De bacteriologische kwaliteit en het AOC-gehalte van grondwater
na biologische nitraatverwijdering

Inleiding

In het grondwater dat wordt gebruikr voor
de produktie van drinkwater wordt een
toename in het nitraatgehalte waar-
genomen. Verwacht wordt dat 25% van de
winningen van de Nederlandse water-
leidingbedrijven in de toekomst met
nitraatproblemen zal worden
geconlronteerd [Van Beek, 1984]. Bij hert
ontbreken van alternatieve bronnen voor
de drinkwaterproduktie zal bij een
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dreigende overschrijding van de maximaal
toelaatbare concentratie van 50 mg
nitraat/1 in het uitgaande water een
nitraatverwijdering in de zuivering moeten
worden opgenomen.

Nitraat kan uit water worden verwijderd
met fysisch-chemische technieken zoals
ionenwisseling, hyperfiltratie en elektro-
dialyse. De biologische verwijderings-
methoden (denitrificatic) verdienen echter
de voorkeur door de beperkte vorming
van afvalstoffen [Schipper, 1984]. Bij de
biologische processen wordrt nitraat door
bepaalde bacteriesoorten onder anoxische
condities (zuurstofloos) omgezet in
stikstofgas. Bij deze omzetting is een
energiebron nodig en wordr biomassa
gevormd (box 1). Aurotrofe bacterién
benutten anorganische verbindingen, zoals
waterstol of elementair zwavel als
energiebron en CO, als koolstotbron.

Op verschillende plaatsen wordt autotrofe
denitrificatie voor de drinkwaterbereiding
onderzocht of toegepast [Blecon et al,
1983; Gros et al, 1986; Kruithof et al, 1985;
Schippers et al, 1987]. Ook wordt gebruik
gemaakt van heterotrofe denitrificerende
bacterién, waarbij organische ver-
bindingen als ethanol en methanol dienen
als energie- en koolstofbron [Bockle ef af,
1984; Philipot, 1982; Richard en Leprince,
1980; Roennefahrt, 1986; Hall er al., 1985;
Germonpré, 1987].

Samenvatting

Toepassing van biologische processen voor de verwijdering van nitraat uit
grondwater kan leiden tot relatief grote aanrallen bacterién en hoge concentraties
afbreekbare verbindingen in het behandelde water, Verwijdering van deze
bacterién en verbindingen is noodzakelijk om groei van bacterién en hogere
organismen tijdens opslag en distributie van her water te voorkéomen.

Uitvoerig onderzoek is verricht naar de aanwezigheid van bacterién en nagroei-
bevorderende verbindingen (AOC) in grondwater, waaruit met behulp van het
zwavel/kalksteenproces (capaciteit 35 m3/h) nitraat is verwijderd. Ditzelfde onder-
zoek is tevens verricht bij twee bedrijfsinstallaties, waarbij waterstof respectievelijk
ethanol dienen als energiebron voor de bacterién, die nitraat uit het water

verwijderen.

De biologische nitraatverwijdering bleek steeds een aanzienlijke toename van het
aantal bacterién en het AOC-gehalte in het water te veroorzaken. Bodempassage
via open infiltratie, toegepast na het zwavel/kalksteenproces, veroorzaakle een
sterke en afdoende reductie van deze bestanddelen in het gedenitrificeerde
grondwater. Wel traden in de open infiltratievijver verstoppingsproblemen op, die
gedeeltelijk werden veroorzaakr door het hoge gehalte bacteriemareriaal en AOC

in het water.

Voorts is gebleken dat een enkelvoudige filtratie van het gedenitrificeerde water
na het waterstof- respectievelijk ethanolproces een onvoldoende reductie van het
aantal bacterién en het AOC-gehalte veroorzaakre. Nader onderzoek zal zich
moeten richten op het ontwerpen en definiéren van de procescondities van een
bovengrondse nabehandeling waarmee water wordt geproduceerd dat voldoet aan
de microbiologische eisen en geen (micro)biologische problemen veroorzaakt bij

opslag en distributie.

Het bacteriemateriaal, dat by het
denitrificatieproces wordt gevormd

‘box 1), zal zich voor een deel ophopen in
de reactor. Hierdoor kan de weerstand
plaatselijk toenemen, waardoor de
efficiency van het proces nadelig wordt
beinvloed. Gedeeltelijk zal dit bacterie-
materiaal eveneens in het behandelde
water geraken en het aantal bactrerién in

Box 1 - Stoichiometrische
vergelijkingen.

Autotrofe denitrificatie met Zwavel/Kalksteen

11 S (Energiebron) + 10 NO5 + 4.1 HCO; +
0,5 CO, + 1,72 NHi+ 2,54 H,0

0,92 CsH;NO, (Biomassa) + 11 SO% +
54 N, + 9,62 H;0*

; 0,16 mg biomassa per mg NOE

i Heterotrofe denitrificatie met Ethanol ‘

NOj + 0,555 C,H;OH (Energiebron)

0,0714 CgH;NO, (Biomassa) + 0,749 HCO, +
0,251 OH + 0,911 H,O + 0,464 N,

0,13 mg biomassa per mg NO;

het grondwater sterk verhogen. Als gevolg
hiervan en mogelijk mede door de
aanwezigheid van resten van een
toegevoegde organische energiebron of
tussenprodukten van microbiéle afbraak-
processen neemt ook het gehalte
gemakkelijk assimileerbare organische
koolstofverbindingen (AOC) in het water
toe. Om te voorkomen dat bij opslag en
distributie van dit water een ongewenste
vermeerdering van bacterién en hogere
organismen optreedt, is een nazuivering
vereist. Voor het ontwerpen en het
formuleren van de procescondities van
deze nazuivering is onderzoek nodig naar
de effecten van het denirtrificatieproces en
de nazuivering op de bedoelde warer-
kwaliteitsparamerters. In dit artikel wordt
een onderzock beschreven naar de
samenstelling van het grondwater na
passage van een laagbelast mengbed van
zwavel en kalksteen en een daarop
volgende bodempassage. Tevens is de
invloed van twee in het buitenland
opgestelde bedrijfsinstallatics op de water-
samenstelling bepaald.

De onderzochte processen

Her zwaartepunt van het onderzoek naar
de toepassing van de denitrificatie-
processen door KIWA heeft tor dusver
gelegen bij de behandeling door middel
van passage door een laagbelast bed van
zwavel/kalksteen, een proces dat is
bestudeerd bij pompstation Dr. Van Heek
van NV Waterleidingmaatschappij
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Oostelijk Gelderland (WOG) in het
Montferland. Onderzoek is uitgevoerd
met een proefinstallatie (0,035 m3/h) en
een demonstratie-installatie (DEMO-
installatie; 35 m3/h), die in december 1986
is opgestart. Her nirraatgehalte van 70 a
80 mg/l werd gedurende een looptijd van
twee jaar gemiddeld mer 90% verlaagd.
Halverwege deze looptijd is de verblijfiijd
in de reactor verhoogd door een
verdubbeling van de zwavel/kalksteen
hoeveelheid. Het water behandeld met de
DEMO-installatie werd geinfiltreerd en
teruggewonnen na een verblijf van circa
twee maanden in de ondergrond.

De beide installaties en de gegevens over
nitraatverwijdering en de overige proces-
prestaties zijn uitvoerig beschreven door
Kruithof et al, [1988] en

Van der Hoek et al, [1990].

De bacteriologische en de chemische
samenstelling van het grondwater
behandeld met de proefinstallatie is
eerder beschreven [Hijnen et al, 1988].
De resultaten van het microbiologische
onderzoek bij de DEMO-installatie
worden in dit artikel besproken.

Naast het onderzoek naar de water-
samenstelling bij het zwavel/kalksteen
proces is ¢éénmalig de watersamenstelling
na twee andere biologische processen
voor de verwijdering van nitraat uit
grondwater geanalyseerd. Monsters zijn
genomen van het proces met heterotrofe
bacterién in een vastbed-reactor gevoed
met ethanol opgesteld in Frankrijk
[Ravarini et al, 1988] en een proces met
autorrofe bacterién in een lamellen-reactor
gevoed met waterstot opgesteld in
Duitsland [Hellekes en Rutten, 1986].
Beide processen worden op bedrijfsschaal
toegepast. In box 2 zijn de flowschema’s
van de onderzochte processen weer-
gegeven,

Het bepalen van de watersamenstelling
Bacterién in het water

De biomassa, die wordt gevormd bij het
denitrificatieproces, bestaat uit bacrerién
die geen gevaar opleveren voor de
volksgezondheid. Alhoewel b de
bacteriologische parameters de aandacht
vooral zal uitgaan naar een bepaling van
het totaal aantal bacterién in het water is
het ook van belang vast re stellen of, en in
welke mate, het proces de in het
Warterleidingbesluit [1983] genoemde
bacteriologische parameters beinvloedt.
Bacterién van de coligroep (NEN 6553),
faecale streptococcen (NEN 6564) en
sporen van sulfietreducerende clostridia
(NEN 6567) als indicatoren voor faecale
verontreiniging zijn bepaald in het effluent
van de zwavel/kalksteen-reactor. Ook is
aandacht besteed aan de aanwezigheid

van Aeromonas bacterién (NEN 6263,
De overheid heeft voor deze bacterie een
signaleringswaarde van 20 kolonie-
vormende eenheden (KVE}/100 ml in het
water ‘af pompstation” aangegeven.

De koloniegerallen van heterotrofe
bacrerién zijn bepaald bij 22°C en bij
37°C op glucose-gistextract-agar

(respectievelijk NEN 6560 en NEN 6550).

Aangezien deze parameters slechts een
beperkte indruk geven van het rorale
aantal kolonievormende bacterién in het
walter is tevens her koloniegetal op

verdunde bouillon agar bij 25°C (VBA25)

[Van der Kooij er al, 1981] bepaald.

Ook met deze bepaling kan overigens
slechts een beperkt deel van de
denitrificerende bacterién in het
behandelde grondwarer worden bepaald,
omdar:

— niet alle heterotrofe bacterién (bijvoor-
beeld Hyphomicrobium spp.) en zeker niet
de autotrole bacterién zoals Thiobacillus
denitrificans kunnen groeien op het VBA
medium;

- veel bacterién in water waarschijnlijk
aanwezig zijn in de vorm van aggregaten
van meerdere cellen, die op de vaste
media worden geteld als één kolonie-
vormende eenheid (KVE).

De bepaling van het aantal autotrofe
bacterién in water met behulp van vaste
voedingsmedia is lastiger dan van de
heterotrofe bacterién, met name omdar de
levensvatbaarheid van deze micro-
organismen onder de kweckcondities vrij
laag is (< 10%). Een alternatieve techniek
voor het bepalen van het totaal aantal
bacterién in het gedenitrificeerde water is
de directe microscopische telling.

Deze werkwijze was ten tijde van dir
onderzoek nog niet operationeel.
Vanwege bovenstaande overwegingen is
bij dit onderzoek een analysetechniek
toegepast, die voor de drinkwatermicro-
biologie nicuw is. Door middel van de

Box 2 - De onderzochte processen.
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Box 3 - De AOC-bepaling.

De zogenaamde AOC-bepaling is een
methode voor het meten van het gehalte
gemakkelijk Assimileerbare Organische
Koolstof in water en is ontwikkeld om de
mate van bacteriegroei in drinkwater
tijdens distributie te kunnen voorspelien
[Van der Kooij, 1979]. De bepaling berust
op het meten van het groeimaximum van
een geselecteerde reincultuur van
bacterién in een watermonster, waarin de
van nature aanwezige bacterién door
pasteurisatie zijn gedood. Het AOC-gehalte
wordt berekend uit het groeimaximum,
uitgedrukt in Kolonievormende Eenheden
(KVE) per ml, en de opbrengstfactor
(KVE/mg C) van de reincultuur voor
acetaat. Het gehalte wordt weergegeven
als gewichtshoeveelheid (mg of ug)
acetaat-C equivalenten per liter.

Voor het bepalen van groepen van
verbindingen, die bijdragen aan het
AOC-gehalte, worden verschillende test-
stammen gebruikt. Pseudomonas
fluorescens stam P17 is als "alles eter’ in
staat te groeien op aminozuren, carbon-
zuren, koolhydraten en aromatische zuren
en Spiriflum sp. stam NOX is gespeciali-
seerd in carbonzuren, waaronder oxaal-
zuur. Voor de AOC-bepaling wordt meestal
een gemengde ent van stam P17 en NOX
toegepast.

bepaling van her gehalte bacteriéle
adenosinerrifosfaat (ATP) in water kan
binnen een uur een indruk worden
verkregen van de hoeveelheid actief
bacteriemateriaal. De ondergrens van deze
bepaling bedraagt 1 picogram (10-2 gram)
per ml monsrer. ATP is een verbinding
die in elke levende cel aanwezig is voor de
opslag en het transport van energie.

De concentratie in de cel hangt onder
andere af van de grootte en de
fvsiologische condities van de cel. In de
literatuur wordt een gemiddeld gehalte
van 10- ¢ gram per bacteriecel genoemd
[onder andere Webster ef al, 1986].

Dit betekent dat de ondergrens van de
bepaling ligt op een niveau van

101 cellen/ml. De ATP-bepaling is in

box 4 beschreven.

Zwavel/Kalksteen Waterstofproces ‘ ‘ Ethanolproces
filtratie
35 m3/h 50 m3/h 400 m3/h
Deelstroom Deelstroom
Dubbellaags/ Dubbellaags/
l B°dem"l’assage ’ viokkingsfiltratie viokkingsfiltratie
’ Geen desinfectie ‘ i UV-desinfectie Nachloring ‘ ‘ Nachloring
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Organische verbindmgen

Het TOC-gehalte (mg C/1) van het (niet
voorgefiltreerde warer is bepaald mer de
Technicon AAIT analvser (UV-destructic)
met een reproduceerbaarheid van

0,1 mg C/L. Colloidale gesuspendeerde
deelyes kleiner dan 0,6 mm (kleinste
diamerer capillair) zijn meebepaald.

De AOC-bepaling is uitgevoerd zoals
beschreven in box 3.

De samenstelling van het water na het
denitrificatieproces

Het zwavel/kalksteen proces

Bij de proefinstallatie mer gesloten
kolommen werden geen bacterién van de
coligroep, faccale streptococeen en sporen
van sulfietreducerende clostridia in het
behandelde water aangetoond. In het
effluent van de DEMO-installatic,
opgesteld in het open veld daarentegen
waren deze micro-organismen regelmatig
aanwezig (rabel I), hoogstwaarschijnlijk
door introductie van buitenaf (vogels).
Aeromonas bacterién waren in het
opgepomple grondwater niet aanwezig,
maar wel in het behandelde water van de
proef-en de DEMO-installatie [Hijnen et
al, 1988], (afb. 1). De mediaanwaarde van
het Aeromonas-aanrtal in her effluenr van
de DEMO-installatie over de looptijd van
twee jaar was 500 KVE/100 ml (tabel 1.
Het vodrkomen van hoge Aeromonas-
aantallen in het gedenitrificeerde grond-
water en de toename van dit aantal in de
eerste 350 dagen van de looptijd zijn
vermoedelijk het gevolg van de in de
reactor optredende ophoping van
denitrificerende bacrerién. Aangetoond is
dat Aeromonas hvdrophila in staat is te
groeien op lage concentraties organische
verbindingen afkomstig van (dood)
bacteriemateriaal [Van der Kooij en
Hijnen, 1988]. Uit dit onderzoek blijkr dat
deze groei eveneens optreedt onder
anaérobe omstandigheden.

Een daling van het Aeromonas-aantal met
een factor 10 4 100 na ongeveer 370 dagen
(afb. 1) viel samen met de verdubbeling
van de verblijftijd van het water in de
reactor. Na verloop van tijd nam het
Aeromonas-aantal in het behandelde water
weer toe.

Qok de koloniegetallen bepaald bij 22°C
en 37 °C namen toe als gevolg van het
denitrificatieproces (tabel I). De mediaan-
waarden lagen duidelijk boven de in het
Waterleidingbesluit [1983] genoemde
niveaus voor drinkwater in het leidingnet
(100 respecrievelijk 10 KVE/ml).

Het koloniegetal bepaald bij 22 °C was
minder dan 0,1% van het aantal bepaald
op verdunde bouillon agar (VBA25).

Dit koloniegetal nam met een factor 100 &

Box 4 - De ATP-bepaling.

De enzymatische bepaling van bacteriéle ATP in water

Adenosinetrifosfaat (ATP)

100 ul monster wordt gemengd met 100 gl Nucleotide Releasing Agent NRB

12 seconden wachttijd: vrijkomen van ATP uit bacteriecel

Toevoegen van 100 ul Luciferine-Luciferase Enzymcomplex

’ Biochemische reactie gedurende 10 seconden waarbij licht vrijkomt

Lichtproductie wordt gemeten met Luminometer

‘ Met gemeten hoeveelheid licht en ijklijn: berekening van ATP-concentratie (10-9 g/1)
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proces te Montferland:
verdubbeling van de
contactiid na 370 dagen.

Looptiid (dager)

Looptijd (dagen)

TABEL 1 = Ozersicht van de microbiologische samenstelling van het grondzwater behandeld met de demonstratie-

instatlatic van het sz

el/kalksteenproces in Montferland over de totale onderzoekperiode van 2 jaar.

Percentage
Eis Y0 over-

waterleiding- schrijdingen
Parameter besluit n# cis Mediaan®*  Min2  Max?
Bacterién van de coligroep  (KVE/100 ml < 1/300 ml 27 52 1 gl
Faecale streptococeen (KVE/100 ml < 1/300 ml 16 44 <1 <l
Sporen van sulfiet
reducerende clostridia KVE/100 ml < 1/100 ml 16 25 ] 21
Aecromonas KVE/100 ml; 20/100 mlb 43 98 500 10 1,6 x 10*
Koloniegetal bij 22 °C KVE/ml 100/ml © 32 66 250 11 1,6 x 104
Koloniegetal bij 37 °C KVE/ml) 10/ml* 19 33 9 I 4x10°
Koloniegetal VBA 25°C KVE/ml -d 43 - 83 x 10 8,1x 10> 7,5x105

i = gantal monsters; mediaan = 50%; min. = minimum en max. = maximum;

b signaleringwaarde;
¢ geometrisch jaargemiddelde in distributiegebied:
dgeen eis.
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Afb. 2 - Groet van de AOC-stammen Pseudomonas fluorescens stam PI7 en Spirilliom spp stam NOX in grondzeater

zoor en na het zwa
gedenttrificeerde water.

1.000 toe tot 104 a 106 KVE/ml (tabel .
Het ATP-gehalte van het grondwater lag
over het algemeen beneden 5 ng/l en
steeg tengevolge van het denitrificatie-
proces tot gemiddeld circa 250 ng ATP/1
(atb. 1). Her totaal aantal levende
bacterién in het warer kan op basis van
dit gehalte geschat worden op

2,5 x 100 cellen/ml. De mediaanwaarde
van het aantal kolonievormende
heterotrofe bacterién bepaald op het VBA-
medium was 9,3 x 10¢ KVE/ml en vormde
minder dan 10% van dit geschatte aantal
cellen. Het verschil in bacterieconcentratie
tussen beide parameters (AT en VBA25)
1s vermoedelijk veroorzaakr door de
samenstelling van de bacteriepopulatie in
hert gedenitrificeerde water, die
voornamelijk zal bestaan uit Thiobacitlus
denitrificans. Dit organisme vormt geen
kolonie op het VBA-medium, maar levert
wel een bijdrage aan het ATP-gehalte,

Er werd een toename waargenomen van
her gehalte organische koolstof in het
water (afb, 1). Het TOC-gehalie steeg
gemiddeld mer 0,2 a 0,3 mg C/1.

Iet gehalte aan gemakkelijk assimileer-
bare organische koolstof (AOC in het
behandelde water nam in de cerste fase
van de looptijd sterk toe en bedrocg 40%
van het TOC-gehalte. Na verloop van tijd
daalde het AOC-gehalre tot waarden lager
dan 50 ug ac-C eq/1 (afb. 1).

In her grondwater werd de hoogte van het
AOC-gehalte voornamelijk bepaald door
de groei van stam NOX, de teststam die
gespecialiseerd is in het benutten van
carbonzuren (afb. 2). Het AOC-gehalte in
het gedenitrificeerde grondwater
daarentegen bestond voornamelijk uit
verbindingen die mert voorkeur door de
‘alles eter’ Pseudomonas fluorescens

stam PI7 worden opgenomen. Het AOC-
gehalte van dit water nam met circa 50%
af door filtratie over een | pum glasvezel-

shalksteenproces (a) en (b). Groer van Aevomonas hvdrophila stam 800 in het

filter (atb. 3). Hieruit kan worden
opgemaakt dar, naast opgeloste
verbindingen ook verbindingen afkomstig
van biomassa van invloed zijn op hert
AOC-gehalte. Bacteriemareriaal is deels
colloidaal (<<1 m) en deels als zwevende
stof (>>1 um) in hel waler aanwerig

tafb. 4). Uit onderzoek is gebleken dat
Aeromonas hydrophila stam 800 goed groceit
op lage concentraties (ug/l) verbindingen
atkomstig van bacteriemateriaal

[Van der Kooij en Hijnen, 1988]. De sterke
groei van deze stam in het gedenirri-
ficeerde water wijst eveneens op de
aanwezigheid van deze verbindingen.

De gemiddelde toename van het TOC-
gchalte door her denitrificatieproces was
0,25 mg C/1. Wanneer deze toename
geheel zou zijn veroorzaakt door levend

Afb. 4 - Opname gemaakt met cen elektronenmicroscoop o
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Afb. 3 - Het AOC-gchalie in het gedenitrificeerde water

eddr en nd filtratic over een glasvezelfilter met een
poriegrootte wan 1 gm.

bacteriemateriaal dan zou op grond van de
in de literatuur genoemde verhouding
tussen het gehalte A'TP en organisch
keoolstof in bacteriécn (TOC/ATP = 250)
[Karl, 1980], een gemiddeld ATP-gehalte
in her warer worden verwacht van circa
1.000 ng/1. Her waargenomen niveau was
echter gemiddeld 250 ng/1 (25%);.

et verschil kan worden verklaard uit het
feit dat een deel van de TOC bestaat uit
dood celmateriaal dat geen ATP bevar.

Demtrificatie met waterstof of etfranol

In tabel II zijn de resultaten vermeld van
enkele oriénterende metingen in water na
denitrificatie door middel van het
waterstofproces en na denitrificatie met
ethanol. Ter vergelijking zijn in deze tabel
de gegevens van de zwavel/kalksteen-
reactor opgenomen. Bij het zwavel/

i bacterien op et oppervlak van cen swavclhorrel,
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kalksteen-proces is het beeld van de
watersamenstelling gebaseerd op een
lange periode van continue filtratie, terwijl
de andere processen, die frequent worden
teruggespoeld, zijn bemonsterd op één
moment in de looptijd.

Uit de gegevens blykt dat de onderzochte
processen ¢en aanzienlijke roename van
het gehalte bacteriemateriaal veroor-
zaakren. De koloniegetallen bepaald bij
22 en 37°C van het behandelde water
waren hoog en verschilden onderling
sterk. Deze koloniegetallen bedroegen
over het algemeen maximaal 10% van het
totaal aantal heterotrofe kolonievormende
bacterién bepaald op her VBA-medium.
Livenals bij de autorrofe processen met
zwavel en waterstol bedroeg het aantal
heterotrote kolonievormende bacterién

monsters of groeibeperking door
onvoldoende fosfaat en/of spore-
elementen in het water. Nader onderzoek
naar de bepaling van het AQC-gehalte in
water na cen heterotroof denitrificatie-
proces mel ethanol is noodzakelijk.

Nabehandeling van het
gedenitrificeerde grondwater
Infiltratie en bodempassage

De infiltratic van het grondwater
behandeld met het zwavel/kalksteen-
proces In een open vijver verliep niet
ronder problemen. Biogene ontharding
door overmatige algenbloei (in de eerste
fase van infiltratie) en later de sterke
toename van de troebelheid door de
vorming van slecht oplosbare poly-
sultiden en elementair zwavel veroor-

TABEL IT = De samenstelling van het grondewater na behandeling met het zcavel/kalksteenproces

(onderzoekperiode van 2 jaar) cn na tiwvee andere denitrific

ateprocessen fu'(‘”,‘ihl.".’lg’f meting).

Upflow langzaam
swavel/kalksieen

Lthanolproces
in vast lterbed

Waterstolproces
in 5 reactoren

filtratie mel lamellen (down(low
Parameters Mediaan 1b 5b le 3c
Koloniegetal bij 22 °C {KVE/ml) 2504 32 x 104 3,1 x 10t 2,6x 103 82x 10}
Koloniegetal bij 37 °C (KVE/ml) 9a 99 1,5x 103 1 1
Koloniegeral VBA 25°C  (KVE/ml; 9,3 x 10t 7Ix10 41x105  13x10% 1,.2x10%
Aeromonas (KVE/100 ml) 5504 2 43 15 22
ATP-gehalte ‘ng/l 250 1.065 863 322 224
Toename TOC-gehalte {mg C/1) 0.3 0.2 03 3,6 3,0
AOC-gehalte (ugac-Ceq/l 35-983 d 194 155 151 318

4 Mediaan-waarde als vermeld in tabel I;

b Reactor | en 3: respecrievelijk eerste en laatste reactor van het proces;

¢Reactor 1 en 3: parallel geschakeld:
d Minimum en maximum.

op het VBA-medium in het water
behandeld met het ethanolproces slechrs
een kleine fractie (<X 10%) van het roraal
aanral levende cellen geschat mer de
ATP-bepaling. Dit aanral kan in het
gedenitrificeerde water bij de onderzochte
processen geschat worden op 100 4 107 per
ml. De aanwezigheid van Aeromonas
bacterién in het gedenitriliceerde water bij
alle installaties sluit aan bij de waar-
neming, dat deze bacterie voorkomt op
plaatsen met een ophoping van biomassa.
De beide autotrofe processen (zwavel/
kalksteen en waterstol) leidden tot een
duidelijke verhoging van het TOC-gehalte
(0,24 0,3 mg C/1). Een sterkere toename
(3 43,6 mg C/l) is waargenomen na het
ethanolproces en bestond mogelijk voor
een belangrijk deel uit ethanol. De fractie
gemaklkelijk assimileerbare organische
koolstol, gemeten met de AOC-bepaling,
was in dit water gering (4 en 10% van het
TOC-gehalte) in vergelijking tot deze
fractie in het water na de twee autotrofe
processen (1ot 100%). Dir lage percentage
kan zijn veroorzaakr door een te laag
groeimaximum van de reincultures bij de
AQC-bepaling als gevolg van verdamping
van ethanol bij de pasteurisatie van de

zaakten verstoppingen [Van der Hoek

et al, 1990]. Onderzocht wordt of deze
problemen zijn op te lossen door aan-
passing van de bedrijfsvoering van het
denitrificatieproces. Het hoge
AQC-gehalte van het gedenitrificeerde
water (afb. 1) en het aangevoerde bac-
reriemateriaal leverden ook een bijdrage
aan de verstopping. Aangeroond is dat ver-
stopping door bacteriegroei reeds bij een
lage AOC-concentratie (10 ug ac-C eq/l)
optreedr [Hijnen en Van der Kooij, 1990).
Bij het infiltratieproces vindr accumulatie

Gehalte op drie localies

Organisch koolstof (mg C/ml zond)

! \
1%
s
—
—
| ! A ———
0 10 20 30 40 50

i Diepte in zandpakket (cm)

Afb. 5 - Organische koolstof gehalte van het zand op
eent aantal diepten in het infiltrevend zandoppervlak van
de verstopte infiltraticoijver na het swavel/
kalksteenproces.

van organische koolstof in de cerste milli-
meters van het infilirerend zandoppervlak
plaats. In de oppervlaktelaag van de
bodem van de infiltratievijver zijn
gehalten organisch koolstof gemeten

(afb. 5), dic in orde van grootte over-
ecenkomen met de waarden bepaald in
zand van door bacteriegroel verstopte
experimentele zandfilters [Hijnen en

Van der Kooij, 1990]. Onderzoek zal
worden uitgevoerd naar de reductie van
het AOC- en het ATP-gehalre in het
gedenitrificeerde water voor infiltratie
door een voorinfiltratie in een gedraineerd
grofkorrelig zandpakket.

De bodempassage bleek een effectieve
wijze van nabehandeling gezien de goede
bacteriologische kwaliteit van het
opgepompte water (tabel IIT). De in het
gedenitrificeerde grondwarer aanwezige
indicator parameters voor faecale
verontreiniging (tabel [) werden nagenoeg
volledig verwijderd. Of de enkele faecale
streptococcen, die werden waargenomen
en overigens niet zijn bevestigd, afkomstig
waren uit het gedenitrificeerde water is
onduidelijk. e mediaanwaarden van de
koloniegetallen bepaald bij 22 en 37 °C
waren ruimschoot beneden de in tabel |

TABEL 11 - De samenstelling van het met de DEMO-installatie behandelde grondwwater na ondergrondse
nabehandeling (het onderzochte water (uit de putten 2 en 3), bestond voor ecn deel it behandeld water en een deel

vers grondwater).

Percentage
overschrijdingen

Parameter n# van de eis Mediaan * Min. # Max. #
Bacrerién van de coligroep (KVE/100 ml) 43 23 < 1 21 1
I'aecale streptococcen (KVE/100 ml) 25 16 < 1 <] 9
Sporen van sulfiet

reducerende clostridia (KVE/100 mD 25 < 4 < 1 e i <1
Aerononas (KVE/100 ml) 66 1.5 L | | 1
Koloniegetal byj 22 °C (KVE/ml 47 <= B 3 1 906
Koloniegetal bij 37 °C (KVE/ml) 28 24 < 1 oL il |
Koloniegetal bij VBA 25°C (KVE/ml 75 - 340 27 2.300
ATP-gehalre (ng/l) 41 - < | < 1 8
AOC-gehalte (peg ac-C eq/l) 6 - 3 1.3 92

an = aantal monsters; mediaan = 50%; min. = minimum en max. = maximum.
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genoemde maximaal toelaatbare waarden.
Het koloniegetal bepaald op het VBA-
medium, het ATP-gehalre, en het
AOC-gehalte in het opgepompte grond-
water waren laag en lagen op her niveau
zoals waargenomen in het grondwater
voor het denirriticatieproces.

Bowvengrondse nabehandeling

Ter vergelijking van de effecten van de
nabehandeling bij de dric onderzochte
processen op het gehalte bacteriemareriaal
en organisch koolstof zijn in afb. 6 de
waarden van de belangrijkste parameters
na de diverse stadia van de behandeling
weergegeven. Benadrukr wordr, dat de
metingen bij het waterstof- en ethanol-
proces slechts eenmalig zijn uitgevoerd en
dat de nabehandeling bij deze processen
niet is geoptimaliseerd voor de parameters
toegepast in dit onderzoek.

Bij het waterstof- en het ethanolproces
werd als bovengrondse nabehandeling
een dubbellaags-vlokkingstiltratic
toegepast, [{er nafilter bij het waterstot-
proces had op het moment van monster-
name cen spoelfrequentie van éénmaal
per 48 uur. Deze frequentie is
(onathankelijk van dit onderzoek) later
gewijzigd in ¢énmaal per 24 uur.

De belasting van dit nafiiter met bacterice-
marteriaal was hoog en het ATP-gehalte
nam slechts met ongeveer 50% af.
Ondanks een sterke afname van het AOC-
gehalte nam het TOC-gehalte nog enigs-
zins toe, Deze waarneming en het hoge
rest ATP-gehalte (overeenkomend met
meer dan 106 bacterién/ml) wijzen op een
hoog gehalte bacteriemateriaal in het
nabehandelde water.

Bij het ethanolproces werd het nafilter
belast met water met een hoog TOC-
gchalte, vermoedelijk voor een belangrijk
deel bestaande uit ethanol. Alhoewel het
TOC-gehalte afnam tot het niveau van het
ruwe warter bleef in het AOC-gehalre
hoog. Het gehalte bacteriemateriaal (A1TT)
nam sterk al (> 90%) door de na-
behandeling, maar was evenals het AOC-
gehalte in het nabehandelde water hoger
dan in het ruwe warter.

Bij het Waterstofproces bestond de
nadesinfectie uit cen UV-desinfectie en
een chloordosering, waarna het water als
deelstroom (20%) werd opgemengd met
het ruwe water. Dit water ondergaat een
snelfiltratie (ontijzering en ontmanganing)
en een beluchting (CO,-verwijdering).
Het nabehandelde water van het Ethanol-
proces werd na desinfectic met chloor
gedistribueerd. Volgens de beheerders
van beide bedrijfsinstallaties kon met de
nadesinfectie van het gedenitrificcerde en
nabehandelde water worden voldaan aan
de in de wet voorgeschreven eisen voor
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Afb. 6 - Het kolonicgetal op het VBA-medium en het TOC-, ATP- en AOC-gehalte van het water na de diverse
stadia van de onderzochte processen (gecn kolom: gehalte beneden analvsegrens); bij het zewavel/kalksteenproces zijn
de mediaanwaarden vermeld en by de andere processen het gemiddeide van de waarnemingen bij een éénmalig

onderzock,

de bacteriologische kwaliteit van drink-
water. (Micro)biologische problemen in
het leidingnet van deze pompstations zijn
niet waargenomen,

Uit de resultaten van deze oriénterende
meringen blijkr dar de enkelvoudige
filtratie, zoals toegepast na de denitrificatie-
processen met waterstof en ethanol, het
gehalte bacteriemateriaal en het AOC-
gehalte in het water alkomstig uit de
bioreactor, nier afdoende verlaagde.

De AOC-concentraties in het nabehandelde
water waren hoger dan 10 g ac-C eq/l, de
waarde die voor drinkwater "af pomp-
station’ is aanbevolen om (micro)-
biologische problemen als gevolg van
nagroei tijdens opslag en distributie van
het water te voorkomen [Van der Kooij en
Hijnen, 1983]. De ATP-waarden van 20 a
400 ng/l in het nabehandelde water
duiden op een relatief hoge belasting van
het leidingnet met bacteriemateriaal,

Het kan niet worden uitgesloten dar met
een optimalisatie van de bedrijfsvoering
van de enkelvoudige filtratie, gericht op

de verlaging van het niveau van beide
parameters, een verbeterde samenstelling
van het behandelde water kan worden
bereikt. Wordt het denitrificatieproces
toegepast op cen deelstroom met een

hoog nitraatgehalte, zoals bij het water-
stofproces, dan levert ook menging mel
niet gedenitrificeerd grondwater een
bijdrage aan het bereiken van de gewenste
watersamenstelling.

Conclusies

Uit de resulraten van dit onderzoek blijkt
- dat het denitrificatieproces, zowel met
cen anorganische als met een organische
energicbron, bij de verwijdering van
nitraat uit grondwater leidt tot een
toename van het gehalie bacteriemateriaal
en gemakkelijk assimileerbare organische
koolstof (AOC) in her water. Bij een
‘open’ proces in de buitenlucht dient
bovendien rekening gehouden re worden
met de introductie van bacterién van
faccale herkomst. Een relatief sterke
toename van het aantal bacterién in het
water is waargenomen met de kolonie-
gerallen op Glucose-Gistextract Agar en
op verdunde bouillon agar. De toename
van het gehalte bacteriéle adenosinetri-
fosfaat (ATP) wijst op een nog hoger
aantal bacterién in het gedenitrificeerde
water, omdat bacterién die nier in sraar
z1jin kolonies te vormen op de boven-
genoemde media wel een bijdrage leveren
aan het ATP-gehalre.
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- Bij alle onderzochre denitrificatie-
processen is, in meer of mindere mate,
een toename van het aantal Aeromonas
bacterién waargenomen. Deze toename is
hoogstwaarschijnlijk het gevolg van de
aanwerigheid van hoge concentraties
biomassa in de filters.

- Het gehalte gemakkelijk assimileerbare
organische koolstof (AOC) wordt door het
denitrificatieproces sterk verhoogd.

Dit wordt veroorzaakt door de toename
van het gehalte bacteriemateriaal in het
water en de aanwezigheid van
verbindingen, die door micro-organismen
bij anaerobe processen worden gevormd.
Bij de heteroftrofe processen levert een
rest-concentratic van de energiebron ook
een (belangrijke) bijdrage.

- Veranderingen van de gehaltes
bacteriemateriaal en {atbreekbare)
organische stoffen (inclusief rest
substraat) in het water leiden tot variaties
van het TOC-gehalte. Gezien het lage
concentratie niveau van afbreckbare
organische verbindingen waarbij nagroei
van bacterién wordl waargenomen

(ug C/1) blijven metingen van her AOC en
ATP gehalte nodig voor een nauwkeurige
analyse van het water.

- Bodempassage van her gedenirrifi-
ceerde water gaat gepaard met een sterke
reductie van de aantallen bacterién en het
AQC-gehalte in het water. Bij het
toepassen van cen dergelijke na-
behandeling dient echter rekening
gehouden te worden met verstoppings-
verschijnselen in het infiltratiepand.

- Uit het oriénterend onderzoek uit-
gevoerd bij het waterstof- en ethanol-
proces is gebleken dat de enkelvoudige
vlokkingsfiltratic op moment van
monstername het bacteriemateriaal en het
AQC-gehalte niet voldoende verwijderde.
Door optimalisatie van de bedrijfsvoering
is mogelijk een beter resultaat te bereiken.
Her is echter onwaarschijnlijk dat met een
dergelijke enkelvoudige nafiltratie de
vereiste waterkwaliteit kan worden
bereikt.

Verder onderzoek

In het kader van het VEWIN-speurwerk-
project "Nitraatverwijdering’ zal het
zwaartepunt van het onderzoek in de
komende twee jaar liggen op het
ontwikkelen en operationeel maken van
een heterotroof denitrificatieproces in een
vastbed reactor met ethanol als energie-en
C-bron, gevolgd door een bovengrondse
nazuivering. Zoals uit de beschreven
resultaten blijkt is het van groot belang om
de microbiologische kwaliteir van het
gedenitrificeerde water goed te
analyseren. Nader onderzoek is nodig
naar de aanwezigheid van ongewenste

bacterién (onder andere Aeromonas en
Pseudomonas spp.) in het water na de
diverse stadia van de zuivering.

Alle beschreven analysetechnieken
worden in het laboratorium uitgevoerd.
Hert bacteriemarteriaal is als colloidaal
materiaal in water aanwezig en mer de
microbiologische analyses, die in dit
onderzoek zijn toegepast, wordt alleen de
levende fractie gemeten. Fysische analyse-
technieken zoals troebelheid en de
Membraantfiltratie-Index [MFI; Schippers
en Verdouw, 1979] kunnen mogelijk als
aanvullende metingen op locatie snel een
indruk geven over het totale gehalte
bacreriemateriaal in het behandelde
grondwater.

Aandacht is ook nodig voor de bepaling
van het AOC-gehalte na denitrificatie met
cthanol. Als blijkt dat ethanol niet wordt
meebepaald bij de AOC-bepaling moet
een methode voor analyse van lage
concentraties van deze verbinding in
water worden ontwikkeld. Ethanol is een
gemakkelijk assimileerbare organische
verbinding, waarvan de concentratie in het
nabehandelde water, op grond van de
advieswaarde voor het AOC-gehalte van
drinkwarer, lager moer zijn dan 10 ug C/I.
De genoemde parameters zullen worden
toegepast in het onderzoek met als doel
ontwerpcriteria voor een goede
nazuivering te formuleren, waarmee
bacteriologisch betrouwbaar drinkwater
kan worden geproduceerd dat geen
aanleiding geeft tot {micro)biologische
problemen bij opslag en distributie.

Verantwoording

Her beschreven onderzoek maakt deel uit
van het door de VEWIN aan het KIWA
opgedragen speurwerkprogramma.

Het onderzock aan het zwavel-kalksteen-
proces vormde een onderdeel van een
studie naar de toepassing van dit proces
die in samenwerking met de NV Water-
leidingmaatschappij Oostelijk Gelderland
en de Stichting Waterlaboratorium Oost
wordt uitgevoerd. Dank is verschuldigd
aan de Centre en Recherche de la
Compagnie Générale des Eaux (Parijs) en
de Stadtwerke Monchengladbach GmbH
(Duitsland), die het mogelijk hebben
gemaakr her onderzoek aan her ethanol-
respectievelijk het waterstofproces uit te
voeren. C. Koning, F. L. M. Donker en
H. W. van der Klift hebben zorg gedragen
voor de technische ondersteuning bij het
voorbereiden en uitvoeren van de
werkzaamheden.
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teel ook uitgevoerd, om de bedrijfszeker-
heid en flexibiliteit van hert proces te
verhogen. et zwavel/kalksteenproces is
thans geschikr voor toepassing op
praktijkschaal.

Verantwoording

Het deel van het onderzoek naar nitraat-
verwijdering uir grondwarer mer zwavel/
kalksteen filrratie dar door KIWA wordt
uirgevoerd vindr plaats in het kader van
het VEWIN-speurwerkprogramma.

Het onderzock wordt uitgevoerd in nauwe
samenwerking met de Waterleiding-
maatschappij Qostelijk Gelderland,
waarvan de heren ing. B. . Mijnarends,
H. F. Wisselink en ir. H. A. L.. Dierx een
bijdrage leverden, en in nauwe samen-
werking met de Stichting Water-
laboratorium Qost,

Van het KIWA droegen de heren

E. L. M. Donker, ing. R. C. M. Jong en
ir. ]. W. N. M. Kappelhof bij aan het
project.
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Conclusie

Wi concluderen dat zowel laterale als
verticale, nog onvoldoende bekende,
processen cen rol spelen bij de
verontreiniging van het grondwater met
zink i het onderzochte gebied. Ook in de
literatuur 1s weinig bekend over de
beweeglijkheid van zink in her grond-
water, noch over her effect van hoge zink-
gehalten op het ecosysteem.

Verder onderzock naar de processen dic
een rol kunnen spelen bij zink-
verontreiniging van het grondwater is
daarom gaande. Hierover zal binnenkort
gerapporteerd worden.
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Schoonmaak Middellandse
Zee kost ruim f 27 miljard

De schoonmaak van de Middellandse Zee
gaat ruim 27 miljard gulden kosten. Dat
blijkt uit onderzoek van TNO, in opdracht
van de Wereldbank en de Europese
Investeringsbank. Volgens F. de Walle
van TNO in Delft zal de schoonmaak
waarschijnlijk over een periode van 15 tot
20 jaar worden uitgesmeerd.

Van Nederland, dat lid is van beide
banken, zal ook een bijdrage worden
verwacht in de sanering. Een 'zachte
scharting” daarvan komr uit op anderhalf
miljard gulden. Nederland draagt indirect,
via de grote aantallen toeristen, bij aan de
vervuiling van het water bij de kusten van
Crrickenland, [talié, Spanje en I'rankrijk.
Volgens het onderzoek van TNO dient op
de eerste plaats aandacht gegeven te
worden aan de verbetering van
zuiveringsinstallaties voor afvalwater.
Deze klus zou bij voorkeur binnen vijl jaar
geklaard dienen te zijn. Door de lozing
van stikstof en fosfaat via het afvalwater is
bij veel kustwarer sprake van overmatige
algengroei.

De Wereldbank wil in haar projecten de
komende tijd meer nadruk leggen op
milieuthema’s. Behalve de Middellandse
Zee staan ook de Sahel en de tropische
regenwouden op de agenda. De verdeel-
sleurel voor Nederland komt uit op een
bijdrage van 3 tot 4 procent per project
(ANP),



