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SAMENVATTING

Effectiviteit van bioassays bij het monitoren en beoordelen
van het milieurendement van in-situ biorestauratie

In het kader van NOBIS wordt een haalbaarheidsstudie op de locatie Petroleumhavenweg te
Amsterdam uitgevoerd naar de effectiviteit van bioassays bij het monitoren en beoordelen van
het milieurendement van in-situ biorestauratie. Dit onderzoek sluit aan bij de NOBIS doelstelling
om een betere onderbouwing te geven aan het bepalen van risico's van bodemverontreiniging.

Op basis van een literatuurstudie zijn bioassays geselecteerd voor toepassing in verontreinigde
bodems. Acute bioassays worden uitgevoerd op waterige extracten van de grond en zijn vaak
afgeleid van toetsen voor de beoordeling van (afval)water. Voor deze testen is een extractieme-
thode geselecteerd en getest. Chronische bioassays worden uitgevoerd in de grond en maken
gebruik van organismen die van nature voorkomen in grond. Chronische testen duren langer
maar zijn vaak gevoeliger.

De bioassays zijn toegepast in een veldscreening op de locatie Petroleumhaven in Amsterdam
die is verontreinigd met minerale olie. Enkele acute bioassays bleken niet te voldoen omdat ze
in alle monsters sterk negatieve effecten of juist helemaal geen effecten aantoonden, terwijl een
duidelijke variatie in verontreinigingsniveau's aanwezig was. De Microtox bioassay en de Daph-
nia toets leverden resultaten die goed verklaard konden worden met de gevonden verontreini-
gingsniveau's. De acute algenbioassay is eveneens geselecteerd als vertegenwoordiger van
primaire producenten (planten). Ook de chronische bioassays lieten negatieve effecten zien die
toe te schrijven zijn aan de aanwezige verontreinigingen. Dit betekent dat deze bioassays ge-
schikt zijn om de ecotoxicologische effecten van bodemverontreinigingen te monitoren en als
indicator voor bodemkwaliteit kunnen dienen.

In de laatste fase van het project is verontreinigde grond van de locatie middels bioventing ge-
reinigd in kolomproeven in het laboratorium. Deze biologische sanering leidde tot biologische
verwijdering van de olieverontreiniging maar een restfractie van 300-700 mg/kg bleek persistent.
Monitoring gedurende de proef met bioassays liet zien dat biologische sanering leidde tot een
snelle en volledige afname van negatieve effecten van de verontreiniging. De restfractie die
overbleef na sanering is niet of slecht biologisch beschikbaar en veroorzaakt geen actuele eco-
toxicologische effecten. Hoewel deze restfractie rond de tussen- en interventiewaarde ligt zijn de
actuele risico's van deze restfractie acceptabel gezien de slechte biologische beschikbaarheid
en afwezigheid van toxische effecten. Dit betekent dat de grond op de locatie Petroleumhaven in
principe goed kan worden gereinigd middels in-situ biorestauratie en dat deze sanering leidt tot
een niet-toxische restfractie. Volgend op deze sanering is een vorm van actief bodembeheer
gewenst om verdere afbraak van deze restfractie mogelijk te maken en eventuele toekomstige
risico's van deze verontreiniging te voorkomen.

Bioassays zijn een geschikt instrument gebleken voor het monitoren van in-situ biorestauratie en
geschikt voor het bepalen van het milieurendement van in-situ biorestauratie en daarmee is de
belangrijkste doelstelling van dit project behaald.

In een tweetal vervolgprojecten is inmiddels gestart met de implementatie van de resultaten van
dit project. De haalbaarheid van in-situ biorestauratie op de locatie Petroleumhaven is bepaald
in een pilotsanering op locatie. Het milieurendement van deze pilotsanering wordt eveneens
gemonitoord middels bioassays in het NOBIS TRIADE project.



SUMMARY

The use of bioassays in monitoring and assessing the
environmental efficiency of in situ bioremediation

Within the framework of the NOBIS research programme, a feasibility study to the use of bioas-
says in monitoring and assessing the environmental efficiency of in situ bioremediation was per-
formed on the Petroleumharbour site in Amsterdam. This research fits in the NOBIS goal of
improving risk assessment of soil pollution.

Based on literature study bioassays applicable to polluted soil have been selected. Acute bioas-
says are performed on aqueous soil extracts and are derived from (waste)water assessment
tests. Methods for the preparation of these extracts have been selected and tested. Chronic bio-
assays are performed in soil with organisms that live in soil. Chronic tests last longer but are of-
ten more sensitive than acute tests.

The bioassays are performed on a field screening on the Petroleum harbour site in Amsterdam,
which is polluted with mineral oil. Some of the acute bioassays were not sufficient because re-
gardless of the contaminant concentration only strong negative effects or no negative effects at
all were found. The results of the Microtox test and the Daphnia test did correlate fairly well with
the reported contaminant levels.

The acute algal test was also selected as a representative of primary producers.

Results of chronic bioassays also correlated fairly well with contaminant levels. This means that
these bioassays are suitable for monitoring ecotoxicological effects of soil pollution and can be
used as indicators of soil quality.

In the last phase of the project polluted soil has been remediated by means of bioventing on
laboratory scale. This bioremediation led to a significant reduction of the oil pollution. However,
300 — 700 mg/kg mineral oil appeared to be persistent. Monitoring during the test by means of
bioassays showed that bioremediation reduced the negative effects of the oil pollution. The re-
maining pollution after remediation caused no ecotoxicological effects in the bioassays and
therefore is hardly bioavailable. Although the concentration of the remaining pollution is some-
where around the Dutch Intervention Level, the risks are acceptable due to reduced bioavailabil-
ity and the absence of toxic effects.

This means that soil on the Petroleum harbour site can be remediated by means of in situ bio-
remediation, which leads to a non-toxic residual fraction. Following to this remediation active soll
management can stimulate further remediation of the remaining concentration and prevent pos-
sible future risks of the pollution.

Bioassays appeared to be suitable tools for monitoring in situ bioremediation and the assess-
ment of the environmental efficiency of in situ bioremediation. This means that the most impor-
tant goal of this project has been reached.

In two follow-up projects the results of this project are already being used. The efficiency of in
situ biorestauration on the Petroleum harbour site has been determined in an on-site pilot reme-
diation. The efficiency of this remediation is being monitored by means of bioassays in the
NOBIS TRIAD project.

VI



HOOFDSTUK 1

INLEIDING

Algemene inleiding

Bij bodemsanering ontstaat steeds meer behoefte aan locatiegerichte prognoses van actuele
risico's die voortvloeien uit de aanwezigheid van verontreinigende stoffen in de bodem. Chemi-
sche analyses geven op een indirecte wijze inzicht in de (potentiéle) risico's. Als zodanig vormen
chemische analyses een eerste lijnbenadering. Met behulp van biologische analyses (bioas-
says) kunnen wel directe waarnemingen over actuele risico's worden verkregen. Met name bij
in-situ biologische bodemsanering vormen biologische analyses het gereedschap om de effecti-
viteit van het proces en het restrisico van het eindproduct te beoordelen.

Door het Nederlands Onderzoeksprogramma Biotechnologische In-situ Sanering (NOBIS) het
Gemeentelijk Havenbedrijf Amsterdam (GHA) en de Stichting Bodemsanering Nederlandse
Spoorwegen (SBNS), is aan Bioclear b.v., KEMA Nederland b.v., Witteveen+Bos b.v. en de Vrije
Universiteit Amsterdam opdracht verleend om de haalbaarheid te onderzoeken van het gebruik
van bioassays bij het bepalen van actuele ecotoxiciteitrisico's van verontreinigde grond voor, tij-
dens en na biologische in-situ sanering.

Dit onderzoek dient antwoord te geven op de volgende vragen:

1. Wat is het (eco)toxicologische risico van verontreinigde grond voorafgaande aan een sane-
ring?

2. Kan het blootstellings- en verspreidingsrisico tijdens een sanering mede worden gebaseerd
op een meetbare toxiciteit?

3. Wat s het (eco)toxicologische eindresultaat van een (in-situ) sanering?

Het onderzoek wordt gekoppeld aan de biologische sanering van een met minerale olién veront-
reinigde locatie aan de Petroleumhavenweg te Amsterdam, die onder de verantwoordelijkheid valt
van het Gemeentelijk Havenbedrijf Amsterdam. Op deze locatie is behoefte aan aanvullende in-
formatie over actuele milieurisico's van de verontreiniging en van de restverontreiniging na een bio-
logische sanering. Deze locatie is door op- en overslagactiviteiten over een periode van meer dan
100 jaar verontreinigd met diverse minerale olién tot een diepte van circa 4 m-mv en met concen-
traties van gemiddeld enkele honderden tot enkele duizenden mg olie per kg ds.

Het project omvat het vooronderzoek ten aanzien van de te gebruiken methoden en technieken, de
karakterisatie van toxische effecten van de bodemverontreiniging op de locatie en het toetsen van
bioassays in een biorestauratieonderzoek in het laboratorium.

Probleemstelling

In Nederland is de bodem op een groot aantal plaatsen verontreinigd geraakt met organische en
anorganische verbindingen. De overheid heeft zich tot doel gesteld de meest ernstige gevallen
van bodemverontreiniging op te ruimen voor 2025. Aangezien het totale aantal verontreinigde
locaties in Nederland erg groot is wordt onderscheid gemaakt tussen meer en minder verontrei-
nigde locaties. Deze afweging is samengevat in de urgentiesystematiek: ernstig verontreinigde
locaties die actuele risico's voor mens, ecosysteem of verspreiding opleveren, dienen als eerste
te worden gesaneerd. De basis voor deze afweging is telkens een chemische analyse van het
bodemmateriaal. De getallen die hiermee worden verkregen worden op verschillende manieren
gebruikt om ernst en risico van de verontreiniging te bepalen. Of deze risico's daadwerkelijk
aanwezig zijn en of negatieve effecten van de bodemverontreiniging op het bodemecosysteem
waarneembaar zijn wordt meestal niet getoetst.



Chemische analyses hebben een aantal beperkingen bij het vaststellen van actuele risico's. In
de eerste plaats is de informatie die wordt verkregen met chemische analyses beperkt tot het
toegepast analysepakket. De bodem kan met veel stoffen zijn verontreinigd, maar alleen die
stoffen waarvoor in het historisch onderzoek aanwijzingen zijn gevonden worden geanalyseerd.
Ten tweede kunnen de actuele effecten van verontreinigingen worden beinvioedt door de aan-
wezigheid van andere verontreinigingen: combinatietoxiciteit kan in de praktijk optreden zonder
dat chemische analyses hiertoe inzicht geven. De belangrijkste tekortkoming van chemische
analyses is echter dat de biologische beschikbaarheid en het gedrag van de verontreiniging niet
wordt bepaald middels chemische analyses terwijl deze eigenschappen in belangrijke mate be-
palend zijn voor het effect van de verontreiniging.

Dit is op twee momenten beperkend bij het saneren van bodems. Ten eerste verdient het de
voorkeur de priortering van saneringen mede te baseren op gemeten actuele risico's. De keuze
of wordt gesaneerd en op welke wijze wordt gesaneerd zou mede gebaseerd kunnen worden op
de mate waarop de verontreiniging negatieve effecten in het milieu veroorzaakt.

Ten tweede treedt bij in-situ biorestauratie vaak een persistente restfractie op, die niet of slechts
zeer langzaam wordt verwijderd bij voortdurende sanering. Waarschijnlijk is deze restfractie ge-
bonden aan grond en slecht biologisch beschikbaar. Dit zal beteken dat deze fractie ook minder
negatieve effecten kan hebben op het bodemecosysteem en dat uitspoeling en risico's van ver-
spreiding laag zijn.

Beter inzicht in deze processen maakt het mogelijk een betere onderbouwing voor locatiespeci-
fieke saneringsdoelstellingen te geven. Ook het toepassen van zogenaamde bodemgebruiks-
waarden kunnen locatiespecifieke effecten van de verontreiniging worden meegenomen in de
besluitvorming. Dit kan bijdragen aan een betere acceptatie en begrip voor de gekozen sane-
ringsvariant, doelstelling van sanering en bodembeheersplan van de locatie.

Bioassays

Door de voornoemde beperkingen van chemische analyses bij de beoordeling van het milieu-
rendement van sanering, is er behoefte aan een aanvullend meetinstrument. Eén van deze aan-
vullende meetinstrumenten zijn bioassays. Bioassays zijn gestandaardiseerde laboratorium-
experimenten waarin levende testorganismen worden blootgesteld aan een milieumonster(extract)
om negatieve effecten van aanwezige verontreinigingen op deze organismen te bepalen. Het doel
van deze bioassay is het meten of de potentiéle aanwezigheid van één of meer verontreinigin-
gen in dit monster negatieve effecten veroorzaken bij dit organisme.

Risico-evaluatie

Indien sprake is van een zogenaamd "ernstig geval van bodemverontreiniging", dan is er sprake
van een saneringsnoodzaak. De urgentie van sanering is afhankelijk van de risico's. Ten aan-
zien van het vaststellen van dergelijke risico's is er de zogenaamde Urgentiesystematiek ontwik-
keld [Koolenbrander, 1995]. Binnen deze systematiek wordt onderscheid gemaakt tussen
humane risico's, ecologische risico's en het risico van verspreiding.

De methodiek is tamelijk mathematisch van aard en kent derhalve een groot aantal rekenregels.
Een belangrijke nuancering die in de methodiek is aangebracht betreft de mogelijkheid om door
middel van specifiek gericht onderzoek (bijvoorbeeld het uitvoeren van metingen) een meer ge-
nuanceerde risico-inschatting te geven. Het bevoegd gezag beoordeelt de uitgevoerde risico-
beoordeling en betrekt het resultaat hiervan op de beschikking inzake "ernst en urgentie".

In het kader van het onderhavige project is tevens een (complete) risico-evaluatie uitgevoerd
conform de Urgentiesystematiek. Hierbij zijn zowel humane als ecologische risico's bepaald ge-
relateerd aan de aanwezige (olie)verontreiniging. Het verspreidingsrisico is in dit project niet be-
paald omdat hiervoor onvoldoende basisgegevens aanwezig zijn. Deze beoordeling is



uitgevoerd om te komen tot een vergelijking tussen de uitkomsten van de bioassays en de
gangbare werkwijze om humane en ecologische risico's te bepalen.

Doelstelling van het project

De doelstelling van het hier voorgestelde onderzoek is de haalbaarheid aan te tonen van het ge-
bruik van bioassays bij het bepalen van actuele ecologische risico's van verontreinigde grond.
Het belang van deze ontwikkeling is de risicoanalyse van verontreinigingen te ondersteunen met
aanvullende en meetbare informatie uit bioassays. Een belangrijk element in dit onderzoek dient
het bepalen van de risico's van een restfractie na sanering te zijn. De bioassays dienen bij ge-
bleken haalbaarheid van de toepassing als complementair instrument bij de risicobeoordeling
van bodemverontreiniging te kunnen worden toegepast.

De subdoelen van het project zijn als volgt:
1. ldentificeren van geschikte, routinematig toepasbare bioassays. Criteria hierbij zijn:
- gevoeligheid;
- kosten;
- ontwikkelingsstatus van de methode;
- referentieinformatie;
- type organismen;
- toepasbaarheid voor bodem;
2. Identificeren van geschikte extractieprocedures voor toepassing bij bioassays.
Criteria hierbij zijn:
- herhaalbaarheid van de extractie;
- extractieduur;
- simulatie van werkelijke opname uit de bodem;
- gevoeligheid van het organisme t.o.v. het extractant (pH, extractiemiddel);
- aansluiting bij ontwikkelde en genormaliseerde uitloogtesten;
3. Geschikte deellocaties identificeren en karakteriseren waar het (vervolg)onderzoek zal wor-
den uitgevoerd;
4. Een toxisch signaal aantonen met behulp van een of enkele bioassays op deze locaties;
5. Aantonen van een respons van bioassays op biologische activiteit en verlaagde concentra-
tieniveaus ten gevolge van biologische sanering op laboratoriumschaal.

Het project is gefaseerd uitgevoerd. In eerste instantie is een literatuurstudie uitgevoerd met als
doel een selectie te maken van geschikte bioassays en extractiemethoden voor het maken van
grondextracten voor acute bioassays. Vervolgens is een veldscreening uitgevoerd op de Petro-
leumhaven locatie om de geselecteerde methoden te testen en een indruk te krijgen van de toxi-
citeit van de bodem op de locatie. Op basis hiervan is de set monitoringsinstrumenten verder
beperkt. Tenslotte is biologische reiniging van grondmonsters van de locatie uitgevoerd op labo-
ratoriumschaal en is de chemische en biologische bodemkwaliteit gevolgd met de geselecteerde
set monitoringsinstrumenten. Bij de beoordeling van de biologische reiniging is ook een conven-
tionele risicoanalyse uitgevoerd en vergeleken met aanvullende informatie afkomstig van bioas-
says. Op basis van dit onderzoek is de effectiviteit van bioassays bij het monitoren en
beoordelen van het milieurendement van in-situ biorestauratie bepaald.

Leeswijzer

Hoofdstuk 2 beschrijft de opbouw en uitvoering van het project. In hoofdstuk 3 worden de resul-
taten van de literatuurstudie naar bioassays en extractiemethoden, de resultaten van de veld-
screening en van de kolomproeven beschreven. Tevens wordt in dit hoofdstuk de uitgevoerde
risico-evaluatie besproken. In hoofdstuk 4 worden de resultaten bediscussieerd en relaties ge-



legd tussen de uitkomsten van de bioassays en de risico's bij aanvang en na afloop van het sa-
neringsproces. Tenslotte geeft hoofdstuk 5 de conclusies en aanbevelingen van dit project.



HOOFDSTUK 2

OPBOUW VAN HET PROJECT

Dit project is verdeeld in een tweetal fasen. De eerste fase, bestaande uit een tweetal deelon-
derzoeken, betreft een selectie van bioassays en monsterlocaties. In het eerste onderzoek (fase
1.1) is een literatuurstudie verricht naar en selectie van geschikte bioassays voor het beoordelen
van verontreinigde bodems en naar geschikte extractiemethoden om extracten te verkrijgen voor
het uitvoeren van acute bioassays met aquatische organismen. In deze fase zijn tevens mon-
sterlocaties geselecteerd op een met minerale olie verontreinigd bedrijfsterrein aan de Petrole-
umhavenweg in Amsterdam voor een veldscreening met acute- en chronische bioassays.

Vervolgens is een veldscreening uitgevoerd met de geselecteerde bioassays en extractiemetho-
den op de geselecteerde monsterlocaties. Op basis van de resultaten van de bioassays en van
de chemische analyses, volgde een tweede, definitieve selectie van geschikte bioassays, mon-
sterlocaties en noodzakelijke (fysisch-) chemische analyses voor beoordeling van het reini-
gingsproces van minerale olie.

In fase 1.2 zijn monsters genomen op de geselecteerde monsterlocaties en op laboratorium-
schaal gereinigd middels bioventing in kolomproeven. Het verloop en het resultaat van deze bio-
logische reiniging is beoordeeld met de in fase 1.2 geselecteerde bioassays en (fysisch-)
chemische analyses.

Figuur 1 geeft schematisch de opbouw van het project weer.

Fase 1.1  Uitgevoerde taken: Resultaten in:

Bioclear et al, 1998a
Deelresultaat 1

Literatuurstudie:

«selectie bioassays

«selectie extractiemethoden
eselectie bemonsteringslocaties

\ 4

Bioclear et al, 1998b

Veldscreening:
o Deelresultaat 2

etesten bioassays
*bepalen bodemtoxiciteit
*bepalen verontreinigingsgraad

Fase 1.2 v
Biorestauratieproeven:
stoepassen bioassays Bioclear et al, 1999a
*bepalen rendement ISB Deelresultaat 3

*beoordelen eindresultaat
erisicobeoordeling
evaluatie effectiviteit bioassays

Fig. 1. Opzet van het project.



De met minerale olie verontreinigde testgronden zijn afkomstig van een locatie aan de Petrole-
umhavenweg, in beheer van het Gemeentelijk Havenbedrijf Amsterdam. Sinds eind vorige eeuw
is het terrein in gebruikt als op- en overslaglocatie voor brandstoffen. In de oorlog is het terrein
gebombardeerd waardoor op grote schaal verontreiniging is opgetreden. Momenteel is het ter-
rein op veel plaatsen verontreinigd met minerale olie tot een diepte van circa 4 meter beneden
maaiveld (m-mv).



HOOFDSTUK 3

RESULTATEN

3.1 Literatuurstudie

Bioassays

In de literatuurstudie is een inventarisatie gemaakt van het gebruik van bioassays bij het beoor-
delen van verontreinigde landbodems. Uit deze inventarisatie is een selectie gemaakt van bio-
assays die toegepast kunnen worden voor het beoordelen van verontreinigde landbodems.

Hierbij zijn de volgende selectiecriteria aangehouden:

- De bioassays betreffen laboratoriumtesten;

- De bioassays maken gebruik van organismen in zijn geheel. Organismen worden niet opge-
werkt voor bijvoorbeeld bepaling van enzymactiviteit of biomarkers;

- Met de bioassays worden uitsluitend toxische effecten gemeten, mutageniteitstesten en bio-
accumulatiebepalingen worden buiten beschouwing gelaten;

- De bioassays betreffen single-species testen;

- De bioassays maken gebruik van terrestische organismen. Bioassays met aquatische orga-
nismen voldoen alleen indien deze regelmatig zijn gebruikt voor het beoordelen van veront-
reinigde bodems;

- Verschillende blootstellingsroutes (voedselopnameroutes) worden getest en zowel bioas-
says met waterige extracten als bioassays met grond dienen vertegenwoordigd te zijn.

Uit het literatuuronderzoek blijken grote verschillen te bestaan tussen de gevoeligheid van orga-
nismen voor contaminanten. Het blijkt niet mogelijk te zijn om het gevoeligste organismen aan te
wijzen, doordat organismen verschillend reageren op verschillende verontreinigingen. Boven-
dien hebben verschillende organismen verschillenden functies in het ecosysteem en verschillen
organismen in de manier waarop zijn verontreinigingen opnemen. Hierdoor is het noodzakelijk
om te beschikken over een testbatterij van bioassays met meerdere soorten organismen. De in
de literatuur gevonden bioassays die voldoen aan de hierboven gestelde criteria zijn daarom
verder geselecteerd volgens onderstaande criteria:

- hoge gevoeligheid voor een verontreiniging met minerale olie;

- protocol beschikbaar voor de uitvoering van de bioassays;

- voldoende achtergrondinformatie beschikbaar;

- geringe complexiteit van de bioassays;

- vertegenwoordigers van verschillende trofische niveaus;

- lage kosten.

Op basis van de bovengenoemde selectiecriteria is gekomen tot een selectie welke in tabel 1
staat vermeld. Deze testen reageren gevoelig op een verscheidenheid aan verontreinigingen,
waaronder zware metalen, PAK en minerale olie. Daarnaast voldoen deze bioassays aan we-
tenschappelijke criteria [Van Straalen en Verkleij, 1993; Van Straalen en Van Gestel, 1993]. De
soorten hebben een taxonomische verscheidenheid, beslaan verschillende trofische niveaus en
contaminanten worden opgenomen via verschillende routes.

De testen omvatten zowel acute als chronische bioassays. Acute bioassays testen directe effec-
ten van de verontreiniging op toetsorganismen zoals sterfte of verminderde activiteit. Deze tes-
ten duren over het algemeen relatief kort (uren tot dagen) en worden doorgaans uitgevoerd op
een (grond)watermonster of een waterig extract van bodemmateriaal. Chronische bioassays tes-



ten over het algemeen effecten die pas over langere termijn meetbaar zijn zoals groei en voort-
planting. Deze bioassays worden doorgaans uitgevoerd met grond en duren langer dan acute
bioassays.

Aangezien bij de Bait lamina test geen testorganismen worden toegevoegd aan de grond is de
test in principe geen bioassay. Omdat in de test de activiteit van organismen in het laboratorium
wordt onderzocht in combinatie met chronische bioassays is de test toch als bioassay opgeno-
men in de tabel. Als de analyse direct in het veld wordt uitgevoerd kan de test beter als veldin-
ventarisatie worden gekarakteriseerd. Naast bekende, goed beschreven bioassays, zijn ook
enkele relatief nieuwe bioassays, de acute bioassay met springstaart en nematoden, getest om-
dat deze met relevante organismen werken en veelbelovend leken.

Tabel 1. Geselecteerde bioassays voor veldscreening.

Test Testorganisme Testduur Effectparameters

Acute bioassays

Wortelgroeitest sla Lactuca sativa 96 uur afname wortelgroei
ECHA-enzymactiviteit Bacterién (Bacillus sp.) 24 uur bacteriéle groeiremming
Mobiliteit nematode Plectus acuminatus 96 uur immobiliteit

mobiliteit springstaart Folsomia candida 96 uur immobiliteit

ALGENTEST Raphidocelis subcapitataz) 72 uur afname populatiegroei-snelheid
Microtox Marine bacterie (Vibrio fischeri) 30 min afname bioluminiscentie
Mobiliteit watervlo Daphnia magna 48 uur immobiliteit

Chronische bioassays

Chronische test met sla Lactuca sativa 4 weken kieming, groei
Reproductietest regenworm  Eisenia fetida 4 weken overleving, groei, reproductie
Reproductietest springstaart Folsomia candida 4 weken overleving, groei, reproductie
Bait lamina Bodemfauna 24 dagen Substraatafbraaksnelheid

1)  Voorheen Photobacterium phosphoreum
2) Voorheen Senelenastrum capricornutum

Extractiemethode

Acute bioassays met aquatische organismen worden uitgevoerd op waterig extract van de grond
of op poriewater. Het doel van de literatuurstudie was om een geschikte extractiemethode te se-
lecteren voor het verkrijgen van een extract waarin deze acute bioassays kunnen worden uitge-
voerd. Verschillende parameters hebben invioed op het resultaat van de extractie en
beinvloeden daardoor de resultaten van de bioassays. Extractiemethoden voor organische ver-
ontreinigingen zijn in de literatuur echter nauwelijks beschreven.

De te selecteren extractiemethode dient te voldoen aan onderstaande criteria:

- De extractie moet herhaalbaar zijn;

- De extractie moet geschikt zijn voor verschillende bodems en verschillende soorten veront-
reinigingen en in ieder geval voor minerale olie;

- De mate van extractie moet relevant zijn voor de (biologische) beschikbaarheid van veront-
reinigingen in de praktijk;

- De extractie en/of het extractiemiddel mag geen effect hebben op het toetsorganisme;

- De resultaten van de bioassays moeten goed interpreteerbaar zijn;

- De extractie moet eenvoudig uit te voeren zijn;

- De extractie moet voldoende extract opleveren voor al de voorziene bioassays.



Uit de literatuur blijkt dat er geen gestandaardiseerde methoden bestaan voor het verkrijgen van
bodemextracten. De gevonden methoden zijn divers voor wat betreft extractiemiddelen en be-
nodigde tijd. Het meest gebruikte extractiemiddel is water waar al dan niet zouten aan zijn toe-
gevoegd. Het onttrekken van poriewater is een goede methode, omdat bodemorganismen
voornamelijk via het poriewater aan contaminanten worden blootgesteld. De hoeveelheid porie-
water is echter afhankelijk van het vochtpercentage in de bodem. Door seizoensinvlioeden fluc-
tueren de vochtgehaltes van gronden en bemonstering van poriewater en beoordeling met
bioassays zijn daardoor slechts momentopnamen. Daarom is (porie)water geen geschikt medi-
um voor het reproduceerbaar uitvoeren van acute bioassays.

In tegenstelling tot extractiemethoden bestaan er wel gestandaardiseerde uitloogtesten. Deze
zijn echter ongeschikt voor routinematige toepassing vanwege een lange tijdsduur om extracten
te verkrijgen.

Omdat er in de literatuur geen gestandaardiseerde methoden bestaan voor extractie, is voor dit
project een nieuwe extractiemethode ontwikkeld die zoveel mogelijk bestaat uit een combinatie
van toegepaste en bewezen technieken en tevens zoveel mogelijk de werkelijkheid benadert.
De extractieprocedure die is opgesteld sluit zoveel mogelijk aan bij bestaande en gevalideerde
normen voor extractie van vaste materialen. De methode extractie wordt uitgevoerd met 1mM
calciumnitraat (Ca(NOs3),) in de verhouding L/S 1 : 1 om het uitvlokken van organisch materiaal
en het daarmee gepaard gaande verlies van contaminanten te voorkomen. Deze verhouding is
gekozen om de concentraties in het extract zo hoog mogelijk te krijgen en het uitschudden han-
delbaar te houden. De in poriewater opgeloste zouten zijn direct afkomstig vanuit de grond en
zullen dan ook in het verkregen extract aanwezig zijn. Er is gekozen voor een tweestaps schud-
proef om naleveringseffecten op te nemen. Om adsorptie aan de wanden van de extractie-
vaatjes en fotodegradatie van organisch materiaal te voorkomen, is gebruik gemaakt van bruine
glazen potten, die helemaal zijn gevuld om tijdens het schudden geen lucht in het extractie-
mengsel te krijgen. De uitvoering van de extractiemethode staat gedetailleerd beschreven in
deelresultaat 2 [Bioclear et al., 1998b].

Op basis van deze literatuurstudie is een opzet gemaakt voor de uitvoering van de veldscree-
ning. De veldscreening is uitgevoerd op 12 monsters van de locatie Petroleumhaven. De mon-
sterpunten zijn geselecteerd op basis van eerder verricht bodemonderzoek [OMEGAM, 1996] en
bereikbaarheid van het monsternamepunt.

De grondmonsters die tijdens deze veldscreening worden gebruikt, moeten aan de volgende se-

lectiecriteria voldoen:

- Er dient een range aan concentraties getest te worden, van streefwaarde tot boven de inter-
ventiewaarde;

- Erdient een locale schone referentie te worden meegenomen;

- De monsters mogen alleen verschillen in verontreinigingsgraad en dienen overigens zoveel
mogelijk vergelijkbaar te zijn (bodemsamenstelling, diepte etc.).

Voor meer details over de inventarisatie en selectie van bioassays, extractiemethoden en mon-
sterlocaties wordt verwezen naar deelresultaat 1 [Bioclear et al., 1998a].

Tijdens de veldscreening is in aanvulling op de geselecteerde bioassays een groot aantal
(fysisch-) chemische parameters bepaald:

- bepaling concentratie minerale olie;

- bepaling concentratie minerale olie in extract;

- bepaling concentratie zware metalen;

- bepaling concentratie Polycyclische Aromatische Koolwaterstoffen (PAK);

- bepaling concentratie Extraheerbare Organohalogeenverbindingen (EOX);



- bepaling percentage lutum;

- bepaling organisch stof gehalte.

Monitoring van de voortgang van in-situ biorestauratie kan daarnaast worden gevolgd middels
een aantal biologische veldmetingen. In dit project zijn bacterietellingen en de dehydrogenase
activiteit bepaald. Bij bacterietellingen is geteld volgens de MPN methode (Most Probable Num-
ber), waarbij zowel de totale hoeveelheid als het aantal specifieke olieafbrekende bacterién is
geteld. De bacterieaantallen reageren op in-situ biorestauratie en vormen daarmee een indicator
voor het succes van de saneringsmaatregelen. Met de dehydrogenase activiteit, een enzym dat
betrokken is bij de aérobe ademhaling van bacterién, wordt een indruk gekregen van de aérobe
ademhaling van de bodem gemeten. Deze is afhankelijk van de aantallen en activiteit van de
bacterién in de bodem.

3.2 Veldscreening

De resultaten van de veldscreening staan samengevat in tabel 2. Een volledige beschrijving van
alle analyseresultaten staat in deelresultaat 2 [Bioclear et al, 1998b]. Alle monsters zijn afkom-
stig van diepten tussen 0,5 en 1,5 m—mv. Binnen de serie monsters is een gradiént aan veront-
reiniging aanwezig. De belangrijkste verontreiniging is minerale olie. De lager verontreinigde
monsters bevatten met name de hogere (C3p-C4o) fractie, terwijl sterker verontreinigde monsters
ook met lagere fracties (C4,-C,2) zijn verontreinigd. In enkele monsters is daarnaast een co-
verontreiniging (zware metalen, PAK) aanwezig. Van een aantal locaties is de concentratie mi-
nerale olie in de grondextracten bepaald. Deze concentraties zijn laag, 0,028, 0,081 en 0,064%
voor respectievelijk locatie 11, 3 en 5. Het extract van locatie 3 is het meest verontreinigd en be-
vat de hoogste concentraties van de lagere oliefracties. De fractie C39-Cy4g is nauwelijks extra-
heerbaar.

Op basis van deze bemonstering zijn monsters 9, 10 en 11 geschikt als locale referentie, omdat
in deze monsters lage concentraties minerale olie, PAK en/of zware metalen aanwezig zijn.

De monsters zijn tevens geanalyseerd met een groot aantal bioassays. De resultaten van de
bioassays zijn op twee manieren beoordeeld. In eerste instantie zijn de bioassays beoordeeld
ten opzichte van het resultaat in een 'schoon' monster, de blanco. Dit monster bestond bij de
acute bioassays uit het extractiemiddel en bij de chronische bioassays uit OECD kunstgrond,
een standaardgrond welke veelal wordt gebruikt bij standaard toxiciteitstesten. Deze vergelijking
geeft aan in hoeverre de bioassay anders reageert in milieumonsters dan in kunstmatige schone
monsters. Effecten van bijvoorbeeld bodemtype, pH en nutriénten worden op deze manier aan-
getoond.

Vervolgens is een beoordeling van effecten van de verontreinigingen uitgevoerd door resultaten
van de bioassays in monsters van de locatie onderling te vergelijken met een zogenaamde loka-
le referentie. Deze referentie bestaat uit een monster van de locatie dat niet tot licht is verontrei-
nigd en geen tot weinig negatieve effecten laat zien in de bioassays. Op deze manier worden
locatiespecifieke effecten van bodemtype e.d. uitgesloten en wordt gericht beoordeeld op effec-
ten van de verontreiniging op de betreffende locatie. Aangezien locatie 11 de minste negatieve
effecten veroorzaakte in de bioassays en zeer licht is verontreinigd werd deze locatie geselec-
teerd als locale referentie. Een volledige beschrijving van de resultaten van de bioassays en de
vergelijking met de blanco's staat beschreven in deelresultaat 2 [Bioclear et al., 1998b].
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Tabel 2. Resultaten van de veldscreening van de Petroleumhaven locatie met chemische ana-
lyses en bioassays, beoordeeld ten opzichte van lokale referentie 11.

Locatiecode 11 10 9 6 7 12 8 4 2 1 1 3 5
(herh)

acute bioassays
wortelgroeitest sla
(96u)

ECHA enzymact.
(24u)

mobiliteit nematode
(96u)

reproductie nematode
(120u)

mobiliteit springstaart
(72u)

Alg oppervlakte A
(72u)

Alg groeisnel-heid p
(72u)

Microtox (15min)
mobiliteit watervio
(48u)

Chronische bioassays

Sla kieming n.b.

Sla biomassa n.b.

Worm overleving n.b.

Worm biomassa n.b.

Worm reproductie n.b.

Springstaart overleving n.b.

Springstaart biomassa n.b.

Springstaart n.b.

reproductie

Bait lamina n.b.
Chemischelfysische analyses

olie (mg/kg ds) 470 <50 280 590 880 900 920 1050 2300 2800 2800 3200 3300
koper (mg/kg ds) 7 11 8 12 195 11 <5 13 7 7 <5 10
zink (mg/kg ds) 93 270 450 175 410 110 58 175 75 67 67 83 200
lood (mg/kg ds) 47 140 73 110 210 83 21 65 52 48 48 32 84
totaal 10 PAK 1,8 1,4 120 29 38 890 34 4,7 0,8 2,8 2,8 57 3,7
(mg/kg ds)

EOX (mg/kg ds) 0,2 0,4 0,2 0,5 05 <01 <041 1,2 0,6 0,6 0,6 0,4 0,3
fractie < 2 ym (%) 4,6 2,0 3,4 4,5 4,8 4,7 59 3,4 4,0 4,7 4,7 41 6,1
Organische stof (%) 2,0 3,8 3,3 3,4 6,9 3,2 23 3,8 25 3,0 3,0 2,2 23

geen negatieve effecten;

+: matig negatieve effecten;
+: sterk negatieve effecten;
2300: boven interventiewaarde
n.b. niet bepaald

Acute bioassays

Alle resultaten zijn beoordeeld ten opzichte van effecten die zijn gemeten in de lokale referentie
monster 11. Dit betekent dat locatiespecifieke effecten zoals bodemtype e.d. geen rol spelen bij
de waargenomen verschillen tussen de monsters.

In alle monsters groeiden de worteltjes van de slaplantjes slechter dan in de locale referentie en
er is geen duidelijk verband tussen groei en graad van olieverontreiniging. Waarschijnlijk wordt
dit veroorzaakt door de grote spreiding van de meetgegevens. Ook gevoeligheid voor zware me-
talen [AquaSense, 1997] kan een rol gespeeld hebben. Noch in de mobiliteitstest met nemato-
den als de mobiliteitstest met springstaarten zijn negatieve effecten van de verontreiniging
waargenomen. Met beide bioassays zijn effecten gemeten, maar door de grote spreiding zijn
deze effecten niet significant en konden niet worden geclassificeerd. Wel zijn er significante ef-
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fecten waargenomen bij de reproductie van de nematode, maar dit onderdeel van de test is nog
relatief nieuw en er zijn geen referentiegegevens. Verder onderzoek van deze parameter is ge-
wenst.

De ECHA-test reageert zeer gevoelig op de bodemextracten. Alle locaties inclusief de locale re-
ferentie 11 veroorzaken een sterk negatief effect. Dit betekent dat ten opzichte van locatie 11
geen effecten meetbaar zijn en de test niet onderscheidend is ten opzichte van de locale refe-
rentie, daarom staat in de tabel aangegeven dat de ECHA test in geen van de monsters een ne-
gatief effect meet. Waarschijnlijk reageert de test in alle monsters op andere componenten dan
de verontreiniging.

De algentest blijkt gevoelig te reageren op de aanwezigheid van verontreinigingen. Er is geen
relatie tussen het gemeten effect en de olieconcentraties. Mogelijk wordt dit veroorzaakt door de
aanwezigheid van zware metalen en/of tijdens de veldscreening onbekende verontreinigingen of
afbraakproducten. De algentest laat geen negatieve effecten zien op locatie 11.

Zowel de Microtox als de watervlooientest zijn onderscheidend. De Microtox vertoont een duide-
lijke relatie tussen effect en verontreiniging (figuur 2). Toenemende concentraties minerale olie
leiden tot een toenemend toxisch effect. Bij de watervlooientest wordt op het meest verontreinig-
de monster (locatie 5) geen toxiciteit gemeten, terwijl op locatie 2, 3 en 7 sterk negatieve effec-
ten worden gevonden. Van het extract afkomstig van locatie 3, 5 en 11 zijn de concentraties in
het extract gemeten. De olieconcentraties in het extract van locatie 3 zijn hoger dan dat van lo-
catie 5, wat de gevonden effecten kan verklaren. De sterk negatieve effecten die zijn gevonden
op locatie 7 worden vermoedelijk veroorzaakt door de hoge concentraties zware metalen (niet
bepaald in extract). Bekend is dat watervilooien hiervoor zeer gevoelig zijn [STOWA, 1997a].
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Fig. 2. Relatie tussen olieconcentratie en remming in de Microtox test in monsters van de

locatie Petroleumhaven.

12



Chronische bioassays

De kieming van slazaden wordt negatief beinvlioedt door hoge concentraties minerale olie

(= 2300 mg/kg ds) en het kiemingspercentage neemt af bij toenemende olieconcentraties. Kie-
ming van slazaden is op locatie 3 lager dan op de meest verontreinigde locatie 5. Het droogge-
wicht van slaplanten wordt beinvioed door de verontreiniging met minerale olie, slaplanten
worden minder groot bij toenemende olieconcentraties.

De overleving van regenwormen is maximaal en wordt niet beinvioed door verontreiniging met
minerale olie. Er is geen duidelijke relatie zichtbaar tussen olieverontreiniging en gewichts-
toename van regenwormen. Groei is met name op de locaties met een olieconcentratie

> 2.300 laag tot negatief, maar ook op minder verontreinigde locaties is groei minimaal. Cocon-
productie vertoont wel een duidelijke trend met de olieverontreiniging (figuur 3). Tevens is de
coconproductie op locatie 7 laag ten gevolge van de verontreiniging met zware metalen. De co-
conproductie op locatie 6 is hoog. Omdat op deze locatie de groei minimaal was, bestaat het
vermoeden dat de regenwormen hun energie hebben gestoken in reproductie in plaats van
groei. Op locatie 8 is het omgekeerde waargenomen, een lage coconproductie gaat gepaard
met een forse gewichtstoename.
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Fig. 3. Coconproductie (reproductie) per 10 regenwormen na 4 weken in monsters van de
locatie Petroleumhaven.
* Coconproductie in de blanco OECD grond.

Nauwelijks tot geen van de springstaarten hebben de bioassays op de twee meest verontreinig-
de locaties 3 en 5 overleefd. De overleving op de overige locaties is gemiddeld 90% en vertoont
nauwelijks variatie. De gewichtstoename is voor alle locacties gelijk. De enkele overlevende
springstaarten op locatie 5 zijn duidelijk minder gegroeid dan op de overige locaties. Er zijn geen
juvenielen geproduceerd op de locaties 3 en 5. Reproductie op de overige locaties neemt af met
toenemende olieconcentraties, maar deze verschillen zijn niet significant.

Locatie 11 is in de screening geselecteerd als locatiespecifieke referentie. Deze locatie bevat
lage concentraties verontreinigingen en veroorzaakt in de meeste bioassays (afgezien van de
ECHA test) geen negatieve effecten. Als de overige locaties worden vergeleken met deze refe-
rentie blijkt dat er bij de meeste bioassays de effecten toenemen met toenemende verontreini-
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gingsniveau en dat sterke negatieve effecten worden waargenomen op locaties 1, 2, 3 en 5. De-
ze locaties zijn van alle monsters ook het sterkst verontreinigd met minerale olie. Negatieve ef-
fecten op locatie 7 worden waarschijnlijk veroorzaakt door de verhoogde concentratie zware
metalen.

De snelheid waarmee het substraat van de Bait lamina test wordt afgebroken, neemt af bij toe-
nemende verontreiniging met minerale olie. De substraatconsumptie na 24 dagen is significant
lager bij olieconcentraties > 2300 mg/kg ds. Afbraak van het substraat in de OECD-kunstgrond
is vergelijkbaar met consumpties op de locaties met een olieverontreiniging tot en met
1050 mg/kg ds.

Het aantal bacterién ligt tussen 10° en 108 per gram drooggewicht en ligt binnen de range die
normaal wordt gevonden in bodems (Bioclear, resultaten niet gepubliceerd). De aantallen olie
afbrekende bacterién maken een gering (0,01 — 1%) deel uit van de totale populatie. Er bestaat
geen verband tussen de verontreiniging met minerale olie en het aantal bacterién, wat er op
duidt dat de bacteriepopulatie in de bodem niet is geadapteerd aan biologische afbraak van de
verontreiniging.

Metingen van de dehydrogenase activiteit geven voor de meeste monsters een lage activiteit en
de activiteit is niet gecorreleerd met de olieverontreiniging. Ook dit duidt op een niet-
geadapteerde bacteriepopulatie. Zowel de aantallen bacterién als de dehydrogenase activiteit
zal naar verwachting toenemen indien biologische afbraak wordt gestimuleerd middels in-situ
biorestauratie.

Selectie bioassays en biologische inventarisaties

Met de veldscreening zijn bioassays geselecteerd voor de kolomproeven in fase 2 volgens on-

derstaande selectiecriteria:

- De bioassays geven een meetbaar toxisch signaal ten opzichte van de blanco (1mM
Ca(NO:3), bij de acute bioassays en OECD kunstgrond bij de chronische bioassays);

- Er bestaat een correlatie tussen de resultaten van de bioassays en de olieverontreiniging;

- Er dient een bioassay opgenomen worden die gevoelig reageert op zware metalen om een
indicatie te verkrijgen van de overall toxiciteit van de bodem;

- De toxische signalen in de bioassays moeten voor de meeste monsters verklaarbaar zijn;

- De Microtox bioassay, de acute bioassay met Daphnia en verder alle chronische bioassays
geven een toxisch signaal dat verklaard kan worden door de verontreiniging met minerale
olie of zware metalen. Deze testen zijn gevoelig voor olieconcentraties tot 3.300 mg/kg ds en
zZijn daarmee geschikt om het effect van verontreinigde grond tijdens en na in-situ biorestau-
ratie te monitoren en beoordelen;

- De acute bioassay met algen is opgenomen als vertegenwoordiger van primaire producen-
ten;

- De immobiliteittesten met de nematode en springstaarten zijn te ongevoelig voor monitoring
van het reinigingsproces van met minerale olie verontreinigde gronden. Tijdens de velds-
creening zijn met deze bioassays geen toxische signalen waargenomen;

- De bioassays met de nematoden (reproductie) en wortellengte groei van sla geven welis-
waar een toxisch signaal, maar dit signaal is moeilijk interpreteerbaar omdat er geen correla-
tie bestaat tussen dit signaal en de verontreiniging met minerale olie. Deze onverklaarbare
toxische signalen zijn wel ecologisch relevant, omdat ze bijvoorbeeld duiden op een veront-
reiniging met zware metalen of onbekende contaminanten. Wanneer deze testen leiden tot
een zinvolle uitbreiding van de testbatterij kunnen zij worden opgenomen en gebruikt als in-
strument voor monitoring van het reinigingsproces van olieverontreinigde gronden.
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Omdat de ECHA-test in alle grondmonsters, inclusief de schone referentie, een ernstig toxisch
signaal afgeeft is deze test niet opgenomen in de testbatterij.

Uiteindelijk is de volgende set van bioassays geselecteerd om het effect van biorestauratie te
monitoren in kolomproeven:
- Acute bioassays:
- Algentest; oppervilakte onder groeicurve en groeisnelheid;
- Watervlooientest; immobiliteit;
- Microtox; bioluminescentie;
- Chronische bioassays:
- Sla; kieming en biomassa;
- Regenworm; groei en reproductie;
- Springstaart; overleving en reproductie;
- Bait lamina test.

De geselecteerde bioassays omvatten verschillende groepen organismen en trofische niveaus.
In de Microtox worden bacterién gebruikt. Bacterién zijn in alle ecosystemen aanwezig en ver-
vullen onder andere functies als primaire producenten (energielevering) en vormen een belang-
rijke schakel in stofkringlopen. Algen en planten zijn belangrijke primaire producenten. Zij zijn in
staat licht om te zetten in biologische bruikbare energie door fotosynthese en vormen daardoor
een belangrijke voedselbron. Het menu van watervlooien bestaat voornamelijk uit algen en zijn
de volgende schakel in de voedselketen. Springstaarten zijn voedselconsumenten en voeden
zich onder andere met algen, bacterién, gist en schimmels. Regenwormen functioneren in de
bodem als substraatomzetters en als afvaleters. Bovendien vervullen regenwormen belangrijke
functies voor de beluchting van de bodem en zijn een belangrijke voedselbron voor vogels en
zoogdieren (doorvergiftiging). Zowel regenwormen als springstaarten zijn in grote getallen in bo-
dems te vinden. Ook de Bait lamina test maakt gebruik van een scala aan organismen die van
nature voorkomen in de bodem en vormt daarmee een geschikt instrument voor het beoordelen
van bodemkwaliteit.

Alle aquatische en terrestische organismen worden blootgesteld via (porie)water. Daarnaast
hebben wormen en springstaarten een additionele opname van contaminanten door voedselop-
name via de grond. Ook watervlooien kunnen verontreinigingen opnemen via het voedsel, maar
zij worden gedurende de bioassays niet gevoerd met verontreinigd materiaal.

Op deze manier is een testbatterij samengesteld die model staat voor het bodemecosysteem.
Effecten die worden gemeten in deze bioassays kunnen vertaald worden naar effecten die de
verontreinigingen in het milieu veroorzaken en vormen daarmee een goede maat voor de actue-
le risico's van de bodemverontreiniging.

Bij de monitoring van het reinigingsproces tijdens de kolomproeven worden daarnaast de vol-
gende biologische inventarisaties verricht :

- Bacterietellingen;

- Dehydrogenase activiteit.

Tijdens de kolomproeven wordt zowel het totale aantal bacterién als het aantal olieafbrekende
bacterién geteld als maat voor de biologische activiteit en afbraak van minerale olie in de grond.
Dehydrogenase activiteit is een maat voor de activiteit van bacterién en is daarom een maat
voor de biologische afbraak van minerale olie. Tijdens de kolomproeven wordt de Bait lamina
test als screeningstest opgenomen, dat wil zeggen de resultaten van de test zijn gebruikt als in-
dicator voor effecten op de wormentoets en zelf niet afzonderlijk meegenomen in de beoorde-
ling.
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Op basis van de resultaten van de bioassays wordt is een locatie specifieke referentie en een
tweetal verontreinigde locaties gekozen voor biologische reiniging tijdens kolomproeven. Als re-
ferentie is locatie 10 ongeschikt. Deze locatie is weliswaar niet verontreinigd met minerale olie,
maar een aantal geselecteerde bioassays geven op deze locatie een toxisch signaal af (sla,
groei van wormen en algentest). Locatie 9 is voor chronische bioassays met uitzondering van
groei van sla, niet toxisch. Deze locatie veroorzaakt wel sterk negatieve effecten in de algentest
en wordt daarom niet gebruikt voor de kolomproeven. Locatie 11 blijkt het meest geschikt te zijn
als referentie. Deze grond kent een lage verontreiniging met olie en heeft alleen bij de groei van
slaplanten negatieve effecten.

De olieconcentraties in de monsters moeten hoog genoeg zijn om bij aanvang van de kolom-
proeven toxische effecten te veroorzaken, zodat een afname van de olieconcentraties en de
daaruit voortkomende afname van de toxiciteit kan worden aangetoond. Als testgronden voor de
biologische reiniging zijn locaties 3 en 5 geselecteerd. Deze locaties bevatten relatief hoge con-
centraties verontreiniging en duidelijk meetbare toxische effecten. De bodemeigenschappen van
de drie locaties zijn vergelijkbaar zodat verschillen in toxiciteit kunnen worden toegeschreven
aan effecten van de bodemverontreiniging.

3.3 Biorestauratieproeven

Afbraak van olie

De kolomproeven zijn ingezet met de restanten van de monsters uit de veldscreening, deze wa-
ren opgeslagen bij 4°C. De olieconcentraties blijken bij aanvang van de kolomproeven aanzien-
lijk afgenomen ten opzichte van de concentratie in de veldscreening. De afname van de
olieconcentratie is waarschijnlijk het gevolg van verlies (afbraak, verdamping) van de minerale
olie gedurende de opslag van de monsters tussen het moment van monsterneming in januari
1998 en het inzetten van de kolomproeven in augustus 1998.

Gedurende het verblijf in de kolommen nemen de concentraties minerale olie af. De resultaten
van kolom 5 zijn als voorbeeld weergegeven in figuur 4. Na 12 weken zijn voor de beginconcen-
traties minerale olie voor locaties 11, 3 en 5 van respectievelijk 270, 1000 en 1700 mg/kg ds met
respectievelijk 52, 69 en 54 % afgenomen.
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Fig. 4. Biologische afbraak van minerale olie middels bioventing in kolomproeven met mon-

ster 5 van de locatie Petroleumhaven.
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Deze afname is het gevolg van biologische afbraak zoals aangetoond met de verhoogde bo-
demadembhaling tijdens de kolomproeven. Bij aanvang van de kolomproef liggen de olieconcen-
traties van de locaties 3 en 5 boven de interventiewaarde. De biorestauratie heeft tot gevolg dat
de olieconcentraties afnemen tot beneden de interventiewaarden, maar liggen nog altijd ruim
boven de streefwaarde. De afbraaksnelheid van minerale olie zoals bepaald middels bo-
demadembhaling (O, consumptie, CO, productie) neemt toe bij toenemende olieconcentraties.
Gedurende de kolomproeven neemt de afbraaksnelheid af door zowel afname van de concen-
tratie als door fractieverschuivingen. Lichtere oliefracties zijn makkelijker afbreekbaar dan
zwaardere fracties. Doordat lichtere fracties snel uit de grond verdwijnen, blijven de moeilijk af-
breekbare zwaardere fracties over en daalt de afbraaksnelheid. De biorestauratie leidt niet tot
volledige verwijdering van de minerale olieverontreiniging en een restfractie blijft aanwezig. De-
ze restfractie is gedurende het experiment niet verwijderd en zal waarschijnlijk slechts langzaam
in concentratie afnemen.

Resultaten bioassays

De toxiciteit van de monsters was bij aanvang van de proeven lager dan in de eerdere veldka-
rakterisatie was aangetoond. Dit hangt hoogstwaarschijnlijk samen met de lagere concentraties
olie die zijn bepaald.

Het niet verontreinigde referentiemonster 11 gaf in geen van de bioassays een negatief effect.
Dit betekent dat de niet-verontreinigde grond op de Petroleumhaven locatie van nature een ge-
schikt leefmilieu vormt voor de testorganismen en in principe geschikt is voor een normaal ont-
wikkeld bodemecosysteem.

Toxiciteit werd met name in monster 5 gemeten, dit is eveneens het monster met de hoogste
verontreinigingsgraad, en in mindere mate in monster 3. Negatieve effecten werden bepaald met
de Microtox assay, de algentest, kieming en groeiopbrengst sla, groei regenwormen en de Bait
lamina test. De acute bioassay met Daphnia, de overleving van regenwormen en de chronische
bioassay met springstaarten lijken geen negatieve effecten te ondervinden in de verontreinigde
grond van monster 3 en 5. Biologische sanering leidt tot verlaging of geheel verdwijnen van ne-
gatieve effecten in de bioassays. Zo verdwijnen de toxische effecten in de acute bioassays, ver-
betert de groei van regenwormen tijdens de sanering van kolom 5. De Bait lamina test laat
eveneens een zeer duidelijk positief effect zien van biologische sanering op de uitkomst van de
test, waarbij met name de kwaliteit van kolom 5 sterk toeneemt tijdens sanering.

De eventuele toxische effecten in de slatest worden in de eerste meetronde al volledig tenietge-
daan door een aanzienlijke kwaliteitsverbetering van de grond in alle monsters, waarschijnlijk
veroorzaakt door het bemestingseffect ten gevolge van de doorspoeling met nutriénten. Dat be-
tekent dat slaplanten in grond van de Petroleumhaven niet zozeer te lijJden hebben van de olie
als wel van een tekort aan anorganische voedingsstoffen.

Tijdens de sanering zijn nog wel olieconcentraties boven de interventiewaarde aangetroffen
(1200 mg/kg ds) maar deze concentratie leidde niet tot negatieve effecten in de bioassays.
Waarschijnlijk wordt tijdens de sanering als eerste de makkelijk biologisch afbreekbare (en toxi-
sche) fractie afgebroken waardoor de toxiciteit van de bodem snel afneemt.

De uiteindelijke restfractie na afloop van de sanering vertoont ook geen toxische effecten in de
bioassays, aangezien met geen van de geteste bioassays een negatief effect wordt gevonden in
grond uit de kolommen na afloop van het experiment. De resultaten zijn in beide verontreinigde
kolommen vergelijkbaar met die uit de referentiekolom 11.
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De resultaten van de bioassays zijn beoordeeld ten opzichte van de locatiespecifieke referentie
kolom 11 (tabel 3). De classificatie van de verschillende testen naar geen, matig en ernstig ef-
fect is per test verschillend, deze classificaties staan beschreven in de deelresultaat 2 [Bioclear
et al., 1998b].

Tabel 3. Bodemkwaliteitsverbetering ten opzichte van referentiekolom 11 door bioventing in
kolomproeven zoals bepaald met chemische analyses en bioassays.

Locatie t=0 t=4 t=8 t=12
weken weken weken weken
11* Olieconcentratie (mg/kg ds) 270 130 <25 130
Referentie Alg - n.b. n.b. -
Watervlo - - - -
Microtox - - - -
Sla kieming - - - -

Sla biomassa - - - -

Regenworm overleving - - - -

Springstaart overleving - - - -

Springstaart groei - - - -

Springstaart reproductie -

3 Olieconcentratie (mg/kg ds) 1000 360 220 310
Alg -
Watervlo
Microtox

H+(H+ v+
1
1
'

Sla kieming

Sla biomassa

Regenworm overleving - n.b. n.b. -

Springstaart overleving - - - -

Springstaart groei - - - -

Springstaart reproductie

5 Olieconcentratie (mg/kg ds) 1700 1200 520 790
Alg + n.b. n.b. -
Watervlo - - - -
Microtox
Sla kieming

Sla biomassa

Regenworm overleving

Springstaart overleving - - - -

Springstaart groei - - - -

Springstaart reproductie - - - _

Locatie 11 dient als lokale referentie, effecten die hier zijn waargenomen zijn daarom als referentie
genomen.

- geen negatieve effecten,

+ matige negatieve effecten,

+ sterk negatieve effecten,

n.b. Niet bepaald.

De acute bioassays op bodemextracten van monsters uit de kolomproeven geven in tegenstel-
ling tot de eerdere veldscreening niet tot nauwelijks negatieve effecten te zien van de minerale
olie verontreiniging. De belangrijkste reden hiervoor is dat de concentraties minerale olie een
stuk lager liggen dan in de eerdere analyseronde. Gedurende de kolomproeven verdwijnt de
gemeten toxiciteit volledig, wat waarschijnlijk wordt veroorzaakt doordat de wateroplosbare en
biologisch beschikbare fractie het eerste afgebroken is. Acute bioassays vormen derhalve een
goed instrument voor het monitoren van bodemkwaliteit tijdens biorestauratie, waarbij meetbare
toxische effecten duiden op hogere concentraties van biologisch beschikbare verontreiniging.

De acute bioassays op bodemextracten van monsters uit de kolomproeven geven in tegenstel-
ling tot de eerdere veldscreening niet tot nauwelijks negatieve effecten te zien van de minerale
olie verontreiniging. De belangrijkste reden hiervoor is dat de concentraties minerale olie een
stuk lager liggen dan in de eerdere analyseronde. Gedurende de kolomproeven verdwijnt de
gemeten toxiciteit volledig, wat waarschijnlijk wordt veroorzaakt doordat de wateroplosbare en
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biologisch beschikbare fractie het eerste afgebroken. Acute bioassays zijn vormen derhalve een
goed instrument voor het monitoren van bodemkwaliteit tijdens biorestauratie, waarbij meetbare
toxische effecten duiden op hogere concentraties van biologisch beschikbare verontreiniging.

De chronische bioassays geven net als de acute bioassays weinig respons op de aanwezige
verontreiniging. De minerale olie verontreiniging veroorzaakt voorafgaande aan de sanering in
enkele bioassays negatieve effecten, tijdens de sanering verdwijnen deze negatieve effecten
volledig.

In vergelijking met de veldscreening lijkt het dat negatieve effecten in de kolomproeven al ver-
dwijnen bij concentraties waarbij veldmonsters nog wel toxiciteit bezitten. Deze vergelijking
wordt bemoeilijkt doordat de concentratierange in de kolomproeven geen goede overlap heeft
met de concentratierange in de veldscreening. De matig toxische effecten die zijn gemeten in de
veldscreening worden tijdens de kolomproeven niet meer gemeten. Dit kan betekenen dat er
verschillen zijn in bodemsamenstelling tussen de monsters die in beide analyseronden zijn ge-
bruikt, maar kan ook duiden op een verschil in toxiciteit van de olieverontreiniging. Dit laatste is
interessant omdat dit een aanwijzing kan zijn dat een concentratieniveau alleen geen goede in-
dicatie is van de toxiciteit en risico van een olieverontreiniging en dat bioassays inderdaad een
meer gevoelige maat zijn voor actuele risico's.

De bioassays met de regenworm Eisenia fetida, zoals is uitgevoerd door Van den Munckhof
[Van den Munckhof et al., 1998], vertonen een gereduceerde groei ten opzichte van een schoon
referentiemonster (geen detecteerbare olieverontreiniging) bij een olieconcentratie van 370
mg/kg ds. De regenwormen in dit experiment groeien goed bij een olieconcentratie van 790
mg/kg ds en groei is vergelijkbaar met het schone referentiemonster en OECD-kunstgrond. Ook
deze verschillen kunnen enerzijds verklaard worden door mogelijke verschillen in samenstelling
van de olie en anderzijds door verschillen in biologische beschikbaarheid en locatiespecifieke
effecten.

De springstaarten bleken in het geheel niet gevoelig voor de aanwezige olieverontreiniging.
Overleving is maximaal en groei en reproductie varieerde niet tussen de referentiemonsters,
verontreinigde monsters en OECD-kunstgrond. In de experimenten van Van den Munckhof [Van
den Munckhof et al., 1998] vertonen springstaarten wel verminderde reproductie ten opzichte
van een schoon referentiemonster (geen detecteerbare olieverontreiniging) bij olieconcentraties
van 53 mg/kg ds en hoger. Ook deze verschillen kunnen veroorzaakt zijn door verschillen in sa-
menstelling van de olie en locatiespecifieke effecten.

De groei van slaplanten wordt in alle monsters sterk gestimuleerd gedurende de reiniging. Dit is
echter geen effect van afnemende olieconcentraties, maar een effect van toevoeging van nutri-
enten om een optimaal milieu te creéren voor olieafbrekende bacterién.

3.4 Risicobeoordeling en evaluatie

Ter vergelijking van de bepaling van actuele risico's van de bodemverontreiniging middels bio-
assays is eveneens de conventionele risicobeoordeling uitgevoerd conform de saneringsurgen-
tie systematiek. [Koolenbrander, 1995]. De humane risico's zijn afgeleid middels modelsimulatie
met het computerprogramma C-soil versie 6.3 [Tauw Milieu b.v., 1996]. Voor de afleiding van
actuele humane risico's is het noodzakelijk een aantal aannames te maken. De eerste aanname
is de keuze van industrie als scenario voor het bodemgebruik, waarin is gerekend met de stan-
daard waarden voor dit scenario. Het is over het algemeen niet bekend in hoeverre de stan-
daardwaarden voor dit scenario de werkelijke situatie op de locatie benaderen. De tweede
aanname is de keuze van de verontreiniging. Omdat de modellen niet kunnen rekenen met mi-
nerale olie als parameter, dient de olie gespecificeerd te worden. Gekozen is voor dieselolie,
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omdat deze verontreiniging op grond van het gebruik van de locatie is te verwachten. Eveneens
zijn ter verificatie enkele modelruns uitgevoerd met benzine als oliesoort en met meer gevoelige
vormen van bodemgebruik zoals wonen. Bij de afleiding van ecologische risico's is de opper-
vlakte van de gehele locatie als inputparameter gekozen, hoewel er slecht op een klein gedeelte
is bemonsterd. Overigens kan bij de afleiding van actuele ecologische risico's wel worden ge-
modelleerd met minerale olie.

Uit deze analyse blijkt dat in de huidige situatie (industrieel gebruik) geen sprake lijkt te zijn van
actuele humane risico's. De aangetroffen olie is zelfs zwaarder (naar verwachting minder
toxisch) dan de gemodelleerde dieselverontreiniging. Alleen indien sprake zou zijn van een ver-
ontreiniging met een lichtere oliesoort (benzine) kan er volgens het model sprake zijn van actue-
le humane risico's. Uit de modellering blijkt tevens dat momenteel geen sprake is van een
actueel ecologisch risico. Alleen in het geval dat het terrein wordt heringericht als natuurgebied
en daardoor een hoge ecologische doelstelling krijgt, treden ecologische risico's op.

Na de gesimuleerde biologische reiniging is er met uitzondering van een modellering met lichte-
re oliesoorten (benzine) geen sprake van actuele ecologische risico's conform de saneringsur-
gentie systematiek. Bovendien breken de toxische lichtere oliefracties ten gevolge van de lagere
biologische beschikbaarheid sneller af dan de minder toxische zwaardere fracties.

Wanneer de resultaten van de simulaties worden geéxtrapoleerd naar de veldsituatie, dan kan
worden geconcludeerd dat een biologische in-situ techniek zal leiden tot het wegnemen van ac-
tuele risico's.

3.5 Pilotproef

In een separaat project dat is uitgevoerd in opdracht van het Gemeentelijk Havenbedrijf Amster-
dam is op deze locatie een pilotproef van een in-situ biorestauratie uitgevoerd door middel van
een combinatie van air sparging en bioventing. Deze pilot proef had ten doel om de effectiviteit
van een biologische in-situ sanering op deze locatie te bepalen. De resultaten van deze pilot
proef zijn beschreven in een aparte rapportage [Proefsanering locatie Petroleumhavenweg Am-
sterdam, Bioclear bv, 1999]. Tijdens deze pilot proef is de minerale olie concentratie tot op een
diepte van 2 m — mv gesaneerd.

3.6 Conclusies proefsanering

Proefsanering

- Tijdens de proefsanering zijn de minerale olie concentraties in grond op een diepte van 0,5 —
1,0 m-mv in 62 dagen afgenomen van gemiddeld 2200 mg/kg ds tot gemiddeld 360 mg/kg
ds.

- Na 153 dagen bleken aan de westelijke zijde van het proefvlak op twee plaatsen nog hoge
gehaltes aan minerale olie voor te komen (4400 en 2100 mg/kg ds). Dit wordt mogelijk ver-
oorzaakt door een slechtere doorlatendheid op dit gedeelte van het proefviak.

- De concentraties aan minerale olie in grond op 1,5 — 2,0 m-mv zijn afgenomen van gemid-
deld 500 mg/kg ds bij aanvang van de proefsanering tot gemiddeld 280 mg/kg ds na 153
dagen.

- De concentraties aan minerale olie in het grondwater zijn gedurende 153 dagen afgenomen
van 1800 tot 21 ug/l op een diepte van 1,0 — 1,5 m-mv en van 890 tot 430 ug/l op een diepte
van 2,2 — 3,2 m-mv (gemiddelde concentraties).

- De afname van de minerale olie concentraties correleerde met een toename van de zuurstof
gehaltes in het grondwater en een toename van de minerale olie afbrekende bacterién in
zowel grond als grondwater.

- De hoogst geconstateerde biologische afbraaksnelheid is 19 mg/kg ds/dag.
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Als gevolg van persluchtinjectie word het grondwater niveau op de locatie met circa 1,5 m
verlaagd door het middels aanbrengen van overdruk wegdrukken van het water.

Kolomproeven

In de kolom waarin de verontreiniging boven in de kolom aanwezig was werd ongeveer de
helft van de verontreiniging verwijderd via stripping en de andere helft via biologische af-
braak.

In de kolom waarin de verontreiniging met name onder in de kolom aanwezig was trad nau-
welijks stripping van de verontreiniging op.

De resultaten van de kolomproeven zijn vergelijkbaar met die van de proefsanering.

Perspectieven voor full scale sanering

Vanwege het sterke grondwaterstand verlagende effect van de persluchtinjectie en de met
name ondiep gelegen verontreiniging kan de locatie effectief worden behandeld met behulp
van persluchtinjectie, grondwateronttrekking is hierbij niet benodigd.

Bodemluchtextractie ter voorkoming van vervluchtiging van minerale olie naar de buitenlucht
is waarschijnlijk niet strikt noodzakelijk, aangezien de relatief onverontreinigde toplaag kan
fungeren als een biologisch luchtffilter. Voorgesteld wordt om bij een full scale sanering pas
bodemluchtextractie toe te passen wanneer metingen aangeven dat vervluchtiging naar de
buitenlucht optreedt.

Gezien de heterogeniteit van het bodempakket is een debietregeling en een voortdurende
controle van de debieten voor ieder afzonderlijk injectiefilter van groot belang.

Flexibiliteit bij zowel de plaatsing van de filters als bij de uitvoering van de sanering is van door-
slaggevend belang voor het welslagen van een full-scale sanering.

Op deze locatie zijn tevens monsters genomen voor bioassays in het kader van het NOBIS
TRIADE project, de resultaten hiervan zullen worden beschreven in de eindrapportage van dit
project.
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HOOFDSTUK 4

DISCUSSIE

Dit onderzoeksproject is opgezet om de effectiviteit van bioassays te bepalen bij het monitoren
en beoordelen van het milieurendement van in-situ biorestauratie. Hierbij is een aantal metho-
den en technieken voor het uitvoeren van bioassays getest met verontreinigd bodemmateriaal
en is op basis van de uitkomsten van dit onderzoek een methodiek voorgesteld voor het toepas-
sen van bioassays bij het beoordelen van de kwaliteit van verontreinigde grond.

Om een betrouwbaar beeld te krijgen van het actuele ecologisch risico van bodem-
verontreiniging, dienen bioassays bij voorkeur uitgevoerd te worden met ecologische relevante
organismen [Kamerman en Van Gestel, 1991]. Onder ecologische relevante organismen worden
organismen verstaan waarvan redelijkerwijs kan worden aangenomen dat deze van nature op
de desbetreffende locaties aanwezig zijn of kunnen zijn.

Uit de literatuurstudie kwam naar voren dat er relatief weinig bioassays beschreven zijn die zich
specifiek richten op verontreinigde grond. De set bioassays die is getest in de veldscreening be-
vatte daarom naast bekende, goed beschreven bioassays, ook enkele relatief nieuwe bioassays
die echter gebruik maakten van relevante bodemorganismen. Vooral de acute bioassay met
springstaart en nematoden leken in dit opzicht veelbelovend. Uit de screening bleek dat niet alle
geteste bioassays geschikt zijn voor toepassing in extracten van grond. Hierdoor zijn uiteindelijk
de bekende acute bioassays Microtox en Daphnia geselecteerd voor toepassing. Hoewel de
testorganismen in deze bioassays minder relevant zijn voor verontreinigde grond bleken ze toch
reproduceerbare en interpreteerbare resultaten op te leveren in het onderzoek.

De chronische bioassays bleken allen goed toepasbaar te zijn voor het analyseren van toxische
effecten in verontreinigd bodemmateriaal en maken gebruik van relevante bodemorganismen.
De regenworm Eisenia fetida komt weliswaar alleen voor in composthopen en andere rijk orga-
nische substraten [Sims en Gerard, 1985], de springstaart Folsomia candida in strooisellagen en
organisch rijke bodems en slaplanten in agrarische gebieden en zijn dus geen algemene verte-
genwoordigers van bodems, maar deze organismen vertegenwoordigen wel ecologische rele-
vante groepen. Regenwormen vervullen belangrijke ecologische functies in bodemecosystemen,
het aantal springstaarten in bodems kunnen oplopen tot een miljoen individuen per vierkante
meter en planten zijn aanwezig in elk terrestisch ecosysteem. Bovendien zijn deze soorten han-
delbaar, makkelijk te kweken en is ruime ervaring met deze organismen opgedaan.

Bodemorganismen worden voornamelijk blootgesteld aan in het poriewater opgeloste verontrei-
nigingen [Van Gestel, 1997; Van de Guchte et al., 1996]. Deze worden door de huid opgeno-
men, terwijl moeilijk oplosbare verontreinigingen voornamelijk via het voedsel worden
opgenomen [Belfroid et al., 1996]. Mits het extractiemiddel een goede benadering is van het po-
riewater, dan zijn gezien de blootstellingsroute aquatische organismen relevant. Immers de op-
losbaarheid bepaald de biologische beschikbaarheid en daardoor toxiciteit.

Er is daarom gekozen voor een testbatterij bioassays die gebruik maakt van zowel acute als
chronische bioassays.

De geselecteerde extractiemethode leverde in combinatie met de Microtox en Daphnia bioassay
bruikbare resultaten. De methode lijkt daarom geschikt voor het bereiden van extracten voor
acute bioassays. De methode is relatief eenvoudig en sluit goed aan bij andere gestandaardi-
seerde en genormaliseerde extractiemethoden. In de toekomst kan bepaald worden in hoeverre
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de methode aansluit bij andere methoden voor het extraheren van verontreinigde grond, zoals
de bijvoorbeeld extractiemethode ten behoeve van de door Oranjewoud ontwikkelde oliekarakte-
risatiemethode.

De gebruikte bioassays bieden een meerwaarde aan chemische analyses van minerale olie. Dit
blijkt allereerst uit het vooronderzoek waar bioassays toxiciteit vertonen die niet verklaard kon
worden op basis van alleen minerale olie. Enkele locaties die nauwelijks verontreinigd waren
met minerale olie, vertoonden wel toxiciteit door de aanwezigheid van zware metalen.

Een goede referentie is noodzakelijk bij het uitvoeren van bioassays. Om met bioassays uitspra-
ken te kunnen doen over het actueel ecologisch risico van bodems, moeten de resultaten wor-
den vergeleken met een referentie. Binnen de test wordt altiid een positieve controle
meegenomen om te zien of de test voldoende heeft gefunctioneerd. Tijdens de uitvoering van de
acute bioassays is het uitschudmedium of een standaardblanco als referentie gebruikt. Bij de
chronische bioassays is een OECD kunstgrond als controle gebruikt. Hoewel deze controles
aangeven in hoeverre de grond vergelijkbare eigenschappen bezit als de referentie, blijft het
vaak onduidelijk waardoor eventuele verschillen worden veroorzaakt. Deze verschillen kunnen
zijn veroorzaakt door de verontreiniging maar verschillen in nutriéntensamenstelling, pH en an-
dere eigenschappen die bodemspecifiek zijn en niets te maken hebben met de verontreiniging
kunnen ook leiden tot effecten.

Daarom is tijdens alle testen een eventueel negatief effect bepaald ten opzichte van een locale
referentie. Deze referentie is bepaald als het monster met de minste negatieve effecten in de
bioassays. Dit monster bleek ook op basis van chemische analyses zeer lage concentraties ver-
ontreinigingen te bevatten. Deze strategie lijkt goed bruikbaar in een meer algemene opzet, om-
dat op deze manier de beoordeling minder afhankelijk wordt van welke chemische analyses zijn
uitgevoerd en meer wordt gekeken naar de daadwerkelijke biologische bodemkwaliteit.

Zowel de acute- als chronische bioassays tonen aan dat in-situ biorestauratie een verbetering
oplevert van de ecologische bodemkwaliteit. Tijdens het reinigingsproces is een afname waar-
neembaar van de toxiciteit voor de gebruikte toetsorganismen. De bioassays vertonen geen dui-
delijke relatie met de olieconcentraties tijdens het reinigingsproces hetgeen waarschijnlijk aan
de lage aanvangsconcentraties is te wijten.

Het eindproduct van de biologische reiniging, met concentraties tussen de streef- en interven-
tiewaarden, leverde geen aantoonbare toxiciteit voor de gebruikte toetsorganismen op. Gecon-
cludeerd kan worden dat de reiniging het beoogde einddoel, een verbetering van de ecologische
bodemkwaliteit, heeft bereikt. Tijdens het reinigingsproces is geen toename van toxiciteit, moge-
lijk veroorzaakt door toxische metabolieten, waargenomen en is ook geen sprake van toegeno-
men biologische beschikbaarheid ten gevolge van het reinigingsproces. De bioassays beves-
tigen hierbij de resultaten van de chemische analyses.

Dit betekent dat biologische sanering van de grond leidt tot een zodanige verbetering van de bo-
demkwaliteit dat testorganismen die model staan voor een normaal bodemecosysteem weer in
de bodem kunnen functioneren. De actuele ecologische effecten van de restfractie na sanering
zijn daarmee acceptabel. De restfractie kan in de loop van de tijd na sanering wel leiden tot een
langzame desorptie van de verontreiniging waardoor verspreiding kan optreden en actuele ef-
fecten gaan optreden. Om dit te voorkomen zou een vorm van actief bodembeheer kunnen wor-
den toegepast. Dit beheer zou moeten leiden tot een biologische afbraak van verontreiniging die
biologisch beschikbaar komt zodanig dat risico's van verspreiding en blootstelling minimaal zijn.
Dit kan op de locatie redelijk eenvoudig worden gerealiseerd door bijvoorbeeld een periodieke
grondwaterpeilverlaging waardoor de bodem aéroob wordt of door periodieke persluchtinjectie.
Continue persluchtinjectie zoals tijdens de actieve in-situ biorestauratie is dan niet nodig. De
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mogelijkheden voor praktische implementatie van in-situ biorestauratie en actief bodembeheer
op de locatie Petroleumhaven kunnen nu verder worden bepaald.

Momenteel is een beoordeling van actuele ecologische risico's middels bioassays nog niet inge-
bed in een wettelijk kader. In het kader van onderhavig project is een daarom een risico-
evaluatie uitgevoerd volgens de huidige systematiek zoals beschreven in de Urgentiesystema-
tiek [Koolenbrander, 1995].

Uit de modelstudie blijkt dat in de huidige (niet gesaneerde) situatie en bij het huidig gebruik er
geen humane en/of ecologische risico's aanwezig zijn. Enkele indicatief uitgevoerde modelbere-
keningen laten zien dat bij een meer kritisch terreingebruik sprake zou kunnen zijn van ernstige
risico's voor mens of ecosysteem. De bioassays laten zien dat de actuele risico's in de meest
verontreinigde delen van het terrein groot zijn en er sterk negatieve effecten aanwezig zijn op
het ecosysteem.

Op basis van de risicobeoordeling conform de saneringsurgentie systematiek [Koolenbrander,
1995] zou derhalve besloten kunnen worden (voorlopig) geen sanering uit te voeren, terwijl de
actuele ecologische risicobeoordeling met bioassays laat zien dat een normaal functionerend
ecosysteem ter plaatse sterke negatieve effecten van de aanwezige verontreiniging zal onder-
vinden. Het omgekeerde is het geval na sanering. De risicobeoordeling geeft aan dat nog steeds
risico's aanwezig zijn indien wordt uitgegaan van benzine als oliesoort en ook de chemische
analyses geven aan dat de grond niet schoon is: de concentraties variéren rond de tussenwaar-
de en interventiewaarde. De bioassays echter geven aan dat de actuele ecologische effecten
vrijwel nihil zijn geworden. Dit betekent dat de bioassays zowel voor als na de sanering gevoelig
meten en specifiek informatie geven over de ecologische bodemkwaliteit en dat bioassays in
principe geschikt zijn voor het bepalen van actuele ecologische risico's.

Bioassays hebben daarmee bewezen een zeer bruikbaar instrument te zijn bij het beoordelen
van de kwaliteit van verontreinigde grond. Acute bioassays leveren snel resultaat op en zijn
daarmee geschikt als snelle screeningsmethode voor de aanwezigheid van toxisch effecten in
bodemmateriaal. Voor het beoordelen van de ecologische effecten van een restverontreiniging
lijken chronische bioassays meer geschikt. Deze bioassays bepalen langdurige effecten en zijn
meer representatief voor processen in het bodemecosysteem.

Het beoordelen van het eindresultaat van in-situ biorestauratie kan daarom mede worden geba-
seerd op de resultaten van chronische bioassays. Ook indien voor een locatie wordt overwogen
om geen actieve ingreep te doen en natuurlijke afbraakprocessen te gebruiken om een bodem-
kwaliteitsverbetering te verkrijgen kunnen chronische bioassays worden ingezet om de actuele
ecologische risico's van deze bodemverontreiniging te bepalen. In dit project is nog geen afwe-
ging gemaakt tussen het relatieve belang dat de verschillende bioassays hebben bij de uiteinde-
lijke beoordeling van ecologische effecten. Zo kan geredeneerd worden dat acute sterfte van
regenwormen zwaarder weegt dan een verminderde reproductie bij hetzelfde testorganisme.
Ook tussen de verschillende testorganismen (bacterién versus wormen) en testniveaus (acute
bioassay versus chronische bioassays) kan een verschillende weging worden toegepast. Op dit
moment echter zijn dermate weinig referentiegegevens beschikbaar dat het niet goed mogelijk is
deze afweging te onderbouwen met veldgegevens.

Daarom wordt op dit moment het aantal bioassays dat een negatief effect vertoont als maat voor
ecologische risico's beschouwd en worden alle bioassays gelijk gewogen. Op termijn als meer
data beschikbaar komen zal het mogelijk worden om de beoordeling per test een wegingsfactor
mee te geven waardoor de uiteindelijke risicobeoordeling gebaseerd is op een evenwichtige af-
spiegeling van effecten zoals gemeten in bioassays en daadwerkelijke risico's in het ecosys-
teem.
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Voor een evenwichtige inschatting van de daadwerkelijke risico's voor een ecosysteem zullen
naast bioassays ook metingen aan organismen in het veld uitgevoerd moeten worden. Deze be-
nadering staat bekend onder de naam TRIADE benadering en is reeds met succes toegepast bij
de beoordeling van waterbodems.

Het opzetten en testen van een TRIADE beoordeling van verontreinigde grond is onderwerp van

het NOBIS TRIADE project dat als vervolg op het huidige NOBIS BIOASSAYS project recentelijk
is gestart.
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HOOFDSTUK 5

CONCLUSIES

Bioassays zijn een effectief instrument voor het monitoren van in-situ biorestauratie en voor
het bepalen van het milieurendement.

Bioassays hebben duidelijk meerwaarde boven de huidige modelmatige afleiding van actue-
le risico's als het gaat om het daadwerkelijk bepalen van actuele ecologische risico's.
Bioassays kunnen worden gebruikt als bevestiging van risico's die zijn bepaald door middel
van de modelmatige afleiding of in situaties waarbij de modelmatige afleiding niet goed toe-
pasbaar is: bodem dieper dan 0,5 meter en locaties kleiner dan 5000 m? of lokaties waarbij
de verontreinigingsgraad niet goed bekend is.

Een extractiemethode voor het maken van waterige extracten ten behoeve van acute bioas-
says is geselecteerd en gevalideerd in veldmonsters en laboratorium experimenten.

De acute bioassays Microtox, Daphnia, alg, en de chronische bioassays, uitgevoerd met
grond, met worm (reproductie en groei), sla (kieming en biomassa), springstaart (overleving
en reproductie) en Bait lamina (consumptie) sla (kieming), worm (reproductie) zijn geschikt
voor het bepalen van ecologische effecten van bodemverontreiniging.

Monsters met vergelijkbare totaal gehalten voor minerale olie bezaten verschillende toxiciteit
hetgeen een aanwijzing is dat een concentratieniveau alleen geen goede indicatie is van de
toxiciteit en het risico van een olieverontreiniging en dat bioassays inderdaad een meer ge-
voelige maat zijn voor actuele risico's.

De resultaten van de bioassays dienen te worden beoordeeld ten opzichte van een niet of
licht verontreinigd monster van de locatie met vergelijkbare eigenschappen, bij voorkeur is
een concentratiegradiént aanwezig in de monsters.

Full scale biologische sanering zal waarschijnlijk leiden tot de vorming van een restfractie in
de buurt van de tussen- en interventiewaarde.

Deze restfractie na sanering in kolomproeven had geen toxische effecten in de geteste bio-
assays.

Full scale in-situ biorestauratie lijkt een goed instrument om de bodemkwaliteit op de locatie
Petroleumhaven te verbeteren en te komen tot acceptabele risico's van de restverontreini-
ging.

Na implementatie van in-situ biorestauratie is een vorm van actief bodembeheer gewenst
om de restfractie te beheersen.
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