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Lijst van notaties/afkortingen

(c/t)DCE (cis/trans) 1,2-Dichlooretheen
1,1-DCE 1,1-Dichlooretheen
1,2-DCA 1,2-Dichloorethaan
BATNEEC Best Available Technology Not entailing Excessive Economical Costs
BBT Best Beschikbare Techniek
BSP Bodemsaneringsproject
C Koolstof
CA (mono)Chloorethaan
CI Chloorindex
CF Chloroform
CT Koolstof tetrachloride
DCA 1,1-Dichloorethaan
DCM Dichloormethaan
DIC Opgeloste anorganische koolstof
DNAPL Dense Non-Aqueous Phase Liquid
DOC Opgeloste organische koolstof
EBSD Erkend BodemSaneringsDeskundige
EC Elektrische Conductiviteit
Foc Fractie organisch koolstof
H Henry-constante
HRC® Hydrogen Release Compound
iSOC® In situ Submerged Oxygen Curtain
Kd Distributiecoëfficiënt vast-vloeibaar
Koc Distributiecoëfficiënt vast-vloeibaar gecorrigeerd voor OS
Kow Distributiecoëfficiënt octanol-water
MC Methylchloride (monochloormethaan)
MCB Monochloorbenzeen
NAPL Non-aqueous phase liquid
ORC® Oxygen Release Compound
ORP Oxidatie-reductie potentiaal
OS Organisch stofgehalte uitgedrukt in procent droge stof
P&T Pump and Treat
PCE Tetrachlooretheen
PCR Polymerase Chain Reaction
S Oplosbaarheid in water
TCA 1,1,1-Trichloorethaan
TCE Trichlooretheen
TOC Totaal organische koolstof (vaste bodemfase; mg/kg ds) of totaal

opgeloste koolstof (grondwater; mg/L)
VC Vinylchloride
VOCl’s Vluchtige Organische (alifatische) Chloorverbindingen
Vp Partiële dampdruk
WZI Waterzuiveringsinstallatie
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VOCl’s zijn veelvuldig in het milieu terecht gekomen door hun wijdverspreid
gebruik o.a. als oplosmiddelen. Hoofdstuk 2 van voorliggend document geeft een
algemene inleiding over VOCl’s.

De meeste VOCl’s kunnen in de bodem onder zuurstofloze omstandigheden
worden afgebroken door anaërobe micro-organismen. Hoofdstuk 3 behandelt een
aantal algemene aspecten betreffende deze biologische afbraak. De inzichten in
de achterliggende processen komen in detail aan bod op basis van een studie van
de recente wetenschappelijke literatuur rond dit onderwerp. Voorliggend rapport
richt zich op de verschillende beschikbare methoden voor het stimuleren van
natuurlijke anaërobe dechlorering (bioremediatie) van VOCl’s.

In hoofdstuk 4 worden de verschillende methoden voor in-situ bioremediëring
globaal besproken. Bij deze saneringstechnieken wordt de biologische afbraak van
verontreinigingen in de ondergrond, in situ gestimuleerd. In het algemeen worden
de autochtone micro-organismen gestimuleerd door het inbrengen van een
koolstofbron en/of nutriënten. Voor het opstarten of versnellen van het proces
wordt soms gebruik gemaakt van al dan niet geconditioneerde micro-organismen
(bioaugmentatie/inoculatie). De daartoe bestemde bacteriële culturen zijn
commercieel beschikbaar.

Hoofdstuk 5 geeft algemene richtlijnen voor aspecten die dienen in acht genomen
te worden om anaërobe bioremediatie als voorkeursvariant in
bodemsaneringsprojecten voor VOCl’s te kunnen voorstellen. In dit hoofdstuk
wordt een overzicht gegeven van de verschillende mogelijkheden voor
voorafgaandelijk haalbaarheidsonderzoek dat kan dienen als onderbouwing van de
(haalbaarheid van de) geselecteerde bioremediatievariant.

In hoofdstuk 6 wordt uiteengezet welke monitoringsactiviteiten dienen te worden
uitgevoerd wanneer men beroep doet op anaërobe bioremediatie als
bodemsaneringstechniek. Hierbij wordt vooral aandacht besteed aan:

� milieuparameters die de afbraakprocessen beïnvloeden
� bodemkwaliteitsparameters
� indicatieve parameters voor biodegradatie
� kwantitatieve parameters voor biodegradatie
� operationele procesparameters.

Hoofdstuk 7 omvat een samenvatting van de evaluatiecriteria die OVAM hanteert
voor de opmaak van bodemsaneringsprojecten voor VOCl’s op basis van
anaërobe bioremediatie

Ten slotte worden in hoofdstuk 8 een aantal voorbeelden van full-scale VOCl-
bioremediatiecases besproken.

1 Samenvatting
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2.1 Gebruik en toxiciteit van VOCl’s
Vluchtige organische chloorverbindingen (VOCl’s), ook bekend als gechloreerde
solventen, zijn al dan niet meervoudig gechloreerde koolwaterstoffen met één
(chloormethanen) of twee (chloorethanen en –ethenen) koolstofatomen. Deze
stoffen zijn giftig en sommige tevens carcinogeen.

VOCl’s zijn veelvuldig in het milieu terechtgekomen door hun wijdverspreid gebruik
als oplosmiddel, schoonmaak- en ontvettingsmiddel, in chemische
synthesereacties e.a.. Dit kan onder andere gebeurd zijn als gevolg van lekken in
leidingen, opslagvaten- of tanks, ontvettingsbaden, droogkuisinstallaties en
productieprocessen, alsook door onzorgvuldige afvoer van restproducten of
opzettelijke lozingen.

Tetrachlooretheen  (PCE), ook bekend als “per”, is een ontvettingsmiddel dat
gebruikt wordt voor de reiniging van metalen (onderdelen), machines,
elektronische onderdelen en kleding (droogkuis). Trichlooretheen (TCE) wordt
gebruikt voor gelijkaardige doeleinden. PCE en TCE zijn vermoedelijke
carcinogenen en behoren tot de meest algemene milieu- en grondwaterpolluenten
ter wereld (Bradley, 2000).

1,1,1-Trichloorethaan  (TCA) is een synthetisch organisch solvent dat veel
gebruikt wordt in industriële processen en daardoor eveneens wereldwijd een
belangrijke verontreinigende stof in aquifers. Dechlorering van TCA in grondwater
levert 1,1-dichloorethaan (DCA) en eventueel monochloorethaan (CA) op als
toxische dochterproducten die uiteindelijk wel verder kunnen worden
gedechloreerd tot ethaan (Chen et al., 1999). 1,1,-DCE kan eveneens gevormd
worden als reactieproduct bij TCA degradatie (Ahlert and Enzminger, 1992; Wing,
1997).

1,2-dichloorethaan  (1,2-DCA) wordt gebruikt als precursor voor de productie van
polyvinylchloride (PVC) en locaties waar PVC wordt geproduceerd zijn om die
reden vaak sterk verontreinigd met 1,2-DCA.

Koolstoftetrachloride  (CT; tetrachloormethaan; “tetra”) en chloroform (CF;
trichloormethaan) zijn beide toxische stoffen die veel als solventen gebruikt worden
in allerlei industriële processen of als fumigatiemiddel en in de productie van
koelvloeistoffen.

Dichloormethaan  (DCM) is een zeer vluchtig en potentieel carcinogeen solvent
dat eveneens in grote hoeveelheden wordt toegepast in een breed gamma van
industriële processen. Het wordt onder andere gebruikt in verf removers,
ontvettingsmiddelen en als extractie solventen. CF en DCM zijn tevens partiële
dechloreringsproducten die ontstaan bij bacteriële dechlorering van
koolstoftetrachloride.

2 Inleiding
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2.2 VOCl’s in bodem en grondwater
VOCl’s in de bodem verspreiden zich over de verschillende
bodemcompartimenten: de luchtfase (poriën), waterfase (poriën) en vaste fase
(bodemmatrix). Uiteindelijk zal het product voorkomen als (figuur 1):

� Geadsorbeerde fractie aan de bodempartikels (minerale oppervlakken en
organische stof) in de onverzadigde en/of verzadigde zone;

� In de gasfase in het wateronverzadigde bodemdeel;

� Als vrij (mobiel) puur product rond de grondwatertafel, als immobiel puur
product, door capillaire krachten gevangen in bodemporiën (residueel product)
in de onverzadigde of verzadigde zone, als zaklaag op een meer
ondoorlaatbare laag;

� Opgelost in het grondwater of in het poriënwater.

bron

Pluim (retardatiezone)

Slecht doorlatende bodemlagen

Zones met puur product (retentiezone)

Onverzadigde zone

Grondwater

Bodemluchtverontreiniging

Figuur 1. Schematische weergave van enkele belangrijke begrippen bij de
beschrijving en modelvorming van een bodemverontreiniging met VOCl
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Bij bodemverontreinigingen met gechloreerde solventen is het begrip “residuele
verzadiging” van aanzienlijk belang*. VOCl zijn vloeistoffen met een densiteit groter
dan die van water (DNAPL: Dense Nonaqueous Phase Liquid) en een geringe tot
zeer geringe wateroplosbaarheid. In een bodemzone die in contact kwam met pure
VOCl-vloeistof, blijft een zekere restverzadiging aan puur product aanwezig die
normaal in de orde van grootte van enkele tienden van procenten tot procenten
van het porievolume ligt. De bodemzone met dergelijk residueel puur product wordt
retentiezone  genoemd. Vanuit deze retentiezone gaat continu puur product in
oplossing in het grondwater, hetgeen aanleiding geeft tot een grondwaterver-
ontreinigingspluim. Er kan zich ook VOCl bevinden in de onverzadigde bodemzone
(zowel als puur product als in de gasfase. Deze conceptuele overwegingen worden
in figuur 1 schematisch verduidelijkt.
In de pluimzone komt de VOCl opgelost voor in het grondwater, en gedeeltelijk
gesorbeerd. Door deze adsorptieverschijnselen bewegen de VOCl zich trager dan
het grondwater zelf migreert. Deze zone wordt daarom ook retardatiezone
genoemd. De mate van adsorptie en retardatie kan benaderend worden uitgedrukt
d.m.v. een distributiecoëfficiënt Kd. Deze is te berekenen uit de Koc
(distributiecoëfficiënt gecorrigeerd voor OS gehalte) welke bij benadering recht
evenredig is met de Kow (octanol-water partitiecoëfficiënt of mate van
hydrofobiciteit; ook als Pow genoteerd):

Kd (-) = foc (-) . Koc (-)
foc (-) = 0,0058 . OS (%)
Koc = 0,411 . Kow

(foc: fractie organisch koolstof; O.S.: organisch stofgehalte uitgedrukt in procent
droge stof; zie: Basisinformatie voor risico-evaluatie, deel 3, 2004; Vlier-Humaan
2.0).

Relevante fysische stofkarakteristieken voor de meest uiteenlopende organische
verbindingen zijn on-line beschikbaar, b.v. via de SRC Physprop Database;
www.syrres.com/esc/. Onderstaande tabel vermeldt informatie over individuele
VOCl’s.

                                                     

* Puur product: (vloeibare) verontreiniging die voorkomt in de bodem als
afzonderlijke fase. Al dan niet mobiel. Met het begrip puur product hangen de
termen retentiecapaciteit van de bodem, en residueel product samen. Het puur
product is mobiel (m.a.w. het blijft niet op dezelfde plaats en verspreidt zich o.i.v.
de zwaartekracht en/of capillaire krachten) indien de retentiecapaciteit van die
bepaalde bodem wordt overschreden. Hetgeen achterblijft in de poriën ten gevolge
van capillaire krachten is het residueel product.
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Tabel 1. Enkele belangrijke stofkarakteristieken van VOCl’s

Verbinding Aggregatie
toestand
bij 20°C

S  (1)

(mg/L)
(25°C)

Log Kow
(2)

Vp (3)

(mmHg)
(25°C)

H (4) (atm
m³/mol)
(25°C)

PCE Vloeistof 200 3,40 18,5 0,0177
TCE Vloeistof 1100 2,42 69 0,00985
Cis-1,2DCE Vloeistof 3500 2,00 201 0,00408
1,1-DCE Vloeistof 2420 2,13 600 0,0261
VC Gas 8800 1,62 2976 0,0278
1,1,1-TCA Vloeistof 1290 2,49 124 0,0172
1,1-DCA Vloeistof 5040 1,79 227 0,00562
1,2-DCA Vloeistof 8600 1,48 78,9 0,00118
CA Gas 6710 1,43 1010 0,0111
CT Vloeistof 793 2,83 115 0,0276
CF Vloeistof 7950 1,97 197 0,00367
DCM Vloeistof 13000 1,25 435 0,00325
MC Gas 5320 0,91 4300 0,00882

(1) Oplosbaarheid in water
(2) Kow: octanol-water partitiecoëfficiënt (mate van hydrofobiciteit)
(3) Dampdruk (mate waarin stof vanuit eigen vloeistof verdampt)
(4) Henry-constante (gemak waarmee opgeloste stof vanuit water verdampt)

Voordat men aan eender welke in-situ saneringstechniek kan denken, is het
belangrijk een zo betrouwbaar mogelijke raming te maken van de aanwezige
vuilvracht in de bodem  (aantal kg VOCl aanwezig in de bodem). Om deze te
bepalen volstaat het niet om enkel de grondwatersituatie (omvang vlek en
concentraties) te kennen, maar ook (a) de hoeveelheid residueel product (pure
VOCl vloeistof, gevangen in bodemporiën) en eventueel vrij product (zaklaag) en
(b) de hoeveelheid aan de bodemdeeltjes geadsorbeerde verontreiniging. Om de
hoeveelheid residueel product te kunnen inschatten is het noodzakelijk de
kernzone van de verontreiniging voldoende in beeld te brengen, o.a. door
steekbusmonstername op verschillende plaatsen en diepten om het gemiddeld
gehalte in de vaste bodemfase te kennen. De aan de bodemdeeltjes
geadsorbeerde verontreiniging kan worden ingeschat door kennis van het OS
gehalte op voor de pluimzone representatieve plaatsen) in de grondwaterpluim. Via
de Koc waarden voor de verschillende polluenten kan dan indicatief worden bepaald
welk percentage van de vuilvracht in de grondwaterpluim geadsorbeerd voorkomt
en welk percentage in oplossing.

Een vuistregel is dat puur VOCl product (DNAPL) kan voorkomen indien in
peilbuizen concentraties worden vastgesteld die hoger zijn dan 1% van de
theoretische oplosbaarheid. Dit betekent echter niet dat men een DNAPL-zone kan
afbakenen m.b.v. peilbuizen. Bovendien kan de oplosbaarheid van VOCl’s
plaatselijk sterk afwijken van de oplosbaarheid in zuiver water, afhankelijk van de
aanwezigheid van andere organische verbindingen in het grondwater.

In de beoordeling van ‘maximale oplosbaarheid’ moet men rekening houden met
de wet van Raoult, in het geval dat sprake is van mengsels van VOCl’s en/of
andere organische verbindingen. In dat geval is het maximaal gehalte van de
betreffende VOCl-verbinding lager dan de oplosbaarheid van de pure verbinding,
evenredig met de massafracties van de verbindingen in het puur product. Indien
b.v. een mengsel van 50%PCE en 50%TCA als puur product in de bodem
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aanwezig is, is de maximale oplosbaarheid van PCE vanuit dat mengsel, 50%
lager dan de oplosbaarheid van zuiver PCE in water.

Indien grote hoeveelheden aan VOCl’s zijn vrijgekomen en zijn uitgezakt tot op een
kleilaag (b.v.: de Boomse klei), kan het puur product ook volgens de helling van de
kleilaag zijn gemigreerd.

Het transportgedrag van VOCl’s is dus in de meeste gevallen moeilijk
voorspelbaar. Standaard grondwaterstromings- en transportmodellen als
Modflow/MT3D/RT3D zijn als code niet geschikt om het gedrag van puur VOCl te
berekenen: deze programma’s kennen slechts vloeistof met één specifiek gewicht.
Ze kunnen wel van pas komen in situaties waarbij enkel VOCl-pluimen voorkomen
(geen residueel product of puur product pools), of wanneer men het
verspreidingsgedrag van de pluim afzonderlijk wenst te benaderen (invoer continue
bron).
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3.1 Biologische afbraak van VOCl’s – algemene
aspecten
Op veel locaties worden PCE en TCE in de bodem reductief gedechlorineerd door
anaërobe micro-organismen, waarbij dichlooretheen (cis en trans; cDCE/tDCE) en
vinylchloride (VC) worden gevormd als intermediairen. Laatstgenoemde
verbindingen zijn bewezen carcinogeen voor mensen. In ideale omstandigheden
worden DCE en VC volledig gedechlorineerd tot etheen en zelfs verder tot ethaan
(Debruin et al., 1992).

VOCl’s zijn biologisch en abiotisch afbreekbaar maar lijken onder veldcondities ook
vaak stabiel (recalcitrant). Er zijn vele dehalogenerende bacteriën bekend,
waaronder  methanogene, sulfidogene en homoacetogene bacteriën (El Fantroussi
et al. 1998). Er zijn intussen reeds vele dechloreringsmechanismen en
reactiewegen ontrafeld. Eén van de belangrijkste is biodegradatie onder anaërobe
omstandigheden waarbij de VOCl-verbinding fungeert als electron acceptor (dit
proces wordt daarom ook halorespiratie genoemd).

Hydrogenolyse is een mechanisme waarbij één chlooratoom wordt vervangen door
een waterstofatoom.

Dichloro-eliminatie of dehydrodechlorinatie verwijdert tegelijkertijd 2 naburige
chlooratomen op enkelvoudig gebonden koolstofatomen (C-C), waarbij een
onverzadigde koolwaterstofverbinding ontstaat (C=C):

Moleculaire waterstof is een algemene electrondonor voor de anaërobe bacteriële
dehalogenatiereacties (hydrogenotrofe bacteriën; Bjerg et al., 1999; Aziz et al.,
1999), hoewel ook anaërobe bacteriën bestaan die acetaat als primaire
electrondonor kunnen gebruiken (z.g. acetotrofe dehalogeneerders; Yang et al.,
2005).  Een risico bij reductieve dechlorering is dat gedeeltelijk gedechloreerde
dochterproducten kunnen accumuleren die mogelijk nog toxischer zijn dan de
uitgangsproducten. In het algemeen verkeren verbindingen met een hoge
chloreringsgraad (zoals PCE) reeds in een hoge oxidatiestaat waardoor ze
resistent zijn tegen aërobe afbraak (oxidatie). Zij kunnen echter wel gemakkelijk
worden gereduceerd (anaërobe afbraak), in tegenstelling tot stoffen met een lage
chloreringsgraad (dus lage oxidatiestaat), bijvoorbeeld VC. Vinylchloride kan
slechts anaëroob worden afgebroken door enkele zeer specifieke micro-
organismen onder zeer lage redoxcondities. Aërobe afbraak van VC gebeurt
doorgaans vlot, (door oxygenase-enzymes) door een groot aantal soorten micro-
organismen.

3 Anaërobe microbiële
afbraakprocessen van VOCL’s
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PCE en TCE worden doorgaans vlot omgezet tot cDCE op de meeste locaties met
anaëroob grondwater, terwijl cDCE  (en VC) niet zelden (schijnbaar) recalcitrant
zijn op dergelijke locaties. Een veldinventarisatiestudie door Tauw bv (Volkering &
Pijls, 2004) op basis van 58 praktijkgevallen heeft geleerd dat in ongeveer de helft
van de gevallen de reductieve afbraak van chloorethenen niet volledig verloopt en
blijft steken bij cis-1,2-dichlooretheen (Cis) of vinylchloride (VC) (figuur 2).

22 complete 
dechlorination

(37%)

 8 no PCE 
degradation

(14%)
24 cDCE 

accumulation 
(41%)

5 inconclusive
(8%)

Figuur 2. Veldinventarisatiestudie door Tauw bv (Volkering & Pijls, 2004)

In dergelijke gevallen kan het aangewezen zijn om de aquifer te beluchten zodra
alle PCE/TCE anaëroob is omgezet tot DCE/VC. Zelfs meervoudige
aërobe/anaërobe cycli zijn mogelijk in bioremediatieprojecten voor VOCl’s, zoals
b.v. geïllustreerd door McCue et al. (2003). In hun werk wordt aangetoond dat
zowel methanogene als sulfidogene dechlorerende bacteriën periodes van
beluchting kunnen overleven en opnieuw actief worden zodra de omstandigheden
terug anaëroob worden. Mogelijk overleven deze strikt-anaërobe bacteriën in van
zuurstof ‘afgeschermde’ bodem-microsites. In waterig milieu zijn specifieke
dehalogenerende bacteriën zoals Dehalococcoides sp. overigens extreem gevoelig
aan zuurstof, en worden zij reeds afgedood bij zuurstofgehalten boven enkele ppm
(Adrian, 2005, persoonlijke mededeling).

Beeman en Bleckmann (2002) stellen dat een sequentiële anaërobe-aërobe
behandeling van een VOCl-verontreinigde aquifer in sommige gevallen vlotter kan
verlopen dan een volledige anaërobe bioremediatie.  In andere gevallen kan de
z.g. redox-buffercapaciteit echter zeer groot zijn, afhankelijke van de
geochemische karakteristieken van de aquifer. Dit is b.v. het geval voor locaties
met hoge gehalten aan gereduceerd ijzer, mangaan en zwavel (sulfides). In dat
geval is een ‘redox-switch’ niet eenvoudig tot stand te brengen, en verdient een
volledige anaërobe aanpak de voorkeur.  Een volledige anaërobe aanpak is de
‘eenvoudigste‘ methode (dus financieel aantrekkelijker) om een volledige
dechlorering van de meeste VOCl’s te bewerkstelligen, indien de site-specifieke
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omstandigheden gunstig zijn of eenvoudig kunnen worden verbeterd (U.S. EPA,
2000).

In voorliggende CGP wordt het bovenstaande nader toegelicht aan de hand van
praktijkvoorbeelden. Tevens is de recentste wetenschappelijke literatuur rond dit
onderwerp samengevat, aangevuld met resultaten verkregen uit microcosmtesten
uitgevoerd bij VITO of resultaten verkregen tijdens de studie van lopende
pilootproeven en full-scale bodemsaneringswerken.

3.2 Gechloreerde ethenen

3.2.1 Microbiologie en genetica van halorespiratie

Een volledige microbiële reductieve dechlorering van PCE naar etheen in aquifers,
sediment en anaëroob slib werd reeds beschreven in vele wetenschappelijke
publicaties, b.v. in deze door Debruin et al. (1992) die PCE verwijdering in
anaëroob sediment uit de Rijn en anaëroob granulair slib bestudeerden. In
aanwezigheid van lactaat werd PCE snel gedechloreerd met vorming van etheen
dat verder werd omgezet naar ethaan door methanogene micro-organismen.
Daarnaast worden chloride-ionen vrijgezet. Het enzyme dat de eerste
dechloreringsstap katalyseert werd geïsoleerd uit de bacterie Dehalospirillum
multivorans. Ditzelfde enzyme (‘pceA’) is eveneens in staat TCE naar cDCE om te
zetten (Neumann et al., 1996). Andere bekende organismen die PCE anaëroob
kunnen omzetten naar cDCE zijn Sporomusa ovata (Terzenbach & Blaut, 1994),
en Dehalobacter restrictus TEA (Wild et al., 1996). Het cis-isomeer van DCE wordt
preferentieel gevormd in plaats van de trans-vorm, hoewel Dehalococcoides
ethenogenes 195 klaarblijkelijk ook deels het trans-isomeer produceert (Maymo-
Gatell et al., 1999, 2001).

Hoewel sommige auteurs stellen dat er geen ‘unieke’ bacterie bestaat die het
volledige anaërobe afbraaktraject van PCE tot ethaan kan bewerkstelligen (Nyer et
al., 2003), is tot dusver wel vastgesteld dat steevast Dehalococcoides species
aanwezig zijn in alle anaërobe bacteriële culturen die gechloreerde ethenen
volledig kunnen dehalogeneren. Belangrijk hierbij is echter op te merken dat er
verschillende subspecies van Dehalococcoides bestaan die niet alle over dezelfde
dechloreringscapaciteiten beschikken. Sommige subspecies van Dehalococcoides
kunnen wel PCE naar DCE omzetten, maar niet verder, terwijl He et al. (2003) ook
aantoonden dat er – vice versa – Dehalococcoides populaties bestaan die wel
DCE’s en VC maar niet PCE of TCE als electronacceptors kunnen gebruiken.

Dehalococcoides sp. kunnen ook andere verbindingen dan gechloreerde ethenen
dechloreren. Eén bepaalde stam, CBDB1, kan tevens chloorbenzenen gebruiken
als electronacceptor (Jayachandran et al., 2004; 2003). Hexa, penta, tetra en
trichloorbenzenen worden daarbij gereduceerd maar de daarbij geproduceerde di-
en monochloorbenzenen kunnen niet verder anaëroob gedechloreerd worden.
Zodra de omstandigheden aëroob worden gemaakt kunnen deze di- en
monochloorbenzenen echter vlot gemineraliseerd worden door aërobe bacteriën
(Adrian et al., 2000).

Dehalococcoides strain CBDB1 kan ook bepaalde dioxines dechloreren (Bunge et
al., 2003). D. ethenogenes strain 195 kan dit eveneens, n.l. penta- en
tetrachlorobiphenylen en tetrachloornaftaleen (Fennell et al., 2004).  Ook hierbij is
het risico op onvolledige dechlorering groot.
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3.2.2 PCR detectie van dehalogenerende bacteriën en  enzymes

Recent is er veel kennis ontwikkeld over detectiemethoden voor de bacteriën en
enzymes die betrokken zijn in anaërobe dechlorering. Methoden om
Dehalococcoides in grondwater en bodemmateriaal aan te tonen met behulp van
de PCR techniek (polymerase chain reaction), werden o.a. ontwikkeld door Löffler
et al. (2000) en Hendrickson et al. (2002).  Regeard et al. (2004) beschrijven twee
types van pceA genen van Dehalobacter restrictus, Desulfitobacterium hafniense
en Desulfitobacterium sp. PCE1 (en waarschijnlijk nog andere pceA genen met
bijna gelijke sequentie). Het pceA gen codeert voor het PCE-dehalogenase dat
PCE reductief naar cDCE omzet. Een ander pceA gen, namelijk dat van
Sulfurospirillum multivorans werd eveneens beschreven. Regeard et al. (2004)
ontwikkelden daarnaast een PCR-detectiemethode voor het tceA gen van
Dehalococcoides ethenogenes stam 195 en Dehalococcoides sp. FL-2 (194bp). Dit
gen codeert voor het TCE-dehalogenase dat TCE reductief omzet naar etheen,
maar waarin de laatste stap (VC naar etheen) co-metabolisch verloopt. Müller et al.
(2004) beschrijven een PCR detectiemethode voor het vcrAB gen van
Dehalococcoides sp. stam VS. Dit vcrAB gen codeert voor het VC-dehalogenase
enzyme dat VC reductief omzet naar etheen via een respiratorisch proces
(halorespiratie). Krajmalnik-Brown et al. (2004) tenslotte, bestudeerden de
Dehalococcoides sp. stam BAV1 die kan groeien en ademt op vinylchloride dat
daarbij wordt gereduceerd naar etheen. Zij ontwikkelden ook de PCR-primers om
het betrokken enzyme, bvcA, te detecteren. E.e.a. is samengevat in figuur 3.

Figuur 3. Overzicht van betrokken dechlorinasegenen bij de dechlorering van PCE
tot etheen

Onlangs werd door Seshadri et al. (2005) het volledig genoom gepubliceerd van
Dehalococcoides ethenogenes. Zeventien verschillende reductieve dehalogenase
genen werden geïdentificeerd. De diversificatie van deze reductieve dehalogenase
functies lijkt tot stand te zijn gekomen door recente genetische uitwisseling en
amplificatie. De genoomanalyse suggereert dat de voorouders van
Dehalococcoides stikstof-fixerende autotrofe bacteriën waren.

PCEPCE �� TCETCE �� cDCEcDCE �� VCVC �� etheenetheen

pceA-Dr gene (Dehalobacter restrictus , Desulfitobacterium hafniense , Desulfitobacterium sp.) –
Regeard et al., 2004

pceA-Sm gen (Sulfurospirillum multivorans) –
Regeard et al., 2004

tceA gen (Dehalococcoides ethenogenes stam 195 en FL2) –
Regeard et al., 2004

vcrAB gen (Dehalococcoides sp. stam VS: groeit op TCE, DCE, VC) –
Müller et al., 2004

bvcA gen (Dehalococcoides sp. stam BAV1: groeit op DCE en VC) –
Krajmalnik-Brown et al., 2004

cometabolisch
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3.2.3 Competitie tussen chlooretheenafbrekers onder ling

Acetotrofe bacteriën (dit zijn bacteriën die acetaat gebruiken als primaire
electrondonor) zoals Desulfitobacterium sp. zijn slechts in staat om PCE en TCE
om te zetten naar cis-DCE en niet verder. Dehalococcoides sp. zijn echter
hydrogenotroof, dat wil zeggen dat ze waterstof gebruiken als primaire
electrondonor. Zoals hoger reeds beschreven, kunnen bepaalde subspecies wél
een volledige dechlorering van PCE tot etheen uitvoeren. In de meeste anaërobe
dehalogenerende consortia komen zowel Dehalococcoides als Desulfitobacterium
species voor. Wanneer een koolstofbron zoals lactaat of melasse in de bodem
wordt gebracht, fermenteert dit waarbij waterstofgas en vluchtige vetzuren (o.a.
acetaat) worden geproduceerd (Yang et al., 2005). Sommige koolstofbronnen,
zoals melasse, fermenteren snel, waarbij veel acetaat wordt gevormd. Andere
koolstofbronnen, zoals HRC®, komen traag vrij waarbij minder acetaat wordt
gevormd. Indien veel acetaat wordt geproduceerd, kunnen de acetogene bacteriën
(onvolledige dechloreerders) de volledige dechloreerders sterk gaan
beconcurreren en kan stagnatie van de dechlorering optreden tot cDCE.

Bij overdosering van een koolstofbron in het algemeen, kan de redoxpotentiaal te
ver dalen en wordt teveel waterstof geproduceerd. In dat geval worden de
methanogene bacteriën te sterk gestimuleerd (methaanvorming) en kan dit het
dechloreringsproces benadelen (zie praktijkvoorbeelden beschreven elders in dit
document). Een overzicht van de processen die optreden bij injectie van een
koolstofbron in een aquifer wordt gegeven in figuur 4. Het gewenste proces
(volledige dechlorering van de chloorethenen in etheen) staat in het grijs kader;
vele andere processen verbruiken echter ook koolstofbron, rechtstreeks of
onrechtstreeks.

Figuur 4. Processen die kunnen optreden in een aquifer na injectie van een
koolstofbron
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3.3 Gechloreerde ethanen
TCA kan reductief worden gedechloreerd onder anaërobe condities tot DCA door
Desulfobacterium autotrophicum (Egli et al., 1987) en een Clostridium sp. (Galli en
McCarty, 1989). Reductieve dechlorering van TCA tot DCA en CA werd ook
vastgesteld voor methanogene bacteriële consortia (De Best et al., 1999) en Sun
et al. (2002) beschrijven een Dehalobacter sp. dat anaëroob TCA omzet via DCA
tot CA, maar niet verder. Chen et al. (1999) bestudeerden TCA-verontreinigd
anaëroob rioolslib en stelden een volledige dehalogenering vast van TCA, DCA en
CA tot ethaan, maar de hoeveelheden ethaan die werden geproduceerd waren
beperkt.

De enzymes die microbiële reductieve dehalogenering van TCA bewerkstelligen
zijn nog niet geïdentificeerd. Er zijn dus ook geen moleculair biologische
detectietechnieken voor dergelijke specifieke enzymes.

Mogelijk kunnen ook indirecte biologische degradatiemechanismen belangrijk zijn
voor TCA, waarbij TCA zou kunnen verdwijnen door chemische reductie b.v. door
contact met gereduceerde zwavelverbindingen (Gander et al., 2002) of door
hydrolyse door water. Ook microbieel gereduceerd ferro-smectiet (Cervini-Silva et
al., 2003) zou TCA reduceren.

De Wildeman et al. (2002) bestudeerden de dechlorering van 1,2-DCA in UASB
reactors. Zij stelden een volledige omzetting tot etheen vast en isoleerden een
homo-acetogene gram-positieve bacteriële stam die groeit op HCOO- als
koolstofbron. Deze bacterie bleek nauw verwant aan Acetobacterium wieringae.
Klecka et al. (1998) toonden aan dat 1,2-DCA wordt gedechloreerd in één enkele
stap (dihalo-eliminatie) tot etheen, zonder de vorming van andere metabolieten
zoals VC.

3.4 Gechloreerde methanen
Koolstoftetrachloride kan anaëroob afgebroken worden via drie verschillende
mechanismen. Er wordt verondersteld dat de betreffende reacties worden
gekatalyseerd door ‘cofactors’ aanwezig in micro-organismen, in plaats van door
specifieke enzymes. Het eerste gekende afbraakmechanisme is een sequentiële
reductie met overdracht van twee electronen per tussenreactie, waarbij CT
achtereenvolgens wordt omgezet tot CF, DCM, MC en uiteindelijk methaan, via
hydrogenolytische dechlorinaties. Er zouden vele types van bacteriën in staat zijn
de twee eerste reacties (CF tot DCM) te bewerkstelligen, hierbij gebruik makend
van de cofactors heem, factor F430, en van corrinoïden zoals aquocobaltamine en
methylcobaltamine.  Volledige dechlorering is ook hier primordiaal maar zeker niet
vanzelfsprekend.

In een tweede reactiemechanisme kan CT ook omgezet worden in
koolstofmonoxide (Krone et al., 1991). Hierbij wordt nauwelijks chloroform gevormd
als intermediair.

Het derde bekende mechanisme is de degradatie van CT tot CS2, via zwavel- en
zuurstofsubstitutie tijdens één-electron reductiereacties. Lee et al. (1999)
rapporteerden dat ijzer-gelimiteerde culturen van Pseudomonas stutzeri stam KC
CT tot CO2 kunnen omzetten en andere niet-vluchtige componenten, met behulp
van pyridine-2,6-bis-thiocarboxylaat als katalysator. Andere bekende CT-afbrekers
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zijn Methanosarcina barkeri, Desulfobacterium autotrophicum, Moorella
thermoacetica en Methanobacterium thermoautotrophicum.

DCM kan worden gebruikt als koolstof- en energiebron door aërobe, Gram-
negatieve, facultatief methylotrofe bacteriën. DCM kan ook als enige koolstof- en
energiebron worden gebruikt door de nitraatreducerende bacterie Hyphomicrobium
sp., alsook door een strikt anaërobe co-cultuur van Methylophilus sp. stam DM11,
Pseudomonas sp. en Methylobacterium sp. stam DM4 (Leisinger et al., 1994).

Het enzyme dat de eerste stap katalyseert in het degradatiemechanisme is
Dichloromethaan dehalogenase. DCM wordt daarbij omgezet naar formaldehyde,
dit is een centraal metaboliet van methylotrofe bacteriën maar tevens een
bactericide en carcinogene verbinding.

3.5 Competitie tussen verschillende groepen micro-
organismen
Anaërobe dechlorerende bacteriën kunnen H2 als electrondonor gebruiken bij
lagere concentraties dan methanogenen. De hoeveelheid H2 die wordt
geproduceerd in de bodem hangt af van de aard en de hoeveelheid van de
gebruikte koolstofbron. Deze dienen zo te worden gekozen dat er omstandigheden
worden gecreëerd die een voordeel opleveren voor dechloreerders i.p.v.
methanogenen of andere types bacteriën. Fennell et al. (1997) stellen dat butyraat
en propionaat enkel gefermenteerd worden indien de waterstofgas-partieeldruk
lager is dan 10-3.5 en 10-4.4 atm, respectievelijk. Ethanol en lactaat worden pas
gefermenteerd bij waterstofgas-partieeldrukken die 2-3 orden van grootte hoger
zijn. Van butyraat en propionaat wordt derhalve verwacht dat ze minder aanleiding
geven tot methanogenese bij toediening aan een aquifer dan de andere twee
koolstofbronnen.

Dehalogenerende bacteriën moeten ook in competitie treden met
sulfaatreducerende bacteriën wat betreft beschikbare electrondonor. Aangenomen
wordt dat sulfaatgehalten laag moeten zijn opdat een effectieve (snelle) reductieve
dehalogenering zou kunnen optreden. Hoelen en Reinhard (2004) tonen evenwel
aan dat reductieve dehalogenatie van PCE tot etheen ook kan optreden bij
sulfaatgehalten hoger dan 100 mg/L. De omzettingssnelheden zijn in dat geval wel
veel lager (verschillende jaren).

De injectie van een koolstofbron in een verontreinigde aquifer kan ongewild
competitie teweegbrengen tussen sulfidogene, methanogene en acetogene
bacteriën.

Nabij DNAPL-bronnen of in pluimen met zeer hoge VOCl grondwatergehalten
worden echter niet-dechlorineerders geïnhibeerd door de aanwezigheid van de
VOCl’s (Yang and McCarty, 2000).
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Bij in-situ anaërobe bioremediëring wordt de biologische afbraak van de VOCl’s in
de ondergrond gestimuleerd. In het algemeen worden de autochtone micro-
organismen gestimuleerd door in-situ toediening van een koolstofbron en/of
nutriënten aan de verontreinigde bodem (doorgaans de verzadigde bodemzone).

Voor het opstarten of versnellen van het proces kan ook overwogen worden om (al
dan niet speciaal in het laboratorium gekweekte) dechlorerende micro-organismen
bijkomend te doseren (bioaugmentatie/inoculatie).

In de volgende paragrafen zullen de verschillende aspecten worden besproken die
van belang zijn bij de praktische toepassing van bioremediatie van met VOCl’s
verontreinigde bodems, waaronder:

• type koolstofbron (of meer algemeen: electrondonor) en wijze van toediening
aan de bodem;

• toediening van nutriënten of bacteriën (bioaugmentatie);

• ‘vlek-dekkende’ toediening van de koolstofbron/inocula of toepassing in
reactieve zones of bioschermen; e.d.

• mogelijke combinatie van anaërobe en aërobe bioremediatie waarbij in de
kern van de verontreiniging anaërobe condities worden gecreëerd (reductieve
omzetting PCE en TCE tot cis-DCE en VC) en verder stroomafwaarts aërobe
condities worden ingesteld (oxidatieve omzetting van cis-DCE en VC tot CO2).

4.1 Type koolstofbron/electrondonor
Er zijn meerdere koolstofbronnen geschikt voor stimulering van anaërobe
dechlorering, waaronder: (natrium)lactaat, pyruvaat, melasse, ‘Nutrolase’ (=
protamylasse), melkwei, methanol, ethanol, e.d.

Verder bestaan er z.g. ‘slow-release’ varianten, die het voordeel zouden hebben
langdurig te werken, waardoor een minder frequente herhaling van injectie
mogelijk wordt. Voorbeelden van dergelijke koolstofbronnen zijn HRC® en
plantaardige oliën zoals ‘Cap18TM’ of geëmulsifiëerde plantaardige oliën (bvb
EOS).

Ook van nature in de bodem aanwezige koolstof-rijke bodemlagen kunnen
dechlorering in de hand werken. Kao and Lei (2000) beschrijven de mogelijkheid
om biobarrières bestaande uit veen te construeren om PCE/TCE pluimen tegen te
houden.

Tussen de verschillende inzetbare koolstofbronnen kunnen relatief grote
prijsverschillen bestaan. De kostprijs (anno 2006) voor melasse bedraagt ca. 1
euro/kg; voor Na-lactaat is dit ca. 2 euro/kg terwijl HRC ca. 16 euro/kg kost. In de
evaluatie van ‘voordeligste’ koolstofbron dienen echter ook andere factoren te
worden meegerekend, zoals totale benodigde hoeveelheid (melasse bevat een
lager gehalte aan ‘werkzame’ koolstof dan b.v. Na-lactaat), vereiste
toedieningswijze en –frequentie, etc.

Onder andere Lee et al. (1997) toonden met een microcosmstudie aan dat de
meeste beschikbare goedkope substraten een volledige dechlorering van PCE tot
etheen kunnen bewerkstelligen indien de juiste dehalogenerende bacteriën

4 Methoden voor in-situ anaërobe
bioremediëring van VOCl’s
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aanwezig zijn. Resultaten van VITO bevestigen dit, hoewel verschillende types
koolstofbronnen wel verschillen opleverden in afbraaksnelheid. In enkele gevallen
bleken ‘pure’ koolstofbronnen zoals methanol of lactaat op zichzelf onvoldoende in
staat om dehalogenering op lange termijn te onderhouden, door gebrek aan
nutriënten zoals stikstof en fosfor.

Sommige koolstofbronnen kunnen een verzurend effect hebben in de bodem,
zoals melasse, melkwei en melkzuur. Dergelijke koolstofbronnen zijn minder
geschikt in bodems met een gering pH-bufferend vermogen. Een optimaal pH-
traject voor anaërobe dechlorering is 6-8. Waarden beneden pH 5 en boven pH 9
zouden de dechlorering ongunstig kunnen beïnvloeden.

Eens de koolstofbron in de bodem is ingebracht, wordt deze verbruikt door micro-
organismen. De redoxpotentiaal en zuurstofgehalten dalen, en er treedt een
verschuiving op in de microbiële consortia. Fermenterende micro-organismen
zetten de koolstofbron om in vluchtige vetzuren, acetaat en waterstofgas. Dit
laatste is noodzakelijk als electrondonor voor de dechlorerende micro-organismen
die chloorethenen volledig kunnen omzetten in etheen. De gevormde acetaat en
waterstof kunnen echter ook verbruikt worden door andere micro-organismen (o.a.
ijzerreduceerders, sulfaatreduceerders en methanogenen; Figuur 4).

Het is theoretisch ook mogelijk technisch waterstofgas te doseren als
‘rechtstreekse’ electrondonor. Een recente toepassing wordt beschreven door
Edstrom et al. (2005) die rechtstreeks waterstofgas doseren via infusie doorheen
holle membraanfibers aangebracht in peilbuizen. Volgens deze auteurs
stimuleerde het systeem de omzetting van DCE naar VC en etheen. Snelwerkende
koolstofbronnen kunnen het nadeel hebben dat zij te snel worden
gemetaboliseerd, waardoor ófwel teveel vetzuren worden gevormd (remmend voor
dechlorineerders) ófwel methanogene organismen worden overgestimuleerd
(omzetting van de koolstofbron in methaan en remming van dechlorering).

Zoals uit deze overweging kan worden afgeleid, is het effect van een
koolstofbrondosering op een verontreinigde locatie, site-specifiek . Daarom is een
voorgaandelijke haalbaarheidstest en/of een pilootfase aangewezen, op basis
waarvan een opschaling tot full-scale kan gebeuren (zie verder).

4.2 Toedieningswijzen van de electrondonor

4.2.1 Koolstofbroninfiltratie via waterige oplossin g

Bij biorestauratie door infiltratie van een koolstofbron worden de voor biologische
groei benodigde koolstofbron en/of nutriënten, in de bodem gebracht via een
waterige fase.

Voor de infiltratie kan gebruik gemaakt worden van (horizontale) injectiedrains of
verticale injectiefilters. Een voordeel van beide systemen is dat ze een
herhaaldelijke C-bron dosering toelaten, al dan niet geautomatiseerd. Op die
manier kan ook een continue C-dosering worden verkregen.

Het voordeel van drains t.o.v. verticale filters is dat deze ook onder gebouwen
kunnen worden aangebracht m.b.v. gestuurde boringen. Een nadeel van een drain
is de minder grote zekerheid over de exacte plaats waar de koolstofbron wordt
gedoseerd (wegens langere verfiltering tov verticale filters). Ook is de
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toedieningsdiepte beperkt bij dosering via drain: in de verzadigde zone vindt het
transport van de koolstofbron/voedingsstoffen naar de micro-organismen
hoofdzakelijk in horizontale richting plaats. Indien het te behandelen aquiferpakket
een grotere dikte heeft, zijn in dat geval meerdere drains op verschillende diepten
noodzakelijk.

Koolstofbroninfiltratie via drains of filters kan zowel gravitair als onder druk
gebeuren. Meestal wordt voor het laatste gekozen, omdat dit een snellere dosering
toelaat van grotere volumes.

De infiltratie kan gecombineerd gebeuren met een gelijktijdige (op enige afstand
stroomafwaarts gelokaliseerde) onttrekking van grondwater. Vaak is dit het geval in
saneringsvarianten waarbij de migratie van een VOCl-pluim in eerste instantie
wordt gestopt door een P&T-systeem, en daarnaast in de verontreinigde zone een
bioremediatievariant wordt uitgevoerd. De onttrekking kan overigens ook
aangewezen zijn om het transport van de koolstofbron/nutriënten te verbeteren of
sturen, en een bodemspoeleffect te bekomen in de verontreinigde zone. Indien
slechts een klein verhang wordt waargenomen in de natuurlijke grondwatertafel,
wordt een in dit geval nuttige kunstmatige grondwaterstroming gecreëerd door de
infiltratie en de grondwateronttrekking.

Het onttrokken grondwater moet veelal worden gereinigd vooraleer te worden
geloosd of gebruikt voor herinfiltratie.  Wanneer men stroomopwaarts een
koolstofbron heeft gedoseerd dient men rekening te houden met hoge gehalten
opgelost ijzer in het onttrokken grondwater.  Dit kan bij contact met zuurstof
neerslaan en aanleiding geven tot verstopping van leidingen en herinjectiefilters.
Een mogelijkheid is het gebruik van een anaërobe grondwaterzuiveringsinstallatie
(bioreactor) om het grondwater bovengronds te ontdoen van de VOCl’s (mogelijk
gedeeltelijk). Een deel van dit gezuiverde grondwater, aangerijkt met een
koolstofbron en met sterk verhoogde aantallen aan VOCl-afbrekende bacteriën,
kan vervolgens terug worden geïnfiltreerd in de verontreinigde zone.

4.2.2 Koolstofbrontoediening via ‘direct push’ tech nieken

In verschillende reeds gedemonstreerde bioremediatieprojecten werden directe
injectietechnieken gebruikt (‘direct push’ – bvb met Geoprobe) om koolstofbron in
te brengen in de aquifer. Hierbij wordt een sonde in de bodem gedrukt tot de
ondergrens van de verontreiniging; dan wordt de koolstofbron geïnjecteerd met
behulp van een pomp of compressor, waarbij gelijktijdig de sonde wordt
opgetrokken. De injectie wordt gestopt zodra de bovengrens van de verontreiniging
wordt bereikt. De procedure wordt herhaald op verschillende plaatsen binnen de
verontreinigingscontour. Er kan daarbij ofwel geopteerd worden voor een vlek-
dekkende toepassing, ofwel voor een toepassing die slechts een reactieve zone
creëert stroomafwaarts van de verontreinigingskern. In dat geval spreekt men over
een biologisch actieve barrière bedoeld om verdere stroomafwaartse verspreiding
tegen te gaan. Het nadeel van directe injectie is dat deze éénmalig is. Indien
herhaalde toedieningen van koolstofbron nodig zijn, dient de gehele procedure
opnieuw te worden uitgevoerd.

4.2.3 Electrondonortoediening via ‘iSOC’ of gelijka ardige technieken

iSOC (“in situ Submerged Oxygen Curtain”) is een nieuw systeem, dat in
peilbuizen kan worden ingebracht en via een sturingsmechanisme kan worden
aangesloten op een gascilinder. Het principe van de techniek is dat het gas
rechtstreeks, door holle-vezel membranen, oplost in het grondwater (zonder
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vorming van gasbellen die kunnen opstijgen naar de watertafel en zo een verlies
van het gas veroorzaken). Doorgaans wordt via het systeem zuurstof in het
grondwater gedoseerd. Het systeem kan echter ook gebruikt worden om
waterstofgas te doseren, via hetzelfde principe van gasinfusie. De waterstof gaat
daarbij direct in oplossing, zonder belletjes te vormen, zodat het proces een veel
grotere efficiëntie heeft dan directe injectie van waterstofgas. Dit systeem werd
door een Canadese firma gepatenteerd en wordt ook verdeeld in Europa.

Het ingebrachte waterstofgas kan door dechlorerende micro-organismen gebruikt
worden als electrondonor om VOCl’s in de bodem te reduceren.

4.3 Opschaling naar full-scale toepassing
Voor een dimensionering van een full-scale toepassing van in-situ anaërobe
bioremediatie van VOCL in grondwater, dienen eerst via het vooronderzoek
volgende vragen te worden beantwoord: (1) welk organisch substraat bij welke
concentratie is het meest effectief en tevens betaalbaar; (2) zijn bijkomende
nutriënten noodzakelijk; (3) kan het substraat eenvoudig en homogeen worden
ingebracht en getransporteerd in de aquifer; (4) welk toedieningssysteem is
geschikt en hoe kan dit worden gedimensioneerd en (5) wat is de optimale
toedieningsfrequentie voor de koolstofbron (in relatie tot het type koolstofbron); (6)
is bioaugmentatie noodzakelijk of wenselijk.

De hoeveelheid beschikbare koolstofbron  is doorgaans één van de
belangrijkste factoren die de dechloreringssnelheden bepalen in aquifers die van
nature arm zijn aan OS (Leahy and Shreve, 2000). Volgens Lee et al. (1997) is 60
mg/L DOC een minimaal gehalte om PCE vlot af te breken tot etheen.

Een richtgehalte voor het te bereiken gehalte organische koolstofbron in het
grondwater in de te saneren zone is 100 à 200 mg/L. Hoeveel koolstofbron
hiervoor moet worden geïnjecteerd hangt af van het type koolstofbron en site-
specifieke omstandigheden (o.a. start-ORP, ORP-buffervermogen, aanwezige
microbiële consortia,…). Een te hoog DOC-gehalte dient echter te worden
vermeden, omdat dit andere processen zoals methanogenese kan bevorderen en
zodoende inhiberend kan werken voor halorespiratieprocessen (zie Figuur 4 en
praktijkvoorbeeld elders in deze CGP).

De doorlatendheid van de bodem  moet voldoende hoog zijn om infiltratie van
waterige oplossingen toe te laten. Dit houdt in dat biorestauratie door infiltratie
vooral zal kunnen worden toegepast in (homogene) zandige gronden. Kleirijke,
lemige of sterk gelaagde gronden lenen zich minder goed voor een dergelijke
toepassing omdat het grondwater zich te traag doorheen deze gronden verplaatst
of omdat de infiltratie onvoldoende homogeen kan worden gerealiseerd. Tijdens de
bioremediatie zelf vinden ook processen plaats die de doorlaatbaarheid van de
bodem verminderen (zie verder).

Naast de doorlatendheid van de bodem zijn ook de volgende factoren van belang
voor het slagen van een biorestauratie door infiltratie:

• de hoeveelheid reduceerbare verbindingen  in de aquifer en het
grondwater. Een hoog gehalte aan o.a. nitraat, Fe(III), Mn(IV),…buffert de
redoxpotentiaal op een waarde die te hoog is voor reductieve dechlorering.
Ook een hoog sulfaatgehalte kan interfereren met reductieve dechlorering
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(cis-DCE → etheen door halorespiratie). PCE kan wel worden gereduceerd tot
cis-DCE door bepaalde types sulfaatreducerende bacteriën. Halorespiratie
wordt echter verondersteld pas op te treden bij gebrek aan alternatieve
electronacceptoren, dus bij uitputting van nitraat, ijzer(III), sulfaat, e.d. De
voorafgaandelijke reductie van deze stoffen veroorzaakt een verbruik (verlies)
aan koolstofbron. De hoeveelheid benodigde koolstofbron kan vooraf
geraamd worden op basis van gemeten gehalten aan electronacceptors:
zuurstof, nitraat en sulfaat in het grondwater en Fe(III) in de aquifer. Een
voorbeeld wordt getoond in Tabel 2 (uitgaande van een verwaarloosbaar
Mn(IV)-gehalte, een porositeit van 0,33 en een bulkdensiteit van 1780 kg/m3
en aannemende dat er geen beduidende desorptie optreedt van
electronacceptors vanuit de vaste fase naar het grondwater tijdens
bioremediatie).

Tabel 2. Benodige hoeveelheid koolstofbron o.b.v. gemeten gehalten
electronacceptors.

Electron-
acceptor Concentratie Oxidatie-

capaciteit
eq/m3

Geraamd
lactaatverbruik

g/m3

O2 1 mg/L 0,04 0,3
NO3

- 75 mg/L 2,0 15
Fe(III) 0,5 g/kg 16,3 115
SO4

2- 200 mg/L 5,5 41,5
Totaal  24 172

• het heterogeen karakter van de bodem . Bij een heterogeen karakter van de
bodem zal het geïnfiltreerde water met koolstofbron/nutriënten, zich langs
preferentiële paden verspreiden zodat niet het volledig verontreinigd
aquifervolume bereikt wordt. Het heterogeen karakter van de ondergrond is
meestal moeilijk in te schatten en zal dus voor een onzekerheid zorgen bij de
(in-situ) sanering. Bij aanwezigheid van (grote hoeveelheden) DNAPL, die niet
kan worden verwijderd of effectief geïsoleerd, kan de in-situ sanering van de
pluim wél succesvol blijken, maar zal de volledige sanering zeer lang duren
door de continue vrijstelling in de pluim van ‘verse’ VOCl’s vanuit de DNAPL-
fase.

• Verstopping  door microbiële groei in de infiltratiemiddelen en/of de bodem.
Door de stimulering van de microbiële groei verhoogt de microbiële activiteit
zodat de infiltratiemedia kunnen verstopt geraken. Dit wordt ook biofouling
genoemd. Verstopping kan door de bacteriën zelf gebeuren
(slijm/biofilmvorming) of optreden door vorming van minerale neerslagen zoals
ijzersulfides. Ook gasvorming, b.v. methaan, kan de bodemporiën blokkeren
zodat de waterdoorlaatbaarheid vermindert.

• Infiltratiecapaciteit . Bij het inschatten van de vereiste hoeveelheden
infiltratieputten dient rekening te worden gehouden met het gegeven dat de
infiltratiecapaciteit van een infiltratieput veelal 50 tot 80 % kleiner is dan die
van een onttrekkingsput.
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• Verdringen/wegspoelen van de verontreiniging . Indien de injectie en/of
onttrekking via het grondwater slecht gedimensioneerd is of slecht werd
ingeplant, bestaat de kans dat de aanwezige verontreinigingen zich met het
grondwater zullen verspreiden. Door de verhoogde toevoer van water via de
infiltratie zal deze verspreiding zelfs sneller gebeuren dan onder natuurlijke
omstandigheden. Eventueel kan ook verdringing van DNAPL optreden.

• Gebrek aan nutriënten . De voor microbiële groei aanwezige nutriënten zijn
onder normale omstandigheden voldoende voorhanden in de bodem. Bij de
verhoogde microbiële werking voor de afbraak van verontreinigingen kunnen
deze echter uitgeput raken en moeten ze aan het geïnfiltreerde water met
koolstofbron toegevoegd worden. Dit geldt met name voor koolstofbronnen die
zelf geen nutriënten bevatten zoals lactaat, ethanol of methanol. De
macronutriënten worden toegevoegd als zouten in die hoeveelheden dat de
verhouding koolstof/stikstof/fosfor ongeveer 100/10/1 bedraagt. Afwijkende
verhoudingen van 100/5/1 tot 100/10/10 worden ook gehanteerd. De optimale
verhouding kan eventueel voorafgaand bepaald worden door middel van
laboratoriumtesten. Andere types koolstofbronnen zoals protamylasse
(Nutrolase) bevatten reeds van nature voldoende macronutriënten.
Micronutriënten komen in de bodem in voldoende mate voor zodat zij niet
moeten toegevoegd worden. De volgende nutriëntbronnen kunnen onder
meer worden toegepast:

o ureum: deze stikstofbron heeft een vertraagde werking doordat zij
een voorafgaande enzymatische hydrolyse/ammonificatie vereist;

o ammoniumnitraat: deze stikstofbron bevat ook nitraat hetgeen wel
in eerste instantie interfereert met halorespiratie. De hoeveelheden
zijn echter gering zodat dit verwaarloosbaar is.

• Inhibitie van dehalogenerende bacteriën in bronzone s.  Hoge gehalten
VOCL kunnen toxisch zijn voor dehalogenerende bacteriën.  Men stelt soms
vast dat in bronzones wel omzetting gebeurt van PCE en TCE naar DCE,
maar niet verder, waarschijnlijk wegens een grotere gevoeligheid voor inhibitie
van de bacteriën die DCE omzetten tot VC en etheen.  Vermits bacteriën
enkel VOCL kunnen afbreken die zijn opgelost in het water en vermits PCE en
TCE weinig oplosbaar zijn vanuit DNAPL gaat men er van uit dat bronzones
waarin DNAPL aanwezig is niet binnen realistische termijnen kunnen
gesaneerd worden door anaërobe bioremediatie.  Mogelijks kan bioremediatie
wel zorgen voor een snellere uitputting van de bron door het omzetten van
weinig oplosbare verontreinigingen zoals PCE en TCE in beter oplosbare
stoffen zoals DCE.

• Geringe biobeschikbaarheid van de verontreinigingen . Residuele DNAPL
lost traag op in het grondwater terwijl de dehalogenering slechts plaatsvindt in
de waterfase. Door directe injectie van koolstofbron in residuele DNAPL-
zones wordt overigens wel een verhoging van de vrijstellingssnelheid
bekomen (‘detergent-effect’). Bepaalde koolstofbronnen zoals plantaardige
oliën hebben een relatief sterk DNAPL-oplossingsverhogend effect.
Biosurfactants kunnen reeds bij geringe concentraties een DNAPL-oplossend
effect hebben. Zij hebben echter ook een oppervlaktespanningsverlagend
effect, hetgeen bij grotere hoeveelheden DNAPL, een verticaal
verspreidingsrisico kan doen ontstaan. Ethanol heeft bij gebruik in hoge
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concentraties ook een DNAPL-oplossend effect. Het gebruik van
ethanolflushing in de kernzone om de grootste DNAPL-vracht fysisch te
verwijderen, gevolgd door bioremediatie van de resterende VOCl’s, wordt
daarom aanzien als een in potentie geschikte combinatie van
saneringstechnieken voor VOCl-verontreinigingen. Voor meer informatie kan
worden verwezen naar ‘Studie betreffende de sanering van stedelijke VOCl
grondwaterverontreinigingen met droogkuisbedrijven in Antwerpen als
voorbeeld’, downloadbaar via de ovam-website (www.ovam.be).

• Om de biobeschikbaarheid van de verontreinigingen te verhogen, kunnen
zoals hoger reeds vermeld additieven zoals biosurfactants worden
toegevoegd aan het water dat wordt geïnfiltreerd. Deze additieven moeten
ongevaarlijk en biologisch afbreekbaar zijn binnen een relatief korte tijd om
geen bijkomende verontreiniging in de bodem te introduceren. De eventuele
noodzaak voor de inzet van (bio)surfactants kan ook op voorhand worden
uitgetest via labo- of pilootschaalonderzoek.

4.4 Combinatie van anaërobe en aërobe
bioremediatie
Anaërobe bioremediatie is bij uitstek geschikt om verbindingen (reductief) te
dechloreren die zich in een hoge oxidatietoestand bevinden (PCE, TCE, TCA,…).
Laaggechloreerde verbindingen, zoals vinylchloride, kunnen echter veel
gemakkelijker en sneller oxidatief worden omgezet tot CO2 (door aërobe,
omnipresente bodembacteriën). Zoals reeds beschreven, neemt het gemak
waarmee VOCl’s kunnen worden gereduceerd, af met dalende chlorineringsgraad.
Dit is de reden waarom op een belangrijk aantal locaties, stagnatie kan optreden
op cis-DCE en/of VC.

Een alternatieve werkwijze, ten opzichte van het nastreven van volledige
reductieve dechlorering tot etheen, is een ‘redox-switch’ van reductief naar
oxidatief te voorzien in de saneringsaanpak. Nabij bronzones worden anaërobe
condities ingesteld, waarbij door reductieve omzetting hooggechloreerde
verbindingen (bv. PCE, TCE, DCE) omgezet worden naar meer gedechloreerde
verbindingen (bv. VC). Verder stroomafwaarts kunnen dan aërobe condities
worden ingesteld (oxidatieve omzetting van VC tot CO2). Dit kan met ‘standaard’
beluchtingssystemen, i.e. persluchtinjectie, ORC injectie, peroxide-dosering of door
zuurstofinfusie. Voor deze toepassingen kan worden verwezen naar de betreffende
CGP’s (Persluchtinjectie en bodemluchtextractie, in-situ bioremediatie van
petroleumkoolwaterstoffen). Er zijn echter potentiële nadelen aan deze werkwijze.
Ten eerste is de sanering meer gecompliceerd, dus duurder. Ten tweede bestaat
het risico, vooral bij persluchtinjectie als zuurstof-inbrengend systeem, dat
gedeeltelijk gedechloreerde verbindingen worden gestript en zich bv. naar
gebouwen kunnen verspreiden. Dit moet worden voorkomen door een goede
(matige) dosering van de perslucht en door het installeren van
bodemluchtextractiesystemen. Ten slotte moet worden vermeld dat VC beduidend
vlotter aëroob wordt afgebroken dan DCE.
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5.1 Laboratoriumonderzoek (microcosms)
Niet alle locaties bezitten hetzelfde potentieel voor bioremediatie. Toepassing van
anaërobe bioremediatie op veldschaal zonder degelijk vooronderzoek kan leiden
tot een toename van de bodemverontreiniging.  Immers, indien PCE en TCE
slechts gedeeltelijk worden omgezet met stagnatie op DCE of VC, dan ontstaat
een bodemverontreiniging met stoffen die mobieler en mogelijk risicovoller zijn dan
de uitgangsproducten.

Om op voorhand na te gaan of een bioremediatie vlot zal verlopen, kunnen z.g.
microcosmtesten worden uitgevoerd. ‘Microcosm’ staat voor ‘kleine
leefgemeenschap’; in dergelijke testen worden luchtdichte glazen flesjes gevuld
met representatief, anaëroob bemonsterd bodemmateriaal en grondwater, en
worden de optredende biologische processen opgevolgd d.m.v. regelmatige
analyses (figuur 5). Het voordeel van dergelijke testen is dat meerdere
verschillende condities (b.v. verschillende koolstofbronnen en -concentraties,
beënting, e.d.) tegelijkertijd uitgetest kunnen worden. Tevens kan een controle
worden meegenomen, waaraan een bacteriedodend middel wordt toegevoegd. Dit
is noodzakelijk om eventuele andere mechanismen waardoor de VOCl’s kunnen
verdwijnen uit de microcosms, te kunnen onderscheiden van werkelijke
biodegradatie. Doordat de microcosms hermetisch zijn afgesloten, kan een
massabalans worden opgesteld tussen moeder- en dochterproducten zodat een
volledig inzicht kan worden verkregen in de afbraakprocessen.  Een gesloten
massabalans kan men veel eenvoudiger verkrijgen in het labo dan in het veld.
Daarnaast zal men in een labotest sneller een uitspraak kunnen doen over de
haalbaarheid van het proces dan met een veldtest, zonder de bijhorende risico’s
van het ontstaan van nieuwe bodemverontreiniging.

Voor ‘eenvoudige’ gevallen, b.v. locaties met slechts één VOCl-
verontreinigingstype en duidelijke indicaties via monitoring, dat volledige
dechlorering optreedt (significante etheenvorming), is het niet altijd noodzakelijk
om dergelijke microcosmtesten uit te voeren. In meer complexe gevallen echter,
wanneer geen VC en etheen worden gevonden in het veld of bij gemengde
verontreiniging met verschillende types VOCl’s en/of andere polluenten zoals
zware metalen, worden voorafgaandelijke microcosmtesten sterk aanbevolen om
na te gaan of en hoe bioremediatie het best kan worden uitgevoerd.

Veldtesten (piloot-schaal) zoals push-pull experimenten of injectie van een
bepaalde hoeveelheid koolstofbron via een injectiefilter met monitoring in
stroomafwaartse filters (zie o.a. Lookman et al., 2005) zijn een andere manier om
de haalbaarheid van full-scale bioremediatie na te gaan. Het voordeel van een
veldtest is een grotere representativiteit, het nadeel tov microcosmtesten is echter
dat zij meestal meer tijd vergen, een beperkter aantal verschillende testcondities
toelaten en tevens geen gesloten systeem zijn die een berekening van
massabalansen toelaat. Moleculair biologische analyses zoals PCR kunnen wel in
beide testsystemen worden gebruikt om de microbiologie en katabole processen
op te volgen (Fennell et al., 2001). Fennell en Gossett (2003; in: Häggblom en
Bossert, 2003) geven een overzicht van de mogelijkheden van labo-schaal
afbraaktesten om het dehalogeneringspotentieel voor een bepaalde site te
onderzoeken.

5 Haalbaarheidsonderzoek voorafgaand
aan de full-scale anaërobe
bioremediatie van VOCl’s
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Figuur 5. Voorbeeld van een  microcosmtest. Links: afgedode controle (niet
verkleurd) en rechts: conditie met lactaat als koolstofbron. De bacteriële activiteit is

zichtbaar door de vorming van een zwarte neerslag (ijzersulfide, gevormd door
sulfaatreducerende bacteriën).

Voorbeelden van microcosm testresultaten

Voorbeeld 1.  Het grondwater op de betrokken site was verontreinigd met TCE
(1300 µg/L), DCE (55 µg/L), TCA (1300 µg/L) en DCA (400 µg/L). Microcosms
werden opgezet waarbij één reeks werd afgedood (abiotische controle) en een
andere reeks werd voorzien van Na-lactaat en gistextract. Na 6 maanden bleek
alle TCA te zijn omgezet in de levende  microcosms (Figuur 6). Ook in de
abiotische controle leek er sprake van enige TCA afname. De concentratie aan
DCA nam toe in de levende microcosms. Tijdens de eerste 6 maanden van deze
testen was er geen enkele afname van de TCE en DCE gehalten. Sun et al. (2002)
identificeerden een bacterie (Dehalobacter stam TCA1) die TCA, via DCA, tot CA
kan afbreken. Adamson en Parkin (2000) beschikten over een PCE-dechlorerende
cultuur die tegelijkertijd ook TCA kon transformeren. Duhamel et al. (2002)
concludeerden echter uit hun onderzoek dat TCA een sterke inhibitor is voor TCE
dechlorering.

Na 7 maanden werden de microcosms geïnocculeerd met een paar mL van de
vloeistoffase van een microcosm van een andere locatie (met volledige
chlooretheen dechlorering). Drie maanden na deze inocculatie werden de
microcosms terug bemonsterd en geanalyseerd. TCA en DCA waren nu volledig
omgezet tot CA en TCE, DCE en VC waren volledig omgezet tot ethaan en ook
werden substantiële hoeveelheden methaan gevormd (figuur 6).
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Figuur 6. Resultaten van een microcosmtest voor een locatie met gemengde
chlooretheen- en chloorethaanverontreiniging. VC en etheengehalten waren
steeds <2 µg/L en worden daarom niet getoond in de figuur. Beënting werd

uitgevoerd na maand 7.

Voorbeeld 2.  Het grondwater op de locatie in kwestie was verontreinigd met PCE,
TCE, DCE, VC, DCM en MCB (monochloorbenzeen). In het brongebied van de
verontreiniging werden zeer hoge gehalten aan DCM gemeten (~ 1000 mg/L). De
andere VOCl’s waren aanwezig in lagere maar nog aanzienlijke gehalten. De
verontreinigde oppervlakte was echter veel kleiner voor DCM dan voor de andere
verontreinigingen. Daarom werd verondersteld dat alle DCM die vanuit de DNAPL
oploste in het grondwater, snel werd afgebroken en geen kans kreeg een grote
grondwaterpluim te vormen. Microcosms werden opgezet om deze hypothese te
testen. De resultaten zijn weergegeven in figuur 7.
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Figuur 7. Resultaten van de microcosms van de tweede voorbeeldlocatie. Boven:
microcosms waaraan na ruim 1 maand opnieuw DCM werd toegevoegd, samen
met formaldehyde (controle); onder: idem maar zonder formaldehyde (levende

conditie)

De microcosms werden opgezet met grondwater en aquifermateriaal vanuit de
bronzone, met additie van lactaat als externe koolstofbron. Na een maand bleek
alle DCM verdwenen uit de levende microcosms. PCE en TCE werden eveneens
verwijderd, terwijl de concentraties aan DCE en VC respectievelijk stabiel en
toenemend waren. De MCB concentratie bleef onveranderd. Na één maand werd
PCE en een hoog gehalte aan DCM bijkomend gedoseerd aan de microcosms. De
helft van deze microcosms werd afgedood met formaldehyde en de andere helft
niet. In de vergiftigde microcosms gebeurde geen verdere afbraak. In de levende
microcosms daalden de gehalten aan DCM, PCE, TCE en DCE drastisch terwijl
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VC en etheen stegen in gehalte (volledige dechlorering van de chloorethenen).
MCB werd echter niet afgebroken. Dit tweede voorbeeld illustreert hoe nuttig zelfs
kortdurende microcosmtesten kunnen zijn om optredende afbraakprocessen te
begrijpen en de mogelijkheden en onmogelijkheden van anaërobe bioremediatie
eerst op kleine schaal te testen alvorens een full-scale sanering aan te vangen. In
dit specifieke voorbeeld werd bewezen dat (i) DCM van nature en met hoge
snelheid afbreekt zonder de noodzaak een koolstofbron toe te voegen; (ii) de
gechloreerde ethenen kunnen worden gesaneerd door toediening van een
koolstofbron; (iii) MCB zal niet worden afgebroken onder anaërobe condities.

Met microcosmstudies kan ook worden onderzocht of bio-augmentatie nuttig kan
zijn (toediening van dechlorerende bacteriën). Dit wordt elders in dit document
besproken.

5.2 Veldonderzoek (piloot-schaal)
Via een laboratorium(microcosm)test kunnen de afbraakomstandigheden worden
onderzocht (kàn volledige dechlorering optreden, en onder welke
omstandigheden). Indien de uitkomst van een microcosmtest gunstig is, kan een
pilootschaalonderzoek anaërobe bioremediatie worden overwogen. Dit is nuttig om
verdere ontwerpparameters te verzamelen: hoe veel koolstofbron dient te worden
geïnjecteerd; welk invloedsgebied kan ik per injectiepunt bereiken; kan de
koolstofbron op een uniforme wijze worden verspreid of worden enkel
voorkeursbanen behandeld; hoe snel beweegt de koolstofbron zich; e.d.

Of zowel een labotest en een piloottest nodig zijn, is gevalsafhankelijk. Voor
relatief eenvoudige en/of beperkte verontreinigingen kan volstaan worden met een
labotest OF een beperkte pilootproef. In complexere gevallen zoals in geval van
mengsels van verschillende polluenten, of voor omvangrijke verontreinigingen
waar eventuele stagnatie van de afbraak op chloorhoudende dochterproducten
onaanvaardbaar is, verdient het de aanbeveling beide type testen uit te voeren.

Pilootproeven kunnen op twee wijzen worden uitgevoerd: volgens het principe van
de ‘push-pull test’ of door de injectie van een beperkte hoeveelheid koolstofbron
met stroomopwaartse en stroomafwaartse monitoring via peilbuizen. Er is ook een
combinatie mogelijk van beide methoden.

5.2.1 Push-pull tests

Bij een push-pulltest wordt in essentie op één filter gewerkt. Er wordt een bepaald
volume water opgepompt uit de filter, waaruit tevens substalen worden genomen
voor analyse op relevante parameters. Vervolgens worden toeslagstoffen
toegevoegd aan dat water, en datzelfde volume water wordt opnieuw in hetzelfde
filter geïnfiltreerd. Na een bepaalde tijd wordt de procedure herhaald en worden de
begin- en eindresultaten van de analyses met elkaar vergeleken om het effect van
de toeslagstoffen te beoordelen.

Voordeel t.o.v. het tweede piloottest-type is dat injectie- en monitoringsplaats
dezelfde zijn (geen kans op ‘missen’ van de behandelde zone door
voorkeursstroombanen) en dat er geen ‘reistijd’ verstrijkt tussen injectiepunt en
monitoringsplaats, dus dat de pilootproef meestal korter duurt.
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Voorbeeld van een push-pulltest

Het potentieel voor anaërobe biodegradatie op een met TCE verontreinigde locatie
nabij Antwerpen werd onderzocht met behulp van een z.g. push-pull veldtest. Eén
ondiepe (6 m-mv.) en één diepe (14,5 m-mv.) extractie/infiltratiefilter werd geplaatst
in de verontreinigingspluim direct stroomafwaarts van het VOCl-brongebied.
Ongeveer 1 m³ grondwater werd opgepompt (‘pull-0’) uit elk van beide filters, en
opgevangen in continu met stikstofgas doorspoelde, polypropyleen containers
(‘cubitainers’). In deze containers waren op voorhand de benodigde hoeveelheden
melasse (C-bron) en natriumbromide (tracer) ingebracht, zodat na het volledig
vullen met grondwater, de gewenste concentraties voor deze stoffen worden
bereikt. De inhoud van de cubitainers werd dan eerst gemengd door rondpompen
met een dompelpomp in de cubitainer. Met dezelfde pomp werd het mengsel
vervolgens geïnjecteerd in de respectievelijke filters waar het grondwater eerder
werd opgepompt (‘push-1’). Na ongeveer 2,5 maanden, werd deze procedure
herhaald (‘pull-1’ en ‘push-2’). Grondwaterstalen werden genomen tijdens de ‘pull-
0’ en ‘pull-1’ die werden geanalyseerd op een breed pakket chemische (Tabel 3)
en biologische parameters (PCR; figuur 8 en Tabel 4).

Tabel 3. Resultaten van de chemische analyses van ‘pull-0’ en ‘pull-1’ grondwater

Parameter NULMETING (‘pull-0’) ‘PULL-1’

Ondiep filter Diep filter Ondiep filter Diep filter
o-Fosfaat (mg PO4/l) <0,15 <0,15 2,1 12
Bromide (mg/l) 0,20 0,20 0,48 2,5
Chloride (mg/l) 31 23 21 20
DIC (mg/l) 116 74 160 170
DOC (mg/l) 13 14 60 510
Glucose (mg/L) 0 0 8,58 5,75
Nitraat-N (mg/l) <0,23 <0,23 <0,23 <0,23
Nitriet-N (mg/l) <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Sulfaat (mg/l) 190 260 2,2 4,3
Sulfide (mg/l) 0,16 <0,1 0,64 11,6

Sulfiet (mg/l) <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

VOC§ (µg/l)

  TCE 4900 4500 58 30
  Cis-DCE 5400 5200 11000 6600
  VC 7 11 28 57
  Etheen (µg/L) 0,8 0,9 8 9,5
  Ethaan (µg/L) <0,1 <0,1 0,8 1,1
  Methaan (µg/L) 37 <0,1 11,5 23,5



        32

   

Figuur 8. PCR-testresultaten (Dehalococcoides en dehalogenases; Löffler et al,
2000; Regeard et al., 2004; Müller et al., 2004; Krajmalnik-Brown et al, 2004) voor

grondwater opgepompt tijdens ‘pull-1’. 1: ondiep filter; 2: zoals (1) maar na 10x
verdunning van het grondwater; 3: diep filter; 4: zoals (3) maar 10x verdund

Tabel 4. Resultaten van de uitgevoerde PCR-testen op ‘pull-1’ grondwater

  Dehalococcoides pceA (1) pceA (2) tceA vcrAB bvcA

Ondiep filter + + - aspec + - -

Diep filter + + - aspec + - -

De resultaten van Tabel 3 tonen aan dat vrijwel alle TCE werd omgezet tot cDCE
in de 2,5 maanden tussen ‘pull-0’ en ‘pull-1’. In diezelfde periode namen de
gehalten aan VC en etheen/ethaan toe, hoewel minder significant dan cDCE. In
het diepere grondwater leek de dechlorering iets vlotter te verlopen dan in het
ondiepere grondwater. De sulfaatgehalten daalden sterk tijdens de test, gepaard
gaande met een toename van sulfidegehalten (vooral in het diepe filter). De PCR-
resultaten geven aan dat Dehalococcoides aanwezig is, alsook de dehalogenase
enzymes pceA en tceA. Zoals beschreven in paragraaf 3.2.2, kan tceA de
omzetting van VC naar etheen bewerkstelligen maar is het mechanisme co-
metabolisch traag; (Maymo-Gatell et al., 1999). VC-reductase enzymes, die een
snelle omzetting van VC naar etheen kunnen katalyseren via een halorespiratie-
afbraakroute, werden niet gedetecteerd in het grondwater van ‘pull-1’.

vcrAB  pceA (type 1)

  1     2      3     4     +    bl     1    2     3     4     +    bl

Dehalococcoides sp. bvcA

    1    2    3     4       +    bl                                   1    2     3     4        +    bl

pceA (type 2)   tceA

      1     2     3    4     bl    +                   1    2    3     4     +
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Deze resultaten wijzen erop dat een full-scale bioremediatie van de TCE-
verontreiniging in principe haalbaar zou moeten zijn. Door het ontbreken van
Dehalococcoides species die beschikken over VC-reductasegenen zouden de
laatste dechloreringsstappen (van cis-DCE tot etheen), echter traag of onvolledig
kunnen zijn. Mogelijk zou in een later stadium van de sanering een bio-
augmentatie met een bacterieel consortium dat wel Dehalococcoides species
bevat met VC-reductasegenen kunnen worden uitgevoerd.

De resultaten van de regelmatige bemonstering van twee stroomafwaartse
monitoringspeilbuizen (‘pb118’ en ‘pb200’), enkele meters stroomafwaarts van de
melasse-injectiefilters, zijn weergegeven in figuren 9 t/m 13. Zoals blijkt uit figuur
11 en 12 wordt na ca. 2 maand een doorslag van DOC en bromide vastgesteld in
het ondiepe monitoringsfilter. In het diepe monitoringsfilter wordt pas later (ca. 4
mnd) bromidedoorslag waargenomen. In beide filters is er een duidelijke
dechloreringsrespons waarneembaar die ook zichtbaar is in de toename van
etheen in de monitoringsfilters. Dit vertaalde zich eveneens in een dalende trend in
de chloreringsgraad (chloride-index) in beide peilbuizen, cfr. figuur 13.
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Figuur 13. Trend in de chloride-index (chloreringsgraad) in het grondwater van de
monitoringspeilbuizen
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5.2.2 Kleine schaal injectie en opvolging met peilb uizen

In het kader van een OVAM-onderzoeksproject werd de bruikbaarheid van HRC
nagegaan voor de sanering van een 1,1,1-TCA verontreiniging op een
geselecteerde proeflocatie te Kontich. Dit onderzoek omvatte laboratoriumtesten
en een piloottest in het veld (Lookman e.a., 2005).

Voorafgaand aan de veldtest werd een anaërobe microcosmtest uitgevoerd om de
effecten te bestuderen van de toediening van een koolstofbron op de TCA
degradatie in een verontreinigde aquifer. In de microcosms daalden de TCA-
gehalten van 15000 tot 1500 µg/L na 10 maanden incubatie. Op het einde van de
test waren de DCA-gehalten echter ongeveer even hoog als op het begin van de
test (1500 µg/L). 1,1-DCE daalde van 1200 µg/L tot 800 µg/L. Deze trends werden
ook vastgesteld in de microcosms waaraan geen extra koolstofbron was
toegevoegd. CA noch VC of ethaan werden gemeten in gehalten boven
detectielimiet.

Voor de veldtest werden twee HRC injecties vlak naast elkaar in de kern van de
verontreiniging uitgevoerd en 5 monitorings-peilbuizen geplaatst volgens het
schema in Figuur 14.

De peilbuizen hadden een verfiltering van 3-5 m-mv. Na plaatsing werden de
peilbuizen bemonsterd ter analyse van de nulsituatie (na grondig afpompen tot
helder). Vervolgens werden de 2 HRC injecties uitgevoerd (Figuur 15). De injectie
gebeurde aan ca. 5 kg HRC per verticale meter. Het injectietraject was 5 tot 2 m-
mv.; in totaal is ca. 2x15 kg HRC geïnjecteerd. Voordat werd geïnjecteerd, werd de
HRC verwarmd in een waterbad en opgemengd met een waterige oplossing van
natriumbromide (tracer).

Na de injectie werden de peilbuizen op regelmatige tijdsstippen bemonsterd en
geanalyseerd op VOCl’s, veldparameters (pH, EC, ORP, zuurstof),
electronacceptors (nitraat, sulfaat, ijzer, mangaan), DOC, afbraakproducten
(vluchtige vetzuren, chloride). Daarnaast werden tevens ongeroerde monsters
verzameld waarin met moleculaire technieken (PCR) de aanwezigheid van
dehalogenerende bacteriën werd onderzocht. De grondwatermonitoring duurde in
totaal 15 maanden.
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Figuur 14. Schema van de piloottest met aanduiding van de monitoringpeilbuizen
en HRC-injectieplaatsen

Figuur 15. HRC-injectie met behulp van direct-push apparatuur (achtergrond) en
een compressor (voorgrond)
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Voorafgaand aan deze veldtest was het TCA-gehalte in de kern van de
verontreiniging reeds 5 jaar gemonitoord. Het was vrij stabiel rond 15000 µg/L. Na
de C-bron-injectie daalden de gehalten tot beneden 2000 µg/L binnen 15
maanden. Stroomopwaarts van de injectieplaats bleef het TCA-gehalte hoog,
zodat wel kon worden besloten dat de afname van de TCA-gehalten een gevolg
was van de HRC-injectie. Met PCR kon worden aangetoond dat sulfaat-
reducerende bacteriën werden gestimuleerd ter hoogte van de injectieplaats. Ook
Dehalococcoides sp. bleken te worden gestimuleerd hoewel dit geen TCA-afbreker
is. Zij kan echter wel 1,1-DCE dechloreren.

Een grafische weergave van de evolutie van de VOCl’s in de peilbuizen is als
overzicht opgenomen in Figuur 16.
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Figuur 16. Grafische voorstelling van veldevoluties TCA en DCA tijdens monitoring
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5.3 Nagaan van de noodzaak voor bio-augmentatie
In Vlaanderen waren bij de opmaak van voorliggend document nog geen
voorbeelden van full-scale bioaugmentatie beschikbaar. Wel werden reeds enkele
pilootproeven uitgevoerd waarbij dechlorerende bacteriële consortia werden
ingebracht in de bodem in een poging de dechlorering te stimuleren. Een
voorbeeld wordt in paragraaf 5.3.4 beschreven. Er zijn ook al vele
microcosmstudies uitgevoerd waarbij de mogelijkheden van bioaugmentatie op
deze schaal werden onderzocht. In de volgende paragraaf wordt een selectie van
deze resultaten toegelicht.

5.3.1 Voorbeelden uit microcosmexperimenten

Als voorbeeld van een locatie met een goed ‘natuurlijk’ VOCl-degradatiepotentieel
kozen we een locatie (droogkuis), verontreinigd met PCE. Microcosms met
bodemmateriaal en grondwater werden opgezet. Vier omstandigheden (condities)
werden uitgetest: (1) dode controle (formaldehyde); (2) levende conditie met Na-
lactaat toediening; (3) levende conditie met ‘Nutrolase’. Nutrolase® (AVEBE,
Nederland) is een melasse-achtige koolstof- en nutriëntbron geproduceerd in de
aardappelindustrie; (4) levende conditie met Nutrolase toediening én een
dechlorerend inoculum (5 mL van een grondwater bemonsterd op een locatie met
bewezen aanwezigheid van een bacterieel consortium dat PCE volledig tot etheen
kan dechloreren). Figuur 17 toont de resultaten van de test. De locatie heeft
klaarblijkelijk een goed natuurlijk dechloreringspotentieel dat via de
koolstofbrondosering kon worden gestimuleerd. Het inoculum was niet nodig, maar
verhoogde slechts de dechloreringssnelheid enigszins. Een tegenovergesteld
voorbeeld wordt weergegeven in Figuur 18. Dit betreft een locatie verontreinigd
met TCE. Microcosms werden opgezet op identiek dezelfde wijze als in het vorige
geval. Ditmaal werd echter geen enkele dechlorering waargenomen in de niet-
beënte microcosms, dit gedurende 3 maanden anaërobe incubatie op
kamertemperatuur. Enkel in de conditie mét inoculum en koolstofbrontoediening
werd volledige dechlorering waargenomen. Gelijkaardige resultaten werden ook
door andere onderzoekers gerapporteerd, b.v. door Aulenta et al. (2005).
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Figuur 17. Microcosmresultaten voor een PCE-verontreinigde locatie die van
nature een goed afbraakpotentieel bezit

Figuur 18. Microcosmresultaten voor een TCE-verontreinigde locatie zonder direct
aanwezig natuurlijk dechloreringspotentieel. Pas na bioaugmentatie wordt een

vlotte omzetting naar etheen waargenomen.

Men kan zich afvragen of er eventueel een langere tijd nodig is alvorens de van
nature aanwezige bacteriën, ook bij een ‘negatief’ microcosmresultaat, de
aanwezige VOCl’s effectief gaan dechloreren. Figuur 19 toont resultaten van een
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langdurige microcosmtest voor een voormalige droogkuislocatie te Antwerpen. De
sulfaatgehalten in het grondwater zijn hoog (200-600 mg/L). Het effect van
toediening van lactaat, melasse en ethanol werd in de microcosms onderzocht. In
alle levende condities was er een vlotte omzetting van PCE naar cDCE (binnen 1à
2 maanden). Daarna accumuleerde cDCE echter, op een gehalte van meer dan
10000 µg/L, gedurende meer dan een jaar (kamertemperatuur). Er werden slechts
zeer beperkte hoeveelheden VC en etheen/ ethaan gemeten (enkele µg/L). Wel
werden grote hoeveelheden methaan gevormd, vooral in de melasseconditie waar
de methaangehalten opliepen tot bijna 1 g/L. Een hoge methanogene activiteit kan
zoals eerder vermeld wijzen op competitie met dechlorerende bacteriën (zie b.v.
Yang en McCarty, 1998). Hoge gehalten aan PCE, cDCE en VC zouden eveneens
inhiberend werken t.o.v. methanogenen (Yang en McCarty, 2000). Dit leek echter
niet het geval voor de hier besproken microcosms. Hoewel de dechlorering
stagneerde op cDCE, bleek uit PCR testen dat Dehalococcoides species aanwezig
waren, maar kennelijk niet het juiste subtype dat beschikt over VC-reductases. Dit
kon worden bewezen door het introduceren van een bacteriële ent (zoals eerder
beschreven). Deze bioaugmentatie leidde tot een snelle en volledige omzetting van
de cDCE tot etheen, binnen 2 maanden na de introductie van de ent.

Figuur 19. Lange-termijn microcosms (lactaat-conditie) opgezet voor een
voormalige droogkuislocatie in Antwerpen. PCE en TCE werden aanvankelijk snel
omgezet naar cis-DCE maar niet verder gedurende meer dan één jaar. Pas na de

introductie van een volledig dechlorerende ent werd de cis-DCE omgezet naar
etheen (en ethaan)

5.3.2 Full-scale bio-augmentatie

In de vorige paragraaf werd aangetoond dat op laboratoriumschaal (microcosms),
stagnatie kan optreden in dechlorering, waarbij cis-DCE accumuleert, en dat dit
kan worden verholpen door introductie van een dechlorerende ent. Dit opent
mogelijkheden voor full-scale bioaugmentatie als het mogelijk blijkt om een
dergelijke ent op een homogene wijze te introduceren in de bodem, zonder dat de
ent haar activiteit daarbij verliest. In de literatuur zijn hiervan enkele voorbeelden
gerapporteerd: Ellis et al. (2000) verkregen een succesvolle bioaugmentatie in een
TCE-verontreinigde aquifer door injectie van een microbiële aanrijkingscultuur die
TCE naar etheen kon omzetten. Zonder de inoculatie stagneerde de dechlorering
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op cDCE. Negentig dagen na de injectie in het pilootgebied, begonnen VC en
etheen te verschijnen in de monitoringsfilters. Tevens werd vastgesteld dat de
bacteriën zich verspreidden binnen het testgebied. Gelijkaardige testen en
resultaten werden uitgevoerd en bekomen door Major et al. (2002). Adamson et al.
(2003) injecteerden een dechlorerende ent in een PCE-bronzone, en stelden vast
dat ook daar een verbeterde dechlorering kon worden verkregen. Cis-DCE was in
eerste instantie het dechloreringsproduct na 225 dagen, maar later werd
hoofdzakelijk VC en ook etheen gevormd. Nabij de NAPL-bron werd echter geen
VC of etheen gevormd, hetgeen erop wijst dat bioaugmentatie mogelijk enkel
geschikt is voor VOCl-pluimen. Nader onderzoek is hieromtrent wenselijk. Lendvay
et al. (2003) vergeleken bioaugmentatie, biostimulatie en recirculatie alléén, in een
met chloorethenen verontreinigde aquifer. Een bioaugmentatiestrategie, gebruik
makend van een Dehalococcoides-bevattend inoculum dat PCE tot etheen kon
omzetten, slaagde erin een volledige dechlorering tot etheen te bekomen binnen 6
weken. In een ander proefveld op dezelfde locatie, waar enkel een koolstofbron
werd geïnjecteerd, werd overigens eveneens een volledige dechlorering
verkregen, doch pas na een lag-periode van 3 maanden.

5.3.3 Voorschriften bij bioaugmentatie

Bioaugmentatie kan worden uitgevoerd met een in het laboratorium opgekweekte
en gekarakteriseerde bacterieële ent. Voor dechloreerders is dit meestal een
consortium van verschillende bacteriesoorten. Alternatief kan ook grondwater of
bodemmateriaal worden gebruikt afkomstig van een locatie waar volledige
dechlorering reeds werd aangetoond. Het gebruik van bacteriële consortia of
‘entmateriaal’ geeft ook aanleiding tot vergunningstechnische aspecten
hieromtrent.

In voorliggend document zijn een aantal referenties opgenomen naar piloot- en full-
scale ervaring uit de VS. Er zijn, op basis van deze projecten, een aantal
verschillende bacteriële culturen gecommercialiseerd, n.l. KB-1TM en ook de z.g.
‘Bachman Road’ cultuur (gecommercialiseerd door Regenesis Inc.).

Ook de universiteit van Toronto heeft i.s.m. commerciële partners reeds jaren
ervaring met het gebruik van bacterieel entmateriaal in het kader van VOCl-
bioremediatie. Zij ontwikkelden ook procedures om de geschiktheid van mogelijk
entmateriaal voor deze toepassing na te gaan.

Toepassingsvoorwaarden in de VSA en Canada

Het entmateriaal dient te voldoen aan de volgende kwaliteitseisen:

• een stabiele samenstelling

• hoge concentratie aan actieve micro-organismen (titer) met voldoende hoge
dechlorinatiesnelheid (aantoonbaar met microcosms)

• de ent moet levend worden geïnjecteerd onder omstandigheden waarbij de
ent niet wordt gedeactiveerd (bvb door blootstelling aan zuurstof) zodat deze
na injectie actief blijft in de bodem

• de bacteriën moeten zich kunnen verspreiden (de verontreinigde aquifer
kunnen koloniseren)

• de groeisnelheid (verdubbelingssnelheid) van de bacteriën dient zo hoog
mogelijk te zijn.
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• De globale microbiële samenstelling van het entmateriaal moet gekend zijn
(bvb te bepalen met een DGGE-bepaling, i.e. denaturing gradient gel
electrophoresis).

• Het entmateriaal is vrij van pathogenen (fecale coliformen, pathogene gist of
schimmels, Yersinia sp., Pseudomonas aeruginosa, Bacillus anthracis,
Hemolytic Clostridia =sp., Campylobacter sp., Vibrio sp., Listeria
monocytogenes, Salmonella sp.) en van toxische stoffen

De achtergrond hierbij is dat pathogenen in het entmateriaal personen zouden
kunnen schaden tijdens de groei/verzending en toepassing, of (later) via het
grondwater zelf (grondwaterwinning voor gebruik).

De effectiviteit van de ent wordt uitgedrukt in dechlorineringsnelheid (mol/liter/dag).
Als de celdichtheid is gemeten kan dit ook worden uitgedrukt als specifieke
dechloreringssnelheid (mol/cel/dag).

Situatie in Nederland

In Nederland is er geen vergunning nodig voor het beënten met VOCl-afbrekende
bacteriën. Het beënten werd reeds op verschillende locaties toegepast. De
betrokken vergunningsverlenende instanties in Nederland zijn de provincies en de
grote steden. Er is geen organisatie zoals OVAM en de vergunningverlenende
instanties hoeven ook geen consultatieronde met andere overheden uit te voeren.
Elke provincie en grote stad heeft haar eigen beleid dat wel binnen de ‘Wet Bodem
Bescherming’ moet passen.

Situatie in Vlaanderen

Er werden met betrekking tot Vlaanderen geen specifieke wettelijke bepalingen
teruggevonden voor het beënten van de bodem met bacteriën.

Wel is het overeenkomstig de wet van 2 april 1971 betreffende de bestrijding van
voor planten en plantaardige producten schadelijke producten verboden om
bepaalde bacteriën binnen te brengen en te verspreiden op het grondgebied van
België. Het betreft onder meer Xylella fastidiosa, Clavibacter michiganensis en
Pseudomonas solanacearum.

Verder is het toepassen van genetisch gemodificeerde organismen
overeenkomstig het milieuvergunningsdecreet onderworpen aan
verbodsbepalingen, meldingsplicht en vergunningsplicht.

5.3.4 Resultaten van een Vlaamse piloottest

In Vlaanderen werd een geslaagde piloottest met gebruik van beënting uitgevoerd
voor een locatie in Vilvoorde. Het grondwater is er op meerdere plaatsen
verontreinigd met VOCl’s (PCE/TCE en afbraakproducten) en oliecomponenten
(BTEX en minerale olie).

Er is natuurlijke dechlorering vastgesteld van PCE/TCE die evenwel schijnbaar
stagneert op cis-DCE. Er werden eerder ook microcosmtesten uitgevoerd met
verschillende substraten (lactaat, ethyllactaat, methanol) waaruit dezelfde
stagnatie op cis-DCE bleek. Er werd door de betrokken
bodemsaneringsdeskundige een pilootsysteem geïnstalleerd (Figuur 20) om na te
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gaan of (1) een substraatinjectie (lactaat) de afbraak van de VOCl’s kon
bevorderen en (2) na te gaan of een bioaugmentatie de anaërobe bioremediatie
beter zou doen verlopen (volledige i.p.v. partiële dechlorering).

In samenspraak met OVAM werd een monitoringsprogramma opgesteld voor
bijkomende opvolging van de pilootproef door VITO. Dit hield voornamelijk een
moleculair-biologische opvolging van het grondwater in, waarbij getest werd op de
aanwezigheid en verspreiding van de chlooretheen dechlorerende bacterie
Dehalococcoides sp. en van twee essentiële dehalogenase-enzymes, n.l. bvcA en
vcrAB.

Resultaten
In Tabel 5 zijn de analyseresultaten voor VOCl’s hernomen die werden verkregen
bij aanvang van de test (mei 2004). Tabel 6 geeft de analyseresultaten van januari
2006. Tabel 7 vat de resultaten samen van de PCR’s uitgevoerd op het grondwater
bemonsterd uit de beschikbare monitoringspeilbuizen.
Uit de resultaten blijkt dat er na de beënting duidelijk sprake is van een verbeterde
én volledige dechlorering in de aquifer. De etheengehalten stegen daarbij
evenredig in de peilbuizen waar de gehalten aan VOCl’s sterk afnamen.
Twee peilbuizen, 1003B en 1004B, vertoonden echter géén verbeterde
dechlorering na de beënting. Deze resultaten zijn in hoge mate in
overeenstemming met de PCR-resultaten weergegeven in Tabel 7. Inderdaad
wordt 7 maanden na de beënting, in een 7-tal peilbuizen een positief signaal
waargenomen voor de VC-reductases, de betrokken peilbuizen zijn dezelfde als
waar een verhoogde dechlorering met etheenvorming wordt vastgesteld. In de
peilbuizen 1003B en 1004B, die geen verbeterde dechlorering vertoonden, was het
PCR-resultaat voor de VC-reductases negatief.
Zoals de PCR-resultaten voor Dehalococcoides sp. aantonen, is de aanwezigheid
van deze bacterie NIET indicatief voor volledige dehalogeneringspotentie in de
aquifer. Reeds vóór de beënting werd de bacterie namelijk in 9 van de 13
aanwezige peilbuizen gedetecteerd. Dehalococcoides sp. en vele sulfidogene
bacteriën kunnen inderdaad PCE en TCE omzetten tot cis-DCE, maar slechts
bepaalde Dehalococcoides subvarianten zoals ‘BAV1’ en ‘VS’ beschikken over de
VC-reductasegenen die nodig zijn voor een verdere omzetting tot etheen.

Conclusies
Uit de resultaten blijkt dat het anaërobe microbiële consortium aanwezig in de
verontreinigde aquifer op de proeflocatie (vóór beënting), niet in staat was om de
aanwezige chloorethenen volledig om te zetten in etheen, ook niet na toediening
van een koolstofbron. Na de beënting was dit wél het geval. De ent verspreidde
zich ook stroomafwaarts van de injectieplaats, want de VC-reductases werden
gedetecteerd tot in de meest stroomafwaarts gelegen peilbuizen (1004C). Op de
grootste afstand van de beëntingsplaats gebeurde dit overigens klaarblijkelijk enkel
in de diepste peilbuis (1004C, niet in 1004A en B). Dit werd toegeschreven aan de
heterogeniteit van de ondergrond.
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Figuur 20. Overzicht op de proeflocatie en de aanwezige monitoringfilters
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Tabel 5. Analyseresultaten VITO van mei 2004

Staal PCE TCE cis1,2DCE trans1,2DCE 1,1DCE VC
(µg/L)

1002A 3 20 1255 7 <d 0
1002B 39 71 2206 35 <d 2
1002C 6 64 5410 20 <d 3

      
1003A 2 17 519 4 <d 1
1003B 3 77 1673 18 <d 8
1003C 80 775 4518 36 6 6

      
1004A 2 23 1439 10 <d <d
1004B 19 468 13456 53 21 55
1004C 39 538 5355 44 7 10

      
1005A 3 18 210 3 <d <d
1005B 3 31 417 3 <d 1

      
1006A 166 1778 17313 199 24 192
1006B 229 3241 >30000 133 27 255

Tabel 6. Analyseresultaten VITO van januari  2006

Staal PCE TCE cis1,2DCE trans1,2DCE 1,1DCE VC
(µg/L)

1002A <d <d 190 9 <d 630
1002B <d <d 28 <d <d 105
1002C <d <d 10 20 <d 40

  
1003A <d <d 80 5 <d 160
1003B 5 35 3500 45 10 95
1003C <d <d 155 35 <d 300

  
1004A <d <d 70 10 <d 680
1004B 10 75 8300 65 <d 40
1004C <d <d 460 17 <d 610

  
1005A <d <d 5 <d <d 7
1005B <d <d 23 <d <d 5

  
1006A 15 130 5000 85 18 20
1006B 45 210 26500 150 55 320
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Tabel 7. Resultaten van de uitgevoerde PCR’s (geïnterpreteerd) op grondwater
vóór beënting (juni 2005) en resp. 2 en 7 maanden na beënting

Jun
2005

Aug
2005

Jan
2006

Jun
2005

Aug
2005

Jan
2006

Jun
2005

Aug
2005

Jan
2006

Dehalococcoides
sp.

bvcA vcrAB
Etheen

aanwezig§

1002A + + + - - - - - +/- Ja
1002B + + + - +/- + - - + Ja
1002C + + + - + + - +/- + Ja
1003A - + + - +/- + - - + Ja
1003B + + + - - - - - - Neen
1003C + + + - +/- + - - + Ja
1004A + + + - - - - - - Ja
1004B + + + - - - - - - Neen
1004C - + + - +/- + - - + Ja
1005A + + + - + + - + + Ja
1005B - + - - + + - +/- + n.g.
1006A + - - - - +/- - - - n.g.
1006B - + + - +/- - - - - n.g.

+ Positief PCR-resultaat

+/- Onzeker PCR-resultaat

- Negatief PCR-resultaat

n.g.: niet gemeten
§: metingen van november 2005
DATUM BIO-AUGMENTATIE: 4-7-2005
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6.1 Basisvereisten aan het monitoringsprogramma
Indien bioremediatie wordt toegepast als saneringstechniek, is een nauwgezette
monitoring van de aanwezige verontreinigingen en geochemische en
hydrogeologische parameters noodzakelijk.

Het monitoringsplan dient minimaal aan de volgende vereisten te voldoen:

1. aantonen dat de omzetting van de VOCl’s tot uiteindelijk onschadelijke
eindproducten (etheen, ethaan,…) verloopt zoals voorspeld (in het
voorafgaandelijke haalbaarheidsonderzoek);

2. nagaan of er geen stagnatie in de dechlorering optreedt op half-
gedechloreerde toxische producten;

3. controleren of de verontreiniging zich niet ongecontroleerd verspreidt;

4. verzekeren dat er op geen enkel moment potentiële receptoren worden
bedreigd (bv door uitdamping van DCE of VC naar binnenlucht);

5. verifiëren van het bereiken van de saneringsdoelstellingen in het
algemeen.

6. bewaken hoe de geochemische condities evolueren tijdens de sanering
(pH, TOC, redox, electronacceptors,…)

Het monitoringsprogramma is steeds sitespecifiek. Alle reeds beschikbare
gegevens uit het vooronderzoek moeten worden gebruikt voor het opstellen van
een conceptueel model van de verontreinigingssituatie en van een
monitoringsplan.

Indien dit nog niet afdoende zou gebeurd zijn in het kader van het beschrijvend
bodemonderzoek dient men zeker de bodemopbouw, de grondwater-
stromingsrichting en de grondwaterstroomsnelheid ter plaatse grondig te bepalen.

Ook de ruimtelijke verspreiding van de verontreinigingen en de hoeveelheid
verontreiniging in de bron en pluim (vuilvracht) dient zo goed mogelijk te worden
gekwantificeerd. Deze bepaalt immers de duur van het proces en de mogelijke
omvang van de pluim. Hierbij dient men rekening te houden met het feit dat de
verontreiniging verdeeld is over het grondwater, de bodemlucht en de vaste
bodemdelen. In vele gevallen zal het grootste deel van de verontreiniging aan de
bodemdeeltjes gehecht zijn of voorkomen als NAPL. Het is daarom aangewezen
om in het meetprogramma een gepast aantal analysen te voorzien van stalen van
het vaste materiaal uit de bron.  Aanwezigheid van significante hoeveelheden
VOCL als NAPL kan nefast zijn voor de slaagkans van bioremediatie.

Het vereiste monitoringprogramma zal afhankelijk zijn van de aard en de grootte
van de onzekerheden die er zijn betreffende het conceptueel model. Een
intensievere karakterisering van de site bij de aanvang kan deze onzekerheid
verkleinen waardoor de monitoringactiviteiten bij de implementatie van het
bioremediatieproject kunnen worden beperkt.

Vóór het opstarten van de sanering moet een staalname- en analyseplan worden
opgesteld waarin minimaal de volgende aspecten worden vastgelegd: (1)
staalnameplaatsen (grond, bodemlucht en/of grondwater); (2) staalnamefrequentie
en (3) de te bepalen parameters en de wijze van bemonstering.

6 Monitoring van anaërobe VOCl
bioremediatie bij full-scale applicatie
in het veld
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6.1.1 Monitoringslocaties

De monitoring van de sanering gebeurt meestal in hoofdzaak door het plaatsen
van peilbuizen in en rondom de saneringszone. De bedoeling van deze peilbuizen
is tweeledig: het saneringsproces volgen en nagaan of de verontreinigingspluim
zich niet op ongeoorloofde wijze verspreidt. De peilbuizen die worden geplaatst om
het gedrag van de pluim te observeren, moeten ten minste op de volgende
plaatsen worden aangebracht:

1. stroomopwaarts van de saneringszone in de niet-verontreinigde zone,
langs de centrale stroombaan van de pluim, als controle van de kwaliteit
van het instromende grondwater en eventuele wijzigingen hiervan die het
saneringsproces kunnen beïnvloeden;

2. ter hoogte van de verontreinigingsbron, als controle van eventueel
nadelige effecten als gevolg van oplossen/vrijkomen van DNAPL die het
verloop van de sanering kunnen beïnvloeden en voor inschatting van de
evolutie van de bronsterkte in de tijd; er moeten voldoende peilbuizen
voorzien worden om de bronsterkte goed te kunnen inschatten. Indien
sprake is van een omvangrijke DNAPL-bron is meestal een afzonderlijke
aanpak vereist van deze bron, die dan gecombineerd met bioremediatie in
de pluim wordt uitgevoerd. Er dienen dan ook diepe peilbuizen te worden
voorzien om eventuele neerwaartse migratie te kunnen monitoren;

3. stroomafwaarts van de verontreiniging, langs de centrale stroombaan in
zowel de anaërobe als de aërobe grondwaterzone, om wijzigingen in
pluimgedrag en concentraties van verontreinigingen op te volgen; het
aantal punten is afhankelijk van de grootte van de pluim maar dient
voldoende groot te zijn om een betrouwbare modellering van de
pluimevolutie mogelijk te maken;

4. stroomafwaartse punten in een zone waarin geen verontreinigingen
meetbaar zijn maar waarin de concentraties van nevenparameters wel
beïnvloed kunnen zijn door de verontreiniging en/of de
dechloreringsprocessen (chloride, redoxpotentiaal, elektronacceptors, pH,
DOC, e.d.). Deze geven een vroege indicatie van een eventuele
verplaatsing van de verontreinigingspluim (bvb vinylchloride).

5. ‘alarmpunten’, aan de perceelsgrenzen stroomafwaarts van de pluim, die
het mogelijk moeten maken om tijdig over te gaan tot alternatieve
beheersmaatregelen om pluimuitbreiding tot over de perceelsgrenzen of tot
een gevoelige receptor te voorkomen, indien relevant;

6. lateraal, net buiten, alsook voor grotere pluimen binnen, de beide randen
van de pluim om laterale verspreiding te monitoren.

De densiteit van het monitoringnetwerk dient evenredig te zijn met de
heterogeniteit/complexiteit van de ondergrond. Het netwerk moet toelaten om een
voldoende aantal representatieve stalen te verkrijgen om een statistische evaluatie
van de evolutie van de sanering te kunnen maken.

In sommige gevallen is de bodemopbouw zo heterogeen dat het zeer moeilijk is
om stroombanen in kaart te brengen. Er kunnen in de bodem zeer goed
doorlaatbare zones voorkomen waarin de verontreinigingen zich sneller
verspreiden dan wat men zou verwachten op basis van de macroscopische
doorlaatbaarheid van het gebied. Indien de monitoring gebeurt aan de hand van
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stalen uit peilbuizen dan dient men deze transmissieve zones zo goed mogelijk in
kaart te brengen.

6.1.2 Te monitoren parameters

De grondwaterstalen die uit peilbuizen worden genomen, moeten in een
beginstadium worden geanalyseerd op alle relevante parameters voor de
aanwezige verontreinigingen. Dit ‘nulsituatie-onderzoek’ wordt als referentie
gebruikt om het saneringsproces in de loop van de bioremediatie op te volgen.

De monitoringsparameters zijn:

• VOCl’s en eventuele nevenverontreinigingen
• Alle mogelijke schadelijke dochterproducten die kunnen ontstaan door

biologische of abiotische afbraak van de verontreinigingen
• Etheen, ethaan, methaan
• DOC
• Tracerstoffen (indien gebruikt, bvb bromide)
• Electronacceptors: opgeloste zuurstof, nitraat, Fe(II), Mn(II), sulfaat
• Geleidbaarheid, temperatuur, pH en redoxpotentiaal (veldparameters)
• Facultatieve parameters: PCR, waterstofgas, acetaat en vluchtige vetzuren,

DIC, chloride, nitriet, sulfiet, sulfide, stabiele isotopenshift.

Bij latere staalnames kan geopteerd worden om de set parameters te verkleinen
tot de verontreinigingen met de hoogste concentraties, het grootste risico of de
grootste mobiliteit en enkel de relevante geochemische indicatoren en
milieuparameters.

Om eventuele wijzigingen in de grondwaterstroming te kunnen opvolgen, moet in
het monitoringsprogramma ook een regelmatige opmeting van de
grondwaterstanden zijn voorzien t.o.v. een vaste referentiehoogte (opmaak van
grondwater-isohypskaarten). Indien een oppervlaktewater een belangrijke grens
uitmaakt van het systeem dan dient ook het waterpeil daarvan te worden gemeten
t.o.v. de referentiehoogte.

De chloride-index als maat voor dechlorering
De chloride-index geeft het gemiddeld aantal chlooratomen aan per VOCl-
molecule voor chlooretheenverontreinigingen:

Chloride-index = {4 x PCE + 3 x TCE + 2x DCE + VC}/{PCE + TCE + DCE + VC +
etheen + ethaan}

De concentraties dienen hierbij uitgedrukt te worden in (µ)mol/L.

Als de chloride-index 3-4 bedraagt, komen weinig dochterproducten voor en is er
dus (nog) sprake van weinig dechlorering. Bij stagnatie van de dechlorering op cis-
DCE zal de chloride-index niet dalen onder de waarde 2. Pas wanneer VC en
etheen worden gevormd daalt de index onder 2 en is sprake van volledige afbraak.

Een gelijkaardige index kan ook voor chloorethanen worden gedefinieerd als:

C.I.= {3 x TCA + 2 x DCA + CA}/{TCE + DCA + CA + ethaan}



        53

Chloorethaan wordt overigens standaard niet gerapporteerd door commerciële
laboratoria. Ook 1,1-DCE (abiotisch afbraakproduct van TCA) wordt doorgaans
niet gerapporteerd.

Voor chloormethanen zou eventueel ook een C.I. kunnen worden gedefinieerd
maar daarbij moet worden opgemerkt dat CT en chloroform volgens andere
mechanismen worden afgebroken dan DCM en dus de interpretatie ‘al dan niet
goede afbraak van chloormethanen’ gecompliceerder is. Bovendien wordt
monochloormethaan standaard niet gerapporteerd door commerciële laboratoria
en kan het eindproduct van de dechlorering niet eenduidig worden gekwantificeerd.

Stabiele isotoop verhoudingen (facultatief)

De analyse van stofspecifieke isotoopverhoudingen is een mogelijk hulpmiddel om
de gewenste kennis omtrent de optredende attenuatieprocessen te verkrijgen.
Isotoopfractionatie treedt op tijdens afbraak omdat er een verschil is in
afbraaksnelheid tussen de lichtere isotopen (12C in het geval van koolstof) en de
zwaardere isotopen (13C). Dit leidt tot een karakteristiek patroon van
isotoopverhoudingen van primair product (‘moederproduct’) en de
transformatieproducten (‘dochterproducten’). Doorgaans wordt het moederproduct
aangerijkt in 13C terwijl de dochterproducten een daling vertonen in 13C. Voor
VOCl’s treedt een relatief sterke C-isotoopfractionatie op tijdens reductieve
dechlorering van gechloreerde ethenen. Ook dichloroëliminatie van 1,2-DCA,
aërobe oxidatie van cis-DCE en VC, aërobe oxidatie van 1,2-DCA en DCM leidt tot
een significante C-isotoopshift.

Vooral op sites met een mengpollutie van verschillende types VOCl’s
(chloorethenen én chloorethanen) kan de analyse van isotoopratio’s nuttig zijn,
omdat identieke degradatieproducten kunnen ontstaan uit verschillende
moederproducten (bv VC uit cis-DCE, een afbraakproduct van TCE. VC kan echter
ook ontstaan uit 1,1-DCE, een afbraakproduct van TCA. Ook kunnen de
verschillen in Koc leiden tot verschillende transportsnelheden in de
grondwaterpluim, hetgeen de kwantificatie van afbraaksnelheden verder
bemoeilijkt.

6.1.3 Periodiciteit en duur van de monitoring

De staalnamefrequentie moet zo worden gekozen dat ze toelaat om het
saneringsproces op een afdoende wijze te volgen, alsook om eventuele migratie
van de verontreinigingspluim vast te stellen. Men dient ook rekening te houden met
eventuele seizoenale wijzigingen in de locale hydrologie. De frequentie hangt ook
af van de locatie van nabije receptoren en de grondwaterstromingssnelheid.

De intervallen tussen de opeenvolgende monitoringscampagnes mogen maximaal
de tijd bedragen die de verontreinigingspluim nodig heeft om de eerste niet-
verontreinigde peilbuis te bereiken. Gezien de onzekerheid van de grens van de
verontreinigingspluim en de grondwaterstromingssnelheid, moet dit tijdsinterval
met de nodige omzichtigheid worden vastgesteld. Veiligheidshalve kan geopteerd
worden om bij aanvang van de monitoring de verschillende campagnes sneller op
elkaar te laten volgen, b.v. éénmaal per twee maanden gedurende het eerste jaar
en nadien halfjaarlijks of jaarlijks.

De termijn van monitoren bedraagt minimaal de tijd die is vereist om de
vooropgestelde saneringsdoelstellingen te bereiken, vermeerderd met enkele jaren
om deze te bevestigen. De eventuele achterblijvende DNAPL in de bronzone
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speelt ook een belangrijke rol in de bepaling van de monitoringsintensiteit (ook
nadat de sanering in de pluim reeds vergevorderd of voltooid is).

6.1.4 Evaluatie van de analyseresultaten en terugko ppeling naar het
meetprogramma

Monitoring tijdens een sanering is een iteratief proces, waarbij men na elke
meetcampagne nagaat of de resultaten de verwachtingen bevestigen.

Indien dit het geval is en de sanering voorspoedig verloopt dan kan men
overwegen om de intensiteit van de meetcampagne te verminderen. Indien blijkt
dat de saneringsprocessen minder vlot verlopen dan verwacht op basis van het
vooronderzoek, dan dient men zorgvuldig na te gaan wat de oorzaak kan zijn van
deze discrepantie. In dit geval kan het aangewezen zijn om het meetprogramma
intensiever te maken of aanvullende analyses of testen uit te voeren.

Anaërobe bioremediatie van VOCl’s is een innovatieve, complexe technologie die
kan beschouwd worden als BBT, maar waarvan de saneringsresultaten en –
termijnen moeilijk op voorhand voorspelbaar zijn. Daarom is een essentieel
onderdeel van elk programma voor monitoring van VOCl-bioremediatie een
actieplan dat beschrijft hoe actieve beheersmaatregelen zullen worden ingezet
wanneer uit de monitoringactiviteiten blijkt dat de bioremediatie niet verloopt
volgens de verwachtingen. Dit gebeurt zodra bv stagnatie op half-gedechloreerde
producten wordt vastgesteld of een ontoelaatbare verspreiding van de
verontreiniging (overschrijding van bodemsaneringsnorm in één of meerdere
peilbuizen die aanvankelijk buiten de verontreinigde zone lagen, zeker indien het
perceelsgrensoverschrijding betreft. Er dient een terugvalscenario te worden
gedefinieerd; bv een hydrologische beheersing.
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Onderhavig hoofdstuk geeft een samenvatting van de noodzakelijke gegevens en
resultaten die beschikbaar dienen te zijn en in detail te worden beschreven in
bodemsaneringsprojecten voor VOCl’s die anaërobe bioremediatie voorstellen als
voorkeursvariant.

7.1 Criteria voor acceptatie in een
bodemsaneringsproject
De belangrijkste criteria voor de accepteerbaarheid van anaërobe bioremediatie
als saneringstechniek voor VOCl’s zijn:

1. Vooronderzoek: bestaat uit drie onderdelen waaru it blijkt dat de juiste
omstandigheden zich voordoen of realiseerbaar zijn voor
het betreffende terrein.

A Veldonderzoek: interpretatie van bestaande gegevens m.b.t. de
fysisch-chemisch-biologische bodemomstandigheden:

� vuilvracht, 3-D verspreidingscontouren van de VOCl’s,
concentraties van dochterproducten en van onschadelijke
eindproducten van de VOCL (bvb etheen, ethaan)  in het
grondwater, redoxsituatie (ORP, zuurstof, electronacceptors),
DOC,…;

� bodemgelaagdheid en textuur (eventuele aanwezigheid
storende lagen zoals veen, klei), doorlaatbaarheid, OS-gehaltes
van de bodem, gedetailleerd 3D-beeld van de
grondwaterstromingsrichting en –snelheden,…;

� PCR-analyse van grondwater om de aanwezigheid aan te
tonen van dehalogenerende bacteriën en/of dehalogenase-
enzymes. Dit is een facultatieve analyse die bij afwezigheid van
significante gehalten etheen/ethaan, samen met
microcosmtests, de onderbouwing van de gekozen
saneringsvariant in het BSP kan vervolledigen.

B Laboratoriumonderzoek

� microcosmtests, uitgevoerd onder representatieve
veldcondities, waarbij aangetoond wordt dat dechlorering
haalbaar is; al dan niet gecombineerd met moleculair-
biologische analyses (PCR).

� Er kan een keuze worden gemaakt uit relevante testcondities
(w.o. dode controle (noodzakelijk), natuurlijke attenuatie
(facultatief), additie van koolstofbron (noodzakelijk), additie van
bacteriële ent (noodzakelijk indien afbraak blijkt te stagneren op
halfgechloreerde componenten, maar men toch vasthoudt aan
bioremediatie als saneringswerkwijze,…). De microcosmtest
dient zo uitgevoerd te worden dat de reële veldsituatie goed
wordt nagebootst. Een goede, representatieve staalname met
handhaving van de redoxcondities is essentieel. Ook dient zorg
besteed te worden aan de reproduceerbaarheid tijdens de test

7 OVAM-richtlijnen rond anaërobe
bioremediatie van VOCl’s
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(duplo- of triplo uitvoering per testconditie). Dit is noodzakelijk
om valse negatieve of positieve resultaten uit te filteren.

C pilootschaal onderzoek

� uitvoering van piloottest, waarbij de haalbaarheid van de
voorgestelde bioremediatie op kleine veldschaal wordt
uitgetest. De piloottest kan op verschillende wijzen uitgevoerd
worden, zie par. 5.2.

Indicatief flowschema vooronderzoek (figuur 21).

De mate en graad van detail waarin de ‘stappen’ A tot C moeten worden
doorlopen, is geval-specifiek en afhankelijk van het feit of de aangetroffen
verontreiniging eenvoudig dan wel complex van aard is. Er zullen situaties bestaan
waar stap A volstaat om te besluiten dat anaërobe bioremediatie haalbaar is,
zonder dat microcosmtests of piloottesten in het veld noodzakelijk zijn. In die
gevallen kan direct een BSP worden opgesteld waarbij anaërobe bioremediatie
wordt voorgesteld als voorkeursvariant conform de acceptatiecriteria 2 t.e.m. 4.

Eenvoudige, beperkte verontreiniging:
slechts één type VOCL’s, beperkt in omvang.

Complexe, omvangrijke verontreiniging:
mengsels van verschillende polluenten en/of omvangrijke verontreinigingen waar
eventuele stagnatie van de afbraak op chloorhoudende dochterproducten
onaanvaardbaar is.
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Voldoende terreinspecifieke
gegegevens fys/chem/biologische
omstandigheden?

Verdere uitwerking
conform criteria 2 tem 4

ja

neen

Eenvoudige en/of beperkte
verontreiniging?

Volledige dehalogenering tot
etheen/ethaan in significante
concentraties?

B. Microcosm (optie
PCR)

neen

ja

A. Bijkomend
veldonderzoek

neen(1)

Geen acceptatie

ja

ja

negatief

positief

Complexe en/of omvangrijke
verontreiniging?

neen

C. Pilootproef

ja

Geen acceptatie
negatiefpositief

Figuur 21. Indicatief flowschema vooronderzoek

(1) in geval complexe en/of omvangrijke verontreiniging
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2. Monitoringsplan: opvolging van de dechlorering e n de optredende
processen tijdens de sanering om een eventuele
bijsturing mogelijk te maken.

Dit monitoringsprogramma moet in detail worden uitgewerkt volgens de
vereisten beschreven in hoofdstuk 6 van voorliggend document. Het vormt een
essentieel onderdeel van het BSP. Er moet met voldoende en objectieve
gegevens aangetoond worden dat tijdens de uitvoering van de anaërobe
bioremediatie, receptors beschermd zijn en blijven.

3. Aanvaardbare saneringstermijn: bereiken van de s aneringsdoelstellingen
binnen een aanvaardbare termijn.

De saneringstermijn mag niet onevenredig lang zijn t.o.v. andere mogelijke
saneringstechnieken, tenzij er geen andere mogelijke technieken voorhanden
zijn.

4. Back-up variant:

Anaërobe bioremediatie van VOCl’s verloopt op sommige locaties voorspoedig,
maar op andere niet. In principe dient het voorafgaandelijke
haalbaarheidsonderzoek ervoor om de succeskansen van de sanering te
maximaliseren. Dit sluit onverwachte resultaten tijdens de full-scale sanering
echter nooit helemaal uit. Daarom moet in het BSP een terugvalvariant  worden
uitgewerkt en ingeschakeld indien de saneringsdoelstellingen na verloop van
tijd niet worden gehaald of indien ontoelaatbare verspreiding wordt vastgesteld
(bv naar receptoren). Een dergelijke terugvalvariant kan bv. een (tijdelijke)
hydraulische barrière zijn (P&T voor de beheersing van verdere pluimmigratie),
of een bodemluchtextractie (ingeval b.v. verspreiding wordt vastgesteld van
VOCl’s naar binnenlucht).  Men moet er rekening mee houden dat bij anaërobe
bioremediatie dochterproducten worden gevormd die mobieler zijn dan de
uitgangsproducten. In geval van stagnatie of te traag verloop van de afbraak
moet men deze kunnen beheersen.

Ook de mogelijkheid om te beënten  kan voorzien worden als terugvaloptie
ingeval blijkt tijdens de full-scale sanering dat stagnatie van de dechlorering
optreedt. Het voorziene entmateriaal dient in het BSP te worden beschreven.
Indien een commerciële ent wordt gebruikt, volstaat het de
specificaties/karakteristieken van de ent gerapporteerd door de leverancier,
mee op te nemen in het BSP. Indien het een nieuwe/onbekende ent betreft (b.v.
grondwater van een andere locatie), dan moet de werking van de ent en tevens
de samenstelling van de ent worden onderzocht en gerapporteerd (bacteriële
samenstelling bvb met DGGE/PCR, aanwezigheid van dechlorinases,
aanwezigheid van eventuele chemische pollutie en mogelijke pathogenen)

De specifieke criteria die de uiteindelijke aanvaardingsvoorwaarden voor anaërobe
bioremediatie van VOCl’s bepalen hangen af van site-specifieke omstandigheden,
meer bepaald de wisselwerking tussen de chemische, hydrogeologische en
biochemische randvoorwaarden met betrekking tot de optredende
verontreiniging(en).
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7.2 Samenvatting gegevens op te nemen in het
bodemsaneringsproject
Anaërobe VOCl bioremediatie is een kennisgebaseerde saneringswerkwijze. In het
BSP dienen minimaal de volgende gegevens te worden verzameld, beoordeeld en
besproken. Uiteraard blijven de standaardprocedures voor het opstellen van een
bodemsaneringsproject, en de uitvoering van bodemsaneringswerken en nazorg,
ook van toepassing voor BSP’s uitgewerkt voor bioremediatie van VOCl’s.

A. Verontreinigingsparameters

� Omvang en locatie brongebied(en) (horizontaal en verticaal afgeperkt;
aanduiding op plannen, m.i.v. verticale snedes); brongebieden kunnen niet
enkel met peilbuizen in beeld gebracht worden. Een afperking hiervan kan
worden verkregen door bijkomende bodemluchtmetingen en/of
grondstaalname met steekhulzen (chemische analyse, DNAPL detectie met
kleurstoffen, PID, MIP, …). Betrouwbare informatie over de exacte locaties
van vroegere bronnen (bv. droogkuismachines, ontvettingsbaden,
ondergrondse of bovengrondse opslagtanks of vaten, leidingen,…) is ook zeer
belangrijk.

� Omvang en locatie pluimgebied (horizontaal en verticaal afgeperkt;
aanduiding op plan, m.i.v. verticale snedes);

� Concentraties in bron- en pluimzones;

� Vuilvracht (massa aan verontreiniging) in bron- en pluimzones voor de
verschillende van toepassing zijnde bodemcompartimenten (vaste fase,
water- en luchtfase; DNAPL). Ook de gekende afbraakproducten dienen in
kaart te worden gebracht; aanwezigheid van significante hoeveelheden puur
product (DNAPL) maakt bioremediatie van de bronzone hoogstwaarschijnlijk
onmogelijk.

� Ouderdom en reeds vastgestelde evolutie van de verontreiniging (indien
meerdere meetronden in de tijd beschikbaar zijn);

� Achtergrondconcentraties in de omgeving; aanduiding van eventuele andere
bronnen van verontreiniging in de omgeving;

B. Karakteristieken van de ondergrond

� Belangrijke of minder belangrijke watervoerende laag?

� Waterwinning actueel of potentieel?

� Grondwaterstromingsparameters:

• doorlaatbaarheid, porositeit, hydraulische gradiënt, stroomsnelheid,
• stromingsrichting en eventuele seizoenale variaties in

stromingsrichting,
• gelaagdheid, preferentiële stroombanen, e.d.

C. Receptoren
Locatie van actuele of potentiële receptors (aquifers, (drink)waterwinningen,
oppervlaktewater, woon- of natuurgebied, e.d.).
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D. Resultaten van haalbaarheidsonderzoek en vertali ng naar
saneringsontwerp

Het haalbaarheidsonderzoek moet antwoord geven op volgende vragen:
� is volledige dechlorering mogelijk (tot onschadelijke eindproducten), is al

dan niet een bijkomende beënting noodzakelijk; indien ja, welke ent
(voorafgaandelijke karakterisering);

� welke koolstofbron en concentratie zal worden gebruikt;
� hoeveel koolstofbron zal ongeveer nodig zijn voor de volledige sanering;

welke frequentie, concentratie en wijze van toediening wordt
vooropgesteld;

� hoe lang zal de volledige sanering naar verwachting duren.

Op basis van het haalbaarheidsonderzoek en inzichten in VOCl-bioremediatie in
het algemeen, dient een gedetailleerd saneringsontwerp  te worden uitgewerkt in
het BSP. Dit zal naast een antwoord op bovenvermelde vragen, tevens bevatten:

� Plannen/situatietekeningen met aanduiding van
koolstofbroninjectieplaatsen (filters/drains), eventuele onttrekkingsfilters of
-drains, eventuele WZI, eventuele andere saneringssystemen (bv.
bodemluchtextractiesysteem), etc.

� De verwachte toekomstige verontreinigingsevolutie, rekening houdend met
de verwachte dechloreringssnelheden en de (al dan niet natuurlijke)
grondwaterstromingssnelheid. De beoordeling hiervan kan eventueel
gebeuren met behulp van een grondwaterstromingsmodel met
stoftransportmodule, maar dit is niet noodzakelijk. Indien men een model
gebruikt, b.v. RT-3D, kan men de vastgestelde afbraaksnelheid in het
model invoeren (meestal wordt een eerste-orde afbraakmodel
gehanteerd). De verwachte verspreiding van de verontreiniging (en de
eventuele dochterproducten) kan dan in beeld worden gebracht. De
uitkomst van dergelijke modellen blijft echter indicatief, gezien de uiterst
complexe processen die in feite moeilijk kunnen benaderd worden met
slechts één, vaste, eerste-orde afbraakconstante.

� Evaluatie van de eventuele effecten van bronverwijdering en
saneringsmaatregelen in het verleden. Verwijdering van de bron dient te
worden uitgevoerd voor zover dit technisch en economisch mogelijk is.

� Grondige evaluatie van de gelaagdheid van de bodem. De meest
doorlatende lagen in de ondergrond bepalen de verspreiding van zowel
pollutie als b.v. geïnjecteerde koolstofbron. Van chloorkoolwaterstoffen is
bekend dat deze zich in dunne lagen kunnen verspreiden. In een aantal
gevallen is het daarom aangewezen om gebruik te maken van
polluentmeetgegevens van z.g. multi-level filters en ook om voor de
berekeningen geen gebruik te maken van berekende
grondwatersnelheden op basis van ‘gemiddelde’ hydraulische
doorlaatbaarheden die zijn bepaald met ‘slugtesten’.

E. Monitoringsplan

Hierin wordt een programma voor monitoring uitgewerkt, met inbegrip van een
reservevariant en criteria voor inwerkingstelling ervan.
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F. Gedetailleerde kostenraming

Op basis van het gedetailleerd ontwerp en verwachte saneringsduur worden de
kosten van de bioremediatievariant begroot. De reservevariant dient mee in
overweging te worden genomen. Vervolgens wordt een BATNEEC-afweging van
de bioremediatie-saneringsvariant besproken en vergeleken met de andere,
alternatieve saneringswerkwijzen.

7.3 Gebruik van verschillende koolstofbronnen

In kader van het uitvoeren van een bodemsanering moet een bepaalde
koolstofbron geselecteerd worden. Zoals eerder in deze code beschreven bezitten
de verschillende commercieel beschikbare producten andere eigenschappen en
kostprijzen. In kader van het haalbaarheidsonderzoek voor het
bodemsaneringsproject zal het voor kleinere projecten niet mogelijk zijn om
verschillende koolstofbronnen te testen op laboschaal of veldschaal om de beste te
selecteren. De deskundige zal dan ook op basis van zijn ervaring, de
producteigenschappen en kostprijs kiezen voor een koolstofbron.

Om allerlei redenen is het mogelijk dat men na de conformverklaring van het
bodemsaneringsproject toch wenst te opteren voor een ander type koolstofbron.
Overeenkomstig de standaardprocedure ‘bodemsaneringswerken,
eindevaluatieonderzoek en nazorg’ is dit een kleine wijziging. Hiervoor moet dus
geen voorafgaandelijke toestemming van de OVAM worden verkregen. Hierbij
moet wel worden opgemerkt dat andere koolstofbronnen niet automatisch dezelfde
werking zullen vertonen voor de specifieke locatie. Hierdoor kan het nodig zijn de
koolstofbron eerst op kleinere schaal (micrococsm of piloot) uit te testen alvorens
deze full-scale toe te passen.
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Sinds 2001 worden, in opdracht van OVAM, lopende bodemsaneringsprojecten en
–werken op regelmatige wijze door VITO geëvalueerd. De aandachtspunten van
deze ‘second opinions’ werden gebundeld in samenvattende rapporten welke
downloadbaar zijn op www.ovam.be. In het overzichtsrapport 2003-2004 staan
meerdere voorbeelden van full-scale anaërobe bioremediatie van VOCl’s. Het
voorbeeld beschreven op p.34 en verder, betreft de sanering van een grote TCE-
verontreiniging (meerdere pluimen) met behulp van anaërobe bioremediatie door
herhaaldelijke melasse-injectie. Een ander voorbeeld staat beschreven op p. 46 en
verder, en betreft de sanering van een PCE-verontreiniging door methanol- en
nutriëntinjectie.

In dit afsluitend hoofdstuk, wordt verder ingegaan op de resultaten van
eerstgenoemd full-scale voorbeeld.

8.1 Uitvoering van pilootproeven
In twee van meerdere (deels overlappende) TCE-pluimen werd door de betrokken
EBSD een pilootproef bioremediatie uitgevoerd. Hiertoe werd éénmalig met een
Geoprobe toestel een hoeveelheid melasse (ca. 42 kg/punt; traject 2-10 m-mv.)
geïnjecteerd, op transecten met een lengte van een 30-tal meters, waarbij om de 3
meter werd geïnjecteerd. Er werden geen microcosmtesten met verschillende
substraten en verschillende condities uitgevoerd.

8.1.1 Resultaten pilootproef melasse-injectie in ‘p luim 1’

De monitoring van de piloottest in het veld gebeurde met peilbuizen op 3 punten
loodrecht op het injectietransect: stroomopwaarts, stroomafwaarts op 1,5 m
afstand en stroomafwaarts op 5 m.

� Pb10 (stroomopwaarts): vrij constante VOCl-gehalten, alsook overige
parameters. Achtergrond DOC: ca. 3 mg/L. Opvallend was de continue stijging
van de ORP (redoxpotentiaal) terwijl een daling normaal is. Mogelijk interfereert
de melasse met de redoxmeting.

� pb11 (1,5 m stroomafwaarts):
o De eerste meting na injectie toonde een daling van TCE en een stijging

van het gehalte aan cis-DCE, maar in de 3e, 4e en 5e meetronde was dit
veel minder duidelijk.

o de enorme methaanproductie was zeer opvallend. Er werd een toename
met bijna 2 orden van grootte waargenomen binnen 6 maand na injectie.
VOCl-afbrekers (‘halorespireerders’) zijn geen methanogenen. Een
sterke stimulering van methanogenen zou competitief kunnen werken. De
melasse stimuleerde dus de ‘verkeerde’ micro-organismen.

o Het sulfaatgehalte daalde tegen de verwachting in niet. Klaarblijkelijk was
er dus ook weinig activiteit van sulfidogene bacteriën.

o Dat het chloridegehalte niet steeg was minder verwonderlijk; er is een
aanzienlijke dechlorering nodig voordat dit meetbaar is en de
achtergrondconcentratie aan chloride is hoog op het betrokken terrein.

o De pH daalde duidelijk. Dit is een gevolg van de melasse, die een
verzurend effect heeft.

� pb12 (5 m stroomafwaarts):
o Deze peilbuis staat te ver stroomafwaarts om binnen enkele maanden

reeds een monitoorbaar effect te hebben van de melasse. Dit was
zichtbaar in het DOC-gehalte: er werd pas een stijging vastgesteld tijdens

8 Full-scale voorbeelden van anaërobe
VOCl-bioremediatieprojecten
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de laatste meetronde (van de achtergrondwaarde tot bijna 8 mg/L 5
maand na injectie. Dit uitte zich niet in een daling van de TCE gehalten
noch in een stijging van de dechloreringsproducten.

Algemene conclusie: er is in deze verontreinigingspluim geen duidelijke
stimulering opgetreden van de dechlorerende organismen door de melasse-
injectie. De EBSD stelde daarom voor om een tweede test uit te voeren, ditmaal
met een andere koolstofbron (HRC).

8.1.2 Resultaten ‘pluim 3’

� pb13 (stroomopwaarts):
o Vrij constante achtergrond aan VOCl’s.
o methaan achtergrondproductie is hier duidelijk hoger dan in pluim1

(ca. 10x). Er zijn sterk verhoogde gehalten aan VC en etheen
gemeten, hetgeen aantoont dat er reeds in belangrijke mate
natuurlijke afbraak optrad.

� pb14 (1,5 m stroomafwaarts):
o De melasse-injectie leek een gunstig effect te hebben (afname

TCE; toename DCE, VC en ook etheen). Het sulfaatgehalte daalde
hetgeen normaal is; er trad ook een toename op in de
methaanproductie. Wederom werden (onverklaarbaar) stijgende
redoxpotentialen vastgesteld.

� pb15 (5 m stroomafwaarts): deze lag waarschijnlijk buiten het
invloedsgebied van de melasse (geen stijging TOC) en had langer
opgevolgd moeten worden.

Algemene conclusie pluim 3: er is wel een duidelijk van nature voorkomend
afbraakpotentieel voor VOCl aanwezig; de stimulering van de dechlorerende
organismen door de melasseinjectie was echter niet spectaculair. Of dit louter een
gebrek was aan koolstofbron kon niet worden vastgesteld.

8.2 Full-scale bioremediatie door melasse-injectie
Hoewel de slaagkansen van bioremediatie voor alle pluimen nog niet met
zekerheid vaststond, werd overgegaan tot full-scale applicatie van melasse, ook in
de nog niet geteste (meest intense) ‘pluim 2’.

Hier bedroeg de VOCl concentratie op de terreingrens eind 2003 tot 110000 µg/L
voor TCE; 1500 µg/L voor DCE, <200 µg/L voor VC en enkele µg/L voor etheen.
De EBSD stelde voor om hier op grote schaal melasse te gaan injecteren op een
injectielijn op de terreingrens in deze pluimen: 120 kg per injectiepunt.

Om de optredende processen en mogelijke risico’s op te kunnen volgen, werd door
VITO naast een opvolging van de grondwaterconcentraties, een bodemlucht-
meetcampagne voorzien benedenstrooms van de injectiezone. Dit gebeurde met
PID-metingen. Ter hoogte van de stroomafwaarts gelegen terreingrens werden
metingen uitgevoerd met behulp van een steeksonde, op een diepte van ongeveer
1 m-mv. De bodemlucht werd bemonsterd met een slangenpomp en gescreend
met PID. Er werden PID-waarden gemeten van 7 à 16 ppm. Een achtergrondstaal,
20 meter buiten de grens van de grondwaterpluim, gaf een waarde van 1,7 ppm.
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De VOCl-gehalten in ‘pluim 2’ wijzigden niet significant in de maanden volgend op
de grootschalige melasse-injectie. Er werden gehalten vastgesteld van 61000 à
71000 µg/L aan TCE; 1400 à 2800 µg/L aan cis-DCE en 70 à 77 µg/L VC.
Etheen/ethaan-gehalten bedroegen 4 à 12 µg/L. Er werd in deze pluim geen
methaanproductie zoals in ‘pluim 1’ vastgesteld, ondanks de veel grotere
hoeveelheid geïnjecteerde melasse. Dit was mogelijk een gevolg van het feit dat
TCE vanaf gehalten van 18000 µg/L toxisch is voor methanogenen*.

8.2.1 Onderzoek naar mogelijk nut van bio-augmentati e

De resultaten van de full-scale applicatie van melasse vielen, zoals hierboven
beschreven, tegen. Om de oorzaak hiervoor te achterhalen, werd alsnog (in
opdracht van OVAM), door VITO een microcosmtest uitgevoerd.

In de bodemzone direct benedenstrooms van de melasse-injectielijn, werden
representatieve bodem- en grondwaterstalen genomen welke anaëroob werden
verpakt en getransporteerd naar het laboratorium. Daar werden, in een anaërobe
kast, de microcosms aangemaakt.

In de test werden 3 verschillende condities getest: (1) dode controle; (2) melasse
en (3) melasse met dechlorerende ent (algemeen dechlorerende mengcultuur).

Figuur 22 geeft een overzicht van de resultaten van de microcosmstest.

Zoals blijkt uit deze figuren stagneert de dechlorering in de niet-beënte microcosms
op cis-DCE, geheel in overeenstemming met de veldobservaties. In de beënte
conditie daarentegen is de dechlorering volledig (productie van etheen en ethaan).

De microcosms werden na afloop van de test geanalyseerd op DOC/DIC en
electronacceptors. Tevens werden PCR-analyses uitgevoerd om de microbiologie
na te gaan.

De resultaten van de chemische analyses zijn weergegeven in Tabel 8. De
resultaten van de PCR-analyses zijn gegeven in Figuur 22.

                                                     

*
Inhibition of methanogenesis by C-1- and C-2-polychlorinated aliphatic hydrocarbons. Yu ZT, Smith

GB, 2000. Environmental Toxicology and Chemistry 19 (9): 2212-2217
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Figuur 22. Microcosmresultaten



        66

Tabel 8. Resultaten DOC/DIC (opgeloste organische en anorganische koolstof) en
electronacceptors

26/04/2006 DIC DOC NO3-N Sulfaat Mn Fe
mgC/l mgC/l mgN/l mg/l µg/l µg/l

Dode controle 14 2330 <0,23 530 668 <50
Dode controle* <5 2310 <0,23 550 974 <50

Melasse 50 87 <0,23 <1 931 53100
Melasse* 52 71 <0,23 <1 940 67300

Melasse + ent 67 15 <0,23 <1 1000 66600
Melasse + ent* 66 17 <0,23 <1 906 65000

(*) duplo bepaling

Zoals blijkt uit Tabel 8 werd alle sulfaat verbruikt in de levende microcosms, de
beënte zowel als de niet-beënte. Dit is in overeenstemming met de PCR-resultaten
(DSR: sulfidogenen) die positief zijn in alle microcosms. De toegevoegde melasse
wordt in de niet-beënte microcosms dus verbruikt door o.a. deze sulfidogene
bacteriën. Zoals eerder beschreven zijn deze bacteriën echter niet in staat om de
aanwezige VOCl’s te dechloreren tot etheen.

In de levende microcosms zijn eveneens ijzerreduceerders actief, zoals blijkt uit de
hoge gehalten aan oplosbaar Fe in de levende condities terwijl het gehalte onder
detectielimiet blijft in de dode controle. In de beënte microcosms zijn tevens
methanogene bacteriën actief (zie Figuur 23).

De PCR-resultaten tonen aan dat in de niet-beënte microcosms, bacteriën van het
type Dehalococcoides ontbreken. Tevens ontbreken de dehalogenases tceA,
vcrAB en bvcA. In de beënte microcosms komen wél Dehalococcoides sp. voor,
alsook de dehalogenases tceA en vcrAB. TceA is een enzyme dat TCE kan
omzetten in cis-DCE en VC, en tevens VC in etheen maar de laatste stap is traag
(co-metabool). vcrAB echter is een enzyme dat cis-DCE en VC snel (via
halorespiratie) kan omzetten in etheen.
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DSR (sulfidogenen):

Dehalococcoides sp.

tceA

bvcA

vcrAB

Figuur 23. Resultaten van de moleculair-biologische analyses (PCR). Lanen 15
t/m 22 betreft de geanalyseerde microcosms. Lanen 20, 21 en 22 zijn de beënte

microcosms, de overige zijn niet-beënt.

Op basis van deze resultaten adviseerde VITO om over te gaan tot full-scale
beënting en de voortzetting van melasse-injectie (met een continu
doseringssysteem).
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