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Abstract

It is common that oxygen is a limited factor in microbial decomposition of
a substance. Biostimulation with oxygen release compound, increase
dissolved oxygen in groundwater and stimulate natural decomposition of
petroleum hydrocarbon. Many places today are contaminated and using
biostimulation with oxygen release compound will probably increase in
the future. Today, the knowledge about what happens with microorganism
is insufficient. This study will contribute to increase the knowledge. This
study has investigated if the bacteria growth and enzyme activity increase
when oxygen release compound use in toluene contaminated ground water
in southern Sweden. Groundwater that has been treated with oxygen
release compounds and groundwater that had not treated were analysed.
This study shows that there is a difference between groundwater pipes but
no difference in bacteria growth and enzyme activity between treated
ground water and non treated. The result can depend on the difference in
environmental conditions. The study shows that treatment with oxygen
release compound not always will impact the bacteria growth and enzyme
activity. More study is needed to investigate if the microorganism changes
differently in different sites during treatment with oxygen release
compound and what environmental factors has a large impact.

Keyword: biostimulation, oxygen release compound, ORC, ORM, in situ,
toluene.
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Inledning

I Sverige finns det cirka 25 000 fororenade omraden. Enligt
miljokvalitetsmalet Giftfri miljo ska fororenade omraden atgardas i sa stor
utstrackning att de inte utgor nagon risk for manniskors halsa eller miljon,
vilket medfor att det finns ett flertal omraden i Sverige som behover
atgardas (Nilsson, 2017). En fororening som forekommer i jord och
grundvatten ar toluen (Gleisner, 2017). Toluen ar ett mono-aromatiskt
kolvite som ofta anvidnds som losningsmedel inom gummi- och
kosmetikaindustrin (Figur 1). I ren form ar toluen en farglos klar vitska
som har en aromatisk lukt (Prevent, 2018). Amnet har en lag 16slighet i
vatten samt har en ligre densitet (LNAPL; Light Non- Aqueous Phase
Liquid) vilket gor att toluen sjunker ner igenom markprofilen till
grundvattenytan eller ogenomslappliga jordarter for att sedan spridas
horisontellt (Padgett et al., 2017; SGF-Atgirdsportalen, 2018b). Toluen ger
negativa effekter pd manniskors och djurs centrala nervsystem bade vid
akuta och kroniska exponeringar och darfor ar det viktigt att minska
exponeringen av amnet (Toxics, 2018).

Figur 1. Kemisk formel for toluen, C;Hs.

P& foretaget Bostiks verksamhetsomrade och intilliggande Helsingborgs
hamn finns hoga halter av toluen i grundvattnet. For att minska risken for
negativa effekter pda méanniskors hilsa och miljo pagar ett projekt med
atgarder for att minska halten toluen i grundvattnet (Tyréns, 2016a;
Tyréns, 2016b). En vanlig metod i Sverige ar att grava upp den férorenade
jorden och ldgga jorden pa deponi eller att behandla och placera jorden pa
en annan plats (Nilsson, 2017). Vid grundvatten med organiska



fororeningar ar det vanligt att grundvattnet pumpas upp och renas for att
sedan éaterinjekteras i grundvattenzonen alternativt avledas till
nirliggande recipient eller dagvattenbrunn (SGF-Atgirdsportalen, 2017).
Ett alternativ till de traditionella behandlingsmetoderna for férorenad jord
och grundvatten ar att genomfora behandlingen pa plats nere i marken,
in situ. Nagra metoder ar exempelvis jordtvitt, fytosanering, kemisk
oxidation, 6vervakad naturlig nedbrytning och biostimulering, men dessa
metoder anvinds sillan  (SGF-Atgirdsportalen, 2015a; SGF-
Atgirdsportalen, 2015b).

Vid biostimulering tillfors en elektronacceptor, elektrondonator eller
naringsdimnen for att stimulera de naturligt forekommande
mikroorganismerna i  miljon  (Kanisser and Sims, 2011).
Mikroorganismerna anviander fororeningarna for att erhéilla energi och
material for cellsyntes som bygger pa biomassan (Scherer et al., 2010; Yeh
et al.,, 2010). For en mikrobiell populations tillvixt &r faktorerna
temperatur, syre, fuktighet, pH-virde, kviave- och fosforhalt viktiga men
aven vilka kemikalier som dr narvarande och i vilka koncentrationer dessa
har (Milic et al., 2009; Vinas et al., 2005). Grundvatten kan ha laga halter
av 16sligt syre i kontaminerade omraden vilket medfér att anaeroba
forhallanden uppstéar och den biologiska nedbrytningen samt biomassans
tillvaxt reduceras (Lee et al., 2007; Liu et al., 2006).

Mikroorganismer som bryter ner toluen har en hogre
nedbrytningshastighet under aeroba forhallanden. Genom att anvidnda
syre som elektronacceptor vid biostimulering minskas det anaeroba
tillstindet och den mikrobiella aktiviteten stimuleras och underhalls
(Scherer et al., 2010). Syre kan tillsittas med olika metoder. En metod ar
air sparging som innebdar att luft pumpas ner i grundvattenzonen (SGF-
Atgirdsportalen, 2018a). En passiv metod for att 6ka syrehalten vid
efterbehandling av petroleumkolviten i grundvatten och méttade jordar ar
att stimulera den biologiska nedbrytningen med ett langsamt
syreavgivande medel (ORC; oxygen released compound). Denna metod
kan dven anvindas pa platser dar schaktning och pumpning inte ar
mojligt. ORC ar ett kalciumhydroxidbaserat preparat som blandas med
vatten och injekteras ner i marken. Vid kontakt med vatten blir preparatet
hydratiserat och det sker en frisdttning av molekylart syre (O.),
kalciumhydroxid (Ca(OH).) och vatten (H.O) (Figur 2) (Regenesis, 2018).
Preparatet innehéller dven fosfat for att sakta ner reaktionen (Schifer et
al., 2006).



CaO(0H), + H,0 > 1/,0, + Ca(OH), + H,0

Figur 2. Visar vad som sker nar ORC kommer i kontakt med vatten.

For att minska halterna av toluen i grundvattnet vid Bostik och
Helsingborgs hamn har kemisk oxidation och biostimulering anvints.
Kemiskt oxidationsmedel har injekterats i omrédden dir toluenhalterna ar
for hoga for att erhalla effektiv bakteriell nedbrytning (Tyréns, 2017). Det
kemiska oxidationsmedlet reducerar halten toluen under en manads tid
(Shore, 2018). Nar halten toluen har minskats okar den bakteriella
nedbrytningen som har stimulerats med ORC. ORC uppskattas oka
nedbrytningen under 9-12 ménader (Regenesis, 2018; Tyréns, 2017).

Idag finns flera studier som visar pa en minskad toluenhalt vid
anvandning av ORC, men fi studier har undersokt hur effekten ar pa det
inhemska mikrobiella samhillet (Nebe et al., 2009; Richardson et al.,
2012). Tidigare studier har visat att nar Ca(OH). framstills vid
anvandning av ORC kan det resultera i en pH-6kning i vattnet (Parreira et
al., 2011; Yeh et al, 2010). Ett hogre pH-virde kan hadmma
bakterietillvixten samt minska mikrobers enzymatiska aktivitet och den
biologiska nedbrytningshastigheten (Parreira et al., 2011; Scherer et al.,
2010; Yeh et al., 2010). For att undvika hogre pH-virde kan syreavgivande
medel anvindas i miljoer som har en hog buffringskapacitet eller dar pH
kan regleras och kontrolleras (Parreira et al., 2011; Scherer et al., 2010;
Yeh et al., 2010). Studier visar att efterbehandling med ORC kan medfora
en Okning av antioxidantenzymers aktivitet och enzymers
nedbrytningshastighet i organiskt rika system (Gallizia et al., 2004; Li et
al., 2015; Vezzulli et al., 2004). Vid ritt forhéllanden kan det forekomma
sa mycket som en tredubblad 6kning av den totala mikrobiella biomassan
vid behandling med syreavgivande medel i grundvatten och maittade
jordar jamfort med liknande obehandlade omraden (Arienzo, 2000;
Ringelberg et al., 2001). Toluen-nedbrytande mikrobiella samhéllens
biomassa oOkar upp till en viss koncentration av fororeningen
(80 mg/L toluen) och darefter minskar biomassans tillviaxt (Yeh et al.,
2010). Det beror pa att fororeningen blir toxisk for mikroorganismerna vid
en viss koncentration av toluen i grundvattnet. Fororeningen blir da en
hammande faktor och tillvixten av mikroorganismer blir lagre jamfort
med en lagre koncentration av toluen i grundvattnet (Yeh et al., 2010).

Tillforsel av syre i tidigare anaeroba forhallanden forandrar det
mikrobiella samhéllet och det forekommer en hogre bakteriell mangfald
(Gallizia et al., 2004; Richardson et al., 2012; Singleton et al., 2013). Dock
har miljéforhallandena pa platsen inverkan pa hur bra resultatet blir vid



anviandning av ORC. Ett exempel pa att resultatet av behandling blir olika
beroende pa var den genomforts dr nar ORC anvindes i ett kdllomrade dar
det fanns underjordiska lagringstankar (Landmeyer and Bradley, 2003).
Under lagringstankarna blev det ingen forandring av mangden 16sligt syre
och oforandrat lagt antal aeroba och fakultativt anaeroba bakterier.
Injektering gjordes d@ven 200 meter nedstroms kallomradet. Nedstroms
killomradet blev resultatet en 6kning av mangden 16sligt syre och ett 6kat
antal aeroba och fakultativt anaeroba bakterier. Forandringar i médngden
16sligt syre och den mikrobiella strukturen efter behandlingen relateras till
skillnader i hydrologiska och geokemiska forhéllanden. Exempelvis var
forhallandena i killomradet ofta anaeroba men blev aerobt efter regn
(Landmeyer and Bradley, 2003).

Anviandningen av ORC kommer formodligen 6ka i framtiden. Darfor
ar det viktigt att ha mer kunskap om vad som hénder i markmiljon vid
anviandning av ORC. Trots att mikrobiell nedbrytning ar en av de
viktigaste processerna vid naturlig nedbrytning av féroreningar finns det
fortfarande lite kunskap om vad som sker under efterbehandlingen. Syftet
med den aktuella studien dr att 6ka kunskapen om biostimulering med
ORC genom att utviardera vilken effekt ORC har pad mikroorganismerna i
grundvattnet. Fordndras det mikrobiella samhaillet, méingden
mikroorganismer och enzymaktiviteten vid anviandning av ORC i
grundvattnet.

I denna studie ar hypoteserna:

Bakterietillvixten i grundvatten okar vid anviandning av ORC.

Enzymaktiviteten i grundvatten 6kar vid anvindning av ORC.

Totala biomassan okar vid anviandning av ORC i grundvatten.
* Kompositionen av det mikrobiella samhillet foriandras vid

anviandning av ORC i grundvatten.

I studien utviarderas hypoteserna genom att analysera grundvatten fran
Bostiks verksamhetsomrade och intilliggande Helsingborgs hamn. I
grundvattnet analyseras totala biomassan, kompositionen av det
mikrobiella samhaéllet, bakterietillvixt samt peroxidas och fenoloxidas
enzymaktivitet fran behandlade och obehandlade platser.

10



Metod

Bakterietillvixten, enzymaktiviteten, totala biomassan och kompositionen
av det mikrobiella samhillet analyserades i grundvatten fran Bostiks
verksamhetsomrade och Helsingborgs hamn. Nedan beskrivs omréadet,
vilka atgarder som genomforts samt metodiken for studien.
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Omgivningsbeskrivning

Vastha

Figur 3. Oversiktskarta 6ver delar av Helsingborg. Det undersokta omradet ir markerat
med rod ring. Tillstdnd for bild finns av © Lantméteriet (2018).

Det studerade omradet ligger i Helsingborg (Figur 3). I omréadet ar
grundvattnets flodesriktning vistlig ner mot Oresund (Figur 4). I
provtagningsomradet inom Bostiks verksamhetsomrade bestar det oversta
jordlagret ner till cirka 2,5 meters djup av fyllnadsmaterial bestaende av
sand och grus. Liangre ner aterfinns naturligt material i form av sand.
Grundvattenytan ar cirka 4 meter under markytan (Tyréns, 2016a).
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Figur 4. Flygbild O6ver Bostisks verksamhetsomrédde och intilliggande omrade i
Helsingborgs hamn dir den troliga féroreningen ar beldgen. Behandlade omraden A2A,
A2B, A3 och A4 ligger inom de rodmarkerade rutorna. Roda punkter markerar
provpunkter som ar behandlade med ORC Advanced® och bld punkter markerar
provpunkter som inte behandlats med ORC Advanced®. Grona punkter markerar
grundvattenroér som inte anvidnds i denna studie. Tillstdnd for bild finns av Lindenbaum, J
(2018).

I det aktuella omraddet inom Helsingborgs hamn bestar det Gversta
jordlagret ner till cirka 1,8 meters djup av fyllnadsmaterial i form av sand
och grus. Jordlagret under cirka 1,8 meters djup bestdr av naturligt
material av sand med flackvis organiska skikt (Tyréns, 2017).
Grundvattenytan ligger cirka 1,5 meter under markytan (Tyréns, 2016a).
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Atgirder

Foretaget Bostik i Helsingborg tillverkar lim och tdtnings- och
byggprodukter. Vid markundersokningar inom Bostiks
verksamhetsomrade och ett intilliggande omrade i Helsingborgs hamn
detekterades halter av toluen och alifater (C5-C10) 6ver de specifika
atgardsmalen i grundvattnet. De specifika dtgdrdsmélen for omréadet ar
80 mg/L toluen, 42 mg/L alifater C5-C8 och 1,2 mg/L alifater C8-C10
(Tyréns, 2016a; Tyréns, 2016b).

I juni 2017 inleddes atgiarder pa fyra platser inom Bostiks
verksamhetsomrade och det intilliggande omradet i Helsingborgs hamn
for att minska fororeningshalten i grundvattnet (Figur 4). Atgirderna
bestod av biostimulering med ORC, med substratet ORC Advanced®, och
kemisk oxidation, med substraten RegenOX® och PersulfOX® (Tabell 1)
(Toft, 2017). Atgirderna som inleddes var forsta fasen atgirder av ett antal
faser, som pagar tills atgairdsmalen uppnas. Andra fasen paborjades nagra
manader efter denna studies provtagning gjordes (Tyréns, 2017).

Tabell 1. Visar kidllomradenas area (m2), mangd injekterat ORC Advanced®, RegenOX® och
PerfluxOX® (kg) i kidllomridena samt antal dagar mellan injektering av substrat och
provtagning av grundvatten for respektive kidllomrade (Tyréns, 2017; Regenesis, 2017a;
Regenesis, 2017b; Regenesis, 2017¢; Regenesis, 2017d; Regenesis, 2017€)

Kéllomrade Area Mangd ORC Mangd Mangd Antal
(mz) Advanced® RegenOX® PerfluxOX® dagar
(kg) (kg) (kg)
A2A 128 275 1700 243
A2B 128 400 1203 242
A3 227 1550 3086 246
A4 495 750 247

Injekteringsror placerades pa varierande djup med fyra meters mellanrum
inom de aktuella omradena. Preparaten blandades med vatten och
tillfordes i injekteringsroren med en stav. Vid killomrade A2A tringde
preparatet upp via roret och i marken i narheten av injekteringspunkten,
pa grund av méattnad i marken. Upptrangningen av preparaten medforde
att endast 69 % av den planerade mingden ORC Advanced® och 85 %
PersulfOX® kunde injekteras (Toft, 2017).

Efter injekteringen av ORC Advanced® har det genomforts
regelbunden provtagning av grundvattnet i omradet. Provtagningarna har
gjorts i grundvattenrér som har filterror placerade i grundvattnet (Toft,
2017). Vid de grundvattenprovtagningar som utfordes under ar 2018
uppmattes halter over de specifika dtgdrdsmaélen for toluen. Uppmaitta
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halter av alifater C5-C8 och C8-C10 uppfyllde de specifika atgiardsmalen
for omradet (Eurofins, 2018; Tyréns, 2017).

Laboratoriestudie

I studien gjordes vattenprovtagning av grundvatten i grundvattenror i
omraden som injekterats med ORC och i grundvattenrér dar ingen
injektering av ORC har gjorts. I grundvattnet analyserades
bakterietillvixt, enzymaktivitet, total biomassa och mikrobiella samhallets
komposition. Nedan presenteras metodiken for studien.

Provtagning

Figur 5. Uppstillning av lod, peristaltisk pump och flodescell.

Grundvattenprovtagningen utfordes den 27 februari och 5 mars 2018
inom Bostiks och Helsingborgs hamns verksamhetsomraden.
Provtagningen gjordes i totalt sju grundvattenror, Bi, B2, B3, B4, O1, O2
och 03 (Figur 4). I varje grundvattenror togs tre replikat.
Grundvattennivdn i grundvattenréret mattes med ett lod och
vattenpelarens langd () i roret berdknades med formel 1,

lp=1lg =1y €y

Dar [ ar ldngd (m), P ar vattenpelare, R dr grundvattenrér och N ar
grundvattennivéan i roret.
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Toluen férekommer vid grundvattenytan och en bit ner, da &mnet har
lagre densitet dn vatten (LNAPL) (Padgett et al., 2017). Vid provtagning
placerades darfor dnden av en grundvattenslang 50 till 100 cm under
grundvattenytan. Grundvattenslangen monterades pa en peristaltisk
pump och flodescell (Figur 5). For att undvika att olika vattennivéer
blandades under provtagning sattes pumpen pa en lag pumphastighet,
som gav en minimal sdnkning av grundvattenytan. Avsdnkningen
kontrollerades med ett lod. Ungefar tre rorvolymer vatten pumpades forst
upp for att fa grundvattenprover som var representativa for de
forhallanden som fanns i grundvattenmagasinet (SGF, 2013).
Vattenvolymen i roret berdknades med ekvation 2.

V=Ip-m-r3 (2)

Dar V ar rorvolym vatten (ms3), [ ar langd pa vattenpelaren (m), r ar
innerradien pa vattenroret (m), P ar vattenpelare och R ar grundvattenror.

Niar den berdknade vattenvolymen pumpats upp noterades pH-virde
och syrehalt som mattes med flodescellen. Darefter kopplades flodescellen
ur och dnden pa grundvattenslangen, som var kopplad till flodescellen,
tvattades med grundvattnet for att minska kontaminering av amnen som
inte fanns i grundvattnet. For att minska risken for att toluen skulle 6verga
till gasfas togs luftbubblor i slangen bort genom att sla pa slangen. En
2 dl mork glasflaska och tre 1 L morka glasflaskor fylldes med vatten
genom att slangen placerades i botten pa glasflaskorna. For att minska
andelen vatten som varit i kontakt med luften rann vatten ut ur flaskan i
30 sekunder innan korken sattes pa. For att bevara proverna placerades de
fyllda flaskorna i kylvaskor. Grundvattnet i grundvattenréren O3 och B1
hade vid tidigare vattenanalyser uppvisat toluenhalter som var mer dn
dubbelt sa hoga som de specifika atgardsmalen for omrédet. Darfor
samlades o6verflodigt grundvatten fran dessa grundvattenror in och togs
om hand. De sma 2 dl flaskorna med grundvatten skickades for analys av
bland annat toluen och alifater i grundvattnet till Swedac ackrediterade
laboratoriet Eurofins. Resterande vattenprover transporterades till Lunds
universitet och placerades morkt i en kyl (4 °C).
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Bakterietillvdxt

Bakteriernas tillvixthastighet mattes genom leucininkorporering (Smith
and Azam, 1992). Metoden anpassades till grundvatten enligt Hernandez
et al. (2016). 1,5 mL grundvatten tillsattes i 2 mL eppendorf rér med en
rund botten, sa bakteriellt pellets stannade pa sidan av roret. Total
anviandes tvad eppendorf ror per replikat. I ett prov fran varje replikat
tillsattes 75 pl 100 % triklorattiksyra (TCA) med en slutlig koncentration
5 %. TCA tillsattes for att stoppa bakterieproduktionen vid start av
laborationen. Dessa prover fungerade som kontroller for att korrigera for
bakgrundsabsorptionen av radioaktivitet. I samtliga prover tillsattes 30 uL
av 3H-leucin-16sning, bestdende av 4 pL 3H-leucin och 26 pl destillerat
vatten med en slutlig koncentration pad 40 nM. Lock sattes pa provroren
varefter proverna vortexades i 5 sekunder. Darefter inkuberades proverna
under sex timmar i morker och rumstemperatur (22 ©°C). Under
inkuberingen far bakterierna mojlighet att ta upp radioaktivt leucin och
inkorporera det i sitt protein. Det dr det inkorporerade leucinet som
anvands for att uppskatta en relativ tillvixthastighet. Efter inkubering
tillsattes 75 ul 100 % TCA i de prover som tidigare inte erhallit TCA,
proverna vortexades i fem sekunder varefter alla prover placerades i kylen
(4 °C).

Dagen efter placerades proverna i en biankcentrifug med
rorgangjarnen placerade in mot mitten, sa den bakteriella pelletsen
hamnade pa samma stille i varje provror. Proverna centrifugerades med
13 000 varv/min i 8 minuter. Vitskan avldgsnades med en glaspipett som
kopplades till ett aspirationssystem. Darefter tillsattes 1,5 pL. 5 % TCA och
proverna vortexades i 5 sekunder. Centrifugeringen och avlagsnandet av
viatska upprepades en gang till. 1,5 mL etanol (C.H;OH) tillsattes och
vortex, centrifugering samt avldsning av vatska upprepades igen. 0,2 mL
1 M natriumhydroxid (NaOH) tillsattes och proverna vortexades tills
bakteriella pelletsen 1osts upp. Proverna placerades i ett varmeskap
(90 °C) under 30 minuter och kyldes darefter i 10 minuter i frysen. 1 mL
scintillations cocktail tillsattes och proverna vortexades tills 16sningen blev
klar. Den relativa aktiviteten riknades med en scintillator rdknare pa
program 7, 3H program. Bakterietillvixten berdknades med formel 3.

B = S/(Vyatten " t) (3)

Dar B ar bakterietillvaixten (DMP/(mL-h)), S ar relativ aktivitet
(DMP), Vyatten ar provvolym vatten (mL) och t ar inkuberingstid (min).
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Enzymaktivitet

De tva enzymerna fenoloxidas och peroxidas enzymaktivitet mattes med
hjalp av att anvinda DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanin) (Sinsabaugh
and Linkins, 1988). 180 mg DOPA (20mM) blandades med 91,3 mL
buffert (natriumacetat) sa den slutliga koncentrationen DOPA blev
10 mM. Losningen skakades i 10 minuter for att 16sa upp DOPA. 1 mL
grundvatten och 1 mL DOPA I6sning tillsattes i ett 2 mL eppendorf ror,
totalt tre replikat per provflaska. Tre kontroller gjordes med 1 mL buffert
och 1 mL DOPA. Proverna skakades i 10 minuter for att blandas och
darefter centrifugerades proverna i fem minuter (10 000 varv/min).
250 ul av varje prov flyttades till tvA mikrotiterplattor, en for att mata
enzymaktiviteten for peroxidas och en for fenoloxidas. Pa plattan som
matte peroxidas enzymaktiviteten tillsattes dven 10 ul 0,3 % vateperoxid
(H20,) i varje prov. Sedan mattes absorptionen fotometriskt (450 nm) och
direfter inkuberades mikrotiterplattorna i rumstemperatur (22 °C) och
morker under 20 timmar. Efter inkubering mittes absorbans fotometriskt
(450 nm) igen. Enzymaktiviteten berdknades med formel 4. Som
extinktionskoefficient anvindes vardet 7,9 umol-.

E = (At1 _Ato_Ak) (4)

" t-V-Extinktionskoefficient

Dar E ar enzymaktiviteten (mol/mL-h), t ar inkuberingstiden (h), V ar
provvolymen och A ar absorbansen (mol) innan inkubering (t,), efter
inkubering (t,) och i kontrollen (tx).

Total biomassa och mikrobiella samhdllets komposition

Fosfolipider i celler bryts ner snabbt nir en organism dor. Detta gor att
den totala mangden fosfolipider kan anvidndas som ett matt pa levande
biomassa (Green and Scow, 2000). Totala biomassan och foriandringar i
mikrobiella samhallet studerades genom en fosfolipidsyra analys (PLFA).
For att Overstiga analysgriansen vid analys med gaskromatograf (GC)
filtrerades grundvattnet genom ett mikrobiellt filter (0,22 pm) med tryck
(100 mbar). Mangden vatten som filtrerades varierade beroende pa
koncentrationen av partiklar i vattenproven (Lhotsky et al., 2017; Pfiffner
et al., 1997). Efter filtrering extraherades lipiderna fran filtren med en
enfas blandning. Filtren placerades i stora provror och 15 mL Bligh and
Dyer (kloroform:metanol:citronsyra buffert, 1:2:0,8 v/v/v) tillsattes i
provroren. Citronsyrabufferten som anviandes bestod av 31,25 g citronsyra,
1 liter destillerat vatten och 40 bitar av NaOH. Proverna skakades i 1 min
och stilldes darefter i rumstemperatur sa lipiderna kunde extraheras.
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Efter tva timmar tillsattes 4 mL kloroform (CHCl;) och 4 mL
citronsyrabuffert och darefter skakades proverna i en minut. Proverna
stod Gver natten for att separeras till tva faser, en CHCl;-fas som inneholl
lipider och en fas med metanol och vatten som bland annat innehéll
kolhydrater och protein. Efter separering togs 4,5 mL lipidextrakt ut till
nya provror och placerades pa ett varmeblock (40 °C). Extraktet
evaporerades med hjilp av kvive.

Darefter separerades lipider i olika lipidklasser. Det gjordes genom att
det torra materialet i provroret 16stes upp med 100 pl CHCl; och provroret
vortexades i 15 sekunder. Vitskan forflyttades till kiseldioxidkolonner och
proceduren med CHCI; och flyttning upprepades igen. Darefter tvittades
neutrala lipider och glykollipider ut med 1,5 mL CHCl; respektive 6 mL
aceton (CH3(CO)CH,). I nésta steg tvittades fosfolipiderna ut med metanol
(MeOH) ner i rena provror. Metanolvitskan evaporerades med kviave och
varme (40 °C).

De bundna fettsyrorna separerades fran fosfolipiderna och 6verférdes
till metylestrar som senare analyserades. Separeringen gjordes genom att
tillsatta 50 ul 19:0 internal standard, som bestod av 0,023 mg/mL hexan
(CsHyy), till provroren. Vitskan evaporerades med kvive. Proverna lostes
upp med 1 mL toluen:metanol 16sning (1:1 v/v) i varje provrér som sedan
vortexades i 5 sekunder. 1 mL 0,2 M kaliumhydroxid (KOH) tillsattes i
metanollosningen och proverna inkuberades i ett vattenbad (37 °C) under
15 min. Nar proverna svalnat lite tillsattes 2 mL CsHy;:CHCl; 16sning
(4:1 v/v), 0,3 mL 1 M ittiksyra (HAc) och 2 mL vatten for att separera
innehéllet i tva faser. Proverna vortexades i en minut samt centrifugerades
(3000 varv/min) under fem minuter. Darefter 6verfordes den Gversta
fasen till nya provror och vitskan i de nya provroren evaporerades under
kvave. Nar evaporering var klar 16stes materialet upp med 100 pl C¢H,4 och
proverna vortexades. 100 ul CsHy, fylldes i sma GC-ror och innerholjet
sattes i. I innerholjet placerades 30 ul av provlésningen. Analys med GC
gjordes med tva kontroller som endast innehdll CeHyy fOor att analysera
bakgrundshalten.

Statistisk analys

Alla berdkningar gjordes i Excel och SPSS. For jamforelse mellan
grundvatten behandlat med ORC och inte behandlat med ORC gjordes ett
t-test. Vid testet anvindes medelvirden av bakterietillvixten och
enzymaktiviteten i varje grundvattenror. Statistiskt signifikant bestimdes
till p <0,05. For att ta hiansyn till bakgrundsvariationen vid jaimforelse
mellan med och utan ORC i grundvattnet undersoktes mojligheten att gora
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en analys av kovarians (ANCOVA) med toluenhalten och syrehalten i
grundvattnet som kofaktorer.

En envigs variansanalys (ANOVA) anvindes for att studera skillnader
mellan provpunkterna. Vid testet anviandes samtliga provpunkters
replikat. Den undersokta variabeln anvdndes som beroende faktor och
provpunkter som fast faktor. Varians kontrollerades med Levene’s test.
Normalférdelning kontrollerades med Kolmorov- Smirnovs test. Vid
statistiskt signifikant (p <0,05) gjordes ett post hoc- test (Tukey) for att se
vilka punkter som skilde sig at. Vid ingen normalférdelning och heterogen
varians loggades den beroende faktorn.
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Grund-
vattenror

B1

B2

B3

B4

o1

02

03

Resultat

Toluenhalten i det insamlade grundvattnet varierade mellan 0,001 mg/L
och 290 mg/L (Tabell 2). Hogsta toluenhalten uppmattes i grundvattenror
03, déar ingen ORC hade tillforts. Syrehalten i grundvattnet varierade fran
0,25 mg/L i grundvattenror B3 till 1,5 mg/L i grundvattenror O3.
I samtliga grundvattenror lag pH-viardet mellan 6,3 till 7,1 vid den aktuella
tidpunkten som provtagningen genomfordes (Tabell 2).

Tabell 2. Visar vilka grundvattenrér som behandlades med ORC samt toluenhalt (mg/L),
syrehalt (mg/L), pH, bakterietillvaxt (DMP/(mL-h)), peroxidas enzymaktivitet
(nmol/(mL-h)) och fenoloxidas enzymaktivitet (mmol/(mL-h)) i varje grundvattenror.

Behandlad Toluen
med ORC (mg/L)

X 140
(£42)

X 0,001
(0,000
30)

X 0,0025
(0,000
75)

X 1,4
(£0,42)
0,0035
(0,001
1)
0,0074
(0,002
2)
290
(£87)

Syre-
halt
(mgiL)

0,6

1,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1,5

pH

6,3

7,0

71

6,3

6,3

6,3

6,3

Bakterie-
tillvaxt
(DMP/(mL-h))
(¥SD)

24600

(x 10000)
357000
(£61400)

56300
(£11900)

4710
(£1070)
5870

(£2670)

27700
(£6990)

65,0
(£34,0)

Peroxidas
enzymaktivitet
(nmol/(mL-h))
(¥SD)

3,1 (x0,12)

6,0 (£0,14)

3,3 (£0,17)

0,80 (+0,13)

0,98 (+0,08)

11 (£0,36)

2,4 (£0,13)

Fenoloxidas
enzymaktivitet
(mmol/(mL-h))
(¥SD)

0,69 (+0,03)

1,4 (£0,05)

0,69 (+0,03)

0,18 (+0,01)

0,22 (+0,02)

2,3(£0,2)

0,51 (+ 0,03)
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Bakterietillvixt

Figur 6. Visar bakterietillvixten + standardavvikelsen (DMP/(mL-h)) i grundvattenréren.
Dar felstaplar inte syns ar standardavvikelsen liten.

Hogst bakterietillvaxt uppmittes i grundvattenror B2, dar behandling av
ORC genomforts (Figur 6). Lagsta bakterietillvixten uppmaittes i
grundvatten frdn grundvattenr6r O3 med en bakterietillvixt pa
63 DMP/(mL-h) (Tabell 2). Det fanns en signifikant skillnad (p <0,05) i
bakterietillvixt mellan grundvattenroren visar en envigs ANOVA. De
grundvattenrér dar bakterietillvixten inte skiljer sig at ar
grundvattenroren B3 och B1, B3 och O2, B1 och O2 samt B4 och O1 visar
ett post hoc- test (Tukey).

Det observerades ingen signifikant skillnad (p=0,35) i bakterietillvaxt
mellan grundvattenror placerade i omraden som behandlats med ORC och
omraden som inte behandlats med ORC visar ett t-test.
Bakgrundsvariationen av syre och toluen i grundvattnet paverkade inte
bakterietillvixten, da antaganden som homogen regression och
normalférdelning inte uppfylls for att gora en ANCOVA med kofaktorerna
syre och toluen.
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Enzymaktivitet

Peroxidas enzymaktivitet

Figur 7.Visar peroxidas enzymaktiviteten (nmol/(mL-h)) + standardavvikelsen i
grundvattenroren.

Det fanns en signifikant skillnad (p <0,05) i peroxidas enzymaktivitet
mellan grundvattenroren visar en envigs ANOVA. Hogsta peroxidas
enzymaktiviteten forekom i grundvattenrér O2 med 10,6 nmol/(mL-h).
Lagsta peroxidas enzymaktivitet var i grundvattenrér B4 och O1 (Figur 7).
Signifikant skillnad (p <0,05) i peroxidas enzymaktivitet fanns mellan
samtliga grundvattenror forutom i grundvattenror B1 och B3 samt B4 och
O1, visar ett post hoc- test (Tukey).

Det fanns ingen signifikant skillnad (p=0,65) i peroxidas
enzymaktivitet mellan grundvattenror i omraden behandlade med ORC
och omraden som inte behandlats med ORC visar ett t-test.
Bakgrundsvariationen av syre och toluen i grundvattnet paverkade inte
peroxidas enzymaktivitet, dd antaganden som homogen regression och
normalférdelning inte uppfylls for att gora en ANCOVA med kofaktorerna
syre och toluen.
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Fenoloxidas enzymaktivitet

Figur 8. Visar fenoloxidas enzymaktivitet (mmol/(mL-h)) + standardavvikelsen i samtliga
grundvattenror.

Det fanns en signifikant skillnad (p <0,05) i fenoloxidas enzymaktivitet
mellan grundvattenroren visar en enviags ANOVA. Hogsta fenoloxidas
enzymaktiviteten uppmaittes i grundvattenror O2 (Figur 8). Lagsta
fenoloxidas enzymaktiviteten var i grundvattenror B4 med en fenoloxidas
enzymaktivitet pa 0,18 mmol/(mL-h) (Tabell 2).

Ett t-test visar ingen signifikant skillnad (p=0,43) i enzymaktivitet
mellan grundvattenror i omraden som behandlats med ORC och omraden
som inte behandlats med ORC. Det kan inte tas nagon hinsyn till
bakgrundsvariationen av syrehalt och toluenhalt i vattnet, da antaganden
som homogen regression och normalfordelning inte uppfyllts for en
ANCOVA.

Totala biomassan och mikrobiella samhillets komposition

Den totala biomassan i grundvattnet var under detektionsgrinsen i
samtliga prover, vid analys med PLFA. Kompositionen av det mikrobiella
samhillet gick inte faststdllas da samtliga prover var under
detektionsgriansen vid analys med PLFA.
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Diskussion

Nar bakterietillvixten studerades i grundvattnet vid Bostik och
intilliggande Helsingborgs hamn observerades en signifikant skillnad i
grundvattnets bakterietillvixt mellan flera grundvattenrér. Hogsta
bakterietillvixten observerades i ett behandlat grundvattenror, B2, men
det fanns ingen signifikant skillnad i bakterietillvixt mellan grundvatten
dir ORC injekterats och dar ORC inte injekterats. Att det inte ar nagon
signifikant skillnad mellan grundvatten behandlat med ORC och inte
behandlat med ORC kan bero pa att det ar en stor variation i
bakterietillvixt mellan olika rér inom de behandlade omréadena och inom
de obehandlade.

Variationen i bakterietillvixt mellan enskilda grundvattenror kan
bero pa olika miljofaktorer pa provtagningsplatserna. Vid
provtagningstillfallet mattes syrehalten i grundvattnet. Tidigare studier
visar pa att den oOkade syrehalten i vattnet fran ORC oOkar
bakterietillvixten (Chapman et al., 1997; Ringelberg et al., 2001). I den
aktuella studien finns det ingen korrelation mellan syrehalten och
bakterietillvixten i grundvattnet. Endast syre kan darmed inte forklara
variationen i grundvattnets bakterietillvaxt. De uppmatta syrehalterna i
grundvattnet vid grundvattenroren B1 och B3 var vid provtagningstillfillet
mycket hogre jaimfort med vid tidigare méatningar som gjorts efter
injekteringen av ORC (Bilaga, Tabell B). I 6vriga grundvattenror var
syrehalten  likvirdig med tidigare matningar. Syrehalten i
grundvattenréren B1 och B3 kan vara representativa for omradet, men det
kan dven vara en felmétning. Fel vid matningen kan bero pa att viardena pa
matinstrumentet inte stabiliserats innan de noterandes. Det kan ocksa
bero pa fel vid kalibrering av flédescellen. Ovriga grundvattenrors
syrehalter vid provtagningstillfiallet varierar endast lite jamfort med
tidigare matningar vilket visar att kalibreringen av instrumentet bor gjorts
pa ratt satt. Eftersom det ar en liten skillnad mellan syrehalterna i vattnet
vid tidigare matningar i B1 och B3 sa antas att en felmatning har gjorts.
Tidigare uppmatta varden i B1 och B3 har darfor anvénts i denna studie.

En annan faktor som kan paverka grundvattnets bakterietillvaxt ar
halten fororeningar som férekommer i vattnet (Vinas et al., 2005). I
grundvattnet pa Bostiks verksamhetsomriade och intilliggande
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Helsingborgs hamn férekommer framforallt hogre halter av toluen i
grundvattnet (Tabell 2). Om toluen verkar hammande beror pa vilken
koncentration som finns i grundvattnet (Vinas et al., 2005). Enligt Yeh et
al. (2010) kan toluen verka hammande for bakterier vid 80 mg/L. Pa
Bostiks verksamhetsomrade och Helsingborgs hamns omrade uppmattes
en toluenhalt 6ver 80 mg/L i tva punkter, B1 och O3. Det grundvattenror
dir bakterietillvixten kan ha hidmmats av hog toluenhalt ar
grundvattenror O3 (290 mg/L), som har en mycket 1lag bakterietillvaxt
jamfort med ovriga punkter (Figur 6). I grundvattenror Bi, som har en
toluenhalt pd 140 mg/L, var bakterietillvixten lika hog som i B3 och O2.
En anledning till att bakterietillvixten inte ar ldgre i B1i dn i
grundvattenréren B3 och O2 kan vara bra miljéforhallanden i
grundvattnet. Om det ar bra miljoférhallanden i grundvattnet skulle
bakterietillvixten i grundvatten fran grundvattenror B1 varit hogre vid en
lagre toluenhalt. Att toluenhalten var under 80 mg/L i samtliga punkter
forutom B1 och O3 kan vara en orsak till att ingen hénsyn till
bakgrundsvariationen av toluen behovdes goras, enligt metodiken, vid
jamforelse av bakterietillvixten vid behandling med ORC och ingen
behandling med ORC. Variationen i bakterietillvixt mellan
grundvattenroren kan inte forklaras av toluenhalten i grundvattnet.

Skillnaden i bakterietillvixt 1 grundvattnet mellan olika
provtagningsplatser beror formodligen pa fler 4n en miljéfaktor och att
miljoforhallandena ar olika beroende pa plats. Exempelvis hade det
behandlade grundvattenréret B2 den hogst uppmatta bakterietillvaxten i
grundvattnet under studien, vilket kan bero pa bra miljéforhallanden med
bland annat en hogre syrehalt (1,2 mg/L) och en toluenhalt under
80 mg/L i grundvattnet. Férmodligen ar dven kviave- och fosforhalten i
grundvatten vid grundvattenrér B2 hogre, da grundvattenytan var belagen
i sand med organiskt material. Naring ar en viktig faktor for tillvixten av
bakterier i bade jord och akvatiska system, men vattnets naringsinnehall
studerades inte fore injektering av ORC da syre ofta dr den begrinsande
faktorn (Kirchman, 2012; Shore, 2018).

Eftersom endast fororeningshalten i grundvattnet undersoktes innan
behandlingen med ORC paborjades far bakgrundsviarden i grundvattnet
uppskattas efter obehandlade grundvattenrors varden. I de obehandlade
punkterna ar pH-véardet 6,3 vilket bor vara bakgrundsvirdet for omradet.
Nackdelen med biostimulering med ORC pa vissa platser ar att pH-vardet
i vattnet okar, vilket kan paverka bakterietillvixten (Gallizia et al., 2004;
Parreira et al., 2011; Yeh et al., 2010). I tvd behandlade punkter, B2 och
B3, kan pH-virdet 6kat nagot vid injektering av ORC. I studie av Parreira
et al. (2011) hammades bakterietillvixten nar pH-vardet 6kade fran 7 till
runt 8,4—9. P4 den aktuella studiens plats har 6kningen i pH-virde varit
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liknande, fran pH-varde 6,3 upp till runt 8,6 - 9,2 i grundvattenréren B2
och B3 (Bilaga). Vid provtagningstillfillet hade pH-vardet minskat till runt
7. Det uppskattas att 6kningen av pH-virdet i B2 och B3 inte har paverkat
bakterietillvixten negativt da bakterietillvixten ar bland de hogsta i de
undersokta punkterna. Det uppmaéatta pH-virdet i de olika
grundvattenroren vid provtagningstillfiallet kan inte forklara variationen
av bakterietillvaxt i grundvattnet.

Vattentemperatur ar ocksd en faktor som har stor paverkan pa
bakterietillvaxten. Vilken temperatur som ger en hogre bakterietillvaxt
beror pa vilka bakterier som finns i vattnet. En hogre temperatur ger ofta
en hogre bakterietillvaxt (Kirchman, 2012). I det ytliga grundvattnet som
anviandes i denna studie finns ofta arsvariationer i vattentemperaturen,
som sedan avtar med djupet. Fran 8 meter under markytan och djupare ar
vattentemperaturen mer jamn under aret (SGU, 2013). Bakterietillvixten i
vattnet som anviandes i denna studie kan darfor variera under aret. Under
sommarhalvéret forekommer formodligen en hogre vattentemperatur och
bakterietillvixt dn pa vintern. I denna studie gjordes analysen av
bakterietillvixt 1 samma temperatur och darfor kan inte
temperaturskillnader i grundvattenroren forklara skillnaderna i den
bakterietillvaxt som uppmatts.

Aven enzymaktiviteten i grundvattnet antas oka vid anvindning av
ORC (Li et al., 2015). I denna studie var det en signifikant skillnad i
enzymaktivitet mellan flera provpunkter, men ingen signifikant skillnad
mellan grundvatten behandlat med ORC och inte behandlat med ORC. De
grundvattenror med hogsta respektive lagsta peroxidas enzymaktivitet
hade dven hogsta och liagsta fenoloxidas enzymaktivitet (Figur 7 och Figur
8). Det som skiljer de olika enzymaktiviteterna at ar att vid peroxidas
enzymaktivitet dr det ingen signifikant skillnad mellan grundvattenroren
B4 och 01, vilket uppmittes vid fenoloxidas enzymaktivitet. Hogsta
enzymaktivitet uppmiittes i det obehandlade grundvattenréret O2. Ovriga
obehandlade grundvattenrér hade en ldgre enzymaktivitet 4n samtliga
behandlade grundvattenror forutom B4. B4 hade ingen skillnad i
enzymaktivitet med grundvattenrér O1 och lagre enzymaktivitet 4n O3.
Anledningen till att det inte dr nagon signifikant skillnad i enzymaktivitet
mellan grundvatten behandlat med ORC och obehandlat kan bero pa, som
vid bakterietillvaxt, variationen i enzymaktivitet mellan grundvattenroren
inom omradena som behandlats och inom omraden som inte behandlats
med ORC.

Variationen i enzymaktiviteten kan bero pa olika miljéfaktorer som
syrehalt, pH-virde, fororeningar och naringsdmnen i vattnet (Sinsabaugh,
2010; Snajdr et al., 2008). Denna studies maétningar visar att
enzymaktiviteten inte 6kat med 6kad syrehalt. Studien visar dven pa att de
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hogre toluenhalterna i grundvattnet vid grundvattenroren B1 och O3 inte
behover vara himmande for enzymaktiviteten, da enzymaktiviteten inte ar
ldgre i dessa ror jamfort med 6vriga grundvattenror. Aven vid jimforelse
med enzymaktivitet behovdes inte bakgrundsvariationerna av toluen tas
hénsyn till vid jamforelse av grundvatten behandlat med ORC och
obehandlat  grundvatten. Skillnader i enzymaktivitet mellan
grundvattenroren beror formodligen inte enbart pa toluenhalten och
syrehalten i vattnet.

En annan faktor som kan paverka enzymaktiviteten ar vattnets
pH-virde (Sinsabaugh et al., 2008; Yeh et al., 2010). Ett optimalt pH-
viarde for ett enzym kan vara over flera pH-enheter och beror pa vilket
enzym som undersoks. FOr enzymerna peroxidas och fenoloxidas okar
aktiviteten med ett 6kande pH-virde (Sinsabaugh et al., 2008). Den
uppmatta enzymaktiviteten uppskattas inte variera med pH-vardet i
grundvattnet. Om det skulle finnas ett monster mellan enzymaktivitet och
pH-viarde skulle variationen i enzymaktiviteten vara liten och endast
grundvattenréren B1 och B2 enzymaktivitet hade skiljt sig fran 6vriga ror.

P4 samma sitt som vid bakterietillvixt i grundvatten paverkas
enzymaktiviteten @ med  vattentemperaturen (Kirchman, 2012).
Enzymaktiviteten analyserades i samma temperatur, sia skillnader i
enzymaktivitet mellan grundvattenror kan inte forklaras med variation i
vattentemperatur. Det ar svart att avgora om halter av olika naringsamnen
i grundvattnet har paverkat enzymaktiviteten. Enzymaktiviteten i B2 ar
nast hogst av de jamforda punkterna och ett hogre naringsinnehall kan
vara en av flera forklaringar till det. Ingen av de nimnda miljofaktorerna
ovan kan ensamt forklara variationen i enzymaktivitet mellan olika platser
vid Bostiks verksamhetsomrade och Helsingborgs hamn. Det uppmatta
resultatet beror troligen pa mer &dn en faktor i grundvattnet och att
forhallandena pa de anvianda platserna ar olika.

I grundvattenror O2 forekom en hogre syrehalt i grundvattnet
(0,8 mg/L) tvdA manader innan provtagningstillfallet (Bilaga, Tabell A).
Aven syrehalten i grundvattnet vid O3 har okat efter injektering av ORC.
Det uppskattas att det injekterade ORC i grundvattnet fran de behandlade
omradena A2A och A4 kan ha transporterats med grundvattnet nedstroms
till grundvattenror O2 och O3. ORC kan darfor paverkat de obehandlade
roren ocksa. I de behandlade omrédena B1, B3 och B4 har inte syrehalten i
grundvattnet Okat som var forvantat. Forklaringen kan vara de
hydrologiska och geokemiska forhéllandena i marken.

Injekteringen av ORC som gjordes i det aktuella omradet ingar i den
forsta av flera faser av atgirder. Det ar svart att bedoma vilken effekt en
atgard i forsta fasen kommer ha. Genom att infora atgiarder stegvis i flera
faser anpassas metoderna till den specifika platsen for att nad de uppsatta
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atgardsmalen (Toft, 2017). Att denna studie utfordes i forsta fasen av
atgiarder och cirka 8 manader efter injektering kan vara en forklaring till
varfor det inte blev en skillnad i bakterietillvixt och enzymaktivitet mellan
platser som injekterats med ORC och platser som inte injekterats. I de
omraden dar grundvattnet behandlats med ORC injekterades i tre av fyra
omraden adven ett kemiskt oxidationsmedel for att minska toluenhalten
och frimja den biologiska nedbrytningen i grundvattnet (Tabell 1). Kemisk
oxidation ar aktivt upp till en ménad efter injektering. Efter tva veckor har
80 % av medlet forbrukats (Shore, 2018). I det aktuella omrédet
injekterades oxidationsmedlet tva ganger, andra gingen var i samband
med att ORC injekterades. Vissa kemiska oxidationsmedel kan paverka
mikroorganismer negativt och lamna skadliga rester i marken (Regenesis,
2007). Enligt Regenesis (2007) som tillhandahaller produkterna ska de
kemiska oxidationsmedlen som anvidnds vid den aktuella
efterbehandlingen liamna mycket lite rester. Mikroorganismerna kan
paverkas negativt av det anvdnda kemiska oxidationsmedlen men
mikroorganismerna aterhdmtar sig efter en kort period. 130 dagar efter att
RegenOX® injekterats ska det inte vara nagon skillnad i biomassa jamfort
med fore injektering av kemisk oxidation (Regenesis, 2007). Da
provtagningen for denna studie gjordes cirka 245 dagar efter den sista
behandlingen med kemisk oxidation borde inte biomassan i studien
paverkats av behandlingen med kemisk oxidation. Nar bakterietillvaxt och
enzymaktivitet studeras i endast de behandlade grundvattenroren ar det
en hogre bakterietillvixt och enzymaktivitet i grundvatten fran de tre
grundvattenrér dar kemisk oxidation anvidndes dn i det grundvattenror
dir endast ORC injekterats. Behandlade punkter bestar endast av fyra
stycken och det gar inte avgora om kemisk oxidation har péaverkat
bakterietillvixt och enzymaktivitet i denna studie. For att ta reda pa
effekten fran kemisk oxidation behovs fler provpunkter. Om kemisk
oxidation ger en positiv effekt pa bakterietillvixten och enzymaktiviteten
kan det bero pad att nidr fororeningarna bryts ner av kemiskt
oxidationsmedel limnas mer ldattnedbrytningsbara  produkter.
Produkterna kan bakterierna bryta ner och anvidnda som energi och
kolkélla for att bygga pa biomassa (Yeh et al., 2010).

En vanlig metod som anvinds for att studera den totala biomassan i
jord ar att analysera fosfolipiderna (PLFA) (Kirchman, 2012). PLFA har
tidigare anvidnds for grundvatten men i mindre utrickning dn vid jord
(Lhotsky et al., 2017; Pfiffner et al., 1997). Grundvatten har en lagre total
biomassa an jord. For att méta halter over detektionsgransen vid analys av
grundvatten behover vattnet forst filtreras for att 6ka koncentrationen av
biomassa. Att ingen biomassa 6ver detektionsgriansen kunde detekteras
vid denna studie kan bero pa att en mindre vattenvolym anviandes jamfort
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med tidigare gjorda analyser. I studier av Lhotsky et al. (2017) och Pfiffner
et al. (1997) anviandes 1000 mL vatten. I denna studie anviandes 7—40 mL
vatten fran varje grundvattenprov. Anledningen till att det anviandes en
lagre vattenvolym var for att partiklar tappte igen filtret vilket gjorde att
filtreringen fick avslutas nir det inte rann vattnet igenom filtret. Om
analysen skulle upprepas skulle en storre vattenvolym anvidndas. For att
kunna oka vattenvolymen behover partikelmiangden reduceras, vilket kan
goras genom att anvinda lagre pumphastighet vid provtagningen. Om det
ar svart att filtrera med mikrobiellt filter (0,22 pum) skulle ett storre filter
behova anvindas med den nackdelen att delar av biomassan kan rinna
igenom vid filtrering.

En nackdel med att gora en undersokning ute i filt 4r markens
heterogenitet, exempelvis att forhallandena i marken varierar med tid och
plats. I forsok som gors i kontrollerade forhallanden kan faktorerna
varieras en och en for att undersoka den paverkande faktorn, vilket ar
svart att genomfora vid en filtstudie. I en filtstudie far grundvattenror
med liknande forhallande anvindas. Att vilja placering av brunnar ar inte
alltid mojligt da brunnarna kan vara borrade fore studien. I denna studie
hade det varit optimalt att anvidnda obehandlade brunnar som var
placerade uppstroms, men da befintliga grundvattenrér anviandes var det
inte mdjligt. Ett annat exempel pa dir anpassning till faltférhallandena
fick goras var nar ett grundvattenror med hogre toluenhalt an O2 skulle
anvandas, men fick ersidttas med O2 da rorets lock hade frusit fast. I flera
studier som visar skillnader i bakterietillvixt och enzymaktivitet mellan
behandlade och obehandlade omraden har homogen jord frén
kontaminerade omraden anvidnts under kontrollerade forhéllanden
(Arienzo, 2000; Li et al., 2015; Ringelberg et al., 2001). Det medfor att
effekten kan avgoras vid ett bestimt forhallande. Landmeyer and Bradley
(2003) genomforde en studie pa plats i marken som visar, liksom denna
studie, att syrehalt och bakterier varierar mellan tva platser efter
behandling med ORC. For att fA mer kunskap om hur ORC och
miljofaktorer som exempelvis toluen och syre paverkar bakterietillvixten
och enzymaktiviteten foreslas att fler grundvattenrér samt lika méanga
grundvattenror fran behandlade och obehandlade omraden anvands.

Vidare studier behovs inom biostimulering med ORC. Det
rekommenderas att studera hur enzymaktiviteten och bakterietillvixten
paverkar fororeningshalten i grundvattnet under en lingre tid, for att fa
storre kunskap om hur fororeningshalten paverkas av bakterietillvixten
och enzymaktiviteten vid saneringséatgiarden. I Sverige finns det manga
fororenade omraden som behover atgidrdas. Denna studie ger en o6kad
kunskap om vad som hinder med bakterietillvixten och enzymaktiviteten
vid anviandning av biostimulering med ORC. Kunskap for att i framtiden
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kunna anvidnda metoden &nnu mer och effektivare sa att antalet
fororenade omraden ska minska ytterligare. Sverige behover o©ka
engagemanget for reningsmetoder som gors pa plats i marken. Exempelvis
kan det goras genom att informera om vilka fordelar som finns med
reningsmetoder pa plats i marken, si& den allmidnna kunskapen om
metoderna blir storre. Ekonomiska styrmedel, som hojd deponiskatt, kan
anviandas for att minska deponering av jordmassor som schaktats bort.
Om atgirdsmetoder som gors pa plats i marken anvinds i storre
utstrackning minskar behovet och anvindningen av de resurskrivande
traditionella metoderna schaktning av jord och att pumpa upp
grundvattnet for att sedan renas pa annan plats. Anvindningen av
biostimulering med ORC innebir att marken inte behover gravas upp och
det blir mindre ingrepp pa platsen. Metoden medfor att materialet kan bli
orort i storre skala, vilket leder till mindre spridning av fororeningarna i
narliggande milj6 samt att entreprendrers och narboendes exponering av
den fororenade jorden och grundvatten minskar. Omradet behover inte
heller aterfyllas med rena jordmassor, jordmassor som kan anviandas pa
ett battre sitt.
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Slutsats

Denna studie kan inte pavisa att den utférda biostimuleringen med ORC i
grundvattnet vid Bostiks verksamhetsomrade och Helsingborgs hamn
okar bakterietillvixten och enzymaktiviteten i grundvattnet. En anledning
kan vara heterogena miljoforhallanden i det undersokta omradet.

Flertalet av de studier som gjorts inom amnet har varit under
kontrollerade forhallanden. Erfarenheterna fran denna studie kan vara till
hjalp vid planering av nya filtstudier. For att fa ytterligare kunskap om
hur mikroorganismerna paverkas av ORC rekommenderas att fler studier
gors pa platser dar efterbehandling med ORC genomférs. I
undersokningarna foreslas att fler miljofaktorer studeras for att utreda vad
som inverkar pa mikroorganismerna. En studie under en lingre period
rekommenderas eftersom grundvattentemperaturen varierar under aret
samt for att studera hur forandring i bakterietillvaxt och enzymaktivitet
vid ORC péaverkar fororeningshalten i grundvattnet.
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Bilaga

Tabell A. Presenterar pH-varde och syrehalt (mg/L) i obehandlade grundvattenrér under

september till mars. Dér viarden fattas gjordes ingen provtagning vid den aktuella
tidpunkten. Provtagning genomfordes av Tyréns.

Provpunkt Manad pH-védrde Syrehalt
(mg/L)

O1 September 6,3

o1 Oktober 6,6

o1 November 6,4 0,2

o1 December 6,4 0,3

o1 Januari 6,4 0,3

o1 Februari 6,3 0,5

o1 Mars 6,6 0,4

02 September

02 Oktober

02 November 6,3 0,4

02 December 6,3 0,8

02 Januari 6,4 0,8

02 Februari 6,3 0,6

02 Mars

03 September

03 Oktober

03 November

03 December 6,4 0,8

03 Januari 6,4 0,9

(OK] Februari 6,3 1,5

03 Mars 6,4 1,4
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Tabell B. Presenterar pH-varde och syrehalt (mg/L) i behandlade grundvattenroér under
september till mars. Dér virden fattas gjordes ingen provtagning vid den aktuella
tidpunkten. Provtagning genomférdes av Tyréns.

Provpunkt Manad pH-védrde Syrehalt
(mg/L)

B1 September 6,3

B1 Oktober 6,2

B1 November 6,3 0,6

B1 December 6,3 0,6

B1 Januari 6,3 0,6

B1 Februari 6,3 2,5

B1 Mars 6,4 0,6

B2 September 8,6

B2 Oktober 7,2

B2 November 7,4 2,8

B2 December 8 1,9

B2 Januari 7 1,2

B2 Februari 7 1,2

B2 Mars 7 0,8

B3 September 9,2 0,2

B3 Oktober 8,9

B3 November 8,8 0,3

B3 December 8 0,1

B3 Januari 6,9 0,3

B3 Februari 71 1

B3 Mars 6,9 0,2

B4 September 6,4

B4 Oktober 6,2

B4 November 6,1 0,2

B4 December

B4 Januari 6,2 1,4

B4 Februari 6,2 0,4

B4 Mars 6,4 0,3
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