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GEUS, DJF, DMU og DFU undersgger p.t., hvorvidt steroide astrogener og coliforme bakterier i
nedfldet gylle - under reelle feltforhold - kan udvaskes til vandmiljget gennem opsprekket
morzneler: GEUS, DJF og DMU forestér i feelleskab alt vedrerende selve feltforseget, DFU
forestar de kemiske analyse mens GEUS forestdr de mikrobiologiske anlyser. Dette GEUS notat er
udarbejdet 1 fxllesskab.

De ferste resultater viser udvaskning og forurening af vandmiljeet med steroide estrogener og
coliforme bakterier fra nedfieldet sogylle. @stron (hovednedbrydningsproduktet af 17p-atradiol)
blev udvasket i koncentrationer, der overstiger effektgrensen og coliforme bakterier i
koncentrationer over, hvad der tillades 1 drikkevand. Udvaskningen overviges stadig, og en samlet
afrapportering forventes at kunne foreligge i lebet af 2006. Disse forste resultater vurderes
imidlertid at veere relevante 1 relation til bade landbrugets handtering af gylle og den forestiende
debat vedrerende hormonbelastning af det danske vandmilje. Derfor har GEUS valgt at orientere
Miljestyrelsen om forseg og méleresultater i form af dette notat. ‘




- Baggrund ,

Husdyrgedningens bortskaffelse har igennem mange &r vaeret debatteret med hensyn til
belastningen af atmosferen og vandmﬂjaet med makronaringsstoffer. Nye undersagelser har
imidlertid sandsynliggjort, at ogsé andre komponenter i husdyrgedning kan udgere et problem for
vandmiljeet (Jacobsen et al. 2005).

Det er velkendt, at sygdomsfremkaldende {patogene) bakterier findes i tarmsystemet hos husdyr.
Derimod er der stort set ingen eksisterende viden om, hvordan disse patogener overlever i miljeet,
og hveorvidt de ved gylleudbringning udvaskes og spredes til overflade og grundvand. De f&
eksisterende undersegelser viser, at virus kan transporteres hurtigt gennem en opspraekket morene
ler (McKay et al 1993). Forseg fra Skotland viser at ogsa patogene bakterier kan transporteres
gennem moreneaflejringer (Vinten et al. 2002). Og en nyere dansk undersogelser viser, at
coliforme bakterier i vid udstrekning findes i det alleteverste grundvand. Coliforme bakterier
sdledes fundet i gravede brende i forbindelse med private vandforsyningsanleg samt i
grundvandsprever udtaget direkte under dyrkede marker (Briisch et al. 2004, Briisch et al. 2005).

Sger og orner har en naturlig produktion af kenshormonet gstrogen, som de udskiller med
godningen. Dansk landbrug har oplevet en kraftig forskydning i svineproduktionens struktur.

* Samtidig med at den samlede svineproduktion er steget, er antallet af bedrifter gaet kraftig tilbage
og produktionen blevet mere specialiseret. Indholdet af hormonstoffer i gylle vil veere storst i de.
produktioner, der har en specialiseret produktion af smégrise (sobesatninger) og mindre i gylle fra
slagtesvinproduktion. Hidtil har man regnet med, at estrogeneme blev bundet til jorden eller
nedbrudt og dermed forsvandt i lebet af 3 uger eﬁer at dyrene havde udskilt dem. Nyeste semi-
feltundersagelser  (kolonneforspg  med jord - i naturlig lejring) wudfert ved Danmarks
JordbrugsForskning og Danmarks Farmaceutiske Unlversnet (Lzgdsmand et al. 2005) og MST
(Kjelholt et al. 2003) wviser, at nér gvllen nedfeldes 1 jorden, kan estrogenerne udvaskes til
drendybde. ‘

Pa den baggrund besluttede GEUS, DJF og DFU at undersege, hvorvidt steroide ostrogener og
coliforme bakterier i nedfeldet gylle - under reelle feltforhold kan udvaskes 'til vandmiljeet
gennem opsprakket moraaneler :

Lokalitetsbeskrivelse og momtermg

Forspgsmarkerne Silstrup og Estrup er to af de 5 marker, der mdgar i "Varslingssystemet for
udvaskning af pesticider til grundvand" (Lindhardt et al. 2001, Kjar et al. 2005). De to marker er
systematisk dreenede i ca. 1 meters dybde og grundvandsstanden falder om sommeren til et niveau
ca, 3 mut Estrupmarken er placeret naer Vejen pd morene fra nastsidste istid (bakkes).

Hovedparten af arealet er morzneler, men en del af marken bestar af smeltevandssand. Jordbunden
- beskrevet som en B 5/6 jord - varierer betydeligt, med et lerindhold i plejelaget fra 10 til 20 % og
- et indhold af totalt organisk kulstof (TOC) fra 2 til 7,3 %. Denne komplekse jordbund og geologi
vurderes ikke at vare anderledes end andre marker pi danske bakkewer samt for visse dele af
@Ostiylland. Silstrupmarken er placeret neer Thisted pd morene fra sidste istid. Jorden er beskrevet
som en JB7 jord med et lerindhold i plejelaget pd 18-26 % og et TOC indhold pé 2,2 %. For en
nzrmere beskrivelse af marken og instrumenteringen henvises til Lindhardt et. al. {2001).

Moniteringen ‘omfatter analyser af det afstremmende dranvand. Efter udbringning af gylle blev
proverne udtaget flowproportionalt i forbindelse med kraftige afstremningsheendelser (nir der blev .




registreret en markant stigning i draenvandsafstremningen). Hver enkelt provetagning foregik over
en periode pd maximalt 1 degn. T den periode blev for hver 3000 1 drenvandsafstromning udtaget
en 200 ml delprave. Delpraverne fra en enkelt afstremningsheendelse blev samlet i én stor prave.
Analyseresultaterne er dermed vagtede gennemsnitskoncentrationer for de enkelte
afstremningshendelser. Fer gyllen blev udbragt blev udtaget en preve, der skulle vise
baggrundskoncentrationerne i drenvandet. Disse “for-prover” blev udtaget ved "manuel
grabsampling”. Resultater fra grabsampels giver et gjebliksbilleder af koncentrationerne i det netop
da, afstremmende drenvand:

Kemiske og mikrobiologiske analyser -

Der blev malt for sstrogeneme gstron (E1), 17B-gstradiol (E2) og 17a-gstradiol (o E2) 1 alle
proveme pd GC-MS/MS. Preverne blev syrekonserveret straks efter udtagning (pH=3) og sendt til
laboratoriet i frossen tilstand. Praver af ca. 1 liter blev opkoncentreret og preveforberedt ved hjelp
af SPE og kiselgelkolonne. @strogenerne blev umiddelbart efter proveforberedelsen elueret ud fra
fastfasekolonnen med acetone og derivatiseret. Efter derivatisering blev preverne inddampet og
genoplest 1 200 ul n-heptane og sendt til analyse. Analyserne blev foretaget pa et Varian 3800/1200
GC-MS (Varian Inc. California, USA) instrument. . o

I de gennemforte screeninger af gylle og drenvand er ikke udfert kvantificering af patogene
mikroorganismer. Derimod har vi anvendt total antal coliforme bakterier som en indikator for
forekomst af potentielt patogene mikroorganismer. Vandpreverne blev’ umiddelbart” efter
-modtagelsen i laboratoriet udpladet p4 petrifilm (Vail et al.,, 2003) og indhold af totalt coliforme
bakterter og E. coli registreret, ‘ ‘

Dyrkning og nedbsr ‘ | _ :

Marken ved Silstrup er beliggende pa en tidligere kvaeggard og blev senest tilfart 35,5 tons.
kvaeggylle/ha 1 2000 og 40,3 t/ha i 2002. Marken ved Estrup tilharer et planteavisbrug med opdrat
af mink. Marken har ikke veret tilfert gylle i en lang &rrakke. Der er derimod tilfert fast

Staldgédning (dyreart ukendt). T 1996 blev udbragt 27 t gylle/ha og i 1997 12 t gylle/ha. Dyrkningen
pé de to lokaliteter blev gennemfort som pé andre konventionelle brug i regionen.

Marken ved Silstrup blev plajet i november 2004 og efter en sibedsharvning 19. april 2005 til ca. 4
cm dybde blev der 23. april nedfzldet 30,2 tons gylle/ha til c4. 8 ¢m dybde. Gyllen indeholdt 8.3 %
torstof og 168 kg total N/ha (98 kg NH4-N), 10 kg P/ha og 36 kg K/ha. Koncentrationen af 178~
astradiol, estron og coliforme bakterier i gyllen var henholdsvis 392 ngke TS, 643 pgkg TS og
1-10° CFU/100 " ml. Dagen efter blev marken tilsdet med virbyg. En mindre mangde
handelsgedning ~ 20 N, 3 P.og 10 kg K/ha- blev udbragt den 25. april: Afgroden udviklede sig fint
- og den 22. august blev hestet 71,4 hkg/ha (85 % terstof) i kerne og 29,6 hkg/ha 1 halm (100 %

tarstof). Syv dage senere blev 15,8 t sogylle/ha slangeudlagt og straks nedplejet. Gyllen havde et
terstofindbold pa 2,9 % og samlet blev der udbragt 69 kg total-N, 10 kg P og 36 kg K/ha. Gyllen-
indeholdt ikke 178-gstradiol, men koncentrationen af estron og coliforme bakterier var henholdsvis
1068 ug/kg TS og 7-10° CFU/100ml. Marken blev tilsdet med vinterraps den 1. september, der
fremspirede 9 dage senere.




Ved Estrup blev 53,0 tons sogylle nedfeldet til en dybde af 8-10 cm den 18. april 2005. Gyllens
tarstofindhold var 3,15 % og der blev samlet udbragt 134 kg total-N (110,2 kg NH4-N), 85 kg P og
28 kg K/ha. Gyllen indeholdt ikke 17B-gstradiol, men koncentrationen af gstron og coliforme
bakterier i gyllen var henholdsvis 866 pg/kg TS og 1-106 CFU/100. Marken blev umiddelbart efter
plajet til ca. 20 cm og samtidig hermed furepakket. Der blev 1 handelsgadning tilfart 75 kg K/ha
den 27. april og 24 kg N/ha den 28. april. Marken blev rotorharvet til 5 cm dybde den 13. maj forud
for saning af majs. Samtidig med sining blev tilfert 30 kg N og 15 kg P/ha som startgedning.
Hestudbyttet i majshelseden blev 143,5 hkg/ha med 100 % tarstof.

Samnlet set var moniteringsperioden (apr - dec) meget tor, idet der pé Silstrup og Estrup faldt 26 %
og 39 % mindre nedber end normal (Tabel 1). Pa Estrup var maj og juli maned meget vade med
enkelte kraftige regnhzndelser pd op til 18 mm/dag (figur 2A) og med en méanedlig nedber, der
oversteg normalen med henholdsvis 46 % og 62 % (Figur 1). Efteraret var derimod meget tort og
specielt i september var nedbaren pé Silstrup og Estrup 61 % og 75 % mindre end normalen (figur
1). Disse nedbgrsfordelinger adskiller sig imidlertid ikke spemelt fra, hvad der - igennem de sidste
14 ar - er observeret 1 omradet (data ikke vist).
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Figur 1. Sammenlignihg meflem den aktuelle nedbgr malt i moniteringsperioden apr - dec 2005 (gra sgjler)) og
normalnedberen (sorte sejler) pad Estrup og Silstrup. Data stammer fra klimastationerne pa Askov og Silstrup

forspgsstationer, der ligger ca. 3 og 0,3 km fra forsegsmarkerne. Nedber er korrigeret til jordoverfladen 1fﬂlge Allerup
et. al. (1998). .

Tabel 1 Opgerelse over akkumuleret nedber og dreenvandsafstremning i moniteringsperioden (1/4- 30/11 2005) p3
Estrup og Silstrup forsegsmarker. Normalnedbgren er vist til sammenligning,

Silstrup  Estrup

Nedber i moniteringsperioden” (mm) 437 534
Normalonedber (1961 - 1990) (mrn)} 716 718
Drenvandsafsiremning (mm) : 15 120

Y Nedbarsdata stammer fra Mimastationerne p& Askov og Silstrup forsagsstationer, der ligger ca. 3 og 0,3 km fra forsagsmarkerne. Nedbgr er
korrigerer til jordoverfladen ifplge Allemp ef. al. (1998)




- Udvaskning af ﬂstrogener og cohforme bakterler

De farste resultater viser, at udvaskning af gstrogener og coliforme bakterier fra nedfzeldet gylle kan
vare en forureningskilde for vandmiljeet. @strogener samt coliforme bakterier blev begge udvasket
fra rodzonen (dvs. udvaskning til dreendybde, ca. 1 maut) i koncentratlon der oversteg henholdsvis
effektkoncentrationen og grenseveaerdien for drikkevand'. Op til tre og syv méaneder efter
udbringning blev henholdsvis gstron og coliforme bakterier fundet i haje koncentration i det
afstremmende draenvand.

Q)strogener

Pa Estrup blev der den 19. april ‘med gyllen nedfeldet 0,4 g ostrogen-zkv/ha. 1 de efterfolgende 9
dage faldt der ingen regn. De forste nedbershendelser i maj satte gang i draenafstrﬁmnmgen og
forirsagede en hurtig udvaskning af estron, som blev fundet forste gang 2. maj 14 dage efter
udbringning (Figur 2B). Udvaskningen fortsatte sommeren igennem, hvor estron blev fundet i
samtlige at de 5 analyserede prever. Tre mineder efter udbringning blev der fundet op til 11 ng/l,
hvilket er over effektgreensen pa 3 ng/l (Thorpe, et al. .2003). Stofferne 178-gstradiol og 170~
gstradiol blev fundet i enkelte af de analyserede prover, dog i lavere koncentrationer, der alle 14
under 1 ng/I (Figur 2C-D).

Pa Silstrup blev der den 23. april med gyllen nedfeldet 1.7 g ostrogen-akv/ha. Udbringningen blev
efterfulgt af 6 torre dage, hvorefter der i starten af maj kom nedbgr. Sommeren igennem lpb der
ikke vand i drenene, hvorfor provetagning ikke var mulig. Dog blev der 1 forbindelse med en
minimal afstremning ultimo maj (21/5 2005) grabsamplet en vandpreve. Denne preve indeholdt
sma meengder af estron (0,37 ng/l) (Figur 3B). P4 Silstrup er udtaget for fa prover til at foretage en
vurdering. Dette kan tidligst ske, nir resultater fra efterdrets prevetagning foreligger.

Der er pa begge lokaliteter udtaget yderligere prravér i oktober og november maned, men disse er
endnu ikke analyseret.

Coliforme bakterier

P4 ingen af markerne fandt vi cohforme bakterier eller E.coli 1 draenvandet for udbringning af gylle.
Derimod fandt vi efter udbringningen af gylle, med lave niveauer af coliforme bakterier,
udvaskning af disse (Figur 2E og 3E). Koncentrationsniveauet var rimelig konstant, hvilket vidner
om en vedvarende udvaskning af disse indikatororganismer. Selv 7 maneder efter udbringning blev
coliforme bakterier udvasket i koncentrationer omkring 1000 CFU/100 ml, hvilket er mange gange
over det niveau, der tillades for drikkevand. De ' méilte koncentrationer af coliforme
" indikatorbakterier har ikke i sig selv en skadehg v1rkmng i vandlabene, hvor coliforme bakterier
findes naturligt, men de er indikator bakterier, der viser en potentiel forureningsrisiko med patogene
bakterier i det gverste grundvand. Udvaskning af coliforme bakterier er pévist 1 Storstroms Amt,
hvor coliforme bakterier er fundet i grundvand, der med sikkerhed dannes under marker samt 1
grundvand udtaget under andre arealer (Briisch et al. 2005). I en tidligere undersegelse blev
coliforme bakterier ogséd fundet i flere overfladensre drikkevandboringer, men kilder til disse
forureninger kunne ikke fastslas med sikkerhed (Briisch et al. 2004), :

! Effekt koncentrationen af gstron og 17B-gstradiol ligger pa henholdsvis-3 og 4 ng/l (Thorpe et al. 2003:-Metc1afe et al.
2001). I drikkevand m4 der ikke findes coliforme bakterier. _




Undersagelsen perspektiver
Det er ikke muligt, ud fra foreliggende data, at vurdere forureningsrisikoen af det dyberehggende
grundvand, fordi denne undersggelse udelukkende omfatter mélinger i dran placeret i 1 meters
dybde. I og med, at stofferne og indikatorbakterierne er fundet udvasket til dreendybde, hvor den
- mikrobiologiske nedbrydning og predation erfaringsmeessigt er minimal, kan de dog udgere en
potentiel forureningsrisiko for de smé private vandforsyninger, der typisk indvinder vand fra det
alleraverste grundvand. Afklaring af forureningsrisikoen krever dog yderligere viden om en rekke
aspekter sdsom udbredelsesmengder, omsaztning og transport af de omtalte stoffer og
‘mikroorganismer 1 jorden mv.
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Figur 2. Nedber (A) samt koacentrationen af gstron (B), 17B-gstradiol (C) 17v-estradiol (D) og totale coliforme -
bakterier (E) i dreshvandet ved Estrup. Den daglige defenafstremning (DR) er afbilledet pa den sekund®re akse, og den
lodreite rede lodrette streg angiver tidspunktet for gylleudbringningen. Abne symboler indikerer, at koncentrauonen var
under detektmnsgraensen p& 10 CFU/100 ml for coliforme bakterier og 0,1 ng/l for ﬁvnge stoffer.
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- Figur 3. Nedber (A) samt koncentrationen af ssiron (B), 178-gstradiol (C) 17a-gstradiol (D) og totale coliforme
bakterier (E) i drenvandet ved Silstrup. Den daglige draenafstremning (DR) er atbilledet pé den sekundare akse, og den
lodrette rede lodrette streg angiver tidspunktet for gylleudbringningen. Abne symboler indikerer, at koncentrationen var
- under detektionsgransen p& 10 CFU/100 ml for coliforme bakterier og 0,1 ng/l for avrige stoffer.
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