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ABSTRACT: Oil decomposing microorganisms in nature and technique. The paper deals
with the isolation of microorganisms from oil fields, underground gas reservoirs, sulfur springs,
oil tanks, jet fuel tanks, and cutting oils. The role of Desulfovibrio desulfuricans in secondary
oil recovery is discussed. Experiments regarding the oil degradation by microorganisms were
conducted. Possibilities of “assisting nature” by adding cultures of bacteria to oil polluted
waters are discussed.

EINLEITUNG

Der Olabbau durch Mikroorganismen, von welcher Seite man ihn auch betrachtet,
spielt heute eine bedeutende Rolle. Wihrend es der Erdélindustrie bei der Olférderung
zunichst darum geht, diese mikrobiellen Einfliisse, die zu einer Porenverengung in der
Lagerstitte und zu Korrosionserscheinungen in den Forderanlagen fithren konnen,
weitmdglichst auszuschalten, trigt sie sich auf der anderen Seite mit dem Gedanken,
mit Hilfe dieser eben noch unliebsamen Mikroorganismen Erdd! zu fraktionieren, um
so aus bisher unverwertbaren Riickstinden Futtereiweiff zu gewinnen. In den End-
produkten der Erddlraffinerien wiederum sind Mikroorganismen unerwiinscht, da sie
in den Lagertanks, in den Treibstofftanks der Flugzeuge und in Heizdltanks zu Korro-
sionserscheinungen (Lochfral) und Emulsionsbildung fiithren konnen. Was aber ge-
schieht nun beispielsweise mit dem Heizdl im Erdboden, wenn ein Olheizungstank
undicht geworden ist oder ein Tankwagen bei einem Unfall ausliuft? Wird das Ol, das
sich wie eine Linse im Erdreich ausbreitet, durch die dort vorhandenen Mikroorganis-
men abgebaut, und welche Zeitrdume sind dazu nétig? Dieser Frage wird in der vor-
liegenden Darstellung nachgegangen. Es mufl betont werden, dafl wir bei unseren
Untersuchungen nur an kleinere Katastrophenfille gedacht haben, wobei hdchstens
einige tausend Liter Ol auslaufen. Zur Vernichtung der dabei auftretenden Ollinsen
haben wir zwei Mdglichkeiten untersucht: (1) die Beimpfung dieser Ollinsen mit 8-
abbauenden Mikroorganismen unter aeroben und anaeroben Verhiltnissen und (2) den
Zusatz von Trodkenzellen oder Enzympriparaten aus solchen 6labbauenden Mikro-
organismen zu der ausgebaggerten Erde, um so (eventuell unter Beliiftung) zu einem
rascheren Olabbau zu gelangen. Im folgenden soll iiber die dazu durchgefithrten quali-
tativen Laboratoriumsversuche berichtet werden. Die quantitative Auswertung der
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noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen wird zu einem spiteren Zeitpunkt mitge-
teilt werden.

MATERIAL UND METHODEN

Die bei unseren Abbauversuchen eingesetzten Mikroorganismen wurden aus Erddl-
lagerstitten, Erdgaslagerstitten, Untertagegasspeichern, Schwefelquellen, Raffinerie-
tanks, Diisentreibstofftanks von Flugzeugen, Heizdltanks und aus Bohr- und Schneid-
Blen isoliert. Bei diesen Isolierungen galt unser Hauptaugenmerk jedoch zunichst jenen
Organismen, welche durch die von ihnen verursachten Stérungen der erdslférdernden
Industrie erheblichen Schaden zufiigen. Dies fithrte zwangsldufig zu einer gewissen
Einseitigkeit, da die Begleitmikroorganismen vernachlissigt wurden. Erst zu einem
spiteren Zeitpunkt, bei der Untersuchung von Untertagegasspeichern und Olspeichern,
wurde die an Ort und Stelle vorliegende Mikroflora in ithrer Gesamtheit betrachtet.
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Abb. 1: Schema einer Sekundirférderung zur Gewinnung von Erdol

BasTin (1926) fand in 28 von 30 untersuchten Wasserproben aus amerikanischen
Olfeldern Desulfovibrio desulfuricans. Sicherlich kommen in diesen Olfeldwissern
noch zahlreiche andere Mikroorganismen vor, doch konzentrierte sich das Inter-
esse auf diese anaeroben HpS-produzierenden Desulfovibrionen, weil sie fiir die
mikrobielle Korrosion in Erddlférderanlagen, besonders bei der sogenannten Sekundir-
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férderung, verantwortlich sind. Weiterhin kénnen sie in den Olsandlagerstitten zu
einer Reduzierung der Permeabilitit fithren, wobei nach Merxt (1943) die Minderung
der Durchlissigkeit bis zu 30 %/ betragen kann. Das Vorkommen dieser Bakterien in
Ollagerstitten berechtigt zur Annahme, dafl sie in der Lage sind, Ul abzubauen oder
sich von Ulbegleitstoffen zu ernihren. Aus deutschen, Ssterreichischen, ruminischen,
afrikanischen, arabischen und mittelamerikanischen Ollagerstitten sowie deutschen und
Ssterreichischen Untertagegasspeichern und Schwefelquellen wurden in der Folgezeit
mehr als 100 Desulfovibrio-Stimme isoliert. Hinsichtlich der Unterdriickungsméglich-
keiten solcher Infektionen wurden einige Stimme niher untersucht (WarLuAUssSER
1965). Dabei zeigte sich, daff sich diese Organismen hinsichtlich ihrer Hitze- und
Kochsalztoleranz ganz erheblich unterscheiden, sich aber verhiltnismiflig schnell an

Abb. 2: Testbesteck zum Nachweis von Desulfovibrio desulfuricans. In die linke Flasche wird
die zu untersuchende Wasserprobe mit einer Injektionsspritze eingebracht. Die beiden rechten
Flaschen zeigen eine positive Reaktion, das heifit die Bildung von Eisensulfid

die abiotischen Gegebenheiten anpassen konnen. Dabei ist das Verhalten im Laborato-
riumsversuch nicht immer mit den natiirlichen Gegebenheiten in Ubereinstimmung zu
bringen. So fand WarruAusser (1965), dafl der aus einer Lagerstitte mit einer Tempe-
ratur zwischen 1201409 C isolierte Stamm Landau im Laborversuch nur 70° C toleriert
und bei 80° C bereits nach 15 Minuten abstirbt.

Nicht immer sind diese Desulfovibrionen autochthon, hiufig werden sie mit dem
Einprefwasser bei der Sekundirforderung in die Lagerstitte eingeschleppt (Abb. 1).
Eine Bekimpfung einer solchen Lagerstitteninfektion mit Bakteriziden hat jedoch nur
dann Erfolg, wenn das Injektionswasser nach Passieren des Klirbeckens und der
Filteranlagen behandelt wird.

Das aus Oberflichenwissern (Bichen, Teichen), aus einem iiber der Ollagerstitte
liegenden Aquifer oder aus den Nafiltanks stammende ,Injektionswasser® ist hdufig
mit Desulfovibrionen infiziert. Rithrt man ein Klirbedsen auf, in dem die Wisser ver-
schiedener Herkunft meistens vorher vereinigt werden, so beobachtet man die auf die
Titigkeit der Desulfovibrionen zuriickzufilhrende Schwarzfirbung durch Bildung von
Eisensulfid.
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Beim Nachweis dieser Mikroorganismen in dem Einprefiwasser stofit man dann
auf Schwierigkeiten, wenn es sich um Wasser verschiedener Herkunft mit unterschied-
lichem Kochsalzgehalt handelt. Der Kochsalzgehalt wird vor dem Einpressen auf eine
fiir die Lagerstittenverhiltnisse optimale Konzentration eingestellt, die sich nach den
fiir das Porenvolumen wichtigen Quellungsverhiltnissen der darin vorkommenden
Tonbestandteile richtet. Der optimale Kochsalzgehalt schwankt dabei zwischen 4 bis
15 ¢/, Wird das Injektionswasser nun mit einem Testbesteck gepriift (Abb. 2), dessen
Kochsalzgehalt dem des Injektionswassers von z. B. 6 % NaCl entspricht, so lassen
sich damit die aus dem zugefithrten Siiffwasser stammenden Desulfovibrionen nicht

Abb. 3: Laborversuch zur Demonstration des Olabbaues durch Desulfovibrio desulfuricans. In

der Wachstumszone tritt infolge der Schwefelwasserstoffbildung und dessen Reaktion mit

Eisensulfat eine Schwarzfirbung ein. Ol wird hier als alleinige Kohlenstoffquelle verwertet.

1 = Glasflasche (500 ml), 2 = Olschicht (1 cm hoch), 3 = Grenzschicht Ol-Sand, 4 = Schwarz-

firbung durch Wachstum von Desulfovibrio desulfuricans, 5 = Quarzsand (mit Mineralsalz-
18sung angefeuchtet)

nachweisen. Das Wasser wird dann oft als ,einwandfrei“ injiziert, enthilt aber Sif3-
wasserstimme, die sich in der Lagerstitte innerhalb kiirzester Frist an die neuen Be-
dingungen, den hoheren Kochsalzgehalt, anpassen und spiter Porenverengung und
Lochfraf verursachen. Eine solche Fehlbeurteilung lifit sich nur vermeiden, wenn man
mit verschiedenen Testbestecken mit abgestufter Kochsalzkonzentration (0; 1; 3; 10
und 15 %) arbeitet.

Auch bei den von WaLLHAUSSER & PucHELT (1966) untersuchten Schwefelquellen
spielt Ol zum Teil als Nihrstoff fiir die schwefelwasserstoffproduzierenden Desulfovi-
brionen eine Rolle (Bad Wiessee). Dabei ist jedoch in jedem Falle der Sulfatgehalt des
Wassers von ausschlaggebender Bedeutung und tritt als begrenzender Faktor auf.
Unter Bakterizidbehandlung niedergebrachte Bohrungen zur Erschliefung von Unter-
tagegasspeichern haben in den beiden letzten Jahren gezeigt (WaLLHAUSSER, in Vor-
bereitung), dafl nicht immer ,sterile Speicher® erschlossen werden kdnnen, sondern
dafl hiufig, insbesondere wenn in dem Lagerstittenwasser Spuren von Erddl oder
Erdgas und Sulfat vorhanden sind, bereits Desulfovibrionen und 2 bis 3 weitere
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Bakterien in einer Gesamtkeimzahl bis zu 1 Million/ml anzutreffen sind. Es muf} an-
genommen werden, daf} es sich hier um Mikroorganismen handelt, die durch Verwer-
fungszonen in die etwa 400 bis 600 m unter der Erdoberfliche im Buntsandstein und
Keuper liegenden, fiir die Untertagegasspeicherung vorgesehenen Schichten eingewan-
dert sind.

Neben Desulfovibrio wurden in den verschiedensten Lagerstitten und Oltanks
sowie in Bohr- und Schneidolen Arten der Gattungen Psexdomonas, Micrococcus (ver-
mutlich Micrococcus paraffinae), Sarcina und Hormodendron im Diisentreibstoff nach-
gewiesen.

In den vorliegenden Untersuchungen haben wir uns zunichst auf den Ulabbau
durch Desulfovibrio desulfuricans-Stimme und Hormodendron spec. beschrinkt, Fiir
die Durchfithrung der Versuche wurden praxisnahe Bedingungen gewihle (Abb. 3).

Abb. 4: Das in einem Bohrkern enthaltene Ol dient hier als Kohlenstoffquelle fiir Desxlfovi-
brio desulfuricans. Die Vergleichskultur links verwendet Calciumlactat als C-Quelle

Glasflaschen (500 ml) wurden mit Quarzsand gefiillt und nachher mit einer Mine-
ralsalzldsung (0,2 g MgSOy - 7 Hz0; 0,1 g Fe (NHy)z (SO4)2 - 6 HaO; 0,1 g Fe SOy -
7 HoO; 1000 ml Aqua dest; pH 7,2) bis etwa 1 cm unter der Oberfliche aufgefiillt
(Abb. 3). Bei den Desulfovibrio-Versuchen wurden dem Sand 20 Eisenplittchen (je
1 cm?) zugesetzt. Anschliefend wurde mit einer mehrere Tage (3 bis 5 Tage) alten
Kultur von Desulfovibrio desulfuricans-Stimmen beimpft und der Ansatz dann mit
25 ml Ol iberschichtet. Auf diese Weise wurde der Abbau von Rohdl und Heizdl
durch 20 verschiedene Desulfovibrio-Stimme untersucht.

Um die Bedeutung grofier Beriihrungsflichen zwischen Ol und Wasser zu demon-
strieren, wurden in einer weiteren Versuchsserie 6lhaltige Bohrkerne in einen Mef3-



Ulabbauende Mikroorganismen in Natur und Technik 333

zylinder in die obengenannte, lediglich mit einem Zusatz von 0,2 %0 Agar verschene
Mineralsalzlgsung eingehidngt (Abb. 4). Die Beimpfung erfolgte auch hier mit Desul-
fovibrio desulfuricans. Als Vergleich diente ein Ansatzgefif, in dem Calciumlactat als
C-Quelle diente.

Der aus Diisentreibstoff isolierte Pilz Hormodendron spec. entwickelt sich, wie
Abbildung 5 zeigt, ebenfalls an der Berithrungszone Treibstoff - Wasser, wobei spiter
das Mycel in die Wasserphase absinkt. In so angelegten Standkulturen, in denen die
Wasserphase (pH 5,5) auf 1 Liter 2 g NaNQg, 1 g KHaPOy, 0,5 g MgSO, « 7 HsO,
0,01 g FeSO,4 und 0,5 g KCL enthielt, entwickelte sich der Pilz sehr langsam. Als
Kohlenstoffquelle diente hierbei Diisentreibstoff. Sichtbares Wachstum trat in diesen
Ansitzen erst nach 3 bis 4 Wochen auf.

Zur Erginzung dieser Versuche wurden von diesem aerob wachsenden Pilz
Schiittelkulturen in 300 ml Erlenmeyerkolben mit 80 ml der oben genannten Mineral-
salzldsung und unter Zusatz von 1 bis 5 %/p Diisentreibstoff, Heizdl bzw. Rohdl ange-
legt. Der Olabbau wurde hierbei nicht mit chemischen Methoden bestimmt, sondern
das Mycel wurde nach 10 Tagen abgeschleudert, mit Methylenchlorid gewaschen,
24 Std. bei 100° C getrocknet, und anschliefend das Trockengewicht bestimmt. Ge-
waschenes Mycel aus diesen Ansdtzen wurde anschlieflend zu ,,6lverschmutztem Sand*,
entsprechend dem Versuchsansatz in Abbildung 3, zugesetzt und auch hier der Olabbau
tiber einen lingeren Zeitraum verfolgt, wobel in einigen Versuchen der Sand (Erd-
boden) mit Hilfe von Sonden beliiftet wurde.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In unseren Versuchsreihen dienten Rohdl, Heizd! bzw. Diisentreibstoff oder die
darin enthaltenen Produkte als einzige Kohlenstoffquelle. Bei Ausnutzung dieser
C-Quellen mufite in der auf Abbildung 3 gezeigten Versuchsanordnung, bei der Ent-
wicklung von Desulfovibrio desulfuricans, durch dessen Schwefelwasserstoffbildung
elne Schwarzfirbung (Eisensulfidbildung) auftreten. In der Regel beobachtete man
diese Reaktion nach 2 bis 3 Wochen im Bereich der Bertihrungszone zwischen Ol und
Mineralsalzlsung. Hitten bei diesen Versuchen in den Ulen enthaltene wasserlsliche
Produkte eine Rolle gespielt, so wiren diese sicherlich auch in den tieferen Bereich der
Sandkultur diffundiert und es hitte dann auch dort zu einer Schwarzfirbung kommen
miissen. Dies wurde jedoch in keinem Falle beobachtet. Der Olabbau erfolgte in diesen
Ansitzen nur sehr langsam, und selbst nach einem Jahr war keine nennenswerte Ab-
nahme der {iberstehenden Olschicht festzustellen.

Wesentlich rascher stellte sich die Entwicklung von Desulfovibrio desulfuricans
bei der auf Abbildung 4 gezeigten Versuchsanordnung ein. Wir fijhren diese Tatsache
auf die groflere Beriihrungsfliche zwischen Ol und Wasser, also die feinere Verteilung
des Ols zuriick. Dieser Versuch demonstriert zugleich die Verhiltnisse bei der Sekundir-
forderung von Erdol aus einer Olsandlagerstitte. Durch die groflen Bertthrungsflichen
zwischen Ol und Wasser im Porenraum der Lagerstdtte kommt es dort zu einer raschen
Vermehrung von Desulfovibrio desulfuricans. Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei
einer ,Olblase® oder einer ,Ollinse®, wie sie beispielsweise beim Auslaufen eines Ol-
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tanks im Erdboden entstehen konnen. Hier ist die Angriffsfliche fiir die 6labbauenden
Mikroorganismen sehr klein, und der Abbau vollzieht sich iiber lange Zeitriume. Wire
es anders, so hitten sich unsere Olvorrite in den kompakten Lagerstitten wohl kaum
tiber Jahrmillionen halten kdnnen. Dieser Versuch zeigt zugleich, dafl bei der Lagerung
von Kohlenwasserstoffen in Untertagespeichern (zur Vorratshaltung) dem Kavernen-
speicher (kompakte Lagerung) vor dem Aquifer-Speicher (Lagerung im pordsen, teil-
weise wassergefiillten Raum) der Vorrang einzurdumen ist.

Abb. 5: An der Grenzschicht zwischen Diisentreibstoff und Wasser entwidkelt sich der Pilz
Hormodendron. Das Pilzmycel sammelt sich stets nur in der Wasserphase, nie in dem Treib-
stoff an

Auch die Olabbau-Versuche im Quarzsand-Gefifl mit zugesetztem, gewaschenem
Mycel von Hormodendron spec. verliefen unbefriedigend. Zugesetzte Emulgatoren be-
schleunigten zwar zunichst den Abbau, wurden aber dann, wie wir es vorher schon
bei Bohr- und Schneidélen beobachtet hatten, sehr rasch von den Mikroorganismen ab-
gebaut (Abb. 5). Uber den Olabbau durch Hormodendron spec. und Streptomyceten,
jeweils 10 Stimmen der grauversporenden grisexs-Gruppe und der griinversporenden
prasinus-Gruppe, in Schiittelkulturen wird zu einem spiteren Zeitpunkt an anderer
Stelle berichtet werden.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Praxisnahe Versuche mit 6labbauenden Mikroorganismen, insbesondere Stimmen
von Desulfovibrio desulfuricans und Hormodendron spec., die aus verschiedenen
Ollagerstitten und Oltanks isoliert wurden, haben gezeigt, dafl der Abbau einer
geschlossenen Olschicht nur sehr langsam erfolgt.
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2. Nach den gewonnenen Ergebnissen diirfle es unwahrscheinlich sein, eine beispiels-
weise durch Auslaufen eines Oltanks im Boden entstandene ,,Ollinse® durch Zusatz
von geeigneten, 6labbauenden Mikroorganismen innerhalb weniger Tage zu besei-
tigen, um so die Gefahr der Olverschmutzung des Trinkwassers zu bannen.
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