Sneller en goedkoper saneren van
33 vervuilde bodems

met behulp van
Dehalococcoides ethenogenes

Thin-section electron micrographs showing
coccoid and elongated cells

Photos courtesy of Dr. Steve Zinder, Comell Umversity
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33 Chloorvreters opjutten

Door: poly-lactaat als slurry aan de vervuilde grond toe te
voegen!!!

Volgens het Chemisch Weekblad artikel zouden na jaren
Inwerking door bacterién op poly-lactaat eerst waterstof
vrij komen en daarna lactaat, waarmee Dehalococcoides
de chloorverbindingen af zou breken.

Lactaat, waterstof, de tijd en Dehalococcoides zouden dan
de vervuilde bodems selectief schoon maken was de
boodschap.



93 Chloorvreters opjutten

Deze aanpak was al jaren bekend en werkte niet naar
behoren. In principe bracht het Chemisch Weekblad
met dit artikel geen nieuws.

Theo Lalleman meldde dat ik met iets revolutionairs zou
komen.

Aan mij de plicht om Theo gelijk te laten geven.

Trouwens Theo heeft altijd gelijk, tot hij ongelijk heeft.




Chloorvreters opjutten

PTS staat voor PER en TRI Saneringen.

Een milieu-firma in Coevorden die binnenkort ook
met mijn methode in Nederland aan de slag zal gaan.

Mijn naam is dr G.J.J. Beukeveld,

0.a. ultvinder en staatshouder.
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& Ontchloren met bacterién?

Anaerobic microbial reductive dechlorination

PCE TCE DCE VC ETH

c1\ /Cl Cl\ /CI Cl\ /CI CI\ /H H\ /H
2e +H" 2e +H" 2e +H" 2e +H"

A & ¥ / =N R / N N o XN W / N

Cl g O . H CI H H CI H H CI' H H

2 2 22 2R

Dehalobacter, Dehalospirillum, Dehalococcoides
Desulfitobacterium, Desulfomonile,
Desulfuromonas, Enterobacter

species:
D. ethenogenes 195
BAV1
FL2
VS
CBDB1

He et al.. Nature. 2003



a Ontchloren door de bacterie te
) vertroetelen

Dosilferomona? sp. Strain BRS1 ]
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33 Anaerobe Biostimulatie

Anaerobic Bioaugmentation

* Dehalococcoides sp. (DHC) are
microorganisms capable of
completely dechlorinating PCE
and TCE to the innocuous
product ethene via
halorespiration

* Notably, DCE and VC

* DHC are naturally-occurring,
non-pathogenic
microorganisms.

* Naturally occurring, non-
pathogenic bacterium

&8 . BKX 167n 8233

Biostimulatie omstandigheden aanpassen zodat bacteriegroei ontstaat
Bioaugmentatie bacterién toevoegen zodat extra omzetting ontstaat

Bioremediatie biosysteem herstellen, verbeteren



ea Ademhaling van onze bacterie
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DNA volgorde Dehalococcoides
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Dehalococcoides athenogenss 195, complete genome., — 0..1462720

51 RNAs=
Location Scrand Length FPID Cane Synonym Code CoE Froduct
47712, . 5086867 + 29489 E722387E - DET Del3s - - 235 ribosomal RNA
507&87..5088% - izs E7223578 - DET Deis - - 55 rikoscmal RMA
57782 ..57T7E57 = Te S57223978 - DET_tRNA-Ala-1 - - Ala tRNA
149037..1493112 + TE 572234978 - DET cRNA-Val-1 - - Val =RMA
308962, .,.308038 - TE EFZ2Z3978 - DET_tRNA-Ala-2 - - Rla TRNA
342947, .343207 + 281 57223878 — DET DernpBl — — 2RMNL
364658.,.364762 = 7= ET223878 - DET_tRNA-Th=-1 - - Inr TRMA
398447, . .388522 - T6 ST223978 - DZT tRNA-Met-=1 - - Met CRNA
B32T280..5327379 - =In} 57223978 - D’T TRIA=Sexr=1 - - Ser TRMNAR
686312, .6866401 - 20 STZEZ33278 - DET tRNA-Sex-2 = - Ser TRNA
666436, ..66868525 - S0 57223578 — DET tRNA-Ser—-3 - - Ser T©RHNA
§65207..668278 = TZ2 STF223878 - DZT_=RNA-Azg-1 - - ARrzg TRINA
8743585, .68749449472 + 78 ST223878 - DET tRMNA-Pro-1 - - Fro cRNA
TE38%,.876483 - 75 ET2235578 - DET TRNA-Giy-1 - - Ely oRMA
g7 7016, .. 677020 + 75 S72238978 - DET_tRNA-Met-2Z - - Met tRNA
BES105. . 6ES1EY - 77 E7223487¢8 - DET cRNA-Drg-2 - - Az mRMA
G2EE6L, . 628745 - 25 S5ST7223978 - DT _tRNA-Leu-1 - - ey TRINA
TO1192. .TO12E68E + 77 57223978 - ET_ tRNA-FPro-2 — = Pro cRMA
TE20EEE. ,TEO0TEL = TE EF2Z23978 - DEZT_tRMNA-Fhe-1 - - Prne =RMNA
Ta40836. . T40222 + a7 57223978 — DET_tRNA-Leu-2 — - Leu tRMNA
Feoesz, 741025 = T4 ETZ223978 - D=‘ TRNA=-GIn=1 = - Zln TRMNA
TE2l03g..T41110 - 75 STZ2233878 - DET tRNA=-Asn-=1 - - Ren CRINA
T45011..T4EQES - 73 57223578 - DET tRNAR-Lys-1 - - Lya tRMNA
TE19866..,.752040 = 73 STFZ2Z3978 - DZT_nRNA-GLy-2 - - Ely TRNA
B32857..832582% — 73 ST2235878 - DET tRNA-Ly=s—-2 — — Lya cRNA
ETTELZ ., ETTTLT - TE ET223878 - DZT_=RNA-ARzg-3 - - ARrg TRMNA
277734, .8T7TE08 - Te STZ22358978 - DET tRNA-His-1 - - Hi RIIA
913341, .9213418 - TE 72234878 - DET cRMNA-Thz-2 - - Th» ThRNA
213479, .213562 - g« ST72233978 - EET LENA-Tyz-1 - - Tyz tRINA
913603..913675 - 73 ET72235878 - L tRHErTh“—S - - Th» cRMNA
925040, .,828118 - 77 S7223987% - DET TRMNA-Ile-1 - - Ile =RMNA
92843239, .9329873 — 1435 57223878 — LL_DE165 — - 165 rikbosomal RMA

920500..230876 - 77 S7228978 - ZT_TRNA-GIu-1 - - Flu TRNA



Ademhaling Dehalococcoides

| OXIDATIVE PHOSPHORVLATION |
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Synthese van ATP
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Maakt DNA zelf

S

| PURINE METABOLISM |

Pentose phosphate pathvay ¢ ————————— - Glutamate metabolism
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Maakt vitamine B12
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\} Gebruikt geen methanol

(Pemose prhosphate pathway
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} Geen lactaat wel acetaat

Glycine, threoni i e o Lactaldeh3ade Propane-1 2-diol
me tabolism \\
—=0 e
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Twee belangrijke koolstofbronnen

glucose-6-P
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Figure 56. Cenual carbon metabolism pathways in D. erfisnogenes predicted from the genome
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ea De centrale rol van waterstof
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33 Anaerobe Biostimulatie

Dechlorination in anaerobic food-webs

Sulfides
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PCDD/Fs

MCDDI/Fs Reduktive Dechiorie rung

Organic
Donors

Competing electron flow pathways in anaerobic sediments

Patent pending: PCT/NL2006/000124 - NL 1028531 (13-03-2005)



ea Methanol geen goed substraat
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PCE ETH

SAIJUIUAD

(CH4

CO2

Figure 2.1 Interaction between Microbial Agents in Reductive Dechlorination using Methanol as
Electron Donor (Non-Inhibitory PCE concentrations)
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Figure 2.2 Interaction between Microbial Agents in Reductive Dechlorination under Non-
Inhibitory PCE concentrations



What is Needed for Effective
Anaerobic Bioremediation?
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ea Voorbeelden gebruikte substraten

Injected Form and

Target

Substrate p Concentration in
Concentration :
the Formation
Sodi.um Lgctate. Diluted 3 to 30 50 to 300 mg/L
Lactic Acid percent by weight
Ethanol Diluted 3 to 30
. ; 50 to 300 /L
Methanol percent by weight S mo
Molasses Diluted 1 to 10
: /
Fructose Corn Syrup percent by weight 2000 gL

Hydrogen Release Pure product injected at
ICompound (HRC®) 4 to 12 pounds per foot

100 to 500 mg/L
(lactic acid)

Vegetable Ol \ Oil-in-water emulsion

10 to 500 mg/L
(TOC)



ea Zuurstof is dodelijk
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Curve a: obligaat aerobe microben (verzadigingscurve)
Curve b: facultatief anaerobe microben

Curve ¢: microaerofiele microben (optimumcurve)
Curve d: obligaat anerobe microben



Voorbeeld waarbij Dehalococcoides
dood werd gemaakt

V. LOW-RATE
I _I AIR INJEGTION MONITORING OF
AIR ERMISSIONS
STORAGE TANKS

BASENMENT: MONITORING OF
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ec Het diffusieprobleem
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33 Diffusie van boven bekeken




Doorlaadbaarheid per grondsoort
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ea injectievoorbeelden

Direct Injection e
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ea Passieve en actieve injecties
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93 Diffusie en afbraak meten

Theorie

Praktijk., « . @
g T gassen

47 “meetpunt

_6m : .
IS ertussen
o, A gekomen

acetaat

a t/m e acetaatinjecties ,
1 t/m 6 waterstof/CO2/N2 Vs
Recirculatie vanuit 10 naar elk ) ‘
acetaatpunt een paar uur per dag i

Alle 13 punten zouden meetpunten zijn g



Voor: (eenheden ug/l)

VC DCE TRI PER
M14 1944 139 7689
M17 23 9 46

_ Na twee maanden:

12.0 m diamete
E 2

~fren - M14 131 1194 23 755

s i34
\ M17 95 1030 85 6

In M14 is 90% reductie van PER en 82% van alle DCE opgetreden, naast een toename van VC

In M17 nemen PER en TRI niet af en is door substraattekort een toename van DCE en VC.

De diffusie van 3 meter in deze bodem is voor acetaat te ver.
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Snelle omzetting in lab

Figur 6. Nedbrydning af 10 mg/| PCE svarende til ca. 60 xM.
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Figur 7. Nedbrydning 4 dvarende til ca. 600 M.
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33 De snelste ontchloring

=y ETH
- in]- :
3 —— W
=
g LR
3 L
fl'l.:'
S 3D 26 6 5098 130 150 Mo 18 20 L
Oy —e— UH EI:I'I:U 1
s W
0.0 —e— LI-BCE 8
§' ——  F-DCE i
= e G- DCE
EU.{D- e
50_'"1 Y .
— i 1 [ 150 Hii 1]
0.00 ¢ ooz i o

FiG. 3 lokermsidiie kanmion by TCE-grosa dnm 50 aacelaed wio
FIG. 1 (; < i 2 ) Si i
Bom to #hich o dose N FCE 0.7 ol o) wes a0aes o) ot wion an w10 which 3 seighe dooe cometing of 11 mimod of TCE peor i was
&:\;‘odcc scale, stowing intde otabolism, nchuding individual Jided.
T BROMers,

0,7 mmol/l PCE =110.000 ug/I



Afgraven en alleen in de pluim

Remediated
Groundwater

Permeable
Reactive Barriel

Schemat!c show!ing staged plume remed!arion
using Waterloo Emitiers, monttored by a transect of
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93 Bioscherm in de pluim

Situatie blijft
Z0 jaren
voortduren




Alleen behandeling van de pluim
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ea Weer niet de bron maar de pluim

Transact of CMT Wiells Supply Well (Receptor)
Sourca zone Contaminant Plume
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CMT Transects for Mass Flux Assessment



Geen duur scherm die de
situatie jarenlang in standhoud
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Fig. 1. Verspreiding verontreinigd groncwater.




(T ] 6een lactaat maar acetaat en het gaa

() nog sneller
Dehalococcoides culture

» Dehalococcoides breathes TCE under strictly anaerobic
conditions, using hydrogen for food.

= Microbial consortia ferment lactate to hydrogen,
providing Dehalococcoides food to degrade TCE to

ethene.
e When e
Dehalococcoides i:) | -\
1s absent, g1 \ _—
- ar” \-_

degradation 2 \_ i o
stalls at 3 N —*— .y

[0 % Ethene
DCE or VC 05
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Days after TCE addition
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