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GRUNDWASSER-
SANIERUNG MIT
BAKTERIEN

Carsten Vogt, Helmut Lorbeer und Lothar Wiinsche

Bakterien sind iiberall. Sie konnen fast jede
biogene Substanz fiir ihren Stoffwechsel nut-
zen, sie letztlich zu anorganischen Verbin-
dungen abbauen, sie mineralisieren. Eine
neue, iiberraschende Erkenntnis ist, dass
Bakterien innerhalb einer relativ kurzen An-
passungszeit — wenige Jahre — die Fihigkeit
erwerben konnen, auch »unnatiirliche«, vom
Menschen hergestellte chemische Substan-
zen, sogenannte Xenobiotika, zu transformie-
ren oder gar zu mineralisieren. Die moleku-
laren Mechanismen dieses Anpassungspro-
zesses sind wenig erforscht. Das Wissen, dass
Bakterien lernen konnen, mit Umweltgiften
fertig zu werden, ist die Grundlage des Sanie-
rungsverfahrens, welches die Sektion Um-
weltmikrobiologie innerhalb des Projektes
SAFIRA testet. Die Frage, die dahinter steht,
lautet: Ist es moglich, das schadstoftbelastete
Grundwasser mit Hilfe am Standort heimi-
scher — sogenannter autochthoner — und
eventuell an die Schadstoffe angepasster Bak-
terien zu reinigen?

Der Modellstandort Bitterfeld

Abgesehen von der Schadstoffbelastung bietet der Standort
Bitterfeld relativ glinstige Voraussetzungen fiir ein mikro-
bielles Sanierungsverfahren. Der pH-Wert des Grundwas-
sers liegt ungefihr im neutralen Bereich — die meisten
Bakterien mogen das — und die fiir den bakteriellen Stoff-
wechsel notwendigen Nihrstoffe (z.B. Schwefel, Stickstoff,
Phosphor) sind in ausreichender Menge vorhanden. Sau-
erstoff allerdings, fiir aerobe Abbauprozesse nétig, konnte
nicht nachgewiesen werden. Eine Untersuchung des Aqui-
ferprofils ergab: Bakterien mit unterschiedlichsten Stoff-
wechseleigenschaften kommen bis in Tiefen von 50 Metern

Bild 1: Bohrkern aus dem Grundwasseraquifer (Foto: Norma Neuheiser, UFZ)

mehr oder weniger zahlreich vor. Etwas tiberraschend war
der Befund, dass auch in grof3eren Tiefen aerobe Organis-

{ men iiberwiegen, trotz fehlenden Sauerstoffs. Dieser
scheinbare Widerspruch ist erklarbar: Die meisten aeroben
Bakterien sind in der Lage, ihren Stoffwechsel umzustellen,
wenn kein Sauerstoff mehr in der Umgebung verftighar ist;
sie leben dann anaerob. Ein weiterer Faktor kommt hinzu,
: der ein mikrobielles Sanierungsverfahren attraktiv macht:
Es ist nur ein Schadstoff in groferer Menge vorhanden.
Dieser Hauptschadstoff ist das Monochlorbenzen.

Der Standort Bitterfeld enthlt zwar andere chlorierte Koh-
lenwasserstoffe sowie Benzol, jedoch in Gkotoxikologisch

: weniger relevanten Konzentrationen. Wiirden diese Schad-
stoffe in groRReren Mengen vorkommen, wére ein mikro-
biologisches Sanierungsverfahren ungleich schwieriger zu
realisieren. Es stellte sich nun die Frage: Konnen die im
Aquifer vorhandenen autochthonen Bakterien Monochlor-
benzen abbauen oder gar mineralisieren?

Monochlorbenzen — konnen

Bakterien damit etwas anfangen?

Zunichst wurde tiberpriift, ob unter Laborbedingungen in
Aquifersedimente zugesetztes Chlorbenzen abgebaut wer-
den kann. Dies war der Fall: Sowohl unter aeroben — bei
Anwesenheit von Luftsauerstoff — als auch unter anaeroben
! Bedingungen — bei Abwesenheit von Luft — verschwand
Chlorbenzen in den Versuchsansitzen. Insbesondere das
Verschwinden unter anaeroben Bedingungen war {iberra-
schend, denn der anaerobe Abbau von Chlorbenzen ist in
 der Fachliteratur kaum beschrieben. Dass Bakterien Chlor-
benzen aerob mineralisieren kénnen, ist hingegen bekannt;
zahlreiche Bakterien sind dazu fihig. Auch aus dem Bitter-



Bild 2: Zellen (1400fache Vergrifierung) eines Monochlorbenzen-Minerali-
sierers (Rhodococcus spec.) (Foto: Helmut Lorbeer, UFZ)

felder Aquifer konnten tiber zehn verschiedene Bakterien-
stimme isoliert werden, die Chlorbenzen bei 14°C, der in
situ-Temperatur des Aquifers, mineralisieren und dabei

wachsen. Ein i situ-Sanierungsverfahren, welches mit ae-

roben Bakterien betrieben wird, hitte jedoch Nachteile: Wie
bereits beschrieben, ist im Grundwasserleiter Sauerstoff

hdchstens in Spuren vorhanden. Es miissten grofle Mengen

Bild 3a: Laborsiulen zum anaeroben mikrobiellen Schadstoffabbau
(Foto: Norma Neuheiser, UFZ)

an Sauerstoff in das System eingetragen werden, was auf
Grund der geringen Lslichkeit und hohen Reaktivitit des
Sauerstoffs problematisch ist; zudem bilden aerob wach-
sende Bakterien viel Biomasse, so dass Reaktoren und zu-
fiihrende Leitungen im Laufe der Zeit verstopfen konnten.

{ Der Forschungsansatz ging deshalb in eine andere Rich-
tung;: Es sollte ein anaerobes Verfahren zur Beseitigung von
Chlorbenzen entwickelt werden. Ein solches Sanierungs-
verfahren wurde in der Praxis noch nicht getestet — im Ge-
gensatz zu aeroben mikrobiellen Verfahren zur Sanierung
£ von Chlorbenzen-belasteten Grundwissern — und exfiillt
somit den Forschungsanspruch des Projektes SAFIRA.

Nitrat als Sauerstoff-Ersatz

Ein anaerobes mikrobielles Sanierungsverfahren setzt vor-
aus, dass ein alternativer Elektronenakzeptor im Grund-
wasserstrom vorhanden ist, der die Rolle des Sauerstoffs

{ ibernimmt; man spricht auch von einer anaeroben At-
mung, wenn diese Akzeptoren im Zuge des bakteriellen
Stoffwechsels reduziert werden. Mikroben knnen neben

Bild 3b: Laborsiiulen zum anaeroben mikrobiellen Schadstoffabbau, Detail
(Foto: Norma Neuheiser, UFZ)
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Bild 4: Blick in die mobile Testeinheit (Foto: Norma Neuheiser, UFZ)

Sauerstoff unterschiedliche Substanzen — meist anorgani-
sche Tonen — als Elektronenakzeptoren verwenden. Es gibt

==l Monochlorbenzen
=== 1 4-Dichlorbenzen —|

1 I
Retentionszeit (Tage)

Bild 5: Abbau von Chlorbenzenen in der mobilen Testeinheit unfer denitrifizierenden

Bedingungen als Funktion der Retentionszeit

einen alternativen Akzeptor, der — sanierungstechnisch be-

trachtet — besonders vorteilhaft ist: Nitrat. Nitrat ist gut
wasserloslich — eine Einspeisung in das Grundwasser ist
technisch unproblematisch — und kostet wenig. Zudem
konnen viele aerobe Bakterien alternativ mit Nitrat atmen.
Bei dieser anaeroben Atmung mit Nitrat entsteht iiberwie-
gend ungiftiger Stickstoff als Endprodukt. Bakterien bilden
mit Nitrat als Elektronenakzeptor (wie generell bei anaero-
ben Prozessen) weniger Biomasse — bezogen auf das um-
gesetzte Wachstumssubstrat — als mit Sauerstoff als Elek-
tronenakzeptor, so dass die Leitungen und Reaktoren weni-
ger schnell zuwachsen. Nachteil einer Nitrat-Variante:
Hohere Konzentrationenen an Nitrat im Grundwasser sind
okotoxikologisch bedenklich. Da das geplante Sanierungs-
verfahren aber mit relativ geringen Mengen an Nitrat aus-
kommt und — im Idealfall — das gesamte Nitrat in ungifti-
gen Stickstoff umgewandelt wird, besteht keine wirkliche
Gefahr. Im Grundwasser des Modellstandortes ist Nitrat
nicht oder nur in Spuren nachweisbar: Ohne Zufithrung
von auflen kdnnen nitratatmende autochthone Bakterien
das Chlorbenzen i sifu also nicht abbauen.

Aus diesen Griinden konzentrierten sich die Forschungsar-
beiten neben Untersuchungen zum bakteriellen Stoffwech-
sel darauf, die Dosierung von Nitrat und gegebenenfalls er-
forderlicher Hilfssubstrate zu optimieren.

Erste Untersuchungen verliefen
erfolgversprechend

Laborversuche in Flaschenansitzen hatten Hinweise er-

bracht, dass ein Abbau von Chlorbenzen in Gegenwart von

Nitrat moglich ist. Im néchsten Schritt wurde am Modell-

 standort in Bitterfeld das geplante Verfahren im Kleinen

Maf3stab erprobt, in der on site-Anlage (mobile Testeinheit).

Eine 1 Meter lange Stahlsdule wurde mit Aquifermaterial

gefiillt und diese bei #72 situ-Temperatur von 14°C kontinu-

ierlich mit Original-Grundwasser gespeist. Anschliefend

£ wurde Nitrat aus einer konzentrierten Nitratlsung, die sich

 in einem Vorratsbehilter befand, in den zuflieRenden

Grundwasserstrom dosiert. Die Chlorbenzen-Konzentratio-

nen im Ablauf der Siule begannen daraufhin zu sinken,

£ auch die Menge an Nitrat war im Ablauf deutlich geringer

als im Zulauf. Dieser Effekt konnte gesteigert werden,

indem die FlieRrate des Grundwassers gedrosselt wurde: Ver-

weilte das Grundwasser schlieflich 12 Tage in der Siule,

war Chlorbenzen bis auf einen geringen Rest verschwun-
den, wie auch 1,4-Dichlorbenzen (Bild 5). Das mikrobielle
¢ Nitrat-Verfahren scheint sich also prinzipiell dafiir zu eig-

nen, Chlorbenzen und andere Schadstoffe aus dem Grund-

wasser des Bitterfelder Modellstandortes zu entfernen. In

i zahlreichen Laborexperimenten wurden die Mechanismen

des Abbaus hinterfragt. Vermutlich sind geringe Mengen an

{ Sauerstoff ndtig, um den Abbau einzuleiten; die genauen

¢ Zusammenhinge werden zurzeit intensiv untersucht, unter

anderem in Laborsdulen (Bild 3a und b).
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Die in situ-Pilotanlage

In der 7 situ-Pilotanlage, dem Kernstiick des Projektes
SAFIRA, soll getestet werden, ob durch das mikrobielle
Nitrat-Verfahren das Grundwasser des Modellstandortes
grofSflichig gereinigt werden kénnte. Die Anlage der Um-
weltmikrobiologie, die sich in Brunnen V befindet, besteht
aus zwei 12 Meter langen Edelstahlreaktoren, die mit Ori-
ginal-Aquifersediment befiillt sind. Beide Reaktoren wer-

den anfangs mit Original-Grundwasser durchspiilt, wel-

ches kein Nitrat enthilt. Einer der beiden Reaktoren soll
spiter —wenn sich ein stabiles Gleichgewicht im Gesamt-
system eingestellt hat — tiber einen separaten Vorratstank ~ :
mit Nitratlosung gefiittert werden; der andere Reaktor dient
als Kontrolle. Zusitzlich angebrachte Vorratstanks ermég-
lichen, dass weitere Hilfssubstanzen fiir den mikrobiellen
Abbau — Nihrstoffe, Hilfssubstrate oder andere Elektro-
nenakzeptoren — in den Versuchsreaktor eingeleitet werden
konnten. Begleitend soll das Reaktormaterial mikrobiolo- '
gisch untersucht werden. Uber Luken wird mittels speziell

zu diesem Zweck konstruierten Probenahmelanzen Reak-
tormaterial aus unterschiedlichen Reaktorzonen gewon-
nen; die in diesem Material vorkommenden Mikroorganis-
men sollen dann mit molekularbiologischen und klassi-
schen mikrobiologischen Techniken qualitativ und quanti-
tativ bestimmt werden. So kann verfolgt werden, ob sich im
Laufe des Zeit bestimmite Mikroorganismen durchsetzen
gegentiber anderen, ob sich mikrobiell unterschiedlich be-
siedelte Zonen innerhalb des Reaktors ausbilden. Inden
néchsten Jahren wird sich zeigen, ob Chlorbenzen dauer-
haft mit Hilfe des mikrobiellen Nitrat-Verfahrens aus dem
Grundwasser des Modellaquifers entfernt werden kann.

Die Autoren danken Renate Botz, Gudrun Gutzeit, Elke Hausler
und Christine Siiring fiir die exzellente Arbeit bei zahlreichen
Experimenten.

Mitarbeiter im Projekt: Barbara C. Hard, Albin Alfreider,
Wolfgang Babel

{ Bild 6: Wissenschaftler der Sektion Umweltmikrobiologe festen in den
Reaktoren im Brunnen V den mikrobiellen Schadstoffabbau mit Nitrat als
Elektronenakzeptor (Grafik: Webster Design Atelier, Halle)

54



Ret. | Time Rel Width
Peak Time | Offset | Area | Ret [Sep.[1/2 [Status
No |Peak Name |Result 0| (min) (min) | (counts) | Time [Code|(sec) |Codes | Group

mVolts 1 0,0000 | 2,486 | 0,000 |812 [0,00 (BB |0,0 0
=1 2 | Chlorbenzol | 0,7572 | 4,515 |-0,006 |40625 | 0,00 (BB |3,8 0
-y 3 0,0000 |10,742 ( 0,000 |1830 0,00 |W |25 0
4 0,0000 |11,302 | 0,000 | 2215 (000 (VW |88 0
—2,5 5 0,0000 |11,325| 0,000 (1278 0,00 |wW |31 0
. e “ 6 0,0000 (11,931 0,000 [ 755 0,00 |BP (0,7 0
-0,9' 7 0,0000 |12,005 ( 0,000 |1693 0,00 PV |1,1 0
A 5,0 75 10,0 Minutes 8 0,0000 [12,158 ( 0,000 |1338 0,00 |W |3, 0
" | 9 0,0000 |12,402 | 0,000 [1036 |[o0,00(w |08 0

Totals 0,7572 -0,006 |51582

Bild 7: Gaschromatografische Analyse der behandelten Proben (Fotos: Norma Neuheiser, UFZ)
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English Abstract

Groundwater remediation
using bacteria

Carsten Vogt, Helmut Lorbeer
und Lothar Wiinsche

Microbes are everywhere. Thanks to natural adaption pro-
cesses, microbes are often able to transform or even mine-
ralize xenobiotic compounds in contaminated environ-
ments. Consequently, under the groundwater remediation
project SAFIRA, the division of environmental microbiolo-
gy tries to remediate the groundwater of an aquifer system
in Bitterfeld polluted by monochlorobenzene using au-
thochthonous bacteria. In laboratory experiments, au-
thochthonous bacteria degraded chlorobenzene and other

contaminants under different electron-acceptor (including

nitrate-reducing) conditions, indicating that the authocht-

honous microbial community is principally capable of de-
contaminating the groundwater. For scientific, ecological
and economic reasons, developing a process under nitrate-
reducing conditions seemed to be the most promising ap-
proach. In a nearby i sifu experiment on a semi-techni-
cal scale, chlorobenzene was degraded by authochthonous

bacteria under nitrate-reducing conditions, indicating that

the process also ought work 772 sit under optimized condi-

tions. The next step is to test the process under large scale
conditions in the SAFIRA pilot plant which consists of two
identical, high-grade steel, 12 meters long reactors filled
with original aquifer sediment. Both reactors are to be

flushed with groundwater, with one of them being supplied

with nitrate solution as well. Tt is also planned to analyze
the structure and dynamics of the bacterial assemblages

inside the reactors using molecular and classical microbio-

logical techniques.
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