgag til test af effekten af substratforhold pa nedbrydningspotentialet for DMS og
DPC (Hummelshgj, 2021).
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Forsggsopstilling til test af tilsaetning af kobber:

Tabel 10: Opstilling af optimeringsforsgg til test af effekten af kobbertilsaetning pa det biologiske potentiale for nedbrydning
af DMS og DPC (Hummelshgj, 2021).

_ DMS, DPC og
Vand  Filtersand o CH, ATU Cu
Nr. ID Aktivitet Bentazon ZnCl; [mL]
[mL] ¢] [mgiL] [mg/lt]  [ug/L]
[ug/L]
1 FM 100 100 Biologisk 2 15 - - -
2 FM_ATU 100 100 Biologisk 2 15 - 1,7 -
3 FM_1 100 100 Biologisk 2 15 - - 1
4 FM_10 100 100 Biologisk 2 15 - - 10
5 FM_100 100 100 Biologisk 2 15 - - 100
6 FM_1000 100 100 Biologisk 2 15 - - 1000
7 FA_100 100 100 Abiotisk 2 15 3,6 - 100
8 VK_100 180 - Abiotisk 2 15 - - 100
Add. of DMS, DPC & Add. of bentazone (2 pg/L)
entazone (2 pg/L) l
Water sample - Pesticide
conc. analysls
L Air sample Oz
e e e (S e
LR U 8d 14d 17d 21d 224 23d 25 28 30d T,
o Water samples copper
f f ! f f f f
Add. of CH, Add. of _Add. of Add. of _Add. of Add. of Add. of
Add. of copper CH:and 0; CHsand 02 CH;and 0 CHyand 03 CH: and 0; CHgand O

Figur 20: Pravetagningsstrategi for batchforsgg til test af effekten af substratforhold pa& nedbrydningspotentialet for DMS og
DPC (Hummelshgj, 2021).

Forsggsopstilling til indledende test af MOB kultur:

Tabel 11: Opstilling for indledende test med MOB-kultur for undersggelse af co-metabolisk nedbrydning af DMS og DPC.

Nr. ID Vand Biomasse DPC DMS Bentazon CH,
[mi] [mI] [ug/L] [ug/L] [ug/L] [mg/L]
1 B-M_h 45 5 2 - - 10
2 B-M_h 45 5 2 2 2 10
3 B-M_| 45 5 2 - - 1
4 B-M_| 45 5 2 2 2 1
5 BA 45 5 2 5
6 BA 45 5 2 2 2 5
7 VK 50 - 2 - - 5
8 VK 50 - 2 2 2 5
+03/CHs ' 110;;@1, 1fo=scm
TR
-+ }
0 2t 1wt 1 3 4 Tid [dage]

Figur 21: Prgvetagningsstrategi for batchforsgg til indledende test af MOB kultur ift. nedbrydningspotentialet for DMS og DPC.
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Forsggsopstilling til test af MOB kultur og substrat-forhold:

Tabel 12: Opstilling for indledende test med MOB-kultur for undersggelse af co-metabolisk
nedbrydning af DMS og DPC.

Nr. ID Vand Biomasse DPC, DMS og 0,:CH4

[mI] [mI] Bentazon [vollvol]
[ug/L]

1 Blank 100 - 500 60:40

2 Kontrol 97 3 0 60:40

3 P1 97 3 0,5 60:40

4 P2 97 3 5 60:40

5 P3 97 3 50 60:40

6 P4 97 3 500 60:40

Vaekstkurve A

Qo d 11 1111

A

0 1 2 3 7 8 9 10 Tid [dage]

| ]
| |
0 12 4 5 & 7 8 10 Tid [dage]

Figur 22: Prgvetagningsstrategi for batchforsgg til test af MOB kultur og substrat-forhold ift. nedbrydningspotentialet for DMS
og DPC.

4.1 Tilseetning af metan

Nedbrydningsforsgg med filtersand fra Sjeelsg Vandveerk (anleeg II) viste ikke det tidligere observe-
rede potentiale for at fierne DPC og DMS inden for 7 dage (Figur 23). Forsggene indikerede en gene-
relt hgjere adsorption af DPC til filtermaterialet end adsorption af DMS. Nedbrydningsforsggene viste
samtidig et tydeligt potentiale for at fjerne bentazon, som er fuldt nedbrudt efter 7 dages kontakt med
filtersand fra Sjeelsg. Der blev imidlertid ikke fundet en effekt af tilsaetning af metan til batchforsggene

(Tabel 13).
a) DMS b) DPC c) Bentazon
—=—4 mg CH4/L —e—2 mg CH4/L —a—4 mg CH4/L —e—2 mg CH4/L —=—4 mg CH4/L —e—2 mg CH4/L
B --+ - Abiotisk kontrol -~ Vand --+ - Abiotisk kontrol -~ Vand
14 — & Vand 1.4 + 4
= = =
= = - =
£ 2 2
£ £ £
= = =
g g g
= = =
e < e
4 = =
0 2 4 6 0 4 6 0 4 6
Tid [d] Tid [d] Tid [d]

Figur 23: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 ug/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra
Sjeelsg Vandveerk (anlaeg Il) med forskellig dosering af metan hhv. 2 mg CH./L og 4 mg CH,/L. Errorbar er afvigelse mellem
duplikater.
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Tabel 13: Fjernelse* af DPC, DMS og Bentazon i batch-forsgg med vand og filtersand fra
Sjeelsg Vandveerk (anleeg Il) og tilsesetning af CH4 data efter 7 dages inkubation med 2 pg/l.

+CH4 +CH4
(2 mg/L) (4 mg/L)
DMS 0+1% 5+5%
DPC 11+6% 11+2%
Bentazon 9+1% 9+1%

*Baseret pa nul fiernelse i abiotiske kontroller

4.2 Effekt af substrat-forhold

Tilsaetning af metan viste ikke en umiddelbar effekt pa fiernelse af DPC, DMS eller bentazon (Figur
24). Forsgg med andret substrat-forhold, dvs. forhold mellem tilssetning primeert substrat (metan) og
sekundeert substrat (pesticidnedbrydningsprodukt) havde ikke en effekt pa fiernelsen af DPC eller
DMS (Tabel 14). For bentazon var der stgrre fjernelse relativt til startkoncentrationen ved lavere kon-
centrationer af pesticid ved samme metantilseetning (Figur 24).

b) DPC c) Bentazon

—=—+CH4 —@—-CH4 - a - Abiotisk - Vand —8—+CH4 —@—-CH4 - & - Abiotisk --e- Vand —a—+CH4 —@—-CH4 - & - Abiotisk ---e- Vand

1.4 14

1.2 1.2
_ 10 _ 1o
o3 &2
S 0.8 [+ 0.8
': 0.6 g 0.6
a s
0.4 3 04
3
02 =02
0.0 0.0
1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tid [d] Tid [d] Tid [d]
—a—05ngl. —e—5pngl +— 50 ng/L —a—05ugL —e—5Sugl &—50 ng/L —a—05uglL —e—5Sugl a— 50 ng/L
——500 pg/L +- Vand 4 —+—3500 pg/L -+ Vand 4 —e— 500 pg/L +- Vand
12 »
g ]
<) =)
9 g
g 5
0.4 4 2
3
02 =
0.0
15 0 5 10 15 5 15
Tid [d] Tid [d] Tid [d]

Figur 24: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (Co = 2 ug/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra

Sjeelsg Vandveerk (anlaeg Il) med samme dosering af metan 2 mg CH,/L og varierende dosering af pesticider hhv. 0,5 5, 50 og
500 pg/L (Hummelshgj, 2021).

Tabel 14: Fjernelse* af DPC, DMS og bentazon i batch-forsgg med vand og filtersand fra Sjeelsg
Vandveerk (anleeg Il), data efter 14 dages inkubation med varierende substratforhold og 2 mg/L CH4
(Hummelshgj, 2021).

0,5 pg/L 5 pg/L 50 pg/L 500 pg/L
DMS 2% 5% 10 % 5%
DPC 16 % 9% 15 % 6 %
Bentazon 99 % 100 % 99% 88 %

*Baseret pd nul fiernelse i abiotiske kontroller
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4.3 Kobber koncentration og MMO udtrykt i MOB

Forsgg med varierende koncentration af kobber viste ikke effekt pa fiernelsen af DPC eller DMS, da

koncentrationen generelt er stabil over forsggsperioden pa 30 dage (Figur 25 og Tabel 15). Den gen-
nemsnitlige fijernelse af bentazon er starre i batchforsggene ved tilssetning af kobber, men denne ef-
fekt er ikke starre end analyse- og metodeusikkerheden (Figur 25).

a) DMS b) DPC c) Bentazon
—s—-Cu —e—+Cu - & - Abiotisk —a—-Cu —a—+Cu - & - Abiotisk —=—-Cu —e—+Cu - & - Abiotisk
1.4 14t 14
1,2 1.2 + 1.2
1.0 1.0 P4 _ 1.0
= M o “ 3
S 08 S 08T SRR T S 08
E 0.6 : 06 1 E 0.6
a = 8
0.4 04 1 = 0.4
0.2 02 1+ = 02
0.0 0.0 0.0
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tid [d] Tid [d] Tid [d]

Figur 25: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra

Sjeelsg Vandveerk (anlaeg Il) med og uden tilseetning af kobber (Hummelshgj, 2021).

Tabel 15: Fjernelse* af DPC, DMS og bentazon i batch-forsgg med vand og filtersand fra Sjeelsg Vandveaerk (anleeg I1), data
efter 30 dages inkubation med varierende tilseetning af kobber og 2 mg/L CH, (Hummelshgj, 2021).

+ATU G%‘us 1 ug/L 10 pg/L 100 pg/L 1000 pg/L Cfregj
n= 1 2 1 1 1 1 4
DMS 7% 3+8% 8% 5% 3% 4% 4+1%
DPC 6% 13£13% 21 % 18 % 13% 17 % 15+4%
Bentazon** 86 % 85+ 1% 87 % 83 % 88 % 86 % 87+2%

*Baseret pa nul fiernelse i abiotiske kontroller, **Efter anden tilssetning af bentazon 2 pg/L.

4.4 MOB kultur og substrat-forhold
De indledende undersggelser med MOB kulturen viste ikke potentiale for nedbrydning af hverken

DPC, DMS eller bentazon gennem forsggsperioden pa 7 dage (Figur 26). Der blev generelt set obser-

veret et lavt forbrug af ilt og metan sammenlignet med forbruget i screeningsforsgg med filtersand (Fi-
gur 27). Dette kan indikere, at MOB kulturen har veeret begraenset af fx mangel pa neeringssalte eller
spormetaller, som ikke har veeret tilstede i drikkevand afgang veerk, der blev anvendt i nedbrydnings-
forsggene. Derfor blev der eendret i forsggsopstillingen i de videre undersggelser af MOB kulturen ift.
vurdering af nedbrydningspotentialet for DPC og DMS baseret p4 metanoxidation. MOB kulturen gen-
nemgik en adaptionsperiode pa 3 uger, hvori den blev kultiveret i syntetisk veekstmedie under omrg-
ring ved 10 °C. Herefter blev MOB kulturen anvendt til de gvrige nedbrydningsforsgg.
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Figur 26: Koncentration af DMS, DPC og Bentazon i nedbrydningsforsgg med MOB-kultur fra DTU Miljg.

a) b)
BM_h BM_I BA e VK BM_h BM_I BA e VK
; = BML B-M3 BAL X VK1 35 = BMI1 B-M3 BAL X VK1
6 B-M2 B-M4 BA2  + Vk2 30 B-M2 B-M4 BA2  +  Vk2
5 25
I ! F20
A =
g g15
@ 2 £
3 210
o 1 ’
0 he= 7 05
1 i 2 4 6 8 0,0
2
-2 -0,5 8
-3 ) -1,0 )
Tid [d] Tid [d]

Figur 27: Akkumuleret v/v% forbrug af oxygen og metan i gasfasen i indledende test af MOB-kultur fra DTU Miljg.

| de efterfglgende undersggelser af MOB-kulturen, blev der opstillet et fed-batch forsgg med tilsaet-
ning af ilt og metan over to gange. Her blev vaeksten af MOB monitoreret, estimeret ved optisk densi-
tet (OD), som supplement til maling af ilt- og metanforbruget i batchforsggene. OD steg over tid, hvil-
ket indikerer, at MOB kulturen voksede som resultat af gode veekstbetingelser (Figur 28). Samtidig
faldt metankoncentrationen i batchforsggene over tid, som resultat af at MOB-kulturens veekst. Batch-
forsggene indikerede en lag-fase pa ca. 3 dage. Efter 10 dage havde alle batchforsgg opndet maksi-
male veekst (OD), undtagen P1 med laveste koncentration af pesticidnedbrydningsprodukt tilsat. For-
bruget af metan var ligeledes lavere i denne batch. Resultaterne indikerede endvidere, at MOB-kultu-
ren ikke blev pavirket negativt eller begraenset af tilstedeveerelsen af pesticidnedbrydningsprodukt, da
den biologiske kontrol (uden tilsat pesticidnedbrydningsprodukt) ogsa viste en gget OD og et metan-
forbrug.
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Figur 28: Observeret veekst af MOB kultur estimeret ved hhv. a) optisk densitet og b) metan i batchforsgg med MOB-kultur
fra DTU Miljg.

Der blev generelt ikke observeret fiernelse af DPC og DMS i batchforsgg med MOB-kulturen (Figur
29). Der var en relativt lavere koncentrationer af DMS i de biologisk aktive batchforsgg, men koncen-
trationen af DMS faldt ikke over forsggsperioden pa de 10 dage i disse praver, hvilket derfor indikerer
en overestimeret startkoncentration. | modsaetning til DPC og DMS faldt koncentrationen af bentazon
over tid, hvilket tyder p& en nedbrydning af stoffet (Figur 29). Faldet sker i to faser hhv. i lag-fasen in-
den MOB vaekst er observeret jf. OD og metanforbrug, og igen ved den stationzere fase, nar metanen
er opbrugt og maksimalt OD er opnaet. Der var dog samtidig et fald i abiotiske praver uden tilsaetning
af MOB-kulturen, hvorfor forsggene ikke entydigt kan pavise, at fiernelsen skyldes en co-metabolisk
nedbrydning baseret pa metanoxidation.

~-e-- Abiotisk DMS —e—DMS
@ Abiotisk DPC ~ —8—DPC
1,4 T --e- Abiotisk Bentazon ——Bentazon

Pesticid (C/Cy)

0 50 100 150 200 250
Tid (t)
Figur 29: Relativ koncentration af DPC, DMS og Bentazon i test af MOB-kultur fra DTU Miljg.

4.5 Opsamling af resultater fra optimering af nedbrydningspotentialet
Overordnet set viste resultaterne ikke nogen malbar effekt af de undersggte optimeringsparametre i

forhold til potentialet for biologisk nedbrydning af DPC og DMS i filtersand og med MOB-kultur (Tabel
16).
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Tabel 16: Oversigt over resultater fra undersggelser af optimering af mikrobiologisk nedbrydning af DPC, DMS og bentazon.

Parameter Fjernelse af pesticidstof Optimering Testforhold
[1- CICq]
DPC DMS Bentazon

Metan 0,11 0,01 0,99 Ingen effekt af tilsat Startkoncentration pa 2 ug/l, fiernelse
+2,2%  +2,9% +0,2% metan (2-4 mg CH4/L). over 7 dages inkubation med tilsaetning
af CH, (2-4 mg/L).

E 0,15 0,10 0,99 Ingen effekt af tilsat Startkoncentration pa 2 ug/l, fiernelse
§ +2,5% +3,3% +0,0% metan (5 mg CH4/L). over 16 dages inkubation med 5 mg

2 CHa/L

§, Substrat- 0,16 0,02 0,97 Ingen effekt af substrat-  Startkoncentration pa 0,5 pg/l, fiernelse
&8 forhold forhold (3:1 — 3000:1). over 14 dages inkubation med tilseet-
% ning af 2 mg/L CH..

@ Kobber 0,10 0,02 0,97 Ingen effekt af Startkoncentration pa 2 pg/l, fiernelse
% varierende kobber- over 8 dages inkubation med tilssetning

koncentrationer (1-1000 af 1 mg Cu/L og 2 mg CH./L.
pg CulL tilsat)

bation med 3 vol.% MOB-biomasse og

Metan 0,04 0,02 0,10 Ingen effekt af tilsat Startkoncentration pa 2 pg/l, fiernelse
8 +3,3% 13,2% +3,4% metan. over 7 dages inkubation med 10 ml
3 MOB-biomasse og 5 mg CH./L. Vand
E afgang vandveerk.
§ Substrat- 0,08 0,10 0,70 Ingen effekt af substrat-  Startkoncentrationer varierende fra 0,5-
E forhold forhold. 500 pg/l, fiernelse over 10 dages inku-

40:60 ratio CH4:0;, tilseetning i gasfa-

sen. MOB veekstmedie.

Resultaterne fra optimeringen viste ingen malbar effekt af tilseetning af metan pa potentialet for fjer-
nelse af DPC eller DMS i filtersand. Optimeringen viste samtidig, at potentialet for nedbrydning af
bentazon kan veere pavirket af tilstedevaerelsen af metan. Her viste batchforsggene, at den relative
fiernelse af bentazon var mindre ved tilseetning af metan. Dette kan indikere, at nedbrydningen af
bentazon i sandfiltre er optimalt under en bestemt doseringsstrategi nemlig ved udsultning af de tilste-
deveerende MOB bakterier. Forsgg med MOB kulturen viste i den forbindelse, at fjernelsen af benta-
zon var lavest under vaekstfasen, hvor metanforbruget er hgjest, og den optiske densitet (OD) stiger
mest.

Resultaterne fra optimeringen viste ingen effekt af et aendret forhold mellem primaert substrat (metan)
og sekundaert substrat (pesticidstof) pa nedbrydningspotentialet for DPC og DMS. For bentazon der-
imod var den relative fiernelse i batchforsggene starre ved et hgjere substrat-forhold, dvs. nar kon-
centrationen af pesticidnedbrydningsprodukt var lavest i forhold til koncentrationen af metan. Resulta-
terne viste en fuldsteendig fiernelse af 0,5 ug/l bentazon efter 8 dages kontakt med filtersand. Efter
samme kontakttid blev 60 % fjernet af en koncentration pa 500 pg/l bentazon. Saledes er den egent-
lige fiernelsesrate ud fra et masseperspektiv stgrre ved en hgjere belastning med pesticidnedbryd-
ningsprodukt. Ved det laveste substrat-forhold (3:1) fijernes der ca. 30 ug bentazon sammenlignet
med at der ved det hgjeste substrat-forhold (3000:1) fijernes ca. 0,05 pg bentazon.
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Batchforsgg med varierende koncentration af kobber viste ingen malbar effekt pa fiernelsen af DPC,
DMS eller bentazon i filtersand. Der var hverken effekt af forhgjede koncentrationer af kobber (1-1000
pg Cu?*/l tilsat) eller reduktion af samme (ved tilseetning af ATU som chelator). Forbruget af metan
blev heller ikke pavirket af de @ndrede kobberkoncentrationer i batchforsggene. Dette indikerer, at
aktiviteten og de co-metaboliske egenskaber af MOB tilstede i filtersand ikke bliver pavirket af de an-
vendte koncentrationer af kobber. Det kan enten skyldes, at typen af MOB ikke tillader en gendring i
MMO enzymet, dvs. at de ikke koder for sMMO, og dermed det mere uspecifikke enzym, eller at ind-
grebene i batchforsggene ikke i tilstreekkeligt omfang har forarsaget en sendring i den tilgeengelige
kobberkoncentration.

Batchforsggene med MOB-kulturen viste ikke potentiale for nedbrydning af DPC eller DMS. Samtidig
viste forsggene heller ingen effekt af metantilsaetning eller aendret substrat-forhold pa potentialet for
fiernelse af DPC og DMS. MOB-kulturen indikerede et potentiale for nedbrydning af bentazon. Med
en fiernelse pa 70 % efter 10 dages kontakt med MOB kulturen (3 vol. %). Dog blev der ikke observe-
ret nogen effekt af eendret substrat-forhold pa fiernelsen af bentazon, og abiotiske kontroller kunne
ikke entydigt bekreaefte, at fijernelsen skyldes en biologisk nedbrydning.

4.6 Konklusioner fra optimering af nedbrydningspotentialet
Laboratorieundersggelserne af optimering af nedbrydningspotentialet har bidraget til fglgende konklu-
sioner:

¢ Ved tilszetning af metan til batchforsgg gges forbruget af bAde metan og ilt, hvilket indikerer,
en stimulering af aktiviteten af MOB, der er tilstede i sandfiltrene.

e (get tilssetning af metan (2 til 10 mg CHa4/L koncentration i vandfasen) til batchforsgg med i
materiale fra sandfiltre gger ikke fiernelsen af DPC eller DMS.

e Forsgg med en MOB kultur viste ikke potentiale for at fierne DPC eller DMS, og der er ikke
observeret en effekt ved tilsaetning af metan.

o Der er ikke nogen effekt af forholdet mellem primaert substrat (metan) og sekundeert substrat
(pesticidnedbrydningsprodukt, DPC eller DMS), da et aendret substrat-forhold (3:1 til 3000:1)
ikke pavirker fiernelsen af DPC eller DMS hverken i sandfiltre eller i MOB kultur.

e Kobberkoncentrationen (1 til 1000 ug Cu?*/L) havde ingen effekt af pa fiernelsen af DPC eller
DMS i filtersand. Der var ligeledes ingen effekt af at fierne kobber ved tilsaetning af chelator.

o Der er ikke observeret nogen effekt af eendret doseringsstrategi pa fiernelsen af DPC eller
DMS i filtersand, dvs. der er fx ikke nogen effekt af at udsulte filtersandet for metan far tilseet-
ning af pesticidnedbrydningsprodukt, og forsgg med MOB-kulturen viste ingen kobling mellem
fiernelse af DPC eller DMS og en bestemt veekstfase.

e Batchforsgg med bentazon viste fuldsteendig fiernelse efter 7 dages kontakt med filtersand,
og har dermed fungeret som en positiv kontrol af metode- og forsggsdesign.

e Batchforsgg med bentazon har samtidig vist, at nedbrydningen kan vaere koblet til metanoxi-
dation, da 1) fiernelsen i filtersand overordnet har veeret stgrst under tilsaetning af metan jf.
resultaterne fra screeningen, og 2) doseringsstrategien for metan og pesticid har pavirket fier-
nelsen af bentazon jf. resultaterne fra forsgg med MOB-kulturen.
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5. Skalérbarhed og konceptuelt design af renseteknologi

5.1 Metodebeskrivelse for overfarsel af potentiale
Formal: At undersgge hvorvidt et potentiale for biologisk nedbrydning af DPC eller DMS kan overfg-
res til Staurbyskov Vandvaerk fra hhv. en MOB-kultur og filtersand fra Sjeelsg Vandveaerk (anlaeg I1).

Princip: Princippet bag forsggene er at berige filtersand fra Staurbyskov Vandveerk med biologisk ak-
tivt materiale fra hhv. en MOB-kultur og filtersand fra et andet vandveerk for at overfare og optimere
potentialet for at fierne DPC og DMS pa Staurbyskov Vandvaerk.

Forsggsbeskrivelse: Opstillingen designes som batchforsgg i 300 ml serumflasker lukket med te-
flon-coatede gummipropper og metal skrueldg. Forsgget opstilles i 10 flasker (Tabel 17). Der opstilles
flasker til at beskrive nedbrydningspotentialet separat i filtersand fra Staurbyskov Vandveerk, flasker,
hvor filtersand fra Staurbyskov beriges med sand fra Sjeelsg (50:50 g), og flasker hvor filtersand fra
Staurbyskov beriges med MOB-kulturen (3 ml MOB til 100 g sand). Derudover opstilles der to flasker
som abiotiske kontroller hhv. en abiotisk kontrol med filtersand tilsat 3,6 ml ZnClz og en kontrol kun
med vand, uden tilsat filtersand. Sand, vand, bakteriekultur samt metan ogq ilt tilseettes flaskerne. For-
sgget startes ved tilsaetning af 2 pg/L pesticidstof hhv. DMS, DPC og Bentazon. Flaskerne opbevares
under omrgring ved 10°C og prgvetages med stabil frekvens over en forsggsperiode pa 16 dage (Fi-
gur 30).

Tabel 17: Opstilling af batchforsgg for test af overfarsel af biologisk nedbrydningspotentiale for DMS og DPC.

Vand Filtersand MOB DMS DPC Bentazon CH,
Nr. ID Aktivitet

[mL] [¢]] [mL] [ug/L] [ug/L] [ug/L] [mg/L]
1-2 ST_M 100 100 - Biologisk 2 2 2 5
3-4 SI M 100 100 - Biologisk 2 2 2 5
5-6 ST+SJ_M 100 50 + 50 - Biologisk 2 2 2 5
7-8 ST+MOB_M 100 100 3 Biologisk 2 2 2 5
9 ST Z 100 100 - Abiotisk 2 2 2
10 VK 100 - - - 2 2 2
ﬂ-v—o;,fCH‘ ﬂ LL ﬂ ﬂ +0,/CH. ﬂ LL
|0 L ! |2 !5 |? 1|2 L Tid [dage]

Figur 30: Prgvetagningsstrategi for batchforsgg til test af overfarsel af nedbrydningspotentiale for DMS og DPC ved berigelse

af filtersand fra Staurbyskov Vandveerk.

5.1 Overfgrsel af potentiale

Der er indledningsvist udfart forsgg, hvor filtersand fra Sjeelsg Vandveerk (anleeg Il), som har vist det
stgrste potentiale for nedbrydning af DPC og DMS, er anvendt til at behandle vand fra Staurbyskov
Vandveerk med et naturligt forekommende indhold af pesticidnedbrydningsprodukter (hhv. 0,9 pg/l
DPC og 0,2 pg/l DMS). Resultaterne indikerede, at der var et potentiale i filtersand fra Sjeelsg til at
fierne DPC og DMS fra vand fra Staurbyskov (Figur 31). Der blev observeret en fiernelse af DPC pa
17 +10 % og DMS pa 23 +2 % efter 14 dages kontakt med filtersandet. Potentialet er dermed relativt
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lavere, end hvad der blev observeret med vand fra Sjeelsg Vandveerk (anlaeg 1) tilfart pesticidned-
brydningsprodukter (2,5 pg/l). Dette kan indikere, at potentialet for nedbrydning er begraenset af van-
dets gvrige kemiske sammenseetning, som er forskelligt fra den type, som filtersandet er vant til at be-
handle.

—&— DM5 —&—DPC
- Abiotic DMS -4~ Abiotic DPC

=
Y

+CH,  +HaO

=
[¥]

1,0

o
w

o
o

Metabolite [C/Cy]

o
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o
]

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70O 80
Time [d]

Figur 31: Fjernelse af DMS og DPC i batch-forsgg af 100 ml vand fra Staurbyskov vandvaerk og 100 g filtersand fra Sjeelsg

Vandveerk. Errorbar er afvigelse mellem triplikater.

Batchforsgg med filtersand fra Staurbyskov Vandvaerk alene har ikke indikeret et potentiale for at
fierne DPC og DMS, da der er observeret stabile koncentrationer over forsggsperioden pa 16 dage
(Figur 32). Ved tilseetning af MOB-kultur eller filtersand fra Sjeelsg Vandveerk (anleeg Il) var der en
mindre optimering i fiernelsen af DMS og DPC (Tabel 18). Her steg fjernelsen af DPC fra 6 % til 15 %
ved berigelse med MOB-kulturen og fra 6 % til 18 % ved berigelse med filtersand fra Sjeelsg.

a) DMS b) DPC c) Bentazon
—a— Staurbyskov —e—+MOB —a— Staurbyskov —e—+\MOB —=— Staurbyskov —e—+MOB
—a— +8jelse e Vand 14 —a— +Sjelso +- Vand 14 —a—+Sjelso e Vand

14
1.2
1.0

1.2
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1,2
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038 08
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08
0.6
0.4
02

0.6
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DMS [C/C,y]
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Bentazon [C/Cy]

e S
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Figur 32: Fjernelse af DMS, DPC og Bentazon (C, = 2 pg/l) i batch-forsgg med filtersand og vand (100g/100 ml vand) fra Stau-
rbyskov Vandveaerk samt stimulering ved tilseetning af MOB kultur eller sand fra Sjeelsg Vandveerk (anleeg Il) og under dosering

af metan 5 mg CH./L. Errorbar er afvigelse mellem duplikater.

Tabel 18: Fjernelse* af DPC, DMS og bentazon i batch-forsgg med vand og filtersand fra Staurby-
skov Vandveerk ved forskellig bioargumentation hhv. tilseetning af MOB kultur og sand fra Sjeelsg
Vandveerk (anleeg 1) data efter 16 dages inkubation med 2 pg/l pesticid og 2 mg/L CH,.

Staurbyskov + MOB + Sjeelsg
DMS 0% 8% 14 %
DPC 6 % 15 % 18 %
Bentazon 43 % 50 % 99 %

*Baseret pd nul fiernelse i abiotiske kontroller
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5.2 Vurdering af skalérbarhed

Foruden forsgg med overfgrsel af nedbrydningspotentialet er skalérbarheden af processen vurderet.
Dette er gjort med afsaet i resultaterne fra bade screeningen og optimeringen, hvor et observeret po-
tentiale i batchforsggene er blevet omregnet til et forventeligt potentiale i fuldskala vandbehandling
under en reekke antagelser. Der er bl.a. gjort antagelser om dimensionering af et traditionelt sandfilter
samt driften heraf ift. opholdstid og relevant belastning af ravand forurenet med pesticidnedbrydnings-
produkt (Tabel 19).

Tabel 19: Antagelser anvendt til vurdering af skalérbarhed ift. implementering af

en renseteknologi baseret pa mikrobiologisk nedbrydning af DPC og DMS.

Filter karakterisering

Dybde [m] 0,8
Bulk densitet [t/m?] 1,6
Porevolumen 0,33
Driftsforhold

Opholdstid [min] 20
Pesticidkoncentration [pg/l] 0,1

| screeningsforsggene blev fiernelsen af DPC og DMS estimeret til hhv. 23 % og 35 % efter 7 dages
kontakt med filtersand (startkoncentration pa 2,5 pg/L). Dette svarer til en massefjernelse pa ca. 0,1
ng/g sand/dag. Batchforsggene er udfgrt over en leengere tidsperiode end den reelle opholdstid i et
sandfilter, men forholdet mellem vand og sand vil veere lavere i et sandfilter sammenlignet med batch-
forsggene. Antages det for et traditionelt sandfilter at filteret har en densitet pa 1,6 t/m3, en dybde pa
0,8 m og en porevolumen péa 0,33, samt en opholdstid pa 20 min. Og sammenlignes dette med en be-
lastning af pesticidnedbrydningsprodukt, der kan tilga filteret med en indlgbskoncentration p& 0,1
ug/L, vil reduktionen svare til en udlgbskoncentration pa 0,099 pg/L. En forurening med DPC eller
DMS vil séledes veaere nedsat med 0,05 % ift. indlgbskoncentrationen. Den observerede fiernelse i
screeningen er saledes naeppe tilstraekkeligt hurtig til at veere relevant for drikkevandsbehandling pa
nuveerende tidspunkt.

Sammenligner man ovenstdende med det observerede nedbrydningspotentiale for bentazon, som i
batchforsgg er helt fijernet efter 7 dage, vil den tilsvarende fjernelse i et standard sandfilter svare til en
reduktion i forureningen pa 20 %. Selvom der er visse lighedspunkter mellem den kemiske struktur af
DPC og bentazon, har stofferne ogsa veesentlige forskelle, fx har bentazon en intakt benzen-ring og
DPC har et chlor-atom. DMS har imidlertid ikke de samme strukturelle lighedspunkter. DMS er et be-
tydeligt mindre stof, og det er tiimed ladet ved neutral pH. Forskelle i stoffernes fysisk-kemiske egen-
skaber vil sandsynligvis pavirke deres mikrobiologiske nedbrydelighed, og det er derfor sandsynligvis
ikke de samme mekanismer og/eller processer, der initierer nedbrydningen. Resultaterne i dette pro-
jekt indikerede, at nedbrydningen af bentazon haenger sammen med til metanoxidation, men den
samme kobling blev ikke observeret for DPC og DMS.

Da laboratorieforsgg i screeningen og optimeringen af nedbrydningspotentialet ikke har vist tilstraek-
keligt stort potentiale for nedbrydning af DPC og DMS, er der ikke udviklet et konceptuelt design af en
egentlig renseteknologi. Forsggene har vist en mindre stimulering af nedbrydningspotentialet ved be-
rigelse af eksisterende filtersand. Det vil imidlertid veere begraenset, hvor meget et sandfilter kan gge
densiteten af biomassen under dets relevante driftsforhold s& som flowhastighed og returskyl i forhold
til filterets @vrige funktion i vandbehandlingen. Safremt der skal optimeres yderligere pa densiteten af
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biomassen i forbindelse med fjernelsen af pesticidnedbrydningsprodukter, vil det sandsynligvis kreeve
et andet reaktordesign i et separat behandlingstrin.

5.3 Konklusioner fra vurdering af overfgrsel af potentiale og skalérbarhed

Potentialet for at fierne DPC og DMS kan i nogle tilfaelde overfgres fra biologisk materiale i ét
filter til et andet. Filtersand fra ét vandvaerk har fx vist potentiale for at fijerne pesticidnedbryd-
ningsprodukterne DPC og DMS fra vand fra et andet vandvaerk.

Bioargumentation med en MOB kultur (3 vol. %) kan stimulere potentialet for at fierne DPC og
DMS i filtersand.

Bioargumentation med filtersand (50:50) fra et vandvaerk kan stimulere potentialet for fjernel-
sen af DPC og DMS pa et andet vandvaerk.

Der er ikke identificeret nogle optimeringsparametre blandt de undersggte, dvs. metantilseet-
ning, substratforhold, kobberkoncentration eller doseringsstrategi for at fierne DPC eller DMS
pa vandveerker.

Potentialet for fijernelse af DPC og DMS er relativt lavt sammenlignet med det identificerede
potentiale for nedbrydning af bentazon (positiv kontrol).

Det identificerede potentiale for fiernelse af DPC og DMS er pa nuvaerende tidspunkt ikke re-
levant i forhold til dansk drikkevandsbehandling med traditionel sandfiltrering med en opholds-
tid pa ca. 20 min.
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Konklusioner

Det overordnede formal med projektet var at undersgge potentialet for mikrobiologisk nedbrydning af
DPC og DMS ved en co-metabolisk proces baseret pa metanoxidation, med henblik pa at udvikle en
ny renseteknologi for disse stoffer til brug pa danske vandveerker. Projektet har gennem en lang
reekke laboratorieforsgg foretaget en bred geografisk screening af nedbrydningspotentialet med mate-
riale fra 10 forskellige vandveerker, og undersggt hvorvidt, nedbrydningspotentialet kan optimeres og
overfgres fra et vandveerk til et andet. De overordnede konklusioner var:

o Der er observeret et potentiale for at fierne DPC og DMS med filtersand, og der er indikatio-
ner pa at dette potentiale et starst for materiale fra vandveerker, der behandler vand med hgait
indhold af metan. Da der ligeledes er at vist fald i koncentrationen i de abiotiske kontroller,
kan det ikke entydigt afklares, om fjernelsen skyldes mikrobiologisk nedbrydning.

o Der er ikke identificeret optimeringsparametre i blandt de undersggte testforhold: tilsaetning af
metan (2-10 mg CHa4/L), substratforhold (3:1-3000:1), kobberkoncentration (1-1000 pg Cu?*/L)
eller doseringsstrategi (hhv. udsultning og stimulering med metan).

e Bentazon blev fuldstaendigt fijernet efter 7 dages kontakt med filtersand, hvilket var koblet til
metanoxidation, hvorfor denne fungerede som en positiv kontrol af projektets metode- og for-
sggsdesign.

e P& baggrund af de observerede fiernelseshastigheder i batchforsgg vurderes det, at proces-
sen pa nuveerende tidspunkt ikke er tilstraekkelig hurtig til at veere relevant for drikkevandsbe-
handling.

Resultaterne har saledes ikke givet beleeg for udvikling af en ny renseteknologi med mikrobiologisk
nedbrydning baseret pa metanoxidation til fiernelse af DPC og DMS pa vandveerker. Projektet har
imidlertid bidraget med vigtig viden, der belyser udfordringerne ved fund af pesticidnedbrydningspro-
dukter i dansk grundvand, hvilket giver vandforsyningerne et mere oplyst grundlag for at veelge fremti-
dig renseteknologier.
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Bilag 1: Udvikling af forsggsdesign og vurdering af metode ift. prgveudtag-
ning, -opbevaring og analyseusikkerhed

Under nedbrydningsforsggene for Ullerup Vandveerk er der ved sidste prgvetidspunkt (dag 22) udta-
get ekstra veeskepraver samt foretaget ekstra analyser heraf, Tabel B1. Dette er gjort med henblik pa
at vurdere fglgende usikkerheder:
A. Analyseusikkerhed (LC MS/MS) ved at gentage analysen af de enkelte veeskepraver
B. Prgveudtagningen:
1. Ved at gentage prgveudtagning med filtrering (2 pm nylon filter)
2. Ved at udtage hhv. fagrste og andet filtrat (dvs. 'skylle filter med prave’)
3. Ved at centrifugere i stedet for filtrere.
Under screeningsforsggene pa Sjeelsg vandveerk anlzeg Il er der endvidere udtaget en raekke duplika-
ter i batchforsggene for at vurdere:
C. Prgveopbevaring ved hhv. kgleskab og fryser

Tabel B1: Progver udtaget og analyseret til vurdering af metode-
og analyseusikkerhed ved nedbrydningsforsag.

ID Metode Forskyl filter Analyse/pragve
fl.1 Filtrering - 3
f1.2 Filtrering + 1
f2.1 Filtrering - 1
f2.2 Filtrering + 1
f3.1 Filtrering - 1
3.2 Filtrering + 1
cl Centrifugering 3

Bilag 1.A Analyseusikkerhed

Pesticidnedbrydningsprodukterne er mal via LC MS/MS analyse. | analysen er der anvendt interne
standarder med kendte koncentrationer til at kalibrere analysen. Den relative standardafvigelse pa
analysen (%RSD) er estimeret ved ni gentagne analyser af standarderne. RSD er for standarder i
koncentrationsniveauet pa 1 ug/L er malt til 25 % for analysen foretaget af pr@ver i screeningen pa
Ullerup Vandveerk. Der er senere indkgbt kommercielle, deuterium-meerkede standarder indkgbt fra
Dr Ehrenstorfer, hvilket har saenket usikkerheden (% RSD) pa de enkelte analyser til 1-10 %. Den re-
lative standardafvigelse (%RSD) for triplikat-bestemmelse af enkelte vandprgver varierer fra 1 til 32%
og falder dermed inden for den estimerede analyseusikkerhed.

Bilag 1.B.1 Prgveudtagning (filtrering)

Analyse af tre vandprgver udtaget fra samme batchforsgg (flaske) pa samme tidspunkt viser en gen-
nemsnitlig RSD pa ca. 14%, hvilket svarer til den RSD for triplikat-bestemmelse af én vandprave. Der
kan pa baggrund af disse resultater ikke udledes en gget usikkerhed, som fglge af pravetagningen
(filtrering uden skyl af filteret). Denne sammenhaeng er illustreret i et krydsplot mellem triplikat-be-
stemmelserne i analysen og gentagne prgveudtagning fra samme batchforsgg, hvor resultaterne
samler sig omkring 1:1-ratioen, Figur B1.B.
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Figur B1.B1: Koncentrationer malt i triplikater hhv. veeskeprgve analyseret tre gange (3x Analyse) over tre vandpraver fra
samme batchforsgg (flaske) udtaget p& samme tidspunkt (3x Prgveudtag) fra nedbrydningsforsgg med materiale fra Ullerup

Vandveerk.

Bilag 1.B.2 Skyl af filter med prove

Der er udfert undersggelse med forskyl af filteret ved prgveudtagning. Her er den relative standardaf-
vigelse (%RSD) er generelt lidt hgjere, nar filtrene skylles med prave forud for pravetagning. Den
gennemsnitlige RSD er ca. 18%, nar filtrene skylles, sammenlignet med ca. 14%, nar de ikke skylles.
Der kan ikke udledes nogen korrelation mellem de malte koncentrationer for hhv. ikke-skyllede filtre
(1st filtrate) og skyllede filtre (2nd filtrate), Figur B1.B2. Der er imidlertid observeret en sendret afvi-
gelse over de tre gentagne prgvetagninger. Ved farste prgvetagning er der en tendens til, at den
malte koncentration uden skyl af filteret afviger mere fra den malte koncentration med skyl af filteret.
Ved anden og tredje prgvetagning er denne variation mindre dvs. at de malte koncentrationer med og
uden skyl af filteret samler sig om 1:1-linjen. Det kan evt. skyldes en mindre omrystning forud for 2. og
3. prgvetagning.

'. ® .-
Lo
P L Y

5w oo~

y=0,3257x+2,45/
R?=0,0783

2nd filtrate [ug/L]

o oMW

1.Prgvetagning

1 2 5 6

o

3 4
1st filtrate [pg/L]

[ Iyl

2a
oy d g

oy Y

2nd filtrate [ug/L)

MW s

e y =0,9335x+0,0176
1 R*=0,6896

2.Prgvetagning

0 1 2 3 4 5 6
st filtrate [ug/L]

42 /50



DTU TRE FOR Teknisk rapport
] Vand Chloridazon (ID 4328.2018)
== KRUGER (9) veoulAa 15. oktober 2021

Over alle prgvetagninger

~

)

7

= .
= = =5
c % - )
% 24 L) 1".'5' % 4
— E 3 L3 ®

= ] o
o = ,A’ . g3
> 22 S hat
8 ~ N” v =0,8476x+0,4127 °
> 1 - R®=0,6966 ~ 2
o [
1) 0 1 2 3 1 5 6 7 1 y =0,9304x+ 0,2354

1stfiltrate [ug/L] 0 R*=0,6974
o] 1 2 3 4 5 6 7
1st filtrate [ug/L]
© DrC @ DMS  -eeeeee 1:1 ----- Linear (DPC)

Figur B1.B2: Vurdering af usikkerhed ved metode for prgveudtagning hhv. gentag af pravetagning og farste filtrat (udtage di-
rekte fra flaske gennem filter) og andet filtrat (skyl med prave for udtag til analyse).

Bilag 1.B.3 Pragvehandtering ved hhv. filtrering og centrifugering

Veeskeprgver udtaget fra samme batch er forsggt forbehandlet med filtrering og centrifugering. Den
relative standardafvigelse (%RSD) ved triplikat-bestemmelserne af en vaeskeprgve bliver generelt en
smule mindre ved centrifugering sammenlignet med filtrering, Figur B1.B3. Dog er der en vaesentlig
risiko for gennembrud af partikler, som kan pavirke og @deleegge kolonnen p& LC MS/MS instrumen-
tet. Den gennemsnitlige RSD for triplikat-bestemmelserne er ca. 11%, nar praverne centrifugeres,
sammenlignet med ca. 14%, nar praverne filtreres. Der kan ikke udledes nogen korrelation mellem de
malte koncentrationer for hhv. filtrerede og centrifugerede praver.
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Figur B1.B3: Vurdering af usikkerhed ved metode for prgveudtagning hhv. filtrering og centrifugering. Relativ standardafvi-

gelse fra triplikat-betemmelser (%RSD) for filtrerede og centrifugerede veeskeprgver for henholdsvis DMS og DPC.

Bilag 1.C Prgveopbevaring ved hhv. kgleskab og fryser

Under forsgg med Sjeelsg Vandveerk anlaeg Il, er der foretaget en undersggelse af, hvorvidt praveop-
bevaringen har betydning for den malte koncentration af pesticidnedbrydningsprodukt ved at udtage
to gentagne praver, som opbevares hhv. i kgleskab ved 5 °C og i fryser ved -18 °C forud for analy-
sen. Undersggelsen er lavet pa et stgrre udsnit af praver (n = 54) for bade DPC og DMS.

Tabel B1.C: Statistisk vurdering (t-test) af effekten af prgveopbevaring ved hhv. kgleskab og fryser
forud for analyse med LC MS/MS.

DMS DPC
Fryser vs. kgleskab
Two-tailed, paired T-test
Kgleskab p er sign. forskellig fra fryser p if P<0,05 if P<0,05
Kgleskab p er ikke sign. forskellig fra fryser p if P>0,05 if P>0,05
P 0,0504 0,2344
Resultat ikke sign. forskellig | ikke sign. forskellig
DMS DPC
20 20
18 18 ¢
16 . ] 16 (] ®
G 14 e ® 514 oy
® 12 -8 . ® 12
<10 <10 ¢
2 8 e 2 8
T 6 v =0,8639x+0,0063 T 6 v=0,9564x-0,0624
4 e R2=0,9758 4 R?=0.9553
) e ) oo
0 .'..' 0 J‘
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Kgleskab (5 C) Kgleskab (5 C)

Figur B1.C: Vurdering af usikkerhed ved metode for prgveopbevaring hhv. kgleskab og fryser mélte koncentrationer af DMS
og DPC ved LC MS/MS analyse.
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Bilag 2: llt- og metanforbrug i nedbrydningsforsgg

Bilag 2.A GC maling fra screening af nedbrydningspotentialet pa de forskellige vandvaerker

Den biologiske aktivitet er i screeningsforsggene monitoreret ved analyse af ilt og metan. Dette er
malt via GC-analyse af batchforsggenes gasfase (head-space), hvor et mindre volumen (0,2 ml) er
udtaget og sammensaetningen er kvantificeret som vol. % af den totale maengde luft. Resultaterne er
herunder preesenteret for hvert vandveerk. Ved en stigning i vol. % er der tilsat ilt og metan i batchfor-
sggene.

Sjeelsg Vandveerk anleeg |l
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Time [d]

Figur B2.A1: Oxygen- og metankoncentrationer (volumen % i gasfasen) malt i batchforsgg med filtersand fra Sjeelsg Vand-
veerk anleeg Il. Batchforsgg blev tilfgrt metan pa dag 14 efter igangsat nedbrydningsforsgg.
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Figur B2.A2: Oxygen- og metankoncentrationer (volumen % i gasfasen) malt i batchforsgg med hhv. filtersand og bakterie-
biomasse fra Ullerup Vandveerk.
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Figur B2.A3: Oxygen- og metankoncentrationer (volumen % i gasfasen) malt i batchforsgg med filtersand fra Nykghing Falster

Vandvaerk.
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Figur B2.A4: Oxygen- og metankoncentrationer (volumen % i gasfasen) malt i batchforsgg med hhv. filtersand og bakterie-

biomasse fra Anonymt Vandveerk.
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Figur B2.A5: Oxygen- og metankoncentrationer (volumen % i gasfasen) malt i batchforsgg med filtersand fra Skeelsker Vand-
veerk.
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Figur B2.A6: Oxygen- og metankoncentrationer malt i batchforsgg med filtersand fra Staurbyskov Vandvaerk.
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Figur B2.A7: Oxygen- og metankoncentrationer malt i batchforsgg med filtersand fra Svendborg Vandvaerk.
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Figur B2.A8: Oxygen- og metankoncentrationer malt i batchforsgg med filtersand fra Kerteminde Vandvaerk.
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Figur B2.A9: Oxygen- og metankoncentrationer malt i batchforsgg med filtersand fra Tolne Vandveerk.
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Figur B2.A10: Oxygen- og metankoncentrationer malt i batchforsgg med filtersand fra Bredkeer Vandvaerk.
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Bilag 2.B GC maling fra optimering af nedbrydningspotentialet

| optimeringsforsggene er den biologiske aktivitet monitoreret ved GC-analyse af ilt og metan. Den
malte vol. % er omregnet til en masse-koncentration i vandfasen ud fra antagelser om et to-fase sy-
stem, og udviklingen er defineret som et akkumuleret forbrug over tid.
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Figur B2.B1: Oxygen- og metanforbrug i batchforseg med varierende substrat-forhold. Malte volumen procenter er omregnet til

akkumuleret forbrug i masse (mg) over forsggsperioden (Hummelshgj, 2021).
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Figur B2.B2: Oxygen- og metanforbrug i batchforseg med varierende substrat-forhold. Malte volumen procenter er omregnet til

akkumuleret forbrug i masse (mg) over forsggsperioden (Hummelshgj, 2021).
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