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7.1 Mikrobielle Besiedlungsdichten und Schadstoffabbaupotentiale
autochthoner Bakterien belasteter Aquifere im Raum Bitterfeld
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Voraussetzungen fir die Erarbeitung von Entscheidungen zur prinzipiellen Anwend-
barkeit mikrobiologischer in situ-Sanierungsverfahren, zur Auswahl der gulnstigsten
Verfahrensvariante und zur Abschatzung der Erfolgsaussichten sind:

e Bestimmung der mikrobiellen Besiedlungsdichte der Standorte

e Bestimmung der Schadstoffabbauleistungen der autochthonen mikrobiellen
Biozénosen unter in situ-Bedingungen

e Prifung von Méglichkeiten zur Steigerung der Abbauleistungen der autochthonen
mikrobiellen Biozonosen in situ durch technisch und 6konomisch realisierbare
Malnahmen

Neben dem Schadstoffgehalt (Kap. 4.1) sind die Aquifere am Standort als mikrobielle
Habitate durch bestimmte Kombinationen mikrobendkologisch relevanter abiotischer
Milieufaktoren charakterisiert. Im quartaren Aquifer fehlt Sauerstoff. Von den
potentiellen Elektronenakzeptoren fir anaerobe Prozesse ist Sulfat in einer
Konzentration von ca. 700 mg/l Grundwasser vorhanden, Nitrat mit maximal
1,5 mg/kg Sediment. Beurteilt nach dem DOC-Gehalt (10 - 30 mg/kg Sediment) ist die
Menge an verfugbaren organischen Substanzen fir Wachstums- und cometabolische
Prozesse minimal; in den kohlefuhrenden Schichten erreicht der DOC-Gehalt jedoch
Werte bis 400 mg/kg. Wahrend Ammoniumstickstoff in Konzentrationen von ca. 15
mg/kg Sediment verfugbar ist, liegt der Phosphatgehalt im Bereich der
Nachweisgrenze und diirfte einen wachstumslimitierenden Faktor im Okosystem
darstellen. Schwermetalle sind weder in limitierenden noch inhibierenden
Konzentrationen vorhanden (siehe Kap. 4.2). Die pH-Werte liegen bei ca. 7, die
Temperaturen bei 13°C und andern sich nur geringfugig Uber das Tiefenprofil. Im
wesentlichen pragt diese Milieufaktorenkombination auch das Okosystem tertidrer
Aquifer. Wie im quartaren Grundwasserleiter steht der Elektronenakzeptor Sulfat mit
750 mg/l Grundwasser zur Verfugung, deutlich ist auch hier der Mangel an C-Ver-
bindungen (TOC 6-8 mg/l Grundwasser) und Nitrat. Temperaturen (durchgehend
15,5-16,0°C) und pH-Werte (durchgehend um 6,5) liegen in gunstigen Bereichen fur
das Bakterienwachstum.
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Besiedlungsdichte der Grundwasser und Aquifere mit Mikroorganismen/
Mikroorganismengruppen

Fur die Untersuchung der mikrobiellen Besiedlungsdichten wurden Liner der
Bohrungen SafBit 1/96 und 2/96 sowie die nach dem Ausbau beider Pegel
geférderten Grundwéasser genutzt. Die Dichte der MefRpunkte in den Sedimenten
wurde von der Schadstoffmenge bestimmt: Untersucht wurden Sedimente des
quartaren Aquifers in Abstadnden von 2 m, aus dem tertidren Aquifer in Abstanden von
4 m und aus der am héchsten mit Chloraromaten kontaminierten Zone zwischen 16
und 23 m in Meterabstanden.

Bis zur maximalen Bohrtiefe waren Grundwasser (bis 10° Zellen/ml) und Aquifere (bis
10° cfu/lg Sediment) mit Bakterien besiedelt (Abb. 1). In den autochthonen
Biozénosen dominierten denitrifizierende, eisen- und manganreduzierende Bakterien,
daneben wurden auch uberraschend hohe Besiedlungsdichten mit aeroben Bakterien
gefunden. Sulfatreduzierende Bakterien konnten aus allen Sedimenten angereichert
werden, die Besiedlungsdichte war trotz hoher Sulfatkonzentrationen am Standort
unerwartet niedrig. Hefen und mycelbildende Pilze fehlten erwartungsgemal in den
meisten Sediment-Horizonten.

Abbauleistungen der 6kophysiologischen Hauptgruppen unter in situ-nahen
und optimierten Bedingungen

Die Untersuchung des Abbaupotentials erfolgte mit Bakterioz6nosen aus zwei
Mischproben mit unterschiedlicher Schadstoffbelastung:

e Sedimente des quartdren Aquifers mit der starksten Kontamination (14 - 18 m)
e Sedimente der Grenzschicht von quartarem Aquifer und Braunkohle (19 - 23 m)

In den Experimenten wurden die im quartdren Aquifer dominierenden Schadstoffe in
uber den in situ-Konzentrationen liegenden Mengen eingesetzt: Monochlorbenzen
(MCB, 30 mg/l), 1,2-Dichlorbenzen (1,2-DCB, 10 mg/l) und 1,4-Dichlorbenzen (1,4-
DCB, 10 mg/l). Daruber hinaus wurde Benzen (100 mg/l) als erwartetes Produkt einer
abiotischen Dehalogenierung von Chlorbenzenen in die Untersuchung einbezogen.

Die Bestimmung der Schadstoffabbau-Leistungen der im quartdren Aquifer und in der
Grenzschicht quartdrer Aquifer/Braunkohle am Standort Bitterfeld nachgewiesenen
O6kophysiologischen Bakteriengruppen erfolgte nach selektiver Stimulierung durch
Zugabe der entsprechenden Elektronenakzeptoren im Verband der gesamten
Biozdnose. Im Rahmen dieser Vorstudie wird Schadstoffabbau tiber die Abnahme der
Initialkonzentration beurteilt. Aufstellung von Bilanzen und Nachweise von Zwischen-
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und Endprodukten werden Gegenstand zukanftiger Untersuchungen sein.
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Abb. 1: Populationsdichte ausgewahlter Bakteriengruppen in quartaren und
tertidren Sedimenten des Untersuchungsgebietes
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Bewertung von Substanzveriusten durch abiotische EinfluBfaktoren
(Kontrollansiétze)

Um zwischen biotischen und abiotischen Abbau- bzw. Eliminierungsprozessen unter-
scheiden zu kénnen, wurden zu jeder Versuchsreihe Kontrollansatze mitgefihrt, in
denen durch Autoklavieren biotische Abbauprozesse durch die autochthonen Bio-
zdénosen ausgeschlossen wurden. Alle Kontrollansatze zeigten im Prinzip gleich-
artigen, nahezu linearen Abfall der Konzentration aller Schadstoffe mit der Zeit. Nach
40 Tagen waren lediglich ca. 60 % der Ausgangskonzentrationen nachweisbar. Nach
den Ergebnissen des Kontrollversuches wurde festgelegt, da® die aktuelle Schad-
stoffmenge im Versuchsansatz, unabhangig von der Verteilung auf die feste, flissige
oder Gasphase, nach 40 Tagen Versuchsdauer unter 50 % des Ausgangswertes
liegen mufl, um einen mikrobiologischen Abbau anzuzeigen. Ursachen fur die
erheblichen Substanzverluste ohne Einwirkung des biologischen Systems mussen in
weiterfuhrenden Untersuchungen ermittelt werden.

Schadstoffabbau durch die autochthonen Bakteriozonosen der untersuchten
Sedimente

Die Erbebnisse der orientierenden Screeningversuche zeigten, dald die priméren
Schadstoffe MCB, 1,2- und 1,4-DCB unter den in situ-Verhaltnissen nahekommenden
Bedingungen mikrobiell abbaubar sind. Abbaugrad und -geschwindigkeit
unterschieden sich jedoch in Abhangigkeit von der chemischen Struktur der
Schadstoffe, dem Stoffwechseltyp der beteiligten 6kophysiologischen Gruppen sowie
der Verfugbarkeit von Elektronenakzeptoren und zuséatzlichen organischen Materials
(Hilfssubstrate).

Die Bakteriozonosen aus dem quartaren Aquifer, Entnahmetiefe 14 - 18 m unter
Gelédndeoberkante (Abb. 2) und aus der Grenzschicht quartdrer Aquifer/Braun-
kohlenfléz (Abb. 3), zeigten in den Grundzugen ahnliche Abbauleistungen, wiesen
jedoch auch einige deutliche Unterschiede in dieser Hinsicht auf.

Es ist anzunehmen, dal® diese Differenzen auf die unterschiedlichen
Besiedlungsdichten und die damit moéglicherweise auch voneinander abweichende
taxonomische und physiologische Diversitat beider Biozonosen zurickzufihren sind.
Mit genetischen Fingerprint-Untersuchungen (Temperaturgradienten-Gelelektro-
phorese) konnten die postulierten Unterschiede in der taxonomischen Diversitat
beider Biozdnosen bisher nicht belegt werden. Unter den drei Chloraromaten erwies
sich 1,2-DCB als die mit Abstand am schwersten abbaubare Verbindung.
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Abb. 2:

= 100

.o 7

E 80

£ ]

g 60 —=— Benzen

§ 40 A= men

2 ] —m— 1,2-DCB

§ 20 ©— 1,4-DCB

= ]

< 0 N L — T

§ 0 10 20 30 40 p 10 20 30 40

< Zeit [d] Zeit [d]

=

2 100 <

g J

S 80 -

g 60

g 1 - °

c 20 —

3 1E

E 0 T T T 1

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

a) Zeit [d] Zeit [d] Zeit [d]

= 100

S ]

8 80 -

S 60 _ ] —S&— Benzen

5 p S —a&— MCB

B 40 - . —m— 1,2-DCB

g 20 N - 1,4-DCB

= — i

E T T T T T

; 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

3 Zeit [d] Zeit [d]

E

S 100

= \ \

2 80 \

E %

60 \

AN

g 407 1\

g 207 R

8 ] ]

N 0 P Q T L

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

b) Zeit [d] Zeit [d] Zeit [d]

Abbau von Chlorbenzenen und Benzen durch autochthone

Bakteriengruppen des quartdaren Aquifers (14-18 m unter Gelande-

oberkante)

a) Ohne Zusatz von Substraten (A aerob, B-E anaerob; B ohne zusétzliche
Elektronenakzeptoren, C Nitrat, D Sulfat, E Eisenoxyhydroxid)

b) Mit Zusatz von Substraten (Lactat, Acetat, Hefeextrakt, Ammonium und
Phosphat), A-E wie unter a)
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Abb. 3: Abbau von Chlorbenzenen und Benzen durch autochthone

Bakteriengruppen der Grenzschicht von quartdrem Aquifer und Kohle (19

- 23 m unter Gelandeoberkante).

a) Ohne Zusatz von Substraten (A aerob, B-E anaerob; B ohne zusétzliche
Elektronenakzeptoren, C Nitrat, D Sulfat, E Eisenoxyhydroxid)

b) Mit Zusatz von Substraten (Lactat, Acetat, Hefeextrakt, Ammonium und
Phosphat), A-E wie unter a)

Ohne Verfugbarkeit von Hilfssubstraten war unter anaeroben Bedingungen kein
Abbau nachweisbar. Das scheinbar von diesem Befund abweichende Ergebnis der
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ohne Zusatze von Elektronenakzeptoren und Kohlenstoffquellen durchgefiihrten Ver-
suchsvariante mit der Biozdénose aus der Grenzschicht Aquifer/Braunkohle (Abb. 3a,
Variante B) kénnte auf die mit dem Sediment eingebrachte organische Substanz und
damit auf die Verfugbarkeit einer vom Schadstoff verschiedenen C-Quelle zurick-
zufuihren sein. Diese Annahme koénnte auch die relativ hohe Abbaugeschwindigkeit
der Ubrigen Schadstoffe in dieser Versuchsvariante erklaren. Nach Zusatz system-
fremder Hilfssubstrate (Gemisch aus Acetat und Lactat) war jedoch unter nitrat-,
sulfat- und eisenreduzierenden Bedingungen, zumindest im Fall der Bakteriozénose
aus dem quartdren Aquifer, das 1,2-DCB bereits nach 20 Tagen nahezu restlos
abgebaut (Abb. 2b, Varianten C-E). Bei diesen Varianten waren auch die ubrigen
Schadstoffe zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar. Fir die schlechteren
Abbauleistungen dieser Bakteriengruppen aus der Grenzschicht Aquifer/Kohle sind
gegenwartig keine gesicherten Erklarungen moglich.

Unter aeroben Bedingungen wurde 1,2-DCB in allen Versuchsvarianten, wenn
uberhaupt, nur mit sehr geringer Geschwindigkeit abgebaut: nach 40 Tagen Inkuba-
tionszeit waren noch Restkonzentrationen nachweisbar (zwischen 40 und 50 %, nur
in einem Fall ca. 30 % der Initialkonzentration), die nur wenig unter der als
Bewertungsgrenze fir einen biologischen Abbau definierten Restkonzentration von
50 % lagen.

Zwischen MCB und 1,4-DCB gab es in bezug auf die Abbaubarkeit keine deutlichen
Unterschiede. Beide Substanzen wurden, wenn unter den jeweiligen Bedingungen
uberhaupt, mit dhnlicher Geschwindigkeit abgebaut.

Wie zu erwarten, wurde Benzen unter aeroben Bedingungen rasch utilisiert, lediglich
fur die Biozdénose aus der Grenzschicht Aquifer/Braunkohle konnte ohne Zusatz
anderer C-Quellen Uberraschenderweise kein Benzenabbau (im Gegensatz zum
raschen Abbau des MCB und 1,4-DCB) nachgewiesen werden. Unter anaeroben
Bedingungen wurde ein schneller und nahezu vollstdndiger Abbau in der Regel dann
erreicht, wenn Elektronenakzeptoren zugesetzt und Hilfssubstrate verfligbar waren:
letztere wurden entweder als definierte Verbindungen zugegeben (Abb. 2b und Abb.
3b, Varianten C-E) oder mdglicherweise bereits mit den Sedimentproben mit hohem
Gehalt an organischen Verbindungen eingebracht (Abb. 3a).

Die Abbauleistungen der durch Zugabe entsprechender terminaler Elektronen-
akzeptoren im Verbund der Gesamtbakteriozonose selektiv geférderten 6kophy-
siologischen Gruppen differierten untereinander, aber auch in Abhangigkeit vom
ursprunglichen Standort. Die Standortabhdngigkeit kénnte auf bereits postulierte,
bisher noch nicht nachgewiesene Unterschiede in der taxonomischen Zusammen-
setzung der autochthonen Bakteriengruppen, aber auch auf abweichende abiotische
Milieufaktoren zurickzufihren sein. Bei allen Bakteriengruppen aus dem quartadren
Aquifer (enthalt neben den Chlororganika nur Spuren anderer organischer
Substanzen) wurden die Abbauleistungen durch den Zusatz von Acetat und Lactat
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erhoéht. Als Ursachen kommen grundsatzlich zwei Effekte in Betracht, zwischen denen
bisher nicht unterschieden werden kann: Die Zugabe dieser Stoffe kann auf der einen
Seite einen cometabolischen Abbau der Schadstoffe ermdglichen, andererseits zu
einer Erhéhung der Bakteriendichte, d.h. der Konzentration der die Metabolisierung
der Schadstoffe katalysierenden biologischen Systeme, flihren.

Verfigbarkeit ausreichender Mengen terminaler Elektronenakzeptoren und
Hilfssubstrate vorausgesetzt, wurden die Schadstoffe Uberraschenderweise im
anaeroben Milieu unter nitrat-, sulfat- und eisenreduzierenden Bedingungen mit
relativ hoher Geschwindigkeit abgebaut. Das wurde besonders deutlich in den
Untersuchungen an den o6kophysiologischen Gruppen aus dem quartaren Aquifer
(Abb. 2b): Bei der ersten Bestimmung der Abbauleistungen (nach 10 bzw. 20 Tagen)
waren die Schadstoffe in diesen Versuchsansatzen praktisch nicht mehr nachweis-
bar; die Abbauleistungen waren zumindest gleich, im Falle des 1,2-DCB sogar
deutlich héher als unter aeroben Bedingungen. Die gleichen Tendenzen, jedoch mit
in der Regel langeren Abbauzeiten, wurden auch fur diese Bakteriengruppen aus der
Grenzschicht quartarer Aquifer/Kohle gefunden, lediglich bei Anwesenheit von Fe**
war keine stimulierende Wirkung erkennbar (Abb. 3b), mdglicherweise durch die
geringe Abundanz eisenreduzierender Bakterien.

Die durch Nitratzugabe selektiv geférderten Denitrifizierer zeigten ein weitgehend
ahnliches Abbauverhalten verglichen mit den aeroben Versuchsvarianten. Dieser
Befund ist insofern nicht Uberraschend, da mit der Replikatechnik gezeigt werden
konnte, dald die Aerobierfraktion der Bakteriozonosen zumindest zu einem Tell aus
fakultativ anaeroben Denitrifizierern besteht. Die Abbauleistung der Denitrifizierer
konnte ebenfalls durch Zugabe systemfremder C-Quellen deutlich gesteigert werden,
sogar das generell schwer abbaubare 1,2-DCB war im Falle der Denitrifiziererfraktion
der Bakteriozénose aus dem quartaren Aquifer bereits nach 20 Tagen nahezu voll-
standig verschwunden, bei den Denitrifizierern der Bakteriozénose aus der Grenz-
schicht Aquifer/Kohle waren zu diesem Zeitpunkt noch 33 % der Initialkonzentration
nachweisbar.

Wie bei einem zur ersten Abschatzung der Abbauleistungen konzipierten Screening-
programm nicht anders zu erwarten, sind die erhaltenen Ergebnisse nicht frei von
Widersprichen und unerwarteten Effekten. Die Ursachen dafir werden in weiter-
fuhrenden detaillierten Experimenten untersucht.
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Isolierung und Charakterisierung von Misch- und Reinkulturen aus den
autochthonen Biozénosen

Sulfat- und eisenreduzierende Bakterien

Gleichzeitig mit der Untersuchung der bakteriellen Besiedlungsdichten der Sedimente
und Grundwasser wurde begonnen, sulfat- und eisenreduzierende Mischkulturen in
Flassigkultur anzureichern. Diese Kulturen bilden gegenwartig die Grundlage fur die
Isolierung schadstoffverwertender Konsortien bzw. Reinkulturen. Sulfatreduzierende
Bakterien sind aus allen untersuchten Sedimentproben anreicherbar, wahrend der
Nachweis der Bildung von Fe®* aus Eisenoxyhydroxid nur bei einigen Proben gelang.
Die weitere Subkultivierung mul3 dariber AufschluR geben, inwiefern die
nachgewiesene Eisenreduktion tatsdchlich auf biologischem Wege erfolgte.

Nitrat- und manganreduzierenden Bakterien

Die Anreicherung von diesen Bakterien wurde ebenfalls begonnen; Ergebnisse liegen
noch nicht vor.

Methanotrophe Bakterien

Aus den Sediment- und Grundwasserproben der Bohrungen SafBit 1/96 und 2/96
konnten bisher keine methanotrophen Reinkulturen isoliert werden. Es wurden einige
unterschiedliche methanotrophe Mischkulturen angereichert, in denen jedoch das fur
den Abbau von chlororganischen Verbindungen verantwortliche Enzym, eine un-
spezifische losliche Methanmonooxigenase (sMMO), nicht nachgewiesen werden
konnte. Mit einem sMMO-positiven Modellorganismus (Isolat aus Abwasser/Gillle)
konnte jedoch ein unvollstdndiger Abbau von Monochlorbenzen und die Minerali-
sierung von Trichlorethen nachgewiesen werden.

SchluBfolgerungen

Die Ergebnisse des Screeningprogramms weisen darauf hin, dal® eine mikro-
biologische in situ-Sanierung der kontaminierten Aquifere unter den am Standort
herrschenden anaeroben Verhéaltnissen moéglich sein kénnte. Eine Erhéhung der in
situ-Abbauleistungen kann Uber eine Stimulierung autochthoner Anaerobiergruppen
durch Zugabe von Elektronenakzeptoren und Hilfssubstraten erreicht werden. Diese
Ergebnisse mussen durch vertiefte Untersuchungen bestatigt und gesichert werden.
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