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Nachweis des mikrobiellen Schadstoft-
abbaus in Grundwasserleitern

Innovative Isotopenverfahren erfassen Abbauprozesse direkt im kontaminierten Grundwasser

Anko Fischer, Nicole Stelzer,
Heinrich Eisenmann, Hans H. Richnow

Bei der Sanierung von Altlasten spie-
len natiirliche Selbstreinigungspro-
zesse auch aus Kostengriinden eine
immer wichtigere Rolle. Vorausset-
zung fiir die Planung von MaRnah-
men sind sichere Nachweise der
mikrobiellen Abbauprozesse. Inno-
vative Isotopenverfahren wie die Iso-
topenfraktionierung und In-situ-Mi-
krokosmen, die sich hinsichtlich Qua-
litait und Sensitivitit ergdnzen,
erfassen Abbauprozesse direkt im
kontaminierten Grundwasserleiter.
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Die Planung und der Erfolg von Grundwas-
sersanierungsprojekten sind mafigeblich
von der Erkundung des Selbstreinungspo-
tenzials eines kontaminierten Standortes
abhingig. Heute erlaubt die Anwendung in-
novativer Erkundungsverfahren oft wesent-
lich kostengiinstigere Sicherungs- und Sa-
nierungsmaf$nahmen. Fiir moderne Sanie-
rungskonzepte, wie sie bereits standardma-
fig im Rahmen des ,Monitored-Natu-
ral-Attenuation“-Ansatzes in den USA [1]
durchgefiihrt werden, spielt vor allem der
intrinsische mikrobielle Abbau aufgrund
seiner nachhaltigen Schadstoffminderung
eine wesentliche Rolle [2, 3]. Somit wird ei-
ne Charakterisierung der mikrobiellen Ab-
bauleistung oder zumindest des Abbauver-
mogens fiir die zuverldssige Beurteilung ei-
nes kontaminierten Grundwasserleiters
und die Prognose eines Schadensfalls uner-
lasslich. Intensive Forschungsaktivitdten im
Rahmen des vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF) geforder-
ten Forschungsverbundes KORA (Kontrol-
lierter natiirlicher Riickhalt und Abbau von
Schadstoffen bei der Sanierung kontami-
nierter Grundwésser und Bdden) zeigen,
dass innovative Erkundungsverfahren hier-
bei eine Schliisselfunktion haben. Zum
Nachweis der natiirlichen mikrobiellen
Selbstreinigung kénnen moderne Isotopen-
verfahren eingesetzt werden, welche die
Isotopenfraktionierung des Schadstoffs

Feldanwendung: Einbringen von Bactraps
in die Grundwasserbrunnen einer Altlast

oder den Umsatz von isotopisch-markier-
ten Zielsubstraten im Rahmen von In-situ-
Mikrokosmenexperimenten nutzen.

Isotopenfraktionierung
zur Kennzeichnung des
In-situ-Schadstoffabbaus

Das Konzept zur Nutzung der Isotopenfrak-
tionierung bei der Untersuchung des In-
situ-Schadstoffabbaus wurde schon vor ei-
nigen Jahren in TerraTech vorgestellt [4].
Seitdem ist das Konzept stetig weiterentwi-
ckelt worden. Dadurch liegen reichhaltige
Erfahrungen zur qualitativen und quantita-
tiven Beurteilung des mikrobiellen Schad-
stoffabbaus vor (Tabelle 1).

Der mikrobielle Abbau eines Schadstof-
fes ist hdufig mit einer Verdnderung des Iso-
topenverhdltnisses, sprich einer Isotopen-
fraktionierung, verbunden. Dabei werden
Molekiile, die nur aus leichten Isotopen
aufgebaut sind, meist schneller durch Mi-
kroorganismen verwertet als solche, die ein
schweres Isotop aufweisen. In der Regel
kommt es bei der mikrobiellen Umsetzung
zu einer relativen Anreicherung der schwe-
reren Isotope (**C, H) innerhalb des nicht
abgebauten Schadstoffes. Héufig ist davon
auszugehen, dass abiotische Prozesse wie
Sorption, Verdiinnung und Verfliichtigung
keinen oder nur einen vernachlédssigbaren
Einfluss auf das Isotopenverhiltnis von
Schadstoffen in einem kontaminierten
Grundwasserleiter haben. Somit ist der
Nachweis einer signifikanten Isotopenfrak-
tionierung hauptsédchlich auf den mikrobi-
ellen Schadstoffabbau zuriickzufiihren [5,
6]. Sofern bei der Kohlenstoff- und/oder
Wasserstoffisotopenfraktionierung signifi-
kante Unterschiede fiir entsprechende Ab-
bauwege eines Schadstoffes auftreten, kann
anhand der Analyse der Kohlen- und Was-
serstoffisotopenverhiltnisse eine Charakte-
risierung des mikrobiellen Schadstoffum-
satzes in einem Grundwasserleiter vorge-
nommen werden [7].

Das Ausmaf der Isotopenfraktionierung
einer organischen Verbindung wird von de-
ren Molekiilgrofie beeinflusst. Da meist nur
an der Position, an der die Reaktion stattfin-
det, ein deutlicher Isotopeneffekt auftritt
und der Rest der Verbindung in seinem Iso-
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topenverhiltnis gleich bleibt, wird die Iso- Tabelle 1: Anwend-
topenfraktionierung durch den nicht reakti- barkeit innovativer Gruppe  Schadstoff m BACTRAPS®
ven Teil des Molekiils abgeschwicht. Je '5°t°Pe“m‘?t_h°de" Schadstoffe fraktionierung
mehr Atome eines Elementes ein Molekiil zur Charak'fermgrung >12 C-Atome

. . des mikrobiellen
aufbauen, desto geringer ist der messbare In-situ-Abbaus Benzinadditive
Isotopeneffekt. Grofie Molekiile weisen da- typischer Schadstoffe MTBE  Methyl-tert-Butylether X]e o
her in der Regel eine geringere Verdnde- (verdndert nach TBA Tert-butylalkohol o
rung des Isotopenverhiltnisses beim mi- [19]) Monozyklische Kohlenwasserstoffe (BTEX)
krobiellen Abbau auf. Die Kohlenstoffisoto- Benzol .o
penfraktionierung ist bei Molekiilen mit Toluol .0
mehr als 12 Kohlenstoffatomen, wie z.B. bei Ethylbenzol .0
vielen PAKs, kaum nachweisbar (Tabelle 1). miplo-Xylol X]e0
Fiir niedermolekulare PAKs wie Naphthalin
und Methylnaphthalin, gab die Verinde- Phenole
rung der Isotopensignatur erst bei hohem m/p-Cresol Xle
mikrobiellen Umsatz eine Indikation auf Polyzyklische Kohlenwasserstoffe (PAK)
mikrobiellen Abbau [8]. Somit ist der Nach- Naphtalin .
weis der Biodegradation dieser Verbindun- 2-Methyl-Naphtalin .
gen anhand der Isotopenfraktionierung Phenanthren
entsprechend unempfindlich. Dagegen andere

kann der Nachweis des In-situ-Schadstoft-
abbaus fur kleine Molekiille wie MTBE,
BTEX sowie chlorierte Ethene und Monoa-
romaten (CKW) schon bei geringerem mi-
krobiellen Umsatz gefiihrt werden.

Eine wichtige Voraussetzung zur Inter-
pretation des mikrobiellen Schadstoffab-
baus mit Hilfe der Isotopenfraktionierung
ist eine hinreichend isotopisch-homogene
Kontaminationsquelle. Die Isotopensigna-
tur eines Schadstoffs kann je nach Herstel-
ler variieren [9]. Im Falle von isotopisch-in-
homogenen Quellen besteht die Gefahr ei-
ner Fehlinterpretation, weil die Anderung
der Isotopenverhiltnisse neben dem mi-
krobiellen Schadstoffabbau auch durch Mi-
schung unterschiedlicher Quellisotopen-
signaturen verursacht werden kann. In der
Praxis spielen isotopisch-inhomogene
Schadstoffquellen selbst auf grofien Stand-
orten erfahrungsgemafs eine geringe Rolle.

Bei der konventionellen Grundwasser-
probennahme konnen sich unterschiedli-
che Grundwasserstrome mit verschiedenen
residualen Schadstoffgehalten stark vermi-
schen. Das sich ergebende Isotopensignal
wird dann vom Grundwasserstrom mit der
hoheren Schadstoffkonzentration, d.h. mit
geringem Abbau, bestimmt. Das Isotopen-
signal aus dem Grundwasserstrom mit ho-
hem Abbau wird somit {iberlagert. Die Fol-
ge ist eine Abschwédchung der Isotopenfrak-
tionierung [10, 11]. Eine tiefenorientierte
Probennahme mit Hilfe von Schlauch- oder
Scheibenpackern vermag Mischungsvor-
gdnge zu vermindern, und der mikrobielle
Schadstoffabbau kann anhand der Analyse
der Isotopenfraktionierung in einem verti-
kalen Profil genau erfasst werden.

Zur quantitativen Bewertung des mikro-
biellen Schadstoffabbaus wird die Verénde-
rung des Isotopenverhiltnisses zwischen
der Kontaminationsquelle und den im
Grundwasserabstrom befindlichen Mess-
stellen verwendet. Die Methode erfasst so-
mit die Schadstoffumsetzung iiber die je-
weiligen Flieffwege. Die Parametrisierung
des mikrobiellen Abbaus erfolgt durch den

Halogenierte aliphatische Kohlenwasserstoffe (CKW)

PCE Poly-Chlorethen .
TCE Tri-Chlorethen o0
DCE cis/trans-Di-Chlorethen o0
1,2/1,1-Di-Chlorethen .
VC Vinylchlorid [Ye)
1,2-Di-Chlorethan 0
1,1,2-Tri-Chlorethan °

MCB
TCB

Halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe (CKW)
Mono-Chlorbenzol
1,2,4-Tri-Chlorbenzol

Xle
X o

[X] = Anwendung erfolgreich erprobt
o = flr anoxische Verhéltnisse
O = fir oxische Verhéltnisse

= Anwendung in bestimmten Féllen

= derzeit keine Anwendung

Isotopenfraktionierungsfaktor (o) mithilfe
der Rayleigh-Gleichung [5, 6]. o stellt den
Zusammenhang zwischen der Anderung
des Isotopenverhiltnisses und der Konzen-
trationsabnahme wihrend des mikrobiel-
len Abbaus her. Die schadstoffspezifischen
Isotopenfraktionierungsfaktoren (o) kon-
nen Ubersichtsartikeln oder Datenbanken
(www.isodetect.de) entnommen werden.
Einen aktuellen Uberblick iiber Studien zur
Anwendung der Isotopenfraktionierung im
Rahmen der Schadensfallbewertung geben
Meckenstock et al. [5] und Schmidt et al. [6].
Dabei zeigt sich, dass das Konzept vor allem
bei BTEX-, MTBE- und CKW-Schadensfil-
len eingesetzt wurde (z.B. [10, 7, 12]).

In-situ-Mikroskosmen zum
Nachweis des mikrobiellen
Schadstoffabbaus

Am Umweltforschungszentrum Leipzig-
Halle (UFZ) wurde ein Verfahren zur emp-
findlichen Analyse der Biodegradation in
Grundwasserleitern auf Grundlage von In-
situ-Mikrokosmen (BACTRAP®) entwickelt.
Diese kénnen mit isotopisch-markierten
Substanzen beladen werden. Der Abbau
wird anhand der Isotopenmarkierung der

Biomasse nachgewiesen. Radioaktiv mar-
kierte Substanzen (**C) konnen in offenen
Systemen auf Grund 6kologischer Beden-
ken in der Regel nicht eingesetzt werden.
Eine Alternative bieten organische Substan-
zen, die mit stabilen Isotopen (**C; N)
markiert sind. Beim Abbau verwenden Mi-
kroorganismen einen Teil des *C-markier-
ten Kohlenstoffs zur Synthese von Biomas-
se. Analog konnen *N-markierte Substan-
zen zum Nachweis fiir deren Abbau einge-
setzt werden.

Als Indikator fiir den mikrobiellen In-situ-
Abbau der "C-markierten Testsubstanz
kann die Transformation in die Fraktion der
Phospholipid-Fettsduren (phospholipid-de-
rived fatty acids, PLFA) genutzt werden [13].
In fritheren Untersuchungen wurden *C-
markierte Substrate direkt in die Grundwas-
serleiter gegeben, um anhand der “C-An-
reicherung in PLFA deren Metabolisierung
nachzuweisen [14]. Diese Moglichkeit ist
auf Grund des hohen Preises *C-markierter
Substanzen in Verbindung mit dem hohen
Mengeneinsatz in der routineméfligen An-
wendung kaum durchfiihrbar.

Wesentlich geringere Mengen an “C-
markiertem Substrat sind erforderlich,
wenn eine vorherige Sorption an Trédgerma-
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terial erfolgt, dass in Form eines In-situ-Mi-
krokosmos (Bactrap) in Grundwasserbrun-
nen eingebracht werden kann. Als Tréger-
materialien kénnen Aktivkohlen, kiinstliche
Polymere oder auch BIO-Sep®-Kugeln ver-
wendet werden. So sind z.B. hochporose
Bio-Sep-Kugeln mit einer hohen inneren
Oberfléche fiir die Sorption von Benzol und
Toluol gut geeignet [15, 16]. Fiir die Herstel-
lung der Bactraps wird ein perforiertes Tef-
lonrohr mit den Bio-Sep-Kugeln oder ei-
nem anderen Trégermaterial befiillt, sterili-
siert, hydratisiert und nachfolgend mit *C-
markiertem Schadstoff beladen (siehe
Bild). Bactraps mit unmarkiertem Substrat
werden zur Kontrolle der natiirlichen Isoto-
pensignatur der Biomasse verwendet. Zum
Nachweis des mikrobiellen Schadstoffab-
baus wird die *C-Anreicherung in den Bio-
molekiilen im Vergleich zu deren natiirli-
chen Isotopenverhiltnissen verwendet.

INFO | Isodetect

Die im September 2005 entstandene Iso-
detect Umweltmonitoring GmbH in Neu-
herberg/Oberschleiftheim ist eine ge-
meinsame Griindung von Mitarbeitern
des Forschungszentrums fiir Umwelt
und Gesundheit (GSF) in Miinchen und
des Umweltforschungszentrums Leipzig-
Halle (UFZ). Die Griinder, die sich seit
den 90er-Jahren durch gemeinsame wis-
senschaftliche Arbeiten auf dem Gebiet
der Mikrobiologie von Sedimenten ken-
nen, haben nach der Patentanmeldung
gemeinsamer Forschungsergebnisse zur
Isotopenfraktionierung im Jahr 2000 die
neuen Monitoringmethoden von Grund-
wasserkontaminationen zur Marktreife
gebracht. Damit kdnnen jetzt aussage-
kréftige Nachweisverfahren fiir die Er-
kundung und Sanierung von Altlasten
eingesetzt werden.

www.isodetect.de
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Die Bactraps werden direkt im Grundwas-
serleiter {iber einen Zeitraum von sechs bis
zwolf Wochen eingebracht. Kleine Mengen
des beladenen Substrats werden wihrend
der Inkubation freigesetzt und konnen
durch Mikroorganismen, die den Bactrap
besiedeln, metabolisiert werden. In der Re-
gel wird ein Bactrap mit etwa 50 bis 100 mg
Substrat beladen. Nach etwa sechs Wochen
Inkubation im Grundwasserleiter wurden
im Fall von Toluol und Benzol noch 15 bis
18 % der urspriinglichen Beladung nachge-
wiesen [15, 16]. Auf den Bactraps bildet sich
in der Regel ein Biofilm, aus dem die Fett-
sduren der PLFA extrahiert und dann deren
Isotopenverhdltnisse bestimmt werden.
Der Schadstoffabbau wird anhand einer
deutlichen *C-Markierung der Fettsduren
nachgewiesen. Das Fettsduremuster und
die Anreicherung von "“C-Kohlenstoff in
einzelnen Fettsduren kann Aufschluss iiber
die Zusammensetzung mikrobieller Ge-
meinschaften geben [13].

In Feldversuchen konnte mit Hilfe von
BACTRAPs der mikrobielle Abbau von
Schadstoffen wie Benzol, Toluol, MTBE,
Chlorbenzol und ausgewdhlter PAKs in
kontaminierten Grundwasserleitern ge-
zeigt werden [17, 15, 18, 16] (Tabelle 1).
Bactrap-Systeme funktionieren jedoch nur,
wenn Mikroorganismen die markierten
Schadstoffe als Kohlenstoffquelle nutzen.
Deshalb kann die Methode nicht zur Ana-
lyse des mikrobiellen CKW-Abbaus, der auf
reduktiver Dehalogenierung beruht, ange-
wendet werden. In diesem Fall nutzen die
Mikroorganismen die CKWs nur zur Ener-
giegewinnung und nicht als Kohlenstoff-
quelle.

Bactraps konnen zur vertikalen Untersu-
chung von Schadstofffahnen in Verbindung
mit Scheiben- oder Schlauchpackersyste-
men eingesetzt werden. In der vertikalen
Schichtung einer Schadstofffahne lassen
sich Abbauprozesse entsprechend nutzba-
rer Elektronenakzeptoren nachweisen. Die

vertikale Analyse eines BTEX-kontaminier-
ten Grundwasserleiters mithilfe von Bac-
traps ergab unterschiedliche Abbaupoten-
ziale in Abhéngigkeit von Schadstoffkon-
zentrationen und bioverfiigbarer Elektro-
nenakzeptoren [16]. Die Identifikation
abbauintensiver Zonen kann die Auswahl
und Planung eines geeigneten Sanierungs-
konzeptes erleichtern.

Der Nachweis des mikrobiellen Schad-
stoffabbaus mit Hilfe von Bactraps bietet im
Vergleich zu Labormikrokosmen einige
Vorteile. Ein entscheidender Aspekt ist der
Nachweis der In-situ-Biodegradation direkt
im Grundwasserleiter. Dariiber hinaus ist
selbst bei schwer abbaubaren Schadstoffen
ein Nachweis des Abbaus nach 30 bis 60 Ta-
gen sogar unter anoxischen Bedingungen
moglich. In dieser Zeitspanne ist der Nach-
weis im Labor meist nicht méglich. Experi-
mente mit Labormikrokosmen sind oft zeit-
aufwindig, vor allem, wenn der anaerobe
Schadstoffabbau eines kontaminierten
Grundwasserleiters nachgestellt werden
soll. Zudem sind die Bedingungen eines
Grundwasserleiters selbst durch aufwéndi-
ge Sdulenversuche im Labor nur nidhe-
rungsweise realisierbar. Aus diesen Griin-
den sind Labormikrokosmen in Routineun-
tersuchungen zur Analyse des aneroben In-
situ-Schadstoffabbaus oft nur eingeschrankt
geeignet. Labormikrokosmen mit Grund-
wasser oder Sedimentmaterial kénnen aber
auch interessante Informationen zum Ab-
baupotenzial liefern, die mit In-situ-Mikro-
kosmen nicht gewonnen werden kénnen.
So kann z.B. eine geschlossene Elektronen-
bilanz im Labormikrokosmos quantitativen
Aufschluss {iber die Umsetzung des ver-
wendeten Elektronenakzeptors geben.

Zusammenfassung

Zur Charakterisierung der Biodegradation
von Schadstoffen in verunreinigten Grund-
wasserleitern konnen Untersuchungskon-
zepte auf Basis der Analyse der Isotopen-
fraktionierung oder von Bactrap-Systemen
wertvolle Informationen liefern. Beide Kon-
zepte erfassen Abbauprozesse direkt im
kontaminierten Grundwasserleiter und er-
gdnzen sich hinsichtlich ihrer Qualitdt und
Sensitivitdt. Mit Hilfe der Isotopenfraktio-
nierungsmethode kann der mikrobielle
Schadstoffabbau und gegebenenfalls des-
sen initialer Schritt des Abbauweges erfasst
und abgeschidtzt werden. Bactraps liefern
einen qualitativen Hinweis auf die In-situ-
Biodegradation und konnen selbst kleine
Abbauaktivititen zweifelsfrei nachweisen.
Die Anwendbarkeit beider Methoden ist
unter Bezug auf bisher durchgefiihrte Stu-
dien in Tabelle 1 zusammengefasst. Grund-
sdtzlich ist davon auszugehen, dass beide
Konzepte zukiinftig eine zunehmende Be-
deutung bei der Planung und Durchfiih-
rung von Sanierungsprojekten haben wer-
den.
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Ein wesentlicher Aspekt zur Implementie-
rung innovativer Isotopenmethoden im
Rahmen der Altlastenbewertung ist deren
Zugénglichkeit fiir Behorden, Gutachter
und Sanierungsfirmen. Aus diesem Grund
hat sich im Jahr 2005 die Firma Isodetect,
die innovative Isotopenmethoden zum
Nachweis und Monitoring des mikrobiellen
Schadstoffabbaus im Rahmen der wissen-
schaftlichen Dienstleistung anbietet, ge-
griindet.
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