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Zusammenfassung

Trichlorethen (TCE) ist einer der am haufigsten vorkommenden Schadstoffe bei Grundwasser-
schadensfallen. Der aerob-produktive Abbau von TCE wurde bislang nur an einem Standort auf
natirliche Weise beobachtet und weist gegeniber der aerob co-metabolischen Umsetzung und
der anaeroben Dechlorierung entscheidende Vorteile fir die Sanierungspraxis auf. Zur Stimulie-
rung werden keine Auxiliarsubstrate benétigt, es bestehen keine relevanten Nebenreaktionen und
es entstehen keine toxischen Metabolite. Fur Standorte, an denen die Mikroorganismen mit der
Fahigkeit zum aerob-produktiven TCE-Abbau nicht vorhanden sind, kann die Animpfung mit einer

abbauaktiven Kultur (Bioaugmentation) eine vielversprechende Lésung darstellen.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Vorkommens des aerob-produkti-
ven TCE-Abbaus sowie des Stimulierungspotentials mittels Bioaugmentation. Weiterhin sollten
unterschiedliche Biomonitoringmethoden evaluiert und weiterentwickelt werden, um die am Abbau
beteiligten Mikroorganismen nachzuweisen und ein Abbau-spezifisches Biomonitoring zu etablie-
ren. Ein weiteres Ziel war die Bestimmung der kinetischen Abbauparamter, die als essentielle
Eingangsdaten fur die Grundwassermodellierung zur Verfigung gestellt werden sowie zur Cha-

rakerisierung und vergleichender Betrachtung mit anderen Abbauprozessen dienen sollten.

Anhand umfangreicher Mikrokosmenversuche mit Grundwasser von insgesamt sieben Standor-
ten, die mit Chlorethenen verunreinigt sind, wurde sowohl das natirliche (intrinsische) Abbaupo-
tential als auch das Stimulierungspotential mittels Bioaugmentation untersucht. Als Inokulum
diente eine Anreicherungskultur, die TCE aerob-produktiv umsetzt. Die Grundwasserproben wur-
den mit flissiger Kultur in Mineralmedium sowie mit Quarzsand, auf dem die Kultur immobilisiert
gewachsen ist, angeimpft. Exemplarisch wurden Proben mit Grundwasser des Standortes, von

dem die Kultur urspriinglich stammt, inokuliert.

Die Mikrokosmen ohne Inokulum deuten auf eine weite Verbreitung der Mikroorganismen hin, die
TCE aerob-produktiv umsetzen. In Grundwasserproben von sechs der sieben untersuchten
Standorte wurde der Abbau nur durch den Zutritt von Sauerstoff und teils zusatzlicher Nahrstoff-
zugabe erfolgreich angeregt und nach einer Anpassungszeit von bis zu 92 d beobachtet. Die er-
mittelte Verdopplungszeit von 24 d deutete auf ein vergleichsweise langsames Wachstum der
abbauaktiven Mikroorganismen hin. Die Bioaugmentation war in allen Mikrokosmen mit Chlor-
ethen-Konzentrationen von weniger als 100 mg/L erfolgreich. Dabei erwiesen sich alle Animpfva-

rianten als zielfiUhrend und regten den TCE-Abbau an oder beschleunigten ihn. Die Zugabe von



Zusammenfassung

Standortwasser, in dem auch der aerob-produktive cis-Dichlorethen (cDCE)-Abbau aktiv ist, be-

wirkte eine Stimulierung beider Abbauprozesse.

Nach den Laborversuchen kann der aerob-produktive TCE-Abbau uber ein breites hydrogeologi-
sches Spektrum vorkommen und angeregt werden und sollte bei der Grundwassersanierung von
TCE-kontaminierten Standorten in Betracht gezogen werden. Au3erdem wurde die Mdglichkeit
aufgezeigt, verschiedene Abbauprozesse durch Bioaugmentation zu stimulieren, was fur die Alt-
lastenpraxis von besonderem Interesse ist, da an Standorten, die mit chlorierten Kohlenwasser-

stoffen (CKW) kontaminiert sind, meist mehrere Schadstoffe vorhanden sind.

Aus diesem Grund sind Kenntnisse Uber Wechselwirkungen verschiedener Schadstoffe ebenso
bedeutsam. In den Abbauversuchen wurden bislang unbekannte wechselwirkende Effekte des
aerob-produktiven TCE-Abbaus mit cDCE aufgedeckt. Zunachst wurde ein co-metabolischer
cDCE-Abbau mit TCE als Wachstumssubstrat beobachtet, der in dieser Arbeit erstmals beschrie-
ben wird, und Transformationsumsatze des neuen Abbauweges Uber ein breites Konzentrations-
spektrum beider Substrate ermittelt. Weiterhin wurde eine Verlangsamung des aerob-produktiven
TCE-Abbaus bei nennenswerten cDCE-Konzentrationen festgestellt. Dabei wurde ein linearer Zu-
sammenhang sowohl der Transformationsumsatze des co-metabolischen cDCE-Abbaus als auch
der hemmenden Effekte auf den produktiven TCE-Abbau mit dem Konzentrationsverhaltnis der
beiden Substrate aufgezeigt. Bei niedrigen cDCE/TCE-Verhaltnissen kann der aerob-produktive
TCE-Abbau eine vollstandige co-metabolische cDCE-Umsetzung nach sich ziehen, wahrend

hohe cDCE/TCE-Verhaltnisse zu einem unvollstandigen TCE-Abbau fihren kénnen.

Bei den Biomonitoringmethoden, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet und entwickelt
wurden, handelt es sich zum einen um ein spezifisches MPN-Verfahren. Hierfiir wurde eine ge-
eignete Substratmenge und eine erforderliche Inkubationszeit von zehn Wochen ermittelt sowie
verschiedene Auswertemethoden gepriift. Zum anderen stand ein schneller und spezifischer
PCR-Nachweis zur Verfugung, der auf Grundlage einer Mikrobiomanalyse von verschiedenen ab-
bauaktiven Proben entwickelt wurde. Demnach sind Bakterien der Familie Rhodocyclaceae we-
sentlich am aerob-produktiven TCE-Abbau beteiligt. Die Validierung der Methoden anhand von
Labor- und Feldproben zeigte fir den PCR-Nachweis vielversprechende Ergebnisse. Die MPN-
Methode erwies sich durch ihre niedrige Bestimmungsgrenze als vorteilhaft, erbrachte jedoch kei-

nen quantitativen Nachweis des Bakterienwachstums im Zuge des TCE-Abbaus.

Die vorliegende Arbeit liefert einen wertvollen Beitrag fur die Altlastensanierungspraxis. Die zur
Verfugung gestellten Informationen kénnen insbesondere fur eine vermehrte Aufdeckung und

Nutzung des aerob-produktiven TCE-Abbaus zur Grundwassersanierung dienen.
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Trichloroethene (TCE) is one of the most prevalent contaminants in groundwater pollution world-
wide. Aerobic-productive degradation of TCE has only recently been discovered at one field site
and has significant advantages over aerobic co-metabolism and anaerobic dechlorination for re-
mediation practice. No auxiliary substrates are required for stimulation, there are no competitive
or side reactions and no toxic metabolites are formed. At sites where microorganisms capable of
aerobic-productive TCE degradation are not present, inoculation with a degrading culture (bioaug-

mentation) can be a promising solution.

The objective of this doctoral thesis was to investigate the occurrence of aerobic-productive TCE
degradation and the stimulation potential through bioaugmentation. Furthermore, different bio-
monitoring methods should be evaluated and further developed to detect the microorganisms in-
volved in the degradation and to establish a degradation-specific biomonitoring. A further objective
was the determination of the kinetic degradation parameters, which should be provided as essen-
tial input data for groundwater modeling and used for characterization and comparison with other

degradation processes.

Extensive microcosm studies were conducted with groundwater from a total of seven sites con-
taminated with chloroethenes to investigate the natural (intrinsic) degradation potential as well as
the stimulation potential through bioaugmentation. An enrichment culture metabolizing TCE aero-
bically served as inoculum. The groundwater samples were inoculated with liquid culture in min-
eral salts medium as well as with immobilized culture on silica sand. Additionally, some samples

were inoculated with groundwater from the site where the enrichment culture originated.

The microcosms without inoculum indicate a wide distribution of microorganisms metabolizing
TCE aerobically. In groundwater samples from six of the seven investigated sites, degradation
was successfully stimulated only by the addition of oxygen and, in some cases, additional nutrients.
TCE degradation started in most cases after adaptation times of up to 92 d. The doubling time of
24 d indicated comparatively slow growth of the aerobic TCE degrading microorganisms. Bioaug-
mentation was successful in all microcosms with chloroethene concentrations below 100 mg/L.
All inoculation strategies proved to be effective and triggered or accelerated TCE degradation.
The addition of groundwater, in which aerobic-metabolic cis-Dichloroethene (cDCE) degradation

is also active, stimulated both degradation processes.

The laboratory experiments showed that aerobic-metabolic TCE degradation can occur and be

stimulated across a broad hydrogeologic spectrum and should be considered as a viable option
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for groundwater remediation at TCE-contaminated sites. In addition, the possibility of stimulating
various degradation processes by bioaugmentation was demonstrated, which is of particular in-
terest for remediation practice, as several pollutants are usually present at sites contaminated with
chlorinated hydrocarbons (CHC).

Therefore, knowledge about interactions of different pollutants is just as important. The degrada-
tion experiments revealed previously unknown interacting effects of aerobic-metabolic TCE deg-
radation with cDCE. Co-metabolic cDCE degradation with TCE as growth substrate was observed,
which is described for the first time in this work and transformation yields were determined at a
wide range of cDCE and TCE concentrations. Furthermore, a deceleration of aerobic-metabolic
TCE degradation was observed in the presence of significant cDCE concentrations. A linear rela-
tionship of both the transformation yield of co-metabolic cDCE degradation and the inhibitory ef-
fects on productive TCE degradation with the concentration ratio of the two substrates was demon-
strated. At low cDCE/TCE ratio, aerobic metabolic TCE degradation can result in complete cDCE
removal due to co-metabolic degradation while high cDCE/TCE ratios can lead to incomplete TCE

degradation.

The biomonitoring methods tested and developed within this study included a specific MPN
method. Therefore, a suitable amount of substrate and a required incubation time of ten weeks
were determined, as well as various evaluation methods tested. Also, a fast and specific PCR
detection method was provided, which was developed based on a microbiome analysis of various
degradative samples. Accordingly, bacteria of the Rhodocyclaceae family are considerably in-
volved in aerobic-metabolic TCE degradation. Validation of the methods using laboratory and field
samples showed promising results for PCR detection. The MPN method proved to be beneficial
due to its low limit of determination but did not provide quantitative detection of bacterial growth

during TCE degradation.

The present work makes a valuable contribution to the remediation of contaminated sites. In par-
ticular, the information provided can be used to detect and utilize aerobic-metabolic TCE degra-

dation increasingly for groundwater remediation.
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1.1 Hintergrund

Etwa ein Drittel der weltweiten Stlwasserressourcen sind im Grundwasser gespeichert, das in
Europa 65 % des Trinkwassers und 25 % des Wassers zur Bewasserung in der Landwirtschaft
deckt. Mit dem steigenden Wasserbedarf der wachsenden Bevoélkerung in einem sich gleichzeitig
verandernden Klima sind zunehmende Wasserentnahmen und Schadstoffeintrage aus der Land-
wirtschaft und Industrie verbunden. Kontaminationen der gefahrdeten Grundwasserressourcen
stellen eine ernsthafte Bedrohung dar (EEA 2022).

Altlasten sind ein erhebliches Umweltproblem und eine Gefahr fiir Okosysteme und Grundwasser.
Allein in Deutschland sind (ber 19.000 Altlasten bekannt. Uber 350.000 Flachen sind altlasten-
verdachtig (UBA 2022). Mehr als die Halfte der Grundwasserschadensfalle wird durch Kontami-
nationen mit chlorierten Kohlenwasserstoffen (CKW) verursacht (Abbildung 1, links). Dabei kommt
die Stoffgruppe der Chlorethene mit Tetrachlorethen (auch Perchlorethen genannt — PCE), Tri-
chlorethen (TCE), cis- und trans-Dichlorethen (cDCE, tDCE) sowie Vinylchlorid (VC) am haufigs-
ten vor (Abbildung 1, rechts).

Sonstige PCE

4,5% 7 #J—A_‘ TCE

Schwermetalle , 1 1  cis-DCE | !
1,0% Sonstige organ. : ; 1| trans-DCE |
Verbindungen ﬂ : | | :
1,0% : 11,1 TCA | | i
E Tetrachlormethan ! i !

: ' Chloroform i

Anorganika
0,4%

BTX, PAK

- Dichlormethan

8,0% | |
: Benzol i i
= Toluol | 3 3
X i | |
Kylol ! ! ! |m Deutschland
Ethylbenzol | | |
i N | 1 | | O uUsSA
Mineraldl KW Chlorierte KW Chlorbenzol | 3 3 :
20,3% 64,8% Dichlorbenzol | ! ! !
0 10 20 30 40 50 60

Abbildung 1: Haufigkeit der Schadstoffgruppen (links) und der Einzelsubstanzen (rechts) bei Grundwasserschadensfillen
(Grandel und Dahmke 2008)

Physikalische und chemische Sanierungsmethoden wie Bodenaushub, chemische Oxidation, re-

aktive Wande oder Pump-and-Treat sind oft kostspielig oder ineffizient (Loffler et al. 2013). Pump-
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and-Treat gilt als Standardverfahren fir Verunreinigungen mit fliichtigen organischen Verbindun-
gen. Dabei wird das kontaminierte Grundwasser geférdert und gereinigt. Der wartungsintensive
Betrieb erstreckt sich meist tiber Jahrzehnte und die Schadstoffe werden lediglich aus dem Was-
ser in die Atmosphare oder auf ein festes Medium Ubertragen. Die Abluft oder das Aufnahmema-
terial missen dann weiter entsorgt werden (Duba et al. 1996). Die Sanierungspraxis zeigt auf3er-
dem, dass der urspringliche Zustand mit diesen herkdmmlichen Methoden meist nicht wieder
vollstéandig hergestellt werden kann und nach anfanglichen Erfolgen ein sogenannter Tailing-Ef-
fekt eintritt. Dabei stellt sich zwischen den in der Bodenmatrix fixierten und den im Grundwasser
geldsten Schadstoffen ein Gleichgewicht ein und die Schadstoffkonzentration nimmt mit fort-
schreitender Sanierung nur noch sehr langsam oder gar nicht mehr ab. Die Folge nach mehrjah-
rigem Betrieb ist ein weiterhin bestehendes Gefahrdungspotential, dem gegentiber hohe laufende

Kosten unverhaltnismafig erscheinen (Stupp et al. 2007).

Als erganzende oder alternative MalRnahme kommt der nattrlichen Schadstoffminderung (Natural
Attenuation — NA) eine zunehmende Bedeutung zu. Darunter werden “biologische, chemische
und physikalische Prozesse, die ohne menschliches Eingreifen zu einer Verringerung der Masse,
der Fracht, der Toxizitat, der Mobilitat, des Volumens oder der Konzentration eines Stoffes im
Boden oder Grundwasser fuhren“ (LABO 2015), verstanden. Dabei spielt der mikrobiologische
Abbau eine wesentliche Rolle, da er den mafigebenden Vorgang fiir eine Umwandlung der Schad-

stoffe und so fiir eine nachhaltige Reduzierung bildet (Grandel & Dahmke 2008).

Die naturlich ablaufenden mikrobiologischen Abbauprozesse an einem Standort sind jedoch oft
nicht ausreichend flir Sanierungszwecke. Die Zugabe von limitierenden Substanzen wie Hilfs-
stoffe (Auxiliarsubstrate) oder Nahrstoffe und bei aeroben Prozessen auch Sauerstoff kbnnen die
biologische Aktivitat anregen (Olaniran et al. 2006). Dieses Konzept wird als Biostimulierung
bezeichnet und ist in Abbildung 2 dargestellt. Fir Standorte, an denen keine Organismen mit der
Fahigkeit zum Schadstoffabbau vorhanden sind, kann die Stimulierung durch Zugabe einer ab-
bauaktiven Kultur (Inokulum) eine vielversprechende Losung zur Schadstoffeliminierung darstel-
len (Li et al. 2021b; Lyon und Vogel 2013). Dieses Verfahren wird als Bioaugmentation bezeich-

net und ist in Abbildung 3 veranschaulicht.

Ein wichtiges Werkzeug zur Bewertung des Abbaupotentials an einem Standort in der Entschei-
dungsphase sowie in der spateren Uberwachung einer Biosanierung ist die mikrobielle Bestands-
aufnahme zum Nachweis der abbauaktiven Mikroorganismen. Zur Erfassung der Gesamtkeim-
zahl oder stoffwechselphysiologischer Gruppen stehen Kulturverfahren wie Most probable num-

ber (MPN) und zur Detektion bestimmter Bakterien oder Enzyme molekularbiologische Methoden
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wie die Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur Verfigung (Giddings et al. 2010a; Tiehm und
Schmidt 2007). Im Genehmigungsprozess fur NA-Verfahren spielt auBerdem die Prognose der
Schadstofffahne eine entscheidende Rolle. Hierflir werden numerische Modelle angewendet und
kinetische Abbauparameter dienen als wichtige Eingangsgré3en, um die Abbauleistung zu simu-

lieren (Michels et al. 2008).

Wasserwerk

Infiltrationsanlage
Industrie-

Standort

Grundwasser-
FlieBrichtung

Nahrstoffe

Abbildung 2: Konzept der Biostimulierung: Der biologische Schadstoffabbau wird durch die Zugabe von limitierenden
Substanzen wie Hilfsstoffen (Auxiliarsubstrate), Nahrstoffen oder Sauerstoff (bei aeroben Prozessen)
angeregt (eigene Darstellung)

Chlorethene kdnnen im Grundwasser mikrobiologisch Uber verschiedene Mechanismen abgebaut
werden. Darunter zeigt der aerob-metabolische (produktive) Abbauweg entscheidende Vorteile
fur die Altlastensanierungspraxis und wurde flr TCE, den Hauptschadstoff vieler belasteter Stand-

orte, erstmals nachgewiesen (Schmidt et al. 2014) und orientierend untersucht (Gaza et al. 2019).

Aufgrund der Vorteile und vielversprechenden ersten Untersuchungen beschéftigt sich das Part-
nerprojekt ,Bioaugmentation and Monitoring Methods Development for Aerobic Chloroethene Bio-
degradation in Groundwater” (BioChlor) mit der Entwicklung neuer Sanierungsstrategien und Mo-
nitoringmethoden fur den aerob-produktiven Chlorethen-Abbau. Eine Zielsetzung des Projekts ist
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die molekularbiologische Identifizierung der beteiligten Mikroorganismen. Auf3erdem sollen Nach-
weismethoden entwickelt und etabliert werden, um die Mikroorganismen erfassen und die Abbau-

prozesse Uberwachen zu kdnnen.

Infiltrationsanlage

Industrie-
Standort

Grundwasser-
FlieBrichtung

Abbildung 3: Konzept der Bioaugmentation: Der biologische Schadstoffabbau wird durch die Zugabe abbauaktiver Mikro-
organismen angeregt (eigene Darstellung)
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1.2 Problemstellung und Zielsetzung

Die naturlichen und stimulierten Schadstoffminderungsprozesse an einem Standort mussen zur
Nutzung fir Sanierungszwecke zunachst detailliert charakterisiert, quantifiziert und ihre Effizienz
bewertet werden. In Hinblick auf die Untersuchung des aerob-produktiven TCE-Abbaus bei
Grundwasserkontaminationen und die erfolgreiche Anwendung in der Altlastenpraxis ist ein um-

fassendes Verstandnis des vergleichsweise neuen Abbauweges notwendig.

Bisher wurde der Prozess auf naturliche Weise nur fur einen Standort im Sidwesten Deutschlands
beschrieben und weist aufgrund seiner Vorteile gegenliber den anderen Abbauwegen in der An-
wendung sowie der weiten Verbreitung von TCE-Kontaminationen eine hohe Praxisrelevanz auf.
Kenntnisse Uber die Verbreitung der abbauaktiven Mikroorganismen, die zu der Aufdeckung und

Nutzung des Abbaus an weiteren Standorten beitragen kdnnten, liegen jedoch nicht vor.

Durch die Animpfung mit einer abbauaktiven Kultur (Bioaugmentation) kénnte der TCE-Abbau
auch an Standorten ohne intrinsisches Abbaupotential realisiert werden. In bisherigen Untersu-
chungen wurde zwar eine Kultur, die TCE aerob-produktiv umsetzt, angereichert und das Bioaug-
mentationspotential exemplarisch aufgezeigt, jedoch ist der Anwendungsbereich noch nicht un-

tersucht worden.

Bei der Bewertung der mikrobiologischen Abbauprozesse an einem Standort sowie bei der Uber-
wachung ihrer Wirksamkeit in der spateren Umsetzung spielen Biomonitoringdaten eine wichtige
Rolle. Fir den aeroben-produktiven TCE-Abbau fehlen bislang Erfahrungen in Hinblick auf die
Spezifitat und Sensitivitat von Biomonitoringmethoden im Grundwasser. Die am Abbau beteiligten
Mikroorganismen konnten bislang noch nicht identifiziert und geeignete Nachweisverfahren etab-

liert werden.

Im Genehmigungsprozess zur Umsetzung von NA-MalRnahmen ist die Prognose der Schadstoff-
fahnenentwicklung ein wichtiges Akzeptanzkriterium. Essentielle Eingangsgréf3en der numeri-
schen Modelle als Prognoseinstrumente sind kinetische Abbauparameter, mit denen die mikrobi-
ologischen Abbauprozesse charakterisiert, verglichen und modelliert werden kénnen. Fir den ae-

rob-produktiven TCE-Abbau wurden diese Grofden bislang nicht ermittelt.
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Um die beschriebenen Wissenslicken zu schlieRen, beinhaltet die vorliegende Arbeit folgende
Fragestellungen und Zielsetzungen:
1. Wie ist die Verbreitung der Mikroorganismen, die TCE aerob-produktiv umsetzen?

- Untersuchungen zum Vorkommen des aerob-produktiven TCE-Abbaus:

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des intrinsischen Abbaupotentials von
Standorten in unterschiedlichen Regionen, um Erkenntnisse tber das naturliche Vorkom-

men der am Abbau beteiligten Mikroorganismen zu erhalten.

2. Kann der aerob-produktive TCE-Abbau an unterschiedlichen Standorten, an denen keine ab-

baufahigen Mikroorganismen vorhanden sind, durch Bioaugmentation angeregt werden?
- Untersuchungen zum Anwendungsbereich der Bioaugmentation:

Eine weitere zentrale Zielsetzung war die Ermittlung des Stimulierungspotentials von ver-
schiedenen Grundwassern mittels Bioaugmentation, um Aussagen Uber den Anwen-

dungsbereich treffen zu kénnen.

3. Welche Biomonitoringmethoden eignen sich fir den Nachweis und die Uberwachung des ae-
rob-produktiven TCE-Abbaus?

-> Evaluierung und Weiterentwicklung von unterschiedlichen Biomonitoringmethoden:

Zur Etablierung eines Abbau-spezifischen wie auch ausreichend sensitiven Biomonitorings
sollten im Zuge der Abbauversuche unterschiedliche Biomonitoringmethoden evaluiert

und weiterentwickelt werden.
4. Welche Abbauraten sind flir den aerob-produktiven TCE-Abbau zu erwarten?
- Bestimmung kinetischer Abbauparameter:

Eine geeignete Biomonitoringmethode zur Detektion der abbauaktiven Mikroorganismen
sollte zur Aufnahme von Wachstumskurven dienen, um daraus auf die Kinetik des aerob-

produktiven TCE-Abbaus zu schlielen.

Mit den Ergebnissen sollen wichtige Informationen fur die Untersuchung des aerob-produktiven
TCE-Abbaus an CKW-kontaminierten Standorten sowie fur die Anwendung von Bioaugmentation

zur Stimulierung zur Verfugung gestellt werden.
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21 Stoffeigenschaften und Umweltauswirkungen von Chlorethenen

Die Summen- und Strukturformeln der Chlorethene sind mit den wichtigsten Stoffeigenschaften,
die in Zusammenhang mit ihrem Verhalten in der Umwelt stehen, und den entsprechenden Grenz-

werten der Trinkwasserverordnung in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Stoffeigenschaften der Chlorethene (Chen et al. 2012; DGUV 2023; TrinkwV 2023)

. ) g Molare . _ Wasser- Log Henry- Grenzwert
(C\Aesr_t;llr:i::qger) S?é?m;n Sftgf:::lr Masse [z}zm?] Azgugsrt:\%?jt Loslichkeit K,, Konstante H*  TrinkwV
[g/mol] [g/L] [-] (24°C) [1] [ug/L]
Tetrachlorethen CI\ /CI
(127-18-4) C.Cly £=q 165,83 1,622 flissig 0,162 34 0,676
Cl Cl 10
(> PCE +
Trichloreth RN TCE)
rﬁg%r?_s)e” CHCl  b=¢ 131,39 1,462 fliissig 18 2,42 0,411
Cl H
cis-Dichlorethen H H
C2H:Cl, c=C 96,94 1,282 flissig 3,5¢ 1,86 0,162 -
(156-59-2) Pl
Cl Cl
trans-Dichlorethen H, A —
(156-60-5) C2H.Cl, /C=C\ 96,94 1,26° flissig 6,32 2,09 - -
Cl H
1,1-Dichlorethen oL A
’ (75-35-4) C,H.Cl, /C=C\ 96,94 1,25° flissig 34°¢ 2,13 - -
Cl H
Vinylchlorid SN
(10%_42_3) C,CIH; £=C 62,50 0,00267 °  gasférmig 1,12 1,52 1,049 0,50
cl H

a: bei 20°C, ®: bei 15°C, ©: bei 25°C, * definiert als Konzentration in der Gasphase zu Konzentration in der Wasserphase (Ccas/Cwasser)

Die flissigen Chlorethene sind farblos, bei Raumtemperatur leicht flliichtig, in Wasser begrenzt
I6slich und haben eine geringere Viskositat und héhere Dichte als Wasser. Aufgrund ihrer gerin-
gen Kosten, leichten Verfligbarkeit, guten Lésemitteleigenschaften, chemischen Stabilitat und
Brandsicherheit wurden sie in gro3en Mengen hergestellt und vielfaltig eingesetzt. PCE und TCE
sind weit verbreitete Losemittel, die in der Industrie, in der Landwirtschaft, beim Militar und im
Haushalt Anwendung fanden und vor allem in der chemischen Reinigung und in der Metallverar-
beitung verwendet wurden. Sie stellen die haufigsten CKW-Grundwasserkontaminationen dar und

treten in den hdochsten Konzentrationen auf (Bradley 2003; Loffler et al. 2013; Xiao et al. 2020).
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Mikrobiologisch kénnen sie weiter zu cDCE, VC und letztendlich Ethen abgebaut werden. Oft
stagniert der Abbau bei den niederchlorierten Verbindungen, so dass Verunreinigungen mit cDCE
und VC meist auf den unvollstandigen Abbau von PCE- und TCE-Kontaminationen zurtickzufih-

ren sind. Daneben stellt die industrielle Polyvinylchlorid (PVC)-Produktion einen direkten Eintrags-
pfad fur VC dar (Dolinova et al. 2017).

.

Industrie- Wasserwerk
Standort

Grundwasser-
FlieBrichtung

Abbildung 4: Schema einer Grundwasserkontamination durch Chlorierte Kohlenwasserstoffe (CKW) mit Eintrag der
Schwerphase (DNAPL) und Schadstofffahnenbildung (eigene Darstellung)

Abbildung 4 zeigt schematisch eine Grundwasserverunreinigung durch chlorierte Kohlenwasser-
stoffe. Der unsachgemale Umgang, die Unkenntnis Uber die gesundheitlichen Auswirkungen und
der Umweltgefahren sowie das Fehlen von Vorschriften wahrend der jahrzehntelangen extensiven
Verwendung flhrten zu einer weitreichenden Verschmutzung des Grundwassers (Koziollek et al.
1999; Loffler et al. 2013). Aufgrund ihrer geringen Viskositat kénnen Eintrage auch durch gering
porose Feststoffe (z.B. Beton), die fiir Wasser oder Ol undurchléssig sind, erfolgen. Im Vergleich
zu anderen Schadstoffgruppen weisen Chlorethene eine sehr hohe Wasserldslichkeit und weniger
hydrophobe Eigenschaften auf, so dass sich grof3e Mengen ins Grundwasser |6sen kénnen, die
durch Sorptionsprozesse kaum zuriickgehalten werden. Als Folge kdnnen sich Schadstoffahnen
von mehreren Kilometern Lange bilden (Abbildung 5), die das Grundwasser Uber lange Zeit ver-

unreinigen (Wisotzky 2011). Mit einer Dichte groRer als die von Wasser kénnen Chlorethene als
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Schwerphase (dense non-aqueous phase liquid — DNAPL) auch in tiefe Grundwasserstockwerke
gelangen. Gleichzeitig sind sie leichtflichtig und kénnen in die ungesattigte Bodenzone und die

Atmosphare entweichen (Dolinova et al. 2017; Stupp et al. 2007).

| | I | I | I |
CKW I
vt -
Mittelwert
BTEX '

CKW: Chlorkohlenwasserstoffe

PAK I BTEX: Benzol, Toluol, Ethylbenzol, Xylol
‘ PAK: Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
MKW r' MKW:  Mineraldlkohlenwasserstoffe
I I I I I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Fahnenlange [m]

Abbildung 5: Schadstofffahnenlangen fiir verschiedene Schadstoffgruppen (Stupp et al. 2007)

Nach Feststellung erster CKW-Grundwasserschadensfalle in den 1960er Jahren und
zunehmenden Erkenntnissen tber ihre Umweltauswirkungen wurde die Produktion, Einfuhr und
Verwendung der Stoffgruppe ab den 1980er Jahren reglementiert und Grenzwerte fir das
Trinkwasser eingefuhrt (Grandel und Dahmke 2008). Wahrend Chlorethene fur die industrielle
Nutzung viele Vorteile aufweisen, zeigen sie aufgrund ihrer Persistenz und Okotoxizitat nicht nur
ein Gefahrdungspotential fur die Umwelt auf, sondern wirken sich auch auf die menschliche Ge-
sundheit aus. VC wirkt erwiesenermalden kanzerogen, woraus auch der vergleichsweise geringe
Trinkwassergrenzwert resultiert. Die anderen Chlorethene stehen im Verdacht, kanzerogen zu
wirken (Mattes et al. 2010). TCE wird unter anderem mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko (Coyle
et al. 2005), Autoimmunerkrankungen (Cooper et al. 2009) und Parkinson (Gash et al. 2008) in
Verbindung gebracht.
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2.2 Mikrobiologischer Abbau von Chlorethenen

2.2.1 Anaerobe reduktive Dechlorierung

Chlorethene galten bis in die 1980er Jahre als nicht biologisch abbaubar. Dann wurde die reduk-
tive Dechlorierung (auch Halorespiration oder Chloratmung genannt) als Hauptabbauweg fir
Chlorethene aufgedeckt (Bradley 2003). Bei der reduktiven Dechlorierung werden die Chlor-
ethene als Elektronenakzeptoren genutzt und unter anaeroben Bedingungen reduziert, wahrend
einfache Substrate wie Wasserstoff und Acetate als Elektronendonator dienen (Auxiliarsubstrate
der anaeroben Dechlorierung). Der Abbaumechanismus ist in Abbildung 6 dargestellt. Bei einem
vollstandigen Abbau wird ausgehend vom hochchloriertem PCE tber TCE, cis- und in vergleichs-
weise geringem Anteil auch trans- und 1,1-Dichlorethen (tDCE, 1,1DCE) bis hin zu VC und
schliellich Ethen schrittweise ein Chloratom entfernt und durch ein Wasserstoffatom ersetzt (L6ff-
ler et al. 2013). Die fur die Halorespiration verantwortlichen Enzyme sind verschiedene reduktive
Dehalogenasen, die je nach Abbauschritt die Spaltung der Kohlenstoff-Chlor-Verbindung des ent-

sprechenden Moleklils katalysieren (Futagami et al. 2008).

ci_ Cl cl_ CI cl,. H H  H H M
\C/ 2H* + 2¢ \C/ H* + 2¢ \C/ 2H* + 2e \C/ 2H* + 2e \C/

[ B

C H + CF C H* + CI C H* + CIF /C\ H* + CF /C\
o’ e o’ H o H ¢ H H H
PCE TCE cDCE vVC Ethen

Abbildung 6: Abbaumechanismus der reduktiven Dechlorierung (Lo6ffler et al. 2013)

Bei mikrobiologischer Aktivitat spiegelt sich der Abbaumechanismus der anaeroben Dechlorie-
rung an kontaminierten Standorten in einer entsprechenden Zonierung der Schadstofffahne wider
(Abbildung 7). Ausgehend vom Schadensherd verschiebt sich die Schadstoffverteilung vom hoch-
chlorierten PCE als Hauptkontaminante stromabwarts zu den Zwischenprodukten TCE, cDCE,
VC und bei vollstandiger Dechlorierung bis zu Ethen (Tiehm und Schmidt 2007; Wiedemeier et al.
1999). Je groRRer die Anzahl an Chloratomen der Verbindung ist, desto starker liegt diese oxidiert
vor und desto groRer ist ihre Tendenz reduziert zu werden. Mit sinkender Chloratomzahl wird die
fortschreitende Dechlorierung erschwert und lauft im Gegensatz zur schnellen Umsetzung von
PCE zu TCE und cDCE deutlich langsamer ab. Als Folge wird an vielen Standorten eine Anrei-

cherung des niederchlorierten cDCE und VC beobachtet (Dolinova et al. 2017). Ursache hierfur
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ist auch, dass nicht alle Mikroorganismen zur vollstandigen Dechlorierung beféhigt sind. Viele
anaerobe dechlorierende Bakterien wie Dehalobacter restrictus, Dehalospirillum multivorans und
Geobacter lovleyi kbnnen PCE Uber TCE zu cDCE reduzieren. Die einzigen bekannten Bakterien,
die den Abbau Uber ¢cDCE hinaus zu VC und Ethen vollziehen kénnen, sind Vertreter der Gattung
Dehalococcoides (Mattes et al. 2010).

Industrie-
Standort

Grundwasser-
FlieRrichtung

Abbildung 7: Zonierung der Schadstofffahne bei vollstédndiger anaerober Dechlorierung (eigene Darstellung)

2.2.2 Aerober co-metabolischer Abbau

Beim aerob co-metabolischen Abbau werden die Schadstoffe mit Sauerstoff als Elektronenakzep-
tor ohne Kohlenstoff- oder Energiegewinn fir die beteiligten Mikroorganismen umgesetzt. Verant-
wortlich daflr sind Substrat-unspezifische Enzyme, die eigentlich fir den Stoffwechsel von ande-
ren Verbindungen gebildet wurden (Arp et al. 2001). Bisher wurde der aerobe co-metabolische
Abbau fur VC, cDCE, tDCE, 1,1DCE und TCE beobachtet. Als Wachstumssubstrate (Auxiliarsub-
strate des co-metabolischen Abbaus) kénnen 2,4-Diphenoxyessigsaure, Ammonium, Cumol,

Ethan, Ethen, Isopren, Phenol, Propen, Propan, Butan, n- Pentan, n-Hexan, Methan, Toluol oder
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auch andere Chlorkohlenwasserstoffe wie VC und Chlorbenzol dienen (Doughty et al. 2005; Fra-
scari et al. 2008; Frascari et al. 2006; Kim et al. 2010).

Bei den Enzymen handelt es sich im Wesentlichen um Mono- und Dioxygenasen mit einem breiten
Substrat-Spektrum. Diese reduzieren Sauerstoff und katalysieren durch den Einbau von einem
(Monooxygenasen) oder zwei Sauerstoffatomen (Dioxygenasen) die Offnung der Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung der Chlorethene (Abbildung 8). Bei der Katalyse durch Dioxygenasen ent-
steht ein Zwischenprodukt, bei der eine Eisenbriicke zwischen den beiden Sauerstoffatomen an-
genommen wird und das sich weiter in Ameisensaure und Glyoxysaure aufspaltet (Field und
Sierra-Alvarez 2004). Monooxygenasen bilden als Zwischenprodukte hauptsachlich reaktive Epo-
xide. Diese bilden schadliche Abbauprodukte, die mit Makromolekilen in Zellen reagieren oder
spontan in Dichloressigsaure, Glyoxylsaure, Ameisensaure oder Kohlenmonoxid zerfallen (Arp
1995). Diese wiederum konnen sich in der wassrigen Phase anreichern oder weiter zu Kohlen-
stoffdioxid abgebaut werden, so dass beim co-metabolischen Abbau oft eine unvollstandige Mi-
neralisierung beobachtet wird (Little et al. 1988; Pant und Pant 2010).

c=0
v Kohlenstoffmonoxid
ca o a Cl OH
NSNS . Na
c—C c—C
/7 O\ AN :
cl H . Cl H 0o
TCE-Epoxid \\\ Dichloressigsaure
Cl Cl » CO,
\ Spontané\ Metabolische .
c—cC Zerfallsreaktion*y Abbaureaktion H
/ \ N O : 4 Cl_
ci H N oo’
TCE N e N
OH H 0] Va
. \ Glyoxylsaure
k"
/OH
e H—C
\O

Ameisensaure

Abbildung 8: Abbauschema des co-metabolischen TCE-Abbaus, graue Linien deuten unvollstandige Reaktion an, in An-
lehnung an Little et al. (1988) und Field und Sierra-Alvarez (2004)

Auch wenn verschiedene toxische und instabile Metabolite durch co-metabolische Prozesse ent-

stehen kdénnen, ist die Bildung von toxischen Endprodukten im Vergleich zur reduktiven Dechlo-
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rierung in der Regel geringer. Au3erdem ist die weite Verbreitung vieler Oxygenase-exprimieren-
der Bakterien vorteilhaft fur die Nutzung als Sanierungsverfahren. Um das Zellwachstum und die
Oxygenase-Aktivitat aufrecht zu erhalten, ist jedoch die Anwesenheit von Wachstumssubstraten
in ausreichender Konzentration erforderlich (Frascari et al. 2015; Mattes et al. 2010). Weiterhin
konkurrieren Wachstumssubstrate und Schadstoffe um die Oxidationskapazitat der Oxygenasen,
so dass neben der Hemmung durch die Toxizitat von Zwischenprodukten auch gegenseitige kom-
petitive Hemmungen des Abbaus auftreten kénnen und der Prozess wesentlich langsamer ablauft
als die direkte metabolische Umsetzung (Alvarez-Cohen und Speitel 2001; Chang und Alvarez-
Cohen 1995).

2.2.3 Aerober metabolischer Abbau

Beim aeroben metabolischen (produktiven) Abbau werden die Chlorethene als alleiniges Wachs-
tumssubstrat zur Kohlenstoff- und Energiegewinnung der beteiligten Mikroorganismen genutzt
und als Elektronendonatoren mit Sauerstoff umgesetzt. Vor allem Monooxygenase-Enzyme spie-
len dabei eine entscheidende Rolle und katalysieren als ersten Schritt die Epoxidbildung (Dolinova
et al. 2017). Auch wenn die weiteren Abbaumechanismen nicht genau bekannt sind, wurde beim
produktiven Abbau eine vollstandige Mineralisierung in die anorganischen Endprodukte Kohlen-
stoffdioxid, Chlorid und Wasserstoff bzw. Wasser beobachtet (Bradley und Chapelle 2000; Brad-
ley et al. 1998; Schmidt et al. 2014). Ohne die notwendige Zugabe von Auxiliarsubstraten und die
Bildung toxischer Zwischenprodukte spielt der Abbauweg flir die Sanierungspraxis eine heraus-
ragende Rolle (Tiehm et al. 2008).

Im Gegensatz zur anaeroben Dechlorierung nimmt die Tendenz zur aerob-metabolischen
Umsetzung aufgrund des zunehmend reduzierten Charakters der Verbindungen mit
abnehmender Chloratomzahl zu (Bradley 2003). So ist der aerob-produktive Abbau der
niederchlorierten Verbindungen VC und cDCE weitgehend bekannt (Coleman et al. 2002a, 2002b;
Schmidt et al. 2010). Fur TCE wurde der Abbauweg bisher an einem Standort beobachtet
(Schmidt et al. 2014) und anschlieend fur verschiedene Umweltbedingungen untersucht (Gaza
et al. 2019). AuBerdem wurden Versuche unternommen, die abbauaktiven Mikroorganismen zu
identifizieren. Aus dem Standortgrundwasser wurde eine abbauaktive Mischkultur angereichert
und daraus Reinkulturen isoliert. Diese zeigten jedoch keine Abbaufahigkeit, so dass darauf
geschlossen wurde, dass der aerob-metabolische TCE-Abbau durch verschiedene Bakterien der

Mischkultur vollzogen wird (Gaza 2015).
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23 Biologische Sanierung von Chlorethenen

2.3.1 Anaerobe Verfahren

Unter den verschiedenen Abbaumechanismen von Chlorethenen ist die anaerobe Dechlorierung
am langsten bekannt und stellt auRerdem den einzigen Prozess dar, durch den alle Verbindungen
der Stoffgruppe, insbesondere auch das hochchlorierte PCE, mikrobiologisch umgesetzt werden
kénnen. Dementsprechend finden sich hier auch die haufigsten Anwendungsbeispiele und Me-
thoden zur Biostimulierung sowie zur Bioaugmentation sind bereits etabliert (Frascari et al. 2015;
Lyon und Vogel 2013; McCarty 1993).

Die Stimulierung des anaeroben Chlorethenabbaus erfolgt durch die Zugabe von Auxiliarsubstra-
ten als Elektronendonatoren in den Untergrund. Dabei handelt es sich um organische Verbindun-
gen wie Laktat, Methanol, Ethanol, Propionat oder Butyrat. Fermentierende Bakterien setzen die
Substrate in die primaren Elektronendonatoren Acetat oder Wasserstoff um, die dann von den
dechlorierenden Mikroorganismen fur den Abbau genutzt werden (Frascari et al. 2015; Xiao et al.
2020). Zur Bioaugmentation liegen zahlreiche Anwendungsbeispiele mit Anreicherungs- und im
Handel erwerblichen Kulturen vor, die sowohl in Laborversuchen als auch in Feldstudien erfolg-
reich eingesetzt wurden (Kane et al. 2005; Li et al. 2021a; Schaefer et al. 2017; Schaefer et al.
2010; Schaefer et al. 2007). Das Inokulum liegt dabei meist in flissiger Form vor und wird direkt
in den Untergrund injiziert (Lyon und Vogel 2013). Durch Bioaugmentation kann die vollstandige
Dechlorierung angeregt (Ellis et al. 2000; Major et al. 2002) oder der Abbau beschleunigt werden
(Hood et al. 2008).

In der Praxis birgt die Stimulierung des anaeroben Chlorethenabbaus jedoch auch erhebliche
Nachteile (Abbildung 9). Eine vollstandige Dechlorierung erfolgt nur bei Anwesenheit von Bakte-
rien der Gattung Dehalococcoides, die sehr sauerstoffempfindlich sind, so dass der Abbau nur im
strikt anaeroben Milieu erfolgt (Frascari et al. 2015). Hier treten Konkurrenzreaktionen wie die
Sulfatreduktion und Methanogenese auf, die zur Bildung toxischer Metabolite fihren und das
Grundwasser belasten. Die Zugabe grof3er Mengen organischer Substanzen als Auxiliarsubstrate
zur Stimulierung sowie ihre Fermentationsprodukte beeintrachtigen die Grundwasserqualitat zu-
satzlich (Aulenta et al. 2006; Aulenta et al. 2007). Oft stagniert der Abbau bei den toxischen Zwi-
schenprodukten cDCE und VC. Auch Ethen steht im Verdacht kanzerogen zu wirken, so dass
selbst bei einer vollstandigen Dechlorierung nicht nur unbedenkliche Endprodukte entstehen
(Tiehm und Schmidt 2011).
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Infiltrationsanlage
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Abbildung 9: Nachteile der anaeroben Dechlorierung mit Injektion von Auxiliarsubstraten, Metabolitenbildung und Akku-
mulation der niederchlorierten Ethene cDCE und VC (eigene Darstellung)

2.3.2 Aerobe Verfahren

Aerobe Sanierungsverfahren setzen die Versorgung mit ausreichend Sauerstoff als Elektronen-
akzeptor fur den Abbau voraus. Dieser ist in Wasser nur begrenzt I6slich und in kontaminierten
Grundwasserleitern meist gezehrt, so dass anoxische Verhaltnisse herrschen (Jergensen 2007).
Die Anreicherung kann durch Injektion von Sauerstoff oder Sauerstoff-freisetzenden Verbindun-
gen wie Wasserstoff- oder Magnesiumperoxid erfolgen (Farhadian et al. 2008).

Zur Nutzung des aerob co-metabolischen Abbaus ist aul’erdem die Anwesenheit von ausreichen-
den Konzentrationen eines Wachstumssubstrats notwendig, mit dem die Schadstoffe umgesetzt
werden. Im ginstigsten Fall liegen diese auf natirliche Weise vor, z.B. wenn das in der anaeroben
Zone eines CKW-Schadens gebildete Methan am aeroben Fahnenrand stromabwarts als Pri-
marsubstrat flir den co-metabolischen Abbau der Zwischenprodukte cDCE und VC genutzt wer-

den kann (Verce et al. 2000). Meist ist jedoch die Zugabe von Auxiliarsubstraten als Wachs-
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tumssubstrate notwendig, um den Abbau anzuregen. Zahlreiche Anwendungen zeigen eine er-
folgreiche Umsetzung der Stimulierung im Feld (Frascari et al. 2015; Semprini 1997). Zur Bioaug-
mentation liegen wesentlich weniger Studien aus dem Labor (Balba et al. 2008; Duba et al. 1996;
Li et al. 2021b) und im Pilotfeldmafstab vor (Duba et al. 1996; Steffan et al. 1999).

Die Zugabe organischer Substanzen und die Bildung toxischer Metabolite belastet jedoch auch
bei diesem Verfahren das Grundwasser zusatzlich. AulRerdem kénnen die Oxidationsprodukte
den weiteren Abbau durch Enzyminaktivierung hemmen. Hinzu kommt die Konkurrenz zwischen
den Schadstoffen und den Wachstumssubstraten sowohl um die fur den Abbau verantwortlichen
Enzyme als auch um den begrenzt I6slichen Sauerstoff. Bei der Aerobisierung von anaeroben
Aquiferen ist eine weitere Sauerstoffzehrung durch andere reduziert vorliegende Spezies wie Ei-
sen- und Manganverbindungen oder Sulfiden zu berticksichtigen. Diese werden zunachst aufoxi-
diert und je nach Konzentration im Grundwasser kdnnen die Oxidationsprodukte vor allem im
Bereich der Injektionsbrunnen zu Verblockungen fuhren (Dolinova et al. 2017; Tiehm und Schmidt
2011). Dazu kann auch ein UbermaRiges Biomassewachstum beitragen, das zwar allgemein fur
aerobe Verfahren besteht, aber bei co-metabolischen Prozessen durch die hohe Verfligbarkeit
von organischer Substanz wesentlich hdher ist. Fur die Schadstoffeliminierung muss je nach
Wachstumssubstrat etwa das Zehn- bis Hundertfache der Schadstoffmenge zugegeben werden,

was ein entsprechendes Biomassewachstum nach sich zieht (Frascari et al. 2015).

Dagegen besteht beim aerob-produktiven Chlorethenabbau ohne die notwendige Zugabe von Au-
xiliarsubstraten keine Konkurrenz um den verfiigbaren Sauerstoff und die abbauaktiven Enzyme.
Es werden keine Metabolite gebildet und das Grundwasser wird deutlich geringer beeinflusst (Ab-
bildung 10) (Tiehm und Schmidt 2011). Wahrend die Stimulierung des produktiven Abbaus mit
Sauerstoff fur andere Schadstoffe wie aerob gut abbaubare Mineraldlkohlenwasserstoffe haufig
angewendet wird (Farhadian et al. 2008; Wilson 2003), liegt fir Chlorethene bisher nur eine Feld-
studie zum Abbau von VC vor (Davis et al. 2009). Zur Bioaugmentation wurden vereinzelte La-
boruntersuchungen zum Abbau von VC (Fathepure et al. 2005) sowie cDCE und tDCE veréffent-
licht (Olaniran et al. 2006). Fur TCE haben orientierende Untersuchungen mit einer Anreiche-
rungskultur des Standortes, an dem der Abbauweg erstmals beobachtet wurde, das Bioaugmen-
tationspotential anhand von zwei kontaminierten Grundwasserproben ohne intrinsisches Abbau-

potential exemplarisch aufgezeigt (Gaza et al. 2019).
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Abbildung 10: Aerob-produktiver Abbau und Schadstoffeliminierung ohne unerwiinschte Nebenreaktionen und Metabolite
(eigene Darstellung)

2.3.3 Sequentiell anaerob-aerobe Verfahren

Die Nachteile von anaeroben Verfahren wie die Sauerstoffempfindlichkeit der zur vollstandigen
Dechlorierung befahigten Bakterien und die Bildung von toxischen Zwischen- und Endprodukten
fuhrten zum Ansatz des sequentiell anaerob-aeroben Abbaus. Dabei werden die hochchlorierten
Ethene zunachst unter anaeroben Bedingungen bis cDCE reduziert. Hierfur ist das Vorhanden-
sein der deutlich robusteren und weiter verbreiteten Bakterien, die PCE bis cDCE umsetzen kon-
nen, ausreichend. AnschlieRend werden die niederchlorierten Ethene in einer aeroben Stufe mi-
neralisiert (Schmidt & Tiehm 2011).

Der sequentiell anaerob-aerobe Abbau wurde bisher an einem Standort auf natiirliche Weise be-
obachtet. Dort werden PCE und TCE unter anaeroben Bedingungen reduktiv hauptsachlich zu
cDCE abgebaut. Die weitere Dechlorierung bis zu VC beschrankt sich auf eine stark anaerobe
Zone der Schadstofffahne wahrend in den flachen Teilen aerobe Bedingungen herrschen und die
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Zwischenprodukte auch mit niedrigen Sauerstoffkonzentrationen mineralisiert werden (Schmidt
und Tiehm 2008).

Die Stimulierung des sequentiellen anaerob-aeroben Abbaus durch die Zugabe von Elektronen-
donatoren in der anaeroben Stufe und Sauerstoff bzw. Wasserstoffperoxid in der aeroben Stufe
sowie teils auch einer abbaufahigen Kultur wurde in verschiedenen Laborversuchen erfolgreich
umgesetzt (Chang et al. 2017; Li et al. 2021a; Lohner et al. 2011). Feldstudien zeigen, dass die
Anwendung nicht nur fir Kontaminationen mit PCE vorteilhaft ist, welches nur im ersten Schritt
der anaeroben Dechlorierung mikrobiologisch umgesetzt werden kann. Die Anregung des se-
quentiellen Abbaus stellt sich auch als geeignete Losung fiir Standorte dar, die mit Schadstoffge-
mischen verunreinigt sind und neben PCE auch Komponenten beinhalten, die besser aerob um-

setzbar sind, wie z.B. Monoaromaten (Beeman und Bleckmann 2002; Devlin et al. 2004).

24 Biologische Nachweismethoden

241 Most Probable Number (MPN)

Anhand einer mikrobiellen Bestandsaufnahme kénnen die biologische Aktivitat und die ablaufen-
den Abbauprozesse im Grundwasser erfasst und bewertet werden. Eine Methode zum Nachweis
und zur Quantifizierung von Mikroorganismen mittels Keimzahlbestimmung stellt das Most Pro-
bable Number-Verfahren (MPN) dar (Clarke und Owens 1983). Die Methode weist niedrige Nach-
weisgrenzen auf, ist jedoch vergleichsweise zeitaufwandig mit Inkubationszeiten von mehreren

Wochen.

Das Untersuchungsprinzip ist zusammenfassend in Abbildung 11 dargestellt. Dabei wird eine de-
zimale Verdinnungsreihe der Proben auf Mikrotiterplatten angelegt und die Stufe ermittelt, in der
noch keimfahige Mikroorganismen vorhanden sind. Je nach Verfahren mit Verwendung eines
speziellen Nahrmediums zur Inkubation ist die Bestimmung der Gesamtkeimzahl oder spezifi-
scher stoffwechselphysiologischer Gruppen moglich. Fur den Nachweis bestimmter Schad-
stoffverwerter sind optimale Wachstumsbedingungen fir die entsprechenden Organismen und die
Verfugbarkeit des betreffenden Substrats als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle erforderlich.
So wird sichergestellt, dass sich nur die Schadstoffverwerter vermehren wahrend Bakterien ohne
die Fahigkeit zum Schadstoffabbau und geeignetes Wachstumssubstrat ihren Stoffwechsel ein-
stellen (Johnsen 2017).
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Abbildung 11: Versuchsschema des Most-Probable-Number-Verfahrens (Michels et al. 2008)

Fir jede der acht Verdiinnungsstufen werden flinf Proben und eine Sterilkontrolle angesetzt. Nach
einer spezifischen Inkubationszeit werden die Réhrchen gezahlt, in der sich Mikroorganismen ent-
wickelt haben. Von der Auszahlung der keimfahigen Proben in jeder Verdiinnungsstufe wird mit-
tels eines statistischen EDV-Programms basierend auf einer Piosson-Verteilung auf die Keimzahl
in der unverdinnten Probe geschlossen (Michels et al. 2008). Bei langsam wachsenden Bakterien
ist das Wachstum in der Probe anhand der Tribung schwer zu erkennen. Fir einen deutlicheren
Nachweis kdnnen Farbstoffe wie z.B. Resazurin, was auch in dem in dieser Arbeit verwendeten
Reagenz PrestoBlue® enthalten ist, zugegeben werden. Dieser wird von lebenden Zellen redu-
ziert und verursacht so einen Farbumschlag von blau nach pink, so dass die Réhrchen mit Bak-

terienwachstum eindeutig erkennbar sind (Guerin et al. 2001).

24.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Im Vergleich zu Kulturverfahren stellt die molekularbiologische PCR-Methode (Polymerase Chain
Reaction) einen schnellen und spezifischen Nachweis der am Abbau beteiligten Mikroorganismen
und Enzymen dar. Das Messprinzip ist in Abbildung 12 dargestellt und besteht in der Amplifizie-
rung einer spezifischen DNA-Sequenz in mehreren Zyklen. In einem ersten Schritt werden die

DNA-Strange erhitzt und dabei in zwei Einzelstrange aufgebrochen (Denaturierung). In einem
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zweiten Schritt lagern sich komplementéare Oligonukleotid-Sequenzen (Primer) jeweils an den An-
fang und das Ende der zu vervielfaltigenden Sequenz an (Annealing). Von diesen Primern aus-
gehend fiillt das Enzym Polymerase den Einzelstrang mit Nukleotiden, die im Uberschuss zuge-
geben werden, wieder auf und synthetisiert somit zwei neue DNA-Doppelstrange (Extension), die
den Ausgangspunkt des nachsten Zyklus bilden. Dies flhrt zu einer exponentiellen Anhaufung
der Zielsequenz (White et al. 1989).

DNA-Doppelstrang / H- \
1 Q 7 — T 1 7P —
! ~ L W
v, T - ohbddeht RRTHHH ..
I 5 2 5
THITITTTI 3 ).
- AN rreerrITY - P~ 11T T
> 4 _ NPT L B
" T —
Primer  Nycleotid R
1 Denaturierung \
2) Annealing

3 Extension

Abbildung 12: Schema der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), in Anlehnung an Bell (1989)

Die quantitative Anwendung des Verfahrens erfolgt tiber die Zugabe eines Fluoreszenz-Farbstoffs,
der in die neu gebildete DNA interkaliert, und die Messung der Amplifikation anhand des Fluores-
zenzsignals in Echtzeit (quantitative oder real time PCR — gPCR). Die erforderlichen Zyklen bis
zu einem bestimmten Schwellenwert des Signals (cycle threshold — Ci-Wert) werden mit Stan-
dards bekannter Konzentration verglichen und tber eine Kalibriergerade die Konzentration in der

gemessenen Probe ermittelt (Kubista et al. 2006).

Die Spezifitat des Verfahrens hangt von den verwendeten Primern sowie der Temperatur und der
Zeit von Annealing und Extension ab, wobei jedes Primerpaar seine eigenen optimalen Bedin-
gungen bzw. spezifischen Temperaturen aufweist (Bell 1989). Eine Zusammenstellung der in der
Literatur beschriebenen Primer zum Nachweis von Genen, die mit dem mikrobiologischen Chlor-

ethen-Abbau verbunden werden, befindet sich bei Dolinova et al. (2017).
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3 Material und Methoden

Die Laborarbeiten wurden, sofern nicht anders vermerkt, in der Abteilung Wassermikrobiologie
des DVGW-Technologiezentrums Wasser (TZW) durchgefiihrt. Die PCR-Versuche (Methoden-
entwicklung und Messungen) wurden im Rahmen des Partnerprojekts BioChlor (siehe Kapitel 1.1)
durchgefuhrt und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Verfigung gestellt. Die verwendeten
Chemikalien in ,zur Analyse“-Qualitat stammen von Merck. Verwendete Gerate und weitere Ma-

terialien werden im Text spezifiziert.

3.1 Anreicherungskultur und Medium

Bei der verwendeten Kultur handelt es sich um die von Gaza et al. (2019) beschriebene Misch-
kultur, die TCE aerob-metabolisch umsetzt. Diese wurde aus Grundwasserproben des Standortes,
an dem der Abbauweg erstmals auf natlrliche Weise beobachtet und nachgewiesen wurde, in

Mineralmedium angereichert wie von Schmidt et al. (2014) beschrieben.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Mineralmedi- Tabelle 3: Zusammensetzung der Spurenele-
ums mentlésung
Substanz: Einwaage Substanz: Einwaage
H>O demin. 1L H>O demin. 1L
K,HPO, x 3 H,0 1,05 g ZnSO, x 7 H,0 10 mg
KH,PO, 024 FeSO4 x 7 H,0 200 mg
NaNO; 017 g MnCl, x 4 H,0 3 mg
MgSO4 x 7 H,0 0,04 g HsBO, 30 mg
CaSO0, x 2 H,0 0,023 g CoCl, x 6 HO 20 mg
Spurenelementlésung 2 mL CuSO4 x 2 H,0 10 mg
Das Medium wurde mit HsPO4 bzw. NaOH auf einen NiCl, x 6 H,0O 6 mg
pH-Wert von 7,2 + 0,2 eingestellt und 20 min bei
121 °C autoklaviert. Na;MoO4 x 2 H,O 3 mg
H3sPO4 konzentriert 2 mL

Die Spurenelementldsung wurde 20 min bei 121°C au-
toklaviert.

Die Zusammensetzung des Mediums ist in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgelistet und frei von allen
bekannten Auxiliarsubstraten, um einen co-metabolischen Abbau ausschlieRen zu kénnen. Ins-

besondere wird Stickstoff als Nitratverbindung und nicht als Ammonium zur Verfigung gestellt.
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Als Kohlenstoffquelle wurde ausschliellich TCE zudosiert. AuRerdem sind keine Chlorsalze ent-
halten, so dass die Bilanzierung und der Nachweis einer produktiven Umsetzung anhand der beim
Abbau stéchiometrischen Chloridbildung mdglich ist.

Die Mischkultur wurde zum einen als Flissigkultur in Batchflaschen (SV1 bis SV6) gepflegt (Ab-
bildung 13, links) und zum anderen in Kreislaufsdulen auf Quarzsand immobilisiert (Abbildung 13,
rechts) wie von Gaza et al. (2019) beschrieben. Die Abbaufahigkeit wurde anhand des TCE-RUck-
gangs und der damit verbundenen stéchiometrischen Chloridbildung tUberwacht. Bei jeder Pro-
benahme wurde das enthommene Volumen durch den Zutritt von Umgebungsluft ausgetauscht,
wodurch Sauerstoff in das System getragen wurde und fir den Abbau in ausreichender Menge
zur Verfiigung stand. Nach Bedarf wurde TCE dosiert und die Batchflaschen bzw. Vorratsflaschen

der Saulen mit frischem Medium aufgefillt, wodurch ebenfalls Luftsauerstoff eingetragen wurde.

o)

: Saulenvorrat
"2 (Mineralmedium + TCE)

Abbildung 13: Anreicherungskultur fliissig in Mineralmedium (links) und immobilisiert auf Quarzsand in Kleinsaulen (rechts)

Fur die Mikrokosmenversuche wurden sowohl die Flissigkultur als auch der bewachsene Quarz-
sand als Inokulum verwendet (siehe Kapitel 3.3.3). Aulerdem wurden im Zuge der Kultivierung
Proben zur Entwicklung der Biomonitoringmethoden entnommen. Fur die Weiterentwicklung der
MPN-Methode (siehe Kapitel 3.4.1.3) wurden die Flissigkulturen SV1, SV2, SV3 und SV4 beprobt.
Fur die Entwicklung der PCR-Methode (siehe Kapitel 3.4.2.1) und Validierung der Biomonitoring-
methoden (siehe Kapitel 3.4.3.2) wurden aulRerdem die Flussigkulturen SV5 und SV6 herangezo-
gen. Zur ldentifizierung der am aerob-produktiven TCE-Abbau beteiligten Mikroorganismen wur-
den dem Partnerprojekt BioChlor (siehe Kapitel 1.1) weiterhin Quarzsandproben sowie Proben
aus dem Zulauf der Kleinsaulen zur Verfigung gestellt. Zu diesem Zweck wurden auch die Flo-
cken beprobt, die sich wahrend der Kultivierung gebildet haben und am Boden der Batch- und
Saulenvorratsflaschen mit dem Auge erkennbar waren (siehe Kapitel 4.1.2).
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3.2 Analytische Methoden

3.21 Elektrodenmessungen

Die Messung von pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffgehalt diente zur Erfassung der Milieube-
dingungen sowie der Sicherstellung von aeroben Verhaltnissen mit ausreichenden Sauerstoffkon-

zentrationen fir den Abbau.

Der pH-Wert und die Temperatur wurden mit dem Messgerat Multi pH320 und der Elektrode Sen-
Tix 41 der Firma WTW erfasst. Die Sauerstoffmessung erfolgte mit dem Messgerat Multi 350i und
der Elektrode CellOx 325, ebenfalls von der Firma WTW.

3.2.2 lonenchromatographie

Die Anionen Chlorid, Nitrat, Nitrit und Sulfat wurden mittels lonenchromatographie (IC) bestimmt.
Die Messung diente vorrangig zur Erfassung der Chloridkonzentration, um den Abbau mit der
verbundenen Chloridbildung bilanzieren und eine vollstadndige Mineralisierung nachweisen zu

konnen.

Die Proben wurden vorbereitend durch einen Membranfilter mit 0,2 ym Porenweite genommen
und mit Reinstwasser 1:2 verdinnt. Fir die Messung diente das Gerat 761 Compact IC mit Leit-
fahigkeitsdetektor und der Autosampler 813 Compact von Metrohm. Tabelle 4 beinhaltet die ent-

sprechenden Kenndaten und Betriebsbedingungen. Die Bestimmungsgrenzen lagen bei 2 mg/L.

Tabelle 4: Betriebsbedingungen und Kennzahlen der IC
lonenchromatograph Metrohm 761 Compact IC
Trennsaule Metrosep A Supp 5 (150mm Lange, 4 mm Durchmesser)
Injektionsvolumen 20 yL
Durchfluss 0,7 mL/min
Eluent 4 mmol/L Na,COj3/ 1.25 mmol/L NaHCO3, 2 % Aceton
Suppressor Metrohm Suppressor Modul (MSM)
Regenerent H>S0, (0,1 %-ig)
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3.2.3 Geldster organischer Kohlenstoff

In Hinblick auf weitere mogliche Kohlenstoffquellen und die Bildung von Zwischenprodukten
wurde als Summenparameter fir alle in der Wasserprobe gelésten organischen Kohlenstoffver-

bindungen der gel6ste organische Kohlenstoff (dissolved organic carbon — DOC) herangezogen.

Fur die Messung mit dem Analysegerat Vario TOC Tube von Elementar Analysesysteme GmbH
wurde bei der Probenahme zunachst der partikulare organische Kohlenstoff durch einen
Membranfilter mit 0,45 um Porenweite abgetrennt. Durch das Ansauern der Probe mit zwei
Tropfen halbverdiinnter Salzsdure wird diese zum einen stabilisiert und der mikrobiologische
Abbau unterdrickt. Zum anderen wird das Kalk-Kohlensaure-Gleichgewicht zum
Kohlenstoffdioxid verschoben, welches zusammen mit leichtfllichtigen organischen
Kohlenstoffverbindungen im Luftstrom ausgast, die in dieser Methode nicht vollstandig miterfasst

werden. Die Bestimmungsgrenze lag bei 0,2 mg/L.

3.24 Gaschromatographie

Zur Quantifizierung der Schadstoffminderung wurden die Chlorethene und Ethen mittels Head-
space-Gaschromatographie (GC) gekoppelt mit einem Flammenionisations- (FID) und Elektro-
neneinfangdetektor (ECD) gemessen. Hierfir wurde das GC-System 7890A mit dem Autosampler
G1888 von Agilent Technologies verwendet. Die Komponenten und Betriebskennzahlen finden
sich in Tabelle 5.

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt und hierfir zwei Glaschen mit 5 mL Probe
abgefillt. Zuvor wurden zwei Tropfen konzentrierte Phosphorsaure zur Stabilisierung und Abstop-
pung der biologischen Aktivitat vorgelegt. Bei der Messung wurden Kontrollstandards mitgeftihrt.
Die Auswertung erfolgte je nach Konzentrationsbereich mit der Bestimmung des FID oder ECD
Uber eine Mehrpunktkalibrierung mit externen Standards. Fir das Messergebnis wurde der Mit-
telwert der Doppelbestimmung gebildet und bei einer Standardabweichung von Uber 20 % der
héhere Wert angenommen. Die Bestimmungsgrenzen betrugen 0,06 mg/L fur Ethen, 0,12 mg/L
fur VC, 0,02 mg/L fur cDCE und 0,0002 mg/L fur TCE und PCE.
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Tabelle 5: Komponenten und Analyseparameter des GC-Systems
Gaschromatograph 7890A GC-System, Agilent Technologies
Autosampler 1888 Network Headspace-Sampler, Agilent Technologies
Probenahmegefa® Headspace vial 10 mL, flatbottom, Agilent Technologies
Deckel Verschlusse (Alu), Butylgummi/PTFE Pharmafix 3x10 mm, A-Z Analytik-Zubehér GmbH
Injektion Split 1:15, 24 mL/min, Vorheizen: 70°C, 60 min
Injektionsvolumen 1mL

Injektionsdruck/-temperatur 287 kPa/180°C

Tragergas Helium

Saulenfluss/-druck 1,6 mL/min, 186,99 kPa

Saule Kapillarsaule Pona, Hewlett Packard, 50 m Lange, 200 ym Durchmesser, 0,5 um Filmdicke
Ofentemperaturprogramm . 30°C (7 min)

. 1,5°C/min auf 60°C (12 s)
. 15°C/min auf 200°C (7 min)

FID-Temperatur 250°C
ECD-Temperatur 300°C
3.3 Mikrokosmen

Labor-Mikrokosmenversuche dienen zur Identifizierung mikrobiologischer Abbauprozesse in re-
prasentativen Proben eines Grundwasserleiters, um ein Verstandnis fir die Verhaltnisse und das
Abbaupotential am Standort zu gewinnen und auf den Grundwasserleiter als Ganzes zu schlief3en.
Zur Untersuchung des intrinsischen Abbaupotentials sowie des Stimulierungspotentials mittels
Bioaugmentation wurden in vorliegender Arbeit Mikrokosmenversuche mit Grundwasser in Batch-

flaschen durchgefiihrt.

3.31 Probenahmestandorte

Die Grundwasserproben fir die Untersuchung des aerob-produktiven TCE-Abbaus in Mikrokos-
men stammen von insgesamt sieben Standorten, die mit Chlorethenen belastet sind (Abbildung
14). Die genauen Standorte durfen aus datenschutzrechtlichen Griinden nicht verdffentlicht oder
naher beschrieben werden, so dass nachfolgend nur auf die jeweilige Grundwasserkontamination

und bisherigen Sanierungsstrategien eingegangen wird.
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Abbildung 14:

Geographische Verteilung der untersuchten
©2023 Google, GeoBasis-DE/BKG (© 2009), Inst. Geogr. Nacional, Mapa GlSreal Standorte

3.3.1.1 Standort 1

Standort 1 befindet sich im Stidwesten von Deutschland im Raum Stuttgart. Die Verunreinigung
des Grundwassers mit hauptsachlich TCE geht auf eine Produktionsstatte flir Bodenbelage zu-
ruck und ist seit den frihen 1980er Jahren bekannt. Die Schadstofffahne erstreckt sich Uber die
geologische Formation des Lettenkeupers und wurde bereits durch eine in-situ chemische Oxida-
tion (ISCO), bei der die Schadstoffe durch Zugabe eines starken Oxidationsmittels chemisch auf-
oxidiert werden, sowie einer Pump-and-Treat-MaRnhahme behandelt. Seitdem wird der nattrliche
Schadstoffriickgang der Restkontamination Uberwacht. Fir die vorliegende Arbeit wurde die

Messstelle B23 im Abstrom des Schadensherdbereichs beprobt.

3.3.1.2 Standort 2

Standort 2 liegt ebenfalls im Raum Stuttgart, wo der Grundwasserschaden durch einen Chemika-
liengrolRhandel sowie ein Aluminiumschmelzwerk verursacht wurde. Der Untergrund ist hier nicht
nur mit chlorierten, sondern auch mit Braunkohleteer-stammigen polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK) verunreinigt. Die Kontamination befindet sich hauptsachlich in der
Gipsschicht des Unteren Gipskeupers, erreicht aber auch den Lettenkeuper. Am Standort wurde
eine hydraulische (Pump-and-Treat) sowie eine biologische Sanierung durchgefihrt, bei der der

anaerobe Abbau durch Melassezugabe stimuliert werden sollte, jedoch zu einer erhéhten Mobilitat
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der Schadstoffe geflhrt hat. Fur die Mikrokosmen-Versuche wurden die Messstellen B17 in der
Nahe des Schadensherdes mit einer Tiefe in den Gipskeuper sowie die Messstelle GWM9 im

Abstrom, die bis in den Lettenkeuper abteuft, beprobt.

3.3.1.3 Standort 3

Standort 3 umfasst eine seit den 1990er Jahren bekannte grof3flachige CKW-Grundwasserverun-
reinigung im Raum Mannheim, die von verschiedenen metallverarbeitenden Betrieben und che-
mischen Reinigungen stammt und mehrere Schadensherdbereiche aufweist. Niederterassensedi-
mente bilden den oberen Grundwasserleiter, der vom unteren Quartar durch eine grundwasser-
stauende Zwischenschicht getrennt ist. Am Standort wurde ein Pump-and-Treat-Verfahren durch-
gefuhrt und das mikrobiologische Abbaupotential der reduktiven Dechlorierung sowie des aeroben
metabolischen cDCE- und VC-Abbaus nachgewiesen (Schmidt und Tiehm 2008). Zur Untersu-
chung des aerob-metabolischen TCE-Abbaus wurde die Messstelle BP35 beprobt.

3.3.1.4 Standort 4

Standort 4 befindet sich im Stadtgebiet Stuttgart auf dem Gelénde eines ehemaligen Lager- und
Umschlagplatzes fur Chemikalien und Mineraldlprodukte. Der Untergrund ist Gberwiegend mit
CKW und untergeordnet mit Mineraldlkohlenwasserstoffen (MKW), der leichtflichtigen monoaro-
matischen Schadstoffgruppe Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylol (BTEX) und polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) verunreinigt. Die grundwasserfuhrenden Schichten
werden am Standort unter einer machtigen Deckschicht vom Gipskeuper und Oberen Muschel-
kalk gebildet. Seit 1986 wurden mehrere Sanierungsmalinahmen durchgefiihrt, darunter Boden-
luftabsaugung, hydraulische Sanierung, Bodenaushub und —austausch, jedoch verbleiben nach
wie vor CKW-Restbelastungen. Zur Untersuchung des biologischen Abbaupotentials wurden vier
Messstellen im Abstrom (GWMO08/17, GWM11/17, GWM12/17 und GWM17/17) mit unterschied-

lichen CKW-Gesamtkonzentrationen und —Verhaltnissen beprobt.

3.3.1.5 Standort 5
Standort 5 liegt im Norden Deutschlands im Stadtgebiet Hamburg, wo seit den 1930er Jahren

Pflege-, Reinigungs- und Bautenschutzmittel hergestellt wurden und der Untergrund mit CKW und
BTEX-Verbindungen verunreinigt ist. Der kontaminierte Grundwasserleiter wird durch mittel bis
gut durchlassige Sande gebildet, die in den Geschiebemergel eingelagert sind. Am Standort
wurde bislang keine Sanierungsmalnahme durchgefuhrt, bei der Fahnenerkundung und Sanie-

rungsuntersuchung jedoch ein Rickgang der Schadstoffbelastung festgestellt, der auf eine biolo-
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gische Abbauaktivitat zurtickgefuhrt werden kann. Um das Abbaupotential am Standort zu unter-
suchen, wurden drei Messstellen (GWM2981, GWM2983, GWM2984) mit unterschiedlichen Ent-

fernungen zum Schadensherdbereich und entsprechenden Schadstoffkonzentrationen beprobt.

3.3.1.6 Standort 6

Standort 6 befindet sich im aulRersten Westen Deutschlands am Niederrhein. Auf dem Gelande
einer ehemaligen chemischen Reinigung ist es durch Handhabungsverluste und Leckagen zu ei-
ner CKW-Verunreinigung des Untergrunds mit PCE als Hauptkontaminante gekommen. Der
Grundwasserleiter besteht aus quartaren Mittel- und Grobsanden, in die Lagen von Kies und
Feinsand eingeschaltet sind. Bisherige Sanierungsverfahren umfassen einen Bodenaustausch
sowie eine ISCO-Malinahme, mit der die Eintragsquelle beseitigt und der Schadstoffeintrag mini-
miert werden sollten. Fir die Mikrokosmen-Versuche wurde die Messtelle B44M im weiteren

Abstrom beprobt.

3.3.1.7 Standort 7

Standort 7 ist in Frankreich in der Nahe von Stralburg im Elsass verortet. Die Altlast geht auf
einen metallverarbeitenden Betrieb zuriick, der eine CKW-Verunreinigung des Untergrunds ver-
ursacht hat. Den Grundwasserleiter bilden quartare Sande und Kiese auf Mergel. Als Sanierungs-
malinahmen wurden bereits eine Bodenluftabsaugung durchgefihrt und das Grundwasser seit-
dem durch eine Pump-And-Treat-Anlage abgereinigt. Zur Untersuchung des mikrobiologischen

Abbaupotentials wurde die Messstelle PZ13 im Abstrom beprobt.

3.3.2 Grundwasserproben

Die Grundwasserproben der insgesamt dreizehn Messstellen weisen unterschiedliche Schadstoff-
konzentrationen und Chlorethen-Verhaltnisse auf und decken damit einen breiten Konzentrations-
bereich ab. Aufgrund der geographischen Verteilung der untersuchten Standorte unterscheiden
sie sich auch in ihren Aquifereigenschaften, die mit den Startwerten der unbehandelten Proben in

Tabelle 6 zusammengefasst sind.

Fur die Mikrokosmenversuchsreihen wurden tberwiegend Messstellen mit TCE als Hauptkonta-
minante ausgewahlt. Ausnahmen bilden die Messstellen B17 von Standort 2, bei der der cDCE-
Gehalt wesentlich héher liegt, sowie die Messstellen BP35 von Standort 3 und GWM12/17 von

Standort 4, die geringfligig héhere cDCE-Konzentrationen aufweisen.
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Die teils an den Standorten vorhandenen Begleitschadstoffe spielen eine untergeordnete Rolle
mit zuletzt gemessenen Konzentrationen im Mikrogrammbereich, die im Vergleich zu den CKW-

Konzentrationen geringfiigig sind.

Die Grundwasserproben wurden von den jeweiligen Projektpartnern genommen und zur Verfu-
gung gestellt. Die Probenahmen fanden zwischen November 2019 und November 2020 statt und
erfolgten direkt in die gasdichten 2,3 L-Flaschen (an Standort 6 in 1,2 L-Flaschen) mit auf der
Innenseite Polytetrafluoroethen-beschichteten Schraubverschliissen und Probenahmeport, in de-

nen anschlie®end die Mikrokosmen angesetzt wurden.

3.3.3 Versuchsreihen

Kurz nach der Grundwasserprobenahme wurden die Mikrokosmen mit einem Volumen von 2 L
bzw. 1 L (Standort 6) angesetzt und die Proben bis dahin bei 4°C aufbewahrt. Die 300 mL bzw.
200 mL Gasraum enthielten Umgebungsluft, so dass jederzeit ausreichend Sauerstoff fur den ae-
roben Abbau zur Verfigung stand. Je Messstelle wurden folgende Mikrokosmen angesetzt, die
zur Ubersicht in Tabelle 7 mit den nachfolgend in Klammern aufgefiihrten Bezeichnungen aufge-

listet sind.

Eine Probe wurde unverandert belassen, um das intrinsische Abbaupotenzial zu untersuchen
(GW). Jeweils eine Probe wurde mit Fllissigkultur (FK) und auf Quarzsand immobilisierten Kultur
(QS) beimpft, um das Bioaugmentationspotenzial zu bewerten. Je nach verfiigbarem Kulturvolu-
men zum Zeitpunkt des Ansatzes wurden den Mikrokosmen 150 bis 300 mL Flassigkultur und 50
bis 300 g Quarzsand zugesetzt. Aullerdem wurde als Sterilkontrolle in jeweils einen Ansatz 2 g/L
Kupfersulfat gegeben um die Biozdnose zu inaktivieren und abiotische Prozesse wie Verfllichti-

gung zu erfassen (St).

Bei den Proben von Standort 4 wurde au3erdem ein Ansatz mit 1000 mL Grundwasser des Stan-
dortes, von dem die Anreicherungskultur stammt (SF-Wasser), angeimpft (SF). Alle bioaugmen-
tierten Mikrokosmen von Standort 4 wurden doppelt angesetzt, wobei in den Doppelansatz direkt
zu Versuchsstart anorganische Nahrstoffe dosiert wurden (-ns). Auch die unbehandelten Ansatze
der Standorte 5, 6 und 7 wurden doppelt mit einer Nahrstoffzugabe bei Versuchsstart im zweiten
Mikrokosmos angesetzt (NS). Fur die Messstelle GWM2983 stand kein Doppelansatz zur Verfi-
gung, daher wurde in den unbehandelten Mikrokosmos nach 84 d und erneut nach 210 d Nahr-

stoffe zugegeben, um Nahrstofflimitierung auszuschlielen.
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Die Nahrstoffzugabe diente zur Bedarfsdeckung von Stickstoff und Phosphor sowie von Spuren-
elementen fur den aeroben Abbau. Die N- und P-Lésung, flur die erneut Nitrat als Stickstoffquelle
verwendet wurde (Tabelle 8), wurde steril filtriert und je nach CKW-Gehalt in die oben aufgeliste-
ten Ansatze 5 bis 20 mL/L gegeben sowie 1 mL/L der Spurenelementlésung, die auch fir das

Medium verwendet wurde (Tabelle 3).

Tabelle 8: Zusammensetzung der Nahrstofflésung
Substanz: Einwaage
H.O demin. 1L
KzHPO4 x 3 H,O 0,07g
NaNOs; 0,269

Die Nahrstofflésung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

Fur den Ansatz der Mikrokosmen wurde die entsprechende Probenmenge aus den Flaschen aus-
geschuttet um nach Zugabe des Inokulums ein Volumen von 2 L bzw. 1 L (Standort 6) zu erhalten.
Daraufhin wurden Nahrstoffe steril filtriert und das Inokulum zugegeben. Die Aufbewahrung und
Probenahme der Mikrokosmen wurde durchgefiihrt wie von Schmidt et al. (2014) beschrieben.
Um einen falschlicherweise beobachteten Abbau durch eine Verschleppung der abbauaktiven
Kultur beim Ansatz oder wahrend der Probenahme auszuschlie®en, wurde stets auf die folgende
Reihenfolge geachtet: Von jeder Messstelle wurde zuerst der Ansatz ohne Inokulum behandelt,
danach die beimpften Mikrokosmen und zuletzt die Sterilkontrolle (Abbildung 15). Vor der Bepro-
bung der nachsten Messstelle wurde die verwendete Spritze gereinigt und zudem mit jeder Probe
vorgespllt. Die Verschleppung einer abbauaktiven Kultur aus den Ansatzen zuvor ist somit aus-

geschlossen.

Das durchstochene Septum wurde nach der Probenahme zligig ausgetauscht, wobei das ent-
nommene Volumen durch Umgebungsluft ersetzt und eine ausreichende Sauerstoffzufuhr flr den
aeroben Abbau gewahrleistet wurde. Um einen moglichen Abbau schneller beobachten zu kén-
nen, wurden die Mikrokosmen bei Raumtemperatur zwischen 18 und 25°C gelagert und einmal
pro Woche sowie unmittelbar vor der Probenahme von Hand geschiittelt. FUr aussagekraftigere
Ergebnisse wurden die geringen TCE-Mengen in den Mikrokosmen der Messstellen B23 und
GWM2983 auf 1 mg/L erhoht. Ebenso wurden die niedrigen cDCE-Konzentrationen in den Ansat-
zen der Messstellen B23 und GWM9 in die Grélkenordnung 0,3 mg/L aufdosiert. Um die Repro-
duzierbarkeit des biologischen Abbaus zu testen, wurde in alle Mikrokosmen mit einer beobach-

teten Konzentrationsabnahme TCE nachdosiert.
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Herkommer & Bangerter Herkommer & Bangerter
Stuttgart Stuttgart

HB8GW HB8st
i 05.08.2020

GWMO08I7 GWMOB/17 GWMos/17

05.08.2020 05.08.2020 | 05.08.2020

AW H AW

ohne Kultur (GW) mit Flissigkultur (FK) mit Quarzsandkultur (QS) mit Kupfersulfat (St)

Ansatz und Probenahme

Abbildung 15: Mikrokosmen-Versuchsreihe einer Messstelle

Bei jeder Probenahme wurde zu Beginn der Sauerstoffgehalt, der pH-Wert und die Temperatur
erfasst und anschlieRend die chemisch analytischen Parameter mit den in Kapitel 3.2 beschrie-
benen Methoden gemessen. Weiterhin wurden im Zuge der Mikrokosmenversuche Proben zur
Entwicklung der Biomonitoringmethoden entnommen. Diese umfassten zum einen Proben aus
abbauaktiven Mikrokosmen, die zur Weiterentwicklung der MPN-Methode (siehe Kapitel 3.4.1.3)
verwendet wurden. Zum anderen wurden dem Partnerprojekt BioChlor (siehe Kapitel 1.1) Proben
zur Entwicklung und Validierung einer PCR-basierten Nachweismethode flr die TCE verwerten-

den Bakterien (siehe Kapitel 3.4.2 und 3.4.3) zur Verfligung gestellt.

34 Biomonitoringmethoden

3.41 Weiterentwicklung einer MPN-Methode

Mit einer spezifischen MPN-Methode konnen durch die Verwendung selektiver Nahrmedien stoff-
wechselphysiologische Gruppen nachgewiesen und quantifiziert werden. In vorliegender Arbeit
wurden die nachfolgend beschriebenen Versuche zur Entwicklung einer Methode durchgefihrt,
mit der die aerob TCE verwertenden Bakterien anhand des Kulturverfahrens und einer messtech-

nischen Auswertung nachgewiesen werden kdnnen.
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Um nur das Wachstum von Mikroorganismen zu erméglichen, die TCE aerob-produktiv umsetzen,
erfolgte die Inkubation unter Sauerstoffatmosphare und mit TCE als alleinige Kohlenstoffquelle.
Aufgrund der Leichtfliichtigkeit von TCE wurden die Mikrotiterplatten im Exsikkator inkubiert. Zur
Gewahrleistung von optimalen Wachstumsbedingungen fir die TCE-verwertenden Bakterien
wurde sowohl flr die Inkubation als auch fur die Verdinnung das gleiche Mineralmedium verwen-

det, das auch zur Anreicherung der Kultur diente (siehe Kapitel 3.1).

3.4.1.1 Vorversuche zur Substratmenge

Die Zugabe von TCE gel6st im Medium ist fir die Methode nicht zielfiihrend, da das leichtflichtige
Substrat wahrend des MPN-Ansatzes ausgast. Daher wurde TCE als Reinsubstanz in einem se-
paraten Glaschen (GC-Glaschen, Tabelle 5) mit den Mikrotiterplatten in den Exsikkator gegeben.
Nach Verfliichtigung 16st sich die Verbindung in die fliissige Phase der Platten bis sich ein Kon-
zentrationsgleichgewicht mit der Gasphase einstellt. Dieses ist von den Volumina der beiden Pha-

sen abhangig und kann theoretisch mit Hilfe der Henry-Konstanten (Tabelle 1) errechnet werden:

CGas
H= © Coas = Cwasser - H (1)
Cwasser
Mges = Mygsser + Mgqs (2)

= VWasser * Cwasser T VGas " CGas

= Vwasser * Cwasser + Vias * Cwasser - H (1) in (2)

= Cwasser Vwasser + Vgas - H) ©

Cpansy = —Taes (3)
Wasser VWasser + VGas -H

H Henry-Konstante [-]
Cwassers Ceas Konzentration in der Wasser- bzw. Gasphase [mg/L]
Vwassers Veas Volumen der Wasser- bzw. Gasphase [L]
Mges Gesamtmasse [mg]
My asser» Meas Masse in der Wasser- bzw. Gasphase [mg]
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Die Vorversuche dienten zur Ermittlung der genauen Menge, die sich in das Medium I6st und den

Mikroorganismen zur Verfugung steht.

Am TZW wird die Methode fur cDCE mit einer Substratmenge von 250 uL angewendet, die zu-
nachst auch fur TCE verwendet wurde. Bei rechnerischer Prifung resultierten hieraus sehr hohe
Konzentrationen. Nachdem auch die analytischen Werte bei Zugabe von 250 pL TCE sehr hoch

waren, wurde die Menge auf 1/5 reduziert und 50 pL Substratmenge getestet.

Hierfir wurden 96-Well-Mikrotiterplatten mit 300 yL Mineralmedium pro Réhrchen geflillt, was
dem Flussigvolumen des MPN-Ansatzes entspricht. Zum Schutz vor Austrocknung der Platten
wurden weitere 5 mL Medium in einem GC-Glaschen mit in den Exsikkator gegeben. Aullerdem
wurden zwei Exsikkator-Gréflien von 2,5 L und 5 L bertcksichtigt. Je Gré3e wurden drei Exsikka-
toren mit jeweils drei Platten (a, b, ¢) angesetzt, die nach einem Tag sowie ein, drei und sechs
Wochen gedffnet wurden. Die Flussigkeit in den Mikrotiterplatten wurde zlgig enthommen und

der TCE-Gehalt nach der in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Methode dreifach gemessen.

3.4.1.2 Vorversuche zur Inkubationszeit und Detektionsmethode

Nach den Vorversuchen zur Substratmenge wurden verschiedene Inkubationszeiten und in die-

sem Zuge auch unterschiedliche Auswertemethoden getestet.

Hierfir wurden MPN-Versuche mit vier abbauaktiven Flussigkulturen (SV1-SV4) jeweils funffach
angesetzt und zwei, vier, sechs, acht und zehn Wochen inkubiert. In jedes Réhrchen wurden
270 pL Medium vorgelegt und 30 uL der jeweiligen Verdinnungsstufe zugegeben. In eine Reihe
wurde als Blindwert keine Probe gegeben. Zur Inkubation wurden 50 yL TCE als Reinsubstanz
und zum Schutz vor Austrocknung der Platten weitere 5 mL Medium jeweils in einem GC-Glas-

chen in den Exsikkator gegeben.

Das Bakterienwachstum wurde zum einen anhand der Tribung in den Réhrchen ausgewertet, die
jedoch vor allem bei langsam wachsenden Bakterien schwach und schwer erkennbar ist. FUr ein
deutliches Wachstumsmerkmal anhand eines Farbumschlags wurde daher zum anderen das Re-
agenz PrestoBlue® verwendet, das bei aktiver Biomasse von blau nach pink umschlagt. Nach der
Auswertung der Tribung wurde in jedes Réhrchen nach Herstellerangaben ein Tropfen (ca. 30 uL)
PrestoBlue® gegeben und die Platten erneut inkubiert. Der Hersteller gibt eine Inkubationstem-
peratur von 37°C vor und empfiehlt fir geringe Zellzahlen eine Einwirkzeit von bis zu 24 h (Life

Technologies Corporation 2010b), die bei den Versuchen eingehalten wurden.
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Da die Auswertung mit dem Auge der Subjektivitat der auswertenden Person unterliegt und eine

schwache Tribung schwer zu erkennen ist, wurde zur messtechnischen Erfassung das Mikroti-

terplatten-Photometer Multiskan FC der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts)
verwendet. Die Auswertung anhand der Tribung erfolgte durch die Messung bei 595 nm wie von

Harinen et al. (2011) beschrieben. Der Farbumschlag von PrestoBlue® wurde gemaf Hersteller-

angaben bei 570 nm mit der Referenzmessung 600 nm (595 nm) gemessen (Life Technologies

Corporation 2010b).

3.4.1.3 Versuche mit Laborproben

In den Vorversuchen zur Inkubationszeit wurden die héchsten Keimzahlen nach der langsten ge-
testeten Zeit beobachtet. Daran anschlieend wurde nun geprift, ob bei einer weiteren Verlange-
rung der Inkubationszeit das Wachstum noch héher liegt und ob eine kirzere Inkubationszeit auch
ausreichend ist. Hierflr wurden jeweils drei MPN-Versuche erneut mit den vier abbauaktiven Kul-
turen (SV1-SV4) sowie mit vier abbauaktiven Grundwassermikrokosmen (GWMO08/17-FK,
GWM11/17-FK, GWM12/17-FK und GWM17/17-FK) wie in Kapitel 3.4.1.2 beschrieben angesetzt.
Zur Prufung der verfigbaren TCE-Konzentration bei Zugabe von abbauaktiven Proben wurde au-
Rerdem eine Platte nur mit Medium wie in Kapitel 3.4.1.1 beschrieben mit inkubiert. Die Auswer-

tung erfolgte jeweils nach acht, zehn und zwdlf Wochen.

Vorherige Erfahrungen mit dem Farbstoff PrestoBlue® am TZW haben gezeigt, dass die Herstel-
lerempfehlung von 24 h Einwirkzeit nicht ausreichend fir die langsam wachsenden TCE-Verwer-
ter sind und die MPN-Ansatze wurden eine Woche inkubiert. Zur Prifung wurden die Versuche
nun anhand der Trubung sowie nach einem Tag und nach einer Woche Inkubation mit
PrestoBlue® ausgewertet. Aullerdem wurde getestet, ob die Inkubation mit PrestoBlue® bei
Raumtemperatur ebenfalls mdglich ist. In Untersuchungen zum Temperaturbereich konnte Uber
27°C kein aerob-metabolischer Abbau mehr beobachtet werden (Gaza et al. 2019), so dass sich
die Inkubation nach Herstellerangaben bei 37°C womdglich schadlich auf die Mikroorganismen

auswirkt und niedrigere Keimzahlen erzielt werden.

3.4.2 Entwicklung einer PCR-Methode

3.4.2.1 Mikrobiomanalyse und Primerentwicklung

Zur ldentifizierung der abbauaktiven Mikroorganismen sowie zur Entwicklung einer schnellen und
spezifischen PCR-basierten Nachweismethode wurde im Rahmen des Partnerprojekts BioChlor
(siehe Kapitel 1.1) eine Mikrobiomanalyse zum aerob-metabolischen TCE-Abbau durchgeflihrt

und anschlie®end ein spezifisches Primerpaar entwickelt.

35



3 Material und Methoden

Hierfir wurde Genmaterial von insgesamt 82 Proben aus den abbauaktiven Kulturen (siehe Ka-
pitel 3.1) und Grundwassermikrokosmen (siehe Kapitel 3.3) sequenziert. Vorbereitend wurden
50 mL der Wasserprobe Uber einen sterilen Membranfilter mit 0,2 um Porenweiter der Firma PALL
filtriert. Der Filter wurde halbiert und beide Halften in jeweils einem Reaktionsgefall bei -20°C
gelagert, wobei eine Halfte im Anschluss extrahiert wurde und die andere als Ruckstellprobe
diente. Fur die DNA-Extraktion wurde das Gerat FastPrep-24™ classic und das FastDNA™ Spin
Kit for Soil von MP Biomedicals genutzt. Die isolierte DNA wurde zur 16S-rRNA-Amplikon-Se-
quenzierung an die Technische Universitat Minchen geschickt. AnschlieRend wurden die Se-
quenzierungsdaten anhand ihrer Ahnlichkeit zueinander in sogenannte operative taxonomische
Einheiten (operative taxonomic unit — OTU) eingeteilt und hierfir die Plattform IMNGS (Integrated
Microbial Next Generation Sequencing) genutzt. Soweit moglich wurde mit Hilfe der rRNA-Daten-

bank SILVA eine taxonomische Zuordnung der OTUs vorgenommen.

Fir die Primerentwicklung wurden OTUs ausgewahlt, die auf eine wesentliche Beteiligung am
TCE-Abbau hindeuten indem sie innerhalb der Proben sowie Uber alle Proben verteilt haufig vor-
kommen und bei unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten einen konstanten oder wachsenden
Anteil aufweisen. Fur das Primerdesign wurde die Website Primer-BLAST verwendet und ausge-

wahlte Primerpaare bei Eurofins Genomics Germany GmbH bestellt.

Zur Prifung der Primerpaare wurde eine Gradienten-PCR mit den Parametern in Tabelle 9 durch-
gefuhrt. Hierflr wurden Ruckstellproben herangezogen, die bereits fur die Mikrobiomanalyse ver-
wendet wurden und deren OTU-Gehalt bekannt ist, so dass Proben mit unterschiedlichen Anteilen
der Zielsequenz sowie eine Kontrollprobe ohne Zielsequenz ausgewahlt werden konnten. Die Pri-
mer wurden gemal Herstellerangaben geldst und eine 1:10 Verdinnung sowie der Mastermix
SensiMix SYBR NO-ROX von Bioline, der den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green enthalt, einge-
setzt. Die PCR wurde mit dem CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System von Bioline durch-
gefuhrt und der PCR-Zyklus 40 Mal wiederholt. Anhand der Ct-Werte der verschiedenen Proben
wurde die Spezifitdt der Primer gepruft und die spezifische Temperatur des getesteten Primer-
paares angegeben. Fir das Primerpaar mit der grof3ten Spezifitdt wurde anschlielend ein Stan-
dard mit bekannter Menge eines linearisierten Plasmids erstellt, das die Zielsequenz enthalt. Die
Kalibrierung zum quantitativen Nachweis mittels gPCR erfolgte anhand einer seriellen Verdin-

nung des Standards.

36



3 Material und Methoden

Tabelle 9: Parameter der Gradienten-PCR
Aufheizen 95°C, 10 Minuten
Denaturierung 95°C, 20 Sekunden
Annealing Temperaturgradient, 20 Sekunden (57°C, 57,7°C, 59°C, 61°C, 63,4°C, 65,3°C, 66,5°C, 67°C)
Elongation 72°C, 20 Sekunden
Schmelzkurve 60-95°C (in 0,5-Schritten), 0,5 Sekunden
Halten 4°C

3.4.2.2 Versuche mit Laborproben

Die entwickelte PCR-Methode wurde zunachst mit Rickstellproben aus den Grundwassermikro-
kosmenversuchen der Standorte 5 und 7 getestet, die nicht sequenziert und fir die Methoden-
entwicklung genutzt wurden. Aus den Ansatzen standen Proben zu Versuchsstart, Mitte und Ver-
suchsende zur Verfugung. Bei der Probenahme wurden jeweils 50 mL wie in Kapitel 3.4.2.1 be-

schrieben filtriert und extrahiert. Die Filter und Extrakte wurden bis zur Messung bei -20°C gelagert.

Die gPCR wurde mit dem Gerat Rotor-Gene 6000 der Firma Corbett Life Science und entspre-
chender Software durchgefihrt. Als Mastermix diente wieder der SensiMix SYBR NO-ROX von
Bioline und als Primer wurde das entwickelte Primerpaar mit der groften Spezifitat (F:
GGACGAAACGGTCAGCTCTA, R: GGTTAAGCCCGGGGATTTCA, Lange: 180 bp, siehe auch
Kapitel 4.3.2.1) verwendet. Die spezifisches Annealing-Temperatur des Primers betrug 63,4°C.

Das Temperaturprogramm der Ubrigen Schritte entsprach dem der Gradienten-PCR in Tabelle 9.

3.4.3 Validierung der Biomonitoringmethoden

3.4.3.1 Validierung mit Feldproben

Zur Validierung der Biomonitoringmethoden wurden Feldproben des Standortes verwendet, an
dem der aerob-produktive TCE-Abbau nachgewiesen wurde und in einem Pilottestfeld mit Sauer-
stoff stimuliert wird. Abbildung 16 zeigt eine Ubersichtskarte des Standortes im Bereich des Pilot-
testfelds mit der Schadstoffverteilung, der natirlichen GrundwasserflieRrichtung und der Lage der
beprobten Grundwassermessstellen. Dabei wurden Messstellen innerhalb des Pilottestfelds (ZB1,
ZB2, B826, S2 tief, S2 flach, B805 und B808) sowie eine Messstelle aulerhalb des Testfelds
(B8B09A) als Referenz ausgewahlt und MPN-Versuche sowie PCR-Messungen durchgeflihrt.
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Abbildung 16: Ubersichtskarte des Standortes zur Validierung der Biomonitoringmethoden (verindert nach BGU 2020)

Die MPN-Versuche wurden wie in Kapitel 3.4.1.3 beschrieben angesetzt und zehn Wochen inku-
biert. Nach Auswertung anhand der Tribung wurden die Mikrotiterplatten nochmals sieben Tage
mit PrestoBlue® bei Raumtemperatur inkubiert und erneut anhand des Farbumschlags ausge-
wertet.

Fir die PCR-Messung wurde ein grofieres Volumen von 1000 mL untersucht, nachdem im Zuge
der Methodenentwicklung, bei der 50 mL Wasserprobe filtriert wurden, eine vergleichsweise ge-
ringe DNA-Konzentration festgestellt wurde. Da es sich bei den sequenzierten Proben um abbau-
aktive Kulturen und Mikrokosmen gehandelt hat, war bei Grundwasserproben eine noch geringere
Konzentration anzunehmen, so dass das Probenvolumen erhdht wurde. Die Probenvorbereitung

und gPCR-Messung erfolgte wie in Kapitel 3.4.2.1 beschrieben.
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3.4.3.2 Validierung mit Kulturproben

Neben den Feldproben dienten auch Kulturproben zur Validierung der Biomonitoringmethoden.
Hierflr wurden die Flissigkulturen SV1 bis SV6 zu zwei Zeitpunkten — bei TCE-Dosierung und
nach einem substantiellen Abbau — beprobt. Dabei sollte vor allem Aufschluss Gber den quantita-
tiven Nachweis des Bakterienwachstums im Zuge des TCE-Abbaus mit den verschiedenen Me-

thoden gewonnen werden.

Nach den vorherigen Versuchen wurde flr ein deutlicheres PCR-Ergebnis ein grélieres Proben-
volumen von jeweils 200 mL filtriert. Die MPN-Versuche und PCR-Messungen wurden wie fur die

Feldproben durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kultivierung der aerob-metabolischen TCE-Verwerter

41.1  Abbauaktivitat

Die Uberwachung der Abbaufahigkeit belegte eine langzeitstabile Aktivitat der Anreicherungskul-
turen mit stéchiometrischer Chloridbildung wie bereits von Schmidt et al. (2014) und Gaza et al.
(2019) beschrieben.
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Abbildung 17:

Wiederholte TCE-Dosierung und Abbau in ei-
ner Kleinsdule (oben) kumulativ aufgetragen
mit korrelierender Chloridbildung (unten)

300

Abbildung 17 zeigt beispielhaft den wiederholten Abbau der zugegebenen TCE-Menge als allei-
nige Kohlenstoffquelle (oben) mit der zugehdérigen Chloridbildung in einer Kleinsdule kumulativ
aufgetragen (unten). Dabei zog auch eine sukzessive Erhéhung der TCE-Zugabe von 10 auf

knapp 40 mg/L eine stabile Abbauleistung nach sich. Die Chloridbildung im Chlorid-freien Medium
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verhalt sich mit sehr hoher Genauigkeit stochiometrisch zur TCE-Abnahme und belegt die voll-
standige Mineralisierung durch den aerob-produktiven Abbau. Die gemessene und die stochio-
metrisch berechnete Chloridbildung korrelieren hier mit einem Bestimmtheitsma® R? von 0,9995
(nicht dargestellt).

Die Ergebnisse belegen eine erfolgreiche Fortfiihrung der von Schmidt et al. (2014) und Gaza et
al. (2019) etablierten Kultivierung der Mikroorganismen, die TCE aerob-produktiv umsetzen. Hier-
durch ist die Verwendung einer abbauaktiven und langzeitstabilen Kultur als Inokulum fir die Mi-
krokosmenversuche (siehe Kapitel 4.2) sowie als Proben fiir die Entwicklung der Biomonitoring-

methoden (siehe Kapitel 4.3) sichergestellt.

41.2 Flockenbildung

Wahrend der Kultivierung konnte am Boden der Batch- und Saulenvorratsflaschen eine Flocken-
bildung beobachtet werden (Abbildung 18), die auch schon von Gaza et al. (2019) festgestellt
wurde. Eine Probenahme der Flocken und Betrachtung unter dem Mikroskop bestatigte, dass es
sich hierbei um stabchenférmige und meist aneinanderhangende Bakterien in kirzeren und lan-
geren, teils verzweigten Ketten in einer organischen Masse handelt. Da ausschlieRlich TCE als
Kohlenstoffquelle zur Verfiigung stand, kann das Wachstum dieser Bakterien auf den aerob-me-
tabolischen TCE Abbau zuriickgefuhrt werden. Folglich wurde eine hohe Konzentration der ab-
bauaktiven Mikroorganismen in den Flocken erwartet, die zur Entwicklung eines spezifischen

PCR-Nachweises ebenfalls beprobt und sequenziert wurden.

Abbildung 18:

Flockenbildung am Boden einer 2 L-Batch-
flasche

Die Flockenbildung kann neben dem sehr langsamen Wachstum der TCE-Verwerter (siehe Kapi-
tel 4.2.1) auch ein Grund daflr sein, dass die anfanglichen Versuche im Rahmen dieser Arbeit,
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das Bakterienwachstum mit optischen Verfahren zu erfassen, nicht zielfiihrend waren. Die
Flowzytometrie und das Sensitivkinetiksystem sollten zur Aufnahme von Wachstumskurven in
Hinblick auf die Ermittlung kinetischer Parameter dienen. Bei der Flowzytometrie werden die Zel-
len einer Probe einzeln anhand ihrer Lichtstreuung oder Fluoreszenz detektiert. Im Sensitivkinetik-
system wird das Bakterienwachstum in geschlossenen Kuvetten kontinuierlich anhand der Tri-
bung erfasst. Zusammenhangende Bakterien kdnnen vom Flowzytometer als eine Zelle erfasst
werden und verhindern ebenso einen kontinuierlichen Tribungsanstieg im Sensitivkinetiksystem,
so dass mit diesen Methoden kein Bakterienwachstum aufgezeichnet werden konnte. Gaza (2015)
diskutierte nach ihren Beobachtungen bereits die nachteilhaften Auswirkungen der Flockenbil-
dung flr die Erfassung der Biomasse und Aufnahme der Abbaukinetik. Optische Verfahren wie
die Flowzytometrie oder die photometrische Messung der DNA lieferten auch hier keine verwert-

baren Daten.

4.2 Mikrokosmenversuche

4.21 Intrinsisches Abbaupotential

In den Mikrokosmen ohne Bioaugmentation herrschten Uber die gesamte Versuchszeit aerobe
Bedingungen bei einem Sauerstoffgehalt von durchschnittlich 6,7 mg/L. Somit stand den Mikroor-
ganismen ausreichend Sauerstoff fir den aeroben Abbau zur Verfigung. Insgesamt zeigten sie-
ben der 13 beprobten Messstellen, die sich an sechs der sieben untersuchten Standorte befinden,
einen TCE-Abbau und sind zur Ubersicht in Tabelle 10 entsprechend gekennzeichnet. Die Roh-

daten aller Mikrokosmen befinden sich in Anhang 1.

Tabelle 10: Zusammenfassende Ergebnisse der Mikrokosmenversuche zum intrinsischen Abbaupotential
Standort 1 2 3 4 5 6 7
Messstelle B23 |GWM9 B17 |BP35| GWM GWM GWM GWM | GWM GWM GWM | B44M | PZ13

0817 1117 12117  17/17 | 2981 2983 2984

Intrinsisches v v x v X X v X v X v X 4
Abbaupotential

v': TCE-Abbau. X : kein TCE-Abbau

Abbildung 19 zeigt beispielhaft den TCE-Konzentrationsverlauf der Mikrokosmen einer Messstelle
von Standort 5 mit vergleichsweise hohen TCE-Konzentrationen von ca. 30 mg/L (GWM2981). In
den nicht beimpften Ansatzen ist sowohl ohne als auch mit zusatzlicher Nahrstoffzugabe nach
etwa 70 Tagen nach Versuchsbeginn ein deutlicher TCE-Rlckgang im Vergleich zur Sterilkon-

trolle zu beobachten, der nach erneuter TCE-Zugabe an Tag 133 wiederholt einsetzte.
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N l ——-GW

Abbildung 19:

TCE [mg/L]

Intrinsischer TCE-Abbau in Mikrokosmen von
Standort 5 (GWM2981) ohne Inokulum (GW)
und ohne Inokulum mit anorganischer Nahr-
stoffzugabe (NS) verglichen mit der Steril-
kontrolle (St). TCE wurde an Tag 133 erneut
0 50 100 150 200 250 . dosiert (). Die Fehlerbalken représentieren
die Standardabweichung der Doppelmes-
sung.

Versuchszeit [Tage]

Die Anpassungszeit der anderen Ansatze ohne Inokulum lag bis auf wenige Ausnahmen zwischen
43 und 92 d. Nur zwei Mikrokosmen zeigten bereits bei der ersten Probenahme nach Versuchs-
beginn einen TCE-Rlickgang (B23 von Standort 1 und GWM9 von Standort 2). Der aerob-meta-
bolische VC- und cDCE-Abbau wurde in der Literatur oft ohne Lag-Phase beobachtet (Davis und
Carpenter 1990; Tiehm et al. 2008), wobei auch Anpassungszeiten von bis zu 110 bzw. 30 d zu
finden sind (Coleman et al. 2002b; Davis und Carpenter 1990; Findlay et al. 2016; Schmidt et al.
2010; Tiehm et al. 2008). Fir andere Schadstoffgruppen werden meist klirzere Lag-Phasen an-
gegeben, z.B. 4 d fir BTEX-Verbindungen (Kelly et al. 1996), 9 d fur Methan und 17 d fir Ethan
(Findlay et al. 2016). Beim Abbau von Phenolen (Broholm und Arvin 2000) und PAK-Verbindun-
gen (Durant et al. 1995) wurde keine Lag-Phase beobachtet.

Der aerob-metabolische Chlorethenabbau ist mit einer stéchiometrischen Bildung des Abbaupro-
dukts Chlorid verbunden. Im Chlorid-freien Medium konnte die Chloridbildung im Zuge des aerob-
produktiven TCE-Abbaus in dieser (siehe Kapitel 4.1.1) sowie in vorangegangenen Arbeiten
(Gaza et al. 2019; Schmidt et al. 2014) mit hoher Genauigkeit beobachtet werden. Dagegen ist
eine Bilanzierung in Grundwasserproben aufgrund der Chlorid-Hintergrundkonzentrationen meist
nicht mdéglich. Dennoch war in zwei Mikrokosmenreihen von Standort 5 (GWM2981 und
GWM2984) der TCE-Umsatz grol3 genug bzw. die Chlorid-Hintergrundkonzentration niedrig ge-
nug, um eine deutliche und nahezu stéchiometrische Chloridbildung tber die Messungenauigkeit
hinaus zu beobachten (Abbildung 20, oben), die den aeroben TCE-Abbau belegt. Die gemessene
und die stéchiometrisch berechnete Chloridbildung korrelieren hier mit einem Bestimmtheitsmal}
R? von 0,9825 (Abbildung 20, unten).
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Chloridbildung gemessen [mg/L] Standardabweichung der Doppelmessung.

Aus dem exponentiellen Anstieg der Chloridbildung konnte auRerdem auf eine Verdopplungszeit
der abbauaktiven Mikroorganismen von In(2) / 0,0292 = 24 d geschlossen werden, die auch im
Doppelansatz bestimmt wurde. Die Wachstumsrate der TCE-verwertenden Bakterien ist damit
bedeutend langsamer im Vergleich zum aerob-metabolischen Abbau anderer Schadstoffe, die zur
Veranschaulichung in Abbildung 21 aufgetragen sind. Die angegebenen Verdopplungszeiten lie-
gen flr die Chlorethene VC und cDCE zwischen 0,72 und 4,1 d bzw. 2,2 und 3,1 d und fir Ethen
zwischen 0,76 bis 1,8 d (Coleman et al. 2002b; Schmidt et al. 2010; Tiehm et al. 2008). Die
Wachstumsrate von PAK-Verwertern ist noch gréfier mit entsprechend kiirzeren Verdopplungs-
zeiten von 0,72 d fir Fluoranthen, 0,52 d fir Pyren und 0,42 d flr Phenanthren (Boldrin et al.
1993). Beim aerob-metabolischen Abbau von Monoaromaten wird ein noch schnelleres Wachs-
tum angegeben mit Verdopplungszeiten von 0,57 d flir Phenol, 0,040 bis 0,23 d (0,09 - 5,5 h) fur
Benzol und lediglich 0,034 bis 0,054 d (0,82 - 1,3 h) fur Toluol (Abuhamed et al. 2004; Chang et
al. 1993; Paje et al. 1997; Reardon et al. 2000).
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Abbildung 21: Verdopplungszeiten (links) und Energieumsatz (rechts, Daten und Rechnung nach Dolfing und Novak 2015,
McFarland und Sims 1991, Viamajala et al. 2007 und Wiedemeier et al. 1999) im Zuge des aerob-metabolischen
Abbaus verschiedener Schadstoffe

Als Ursache fur das langsame Wachstum der TCE-verwertenden Bakterien wurde zunachst die
geringe Energieausbeute vermutet, die aus dem aerob-produktiven TCE-Abbau fir die Organis-
men resultiert. Wie schon in Kapitel 2.2.3 beschrieben, liegen die Chlorethene mit wachsender
Chloratomzahl zunehmend oxidiert vor, so dass bei der Oxidation im Zuge des aeroben Abbaus
nur geringfligig Energie freigesetzt wird. Fir TCE betragt der Energiegewinn 258 kcal/mol und
nimmt mit abnehmender Chloratomzahl und zunehmend reduziertem Charakter der Verbindun-
gen uber cDCE mit 276 kcal/mol bis VC mit 299 kcal/mol immer weiter zu (berechnet nach Wie-
demeier et al. 1999). Werden den Verdopplungszeiten in Abbildung 21 die entsprechenden Re-
aktionsenthalpien der Substrate gegenubergestellt, ist bei den Chlorethenen und Monoaromaten
Phenol, Benzol und Toluol eine Tendenz von steigendem Energiegewinn mit kirzeren Verdopp-
lungszeiten erkennbar. Die Verdopplungszeit fir den TCE-Abbau betragt jedoch ein Vielfaches
der Werte fir die anderen Chlorethene und steht in keinem Verhaltnis zu der vergleichsweise
geringfugig kleineren Energieausbeute. Bei den PAK-Verbindungen Phenantren, Pyren und Fluor-
anthen ist kein Zusammenhang erkennbar. Folglich ist der Einfluss des Energiegewinns auf das

Bakterienwachstum geringer als vermutet.

Ein weiterer Verdacht fir das bedeutend langsamere Wachstum lag in der Annahme, dass der
TCE-Abbau durch eine Mischkultur vollzogen wird (siehe Kapitel 2.2.3) und der Abbau durch ver-

schiedene Bakterien womdglich langsamer ablauft als durch eine Reinkultur. Die angegebenen
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Verdopplungszeiten fir den Abbau der anderen Schadstoffe stammen meist von Isolaten. Die
Literaturangaben fur cDCE und VC gehen jedoch sowohl auf Mischkulturen als auch Isolate zu-
rick. Ein Vergleich zeigt, dass die Werte fir Mischkulturen von 2,2 d fir cDCE (Schmidt et al.
2010) bzw. 1,4 bis 2,4 d fur VC (Tiehm et al. 2008) in der gleichen GréRenordnung liegen wie die
Verdopplungszeiten der Isolate, die jeweils 3,1 d (Coleman et al. 2002a) und 1 bis 4,1 d (Coleman
et al. 2002b) betragen. Folglich kann nicht auf ein langsameres Wachstum der TCE-Verwerter
aufgrund des Abbaus durch eine Mischkultur geschlossen werden. Um den deutlichen Unter-
schied der Wachstumsgeschwindigkeit zu erklaren, ist ein tieferes Prozessverstandnis des aerob-
metabolischen Chlorethen-Abbaus notwendig, dessen genauer Mechanismus bislang nicht be-

kannt ist.

Weiterhin wurde in den Mikrokosmenversuchen nach einer substantiellen TCE-Abnahme um
durchschnittlich 96 % eine Stagnation des Abbaus bei Restkonzentrationen zwischen 0,0050 und
0,34 mg/L beobachtet. Um eine Nahrstofflimitierung auszuschlielRen, wurde in die abbauaktiven
Mikrokosmen der Standorte 1 bis 3 an Tag 275 anorganische Nahrstoffe dosiert. Nachdem der
TCE-Abbau weiterhin stagnierte, wurde als Ursache eine zu geringe Substrataffinitat der abbau-
aktiven Mikroorganismen vermutet, um TCE in diesem Konzentrationsbereich weiter abzubauen,
und nach Uber 200 d Inaktivitat erneut TCE dosiert. Nur der Mikrokosmos von Standort 1 zeigte
einen wiederholten Abbau (Diagramme siehe Anhang 2). Nachdem bereits Gaza et al. (2019)
nach langeren Hungerperioden keinen TCE-Abbau mehr beobachten konnte, war der Zeitraum
vor der Aufdosierung womdglich zu lang. Aufderdem konnte ein Zusammenhang der TCE-Rest-
konzentrationen mit dem cDCE-Gehalt in den Mikrokosmen festgestellt und auf eine Hemmung
des TCE-Abbaus durch cDCE geschlossen werden, worauf in Kapitel 4.2.3 gesondert eingegan-

gen wird.

Die Mikrokosmen der Standorte 4 bis 7 wurden zu einem spateren Zeitpunkt angesetzt und ohne
Hungerphasen aufdosiert. In den Ansatzen mit TCE-Abbau (siehe Tabelle 10) setzte dieser an-
schlielfend erneut ein und zog eine substantielle Abnahme von mind. 98 % mit geringeren Rest-
konzentrationen von 0,012 bis 0,018 mg/L nach sich. Die nach Versuchsbeginn beobachteten
Anpassungszeiten verkurzten sich an Standort 5 von 70 auf 28 d und im Mikrokosmos von Stand-
ort 7 von 92 auf 13 d (Diagramme siehe Anhang 2). Die geringeren Restkonzentrationen und
kirzeren Lag-Phasen nach erneuter Dosierung deuten auf ein Wachstum im Zuge des vorange-

gangenen Abbaus und eine zunehmende Anpassung der beteiligten Mikroorganismen hin.

In zwei Mikrokosmen konnte der Abbau durch die Zugabe anorganischer Nahrstoffe angeregt

oder reproduziert werden (GWM12/17 von Standort 4 und Doppelansatz mit Nahrstoffen PZ13
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von Standort 7), so dass hier eine Stickstoff-, Phosphor- oder Spurenelementlimitierung zu herr-
schen schien. Abbildung 22 zeigt die Chlorethen-Konzentrationen des GWM12/17-Mikrokosmos
ohne Inokulum, in dem eine TCE-Abnahme erst nach Nahrstoffzugabe an Tag 210 zu beobachten
ist. Die Chlorethen-Werte sind wie fur die Diagramme in Anhang 2 im Verhaltnis zur Sterilkontrolle
(C/Csteril) aufgetragen, so dass abiotische Verluste bereits bericksichtigt sind und verschiedene
Konzentrationsbereiche auf einer Skala dargestellt werden kénnen. Da die Sterilkontrollen der
Standorte 1 bis 3 nicht an den gleichen Tagen beprobt wurden wie die aktiven Ansatze, ist hier
das Verhaltnis zum Startwert (C/Cstart) aufgetragen. Auch die Diagramme der Sterilkontrollen be-

ziehen sich auf den Startwert.

Im Mikrokosmos der Messstelle GWM12/17 in Abbildung 22 fiel der geringe VC-Gehalt bei der
ersten Probenahme nach Versuchsstart unter die Bestimmungsgrenze (< BG). VC spielt auch in
den anderen Mikrokosmen eine untergeordnete Rolle und war nach spatestens 117 d nicht mehr
nachweisbar. Wie in allen Mikrokosmen, die PCE enthielten, blieb die Konzentration wie im
GWM12/17-Ansatz Uber die Versuchszeit weitestgehend konstant, was gegen einen abiotischen
Schadstoffriickgang durch Verfllichtigung spricht. Dies bestatigen auch die Chlorethen-Konzent-
rationen in den Sterilkontrollen, die nur geringe Verluste wahrend der Probenahme und in die
zunehmende Gasphase aufweisen. Lediglich die geringen VC-Konzentrationen waren aus einigen
Sterilkontrollen bis zu Versuchsende verflichtigt. Der cDCE-Gehalt zeigte in Abbildung 22 keine
wesentliche Abnahme, jedoch wurde in den anderen Ansatzen mit dem TCE-Abbau auch ein

cDCE-Ruckgang beobachtet, was in einem eigenen Kapitel (4.2.3) beschrieben wird.

l —O0-PCE —o—TCE
—A—cDCE —o—VC

C/Csmil [']

Abbildung 22:
. 0 50 100 150 200 250 300 350 Stimulierter TCE-Abbau durch anorganische
Nihrstoffzugabe () in einem Mikrokosmos
Versuchszeit [Tage] ohne Inokulum von Standort 4 (GWM12/17).

Die DOC-Werte nahmen in den Mikrokosmen Uber die Versuchszeit nur geringfligig ab. Unter

Berticksichtigung der berichteten Transformationsumsatze sind weder die DOC-Abnahmen noch
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die Rickgange der anderen Chlorethene ausreichend, um die TCE-Umséatze auf einen co-meta-
bolischen Abbau mit einem organischen Begleitstoff zurlickzufihren (Semprini 1997). Weiterhin
konnte keine wesentliche Veranderung der Nitratkonzentrationen festgestellt werden, die auf eine
co-metabolische Umwandlung mit Ammonium hinweisen konnte. Zuletzt spricht der erneute TCE-
Abbau nach Aufdosierung fur eine produktive Umsetzung, da fir einen wiederholten co-metabo-
lischen Abbau das Wachstumssubstrat in erheblich gréReren Mengen vorhanden sein oder eben-

falls nachdosiert werden misste.

Folglich deuten die vorliegenden Daten stark auf einen aerob-produktiven TCE-Abbau im Grund-
wasser von sechs der sieben untersuchten Standorte hin. Der Abbau konnte durch die Zugabe
von Sauerstoff und in einigen Fallen auch anorganischer Nahrstoffe angeregt werden. Dabei war
kein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der Bakterien, die TCE aerob-produktiv umset-
zen, und den chemischen bzw. hydrogeologischen Bedingungen der Grundwasser oder der geo-
graphischen Lage der Standorte zu erkennen (siehe Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Der Abbau trat in
Proben sowohl aus Poren- als auch Kluftgrundwasserleitern verschiedener geologischer Forma-
tionen und entsprechendem Chemismus auf (siehe Tabelle 6). Nach der ersten und bislang ein-
zigen Beobachtung des aerob-metabolischen TCE-Abbaus durch Schmidt et al. (2014) konnte
das intrinsische Abbaupotential somit flir unterschiedliche hydrochemische Bedingungen und

Aquifereigenschaften aufgezeigt werden.

4.2.2 Bioaugmentationspotential

In allen Mikrokosmen mit Inokulum und einer TCE-Konzentration von bis zu 41 mg/L wurde unter
durchweg aeroben Bedingungen mit Sauerstoffwerten von durchschnittlich 6,7 mg/L ein TCE-Ab-
bau beobachtet. Zur Ubersicht sind die Grundwasserproben mit erfolgreicher Bioaugmentation in

Tabelle 11 entsprechend gekennzeichnet. Die Rohdaten aller Mikrokosmen befinden sich in An-

hang 1.

Tabelle 11: Zusammenfassende Ergebnisse der Mikrokosmenversuche zum Bioaugmentationspotential

Standort 1 2 3 4 5 6 7

Messstelle B23 |GWM9 B17 | BP35 | GWM GWM GWM GWM | GWM GWM GWM |B44M | PZ13
08/17 1117 1217 17/17 | 2981 2983 2984

Bioaugmentation mit

- Flussigkultur v v X v v v v v v v v v v

- Immobilisierter Kultur| v v X v v v v v v v v v v

- SF-Wasser — — — — v v v v — — — - -

v TCE-Abbau, X: kein TCE-Abbau, — : nicht angewendet
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Abbildung 23:

TCE [mglL]

Bioaugmentierter TCE-Abbau in Mikrokos-
men von Standort 4 (GWMO08/17) mit Fliissig-
kultur (FK), immobilisierter Kultur (QS) und
SF-Wasser (SF) verglichen mit dem Ansatz
ohne Inokulum (GW) und der Sterilkontrolle
(St), Nahrstoffe (!) wurden mit TCE ({) an Tag

0 50 100 150 200 250 300 350 210 zugegeben. Die Fehlerbalken reprasentie-
Versuchszeit [Tage] ren die Standardabweichung der Doppelmes-
sung.

Abbildung 23 zeigt beispielhaft die TCE-Konzentration einer Mikrokosmenreihe ohne intrinsisches
Abbaupotential von Standort 4 (GWMO08/17). Wahrend der TCE-Gehalt in der Sterilkontrolle und
im Ansatz ohne Inokulum Gber die Versuchszeit vergleichsweise konstant blieb, zeigten alle an-
geimpften Mikrokosmen eine deutliche TCE-Abnahme, die nach erneuter TCE-Dosierung an Tag
210 reproduziert werden konnte und auch in den Doppelansatzen beobachtet wurde. Wie im ge-
zeigten Beispiel setzte der Abbau mit immobilisierter Kultur in 63 % der Falle ohne Verzdgerung
ein, mit FlUssigkultur in 25 %. In allen anderen Fallen und mit SF-Wasser waren Lag-Phasen von
bis zu 76 d zu beobachten. In Grundwasserproben mit intrinsischem Abbaupotenzial flhrte die
Bioaugmentation zu einem beschleunigten Abbau. Die zusatzliche Nahrstoffzugabe zu Versuchs-
beginn in den Doppelansatzen von Standort 4 zeigte mit Anreicherungskulturen keinen Mehrwert,
da das Medium der Flissigkultur und das Porenvolumen des Quarzsandes bereits ausreichend
Nahrstoffe enthielten. Auch mit SF-Wasser ist kein deutlicher Unterschied zu erkennen (Dia-

gramme siehe Anhang 2).

Nach einer substantiellen Abnahme von durchschnittlich 94 % stagnierte der TCE-Abbau bei
Restkonzentrationen zwischen 0,00093 und 1,7 mg/L. Wie in den nicht beimpften Mikrokosmen
beobachtet, setzte der TCE-Abbau nicht in jedem Mikrokosmos der Standorte 1 bis 3 nach langer
Stagnationszeit erneut ein. Entsprechend wurden die Mikrokosmen der Standort 4 bis 7 zu einem
friiheren Zeitpunkt aufdosiert, worauf der Abbau in allen Ansatzen erneut einsetzte. Dabei gingen
die Restkonzentrationen auf 0,00045 bis 0,79 mg/L zurick und die TCE-Abnahme erhoéhte sich
auf 98 %. Davon ausgenommen sind die Mikrokosmen von Standort 6, in denen der reproduzierte
TCE-Abbau nicht vollstandig beobachtet wurde, weil das geringere Ansatzvolumen von 1 L auf-

gebraucht war. Giddings et al. (2010b) stellten ebenfalls eine Stagnation des Abbaus bei niedrigen
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Inokulumkonzentrationen in Mikrokosmenexperimenten zur Stimulierung des aeroben cDCE-Ab-
baus mit Bioaugmentation fest. Entsprechend kann der héhere TCE-Verbrauch und die niedrige-
ren Restkonzentrationen nach der Aufdosierung auf das Wachstum und die Anreicherung der

abbauaktiven Mikroorganismen in den Mikrokosmen zuriickgefiihrt werden.

In den bioaugmentierten Ansatzen wurde ebenfalls eine deutliche Chloridzunahme verzeichnet.
Dabei war nicht nur in den in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Ansatzen von Standort 5, sondern auch
in drei Mikrokosmenreihen ohne intrinsisches Abbaupotential von Standort 4 (GWMO08/17,
GWM11/17, GWM17/17) die TCE-Abnahme grof3 genug und die Chlorid-Hintergrundkonzentra-
tion niedrig genug fur eine Chloridbildung Uber die Messungenauigkeit hinaus. Die Messdaten
Uberstiegen meist die stochiometrisch berechneten Werte zu Versuchsende, wie auch im Beispiel
in Abbildung 24 gezeigt. Die Differenz kann auf die Uber den Versuchszeitraum wachsende Gas-
phase in den Mikrokosmen zurtickgefuhrt werden, die zu niedrigeren Messwerten in der Flussig-
phase und damit zu einer Unterschatzung der abgebauten Chlorethenmenge sowie der Chloridbil-
dung fuhrt. Auerdem kann durch den aeroben Abbau von cDCE und VC zusatzlich Chlorid ge-

bildet werden.

In den Mikrokosmen mit Inokulum war mit dem TCE-Abbau auch ein Riickgang der cDCE-Kon-
zentration zu beobachten. In den Ansatzen mit Anreicherungskultur sank die cDCE-Konzentration
parallel zu TCE in 22 % der Falle unter die Bestimmungsgrenze und stagnierte sonst mit dem
TCE-Abbau nach einem Rickgang um 31 bis 70 %, was in Kapitel 4.2.3 weiter ausgefuhrt wird.
Dagegen war in sieben der acht Mikrokosmen mit SF-Wasser eine vollstandige cCDE-Abnahme
bis unter die Bestimmungsgrenze zu beobachten, die in Abbildung 25 beispielhaft gezeigt ist. Da

im Grundwasser des Standortes, von dem das SF-Wasser bezogen wurde, neben dem aerob-
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Abbildung 25:

Vollstandiger cDCE-Abbau bis unter die Be-
stimmungsgrenze (< BG) in einem Mikrokos-

a 7 N N mos mit SF-Wasser von Standort 4
150 200 250 300 350 400 (GWM12/17) durch Stimulierung des aerob-
metabolischen TCE- und cDCE-Abbaus. TCE
wurde an Tag 210 nachdosiert ({).

A
—0

Versuchszeit [Tage]

metabolischen TCE-Abbau auch der aerob-metabolische cDCE-Abbau nachgewiesen wurde
(Schmidt et al. 2014), kann davon ausgegangen werden, dass durch die Zugabe in den Mikrokos-

men beide Prozesse stimuliert wurden.

Die anderen Chlorethene PCE und VC spielten auch in den Mikrokosmen mit Inokulum eine un-
tergeordnete Rolle. Die vergleichsweise geringen VC-Konzentrationen waren nach spatestens
54 d nicht mehr nachweisbar und die vorhandenen PCE-Gehalte zeigten keine nennenswerte Ab-
nahme. Aufgrund dessen und den relativ konstanten Konzentrationen in den Sterilkontrollen kann
auch hier ein Rickgang der Schadstoffe durch Verfliichtigung ausgeschlossen werden. Die Kon-
zentration bzw. die Abnahme der anderen Chlorethene sowie die geringen Veranderungen der
DOC- und Nitratwerte waren in den beimpften Ansatzen ebenfalls nicht ausreichend flr einen co-

metabolischen Abbau mit einem anderen Wachstumssubstrat.

Somit konnte in den Mikrokosmenversuchen das von Gaza et al. (2019) anhand von zwei Grund-
wasserproben exemplarisch aufgezeigte Bioaugmentationspotential bestatigt und fir ein breiteres
hydrochemisches Spektrum mit verschiedenen Animpfvarianten demonstriert werden. Der aerob-
produktive TCE-Abbau wurde durch Bioaugmentation mit Flussigkultur, immobilisierter Kultur so-
wie abbauaktivem Standortwasser in allen Grundwasserproben mit TCE-Konzentrationen bis zu
41 mg/L erfolgreich stimuliert bzw. beschleunigt. Nur die Ansatze der Messstelle B17 aus der
Nahe des Schadensherdes an Standort 2 mit TCE-Gehalten von ca. 58 mg/L und einer CKW-
Gesamtkonzentration von Uber 100 mg/L zeigten keinen TCE-Ruckgang (siehe Tabelle 11 und
Tabelle 6). Dies deckt sich ebenfalls mit den Untersuchungen von Gaza et al. (2019) zum Kon-

zentrationsbereich des aerob-produktiven TCE-Abbaus, der bis zu einer Konzentration von
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53 mg/L beobachtet wurde. Folglich kann im Grundwasser der Messstelle B17 von toxischen Kon-

zentrationen fur die verantwortlichen Mikroorganismen ausgegangen werden.

Weiterhin wurde mit der erfolgreichen Stimulierung sowohl des aerob-metabolischen TCE- als
auch cDCE-Abbaus in den Mikrokosmenversuchen mit SF-Wasser die Moglichkeit aufgezeigt,
beide Abbauprozesse durch Bioaugmentation anzuregen. Die Realisierung kann mit einer Misch-
kultur, die beide Substanzen abbaut, oder die gemeinsame Zugabe zweier Kulturen getestet wer-

den, die jeweils TCE und cDCE umsetzen.

4.2.3 Wechselwirkungen mit cDCE

4.2.3.1 Co-metabolischer cDCE-Abbau mit TCE als Primérsubstrat

Alle Mikrokosmen, in denen ein TCE-Abbau festgestellt wurde, zeigten auch eine deutliche Ab-
nahme der cDCE-Konzentration. Wie anhand des Beispiels in Abbildung 26 gezeigt, sank der
cDCE-Gehalt zunachst mit dem TCE-Abbau. AnschlieRend verlangsamte sich die cDCE-Ab-
nahme mit Stagnation des TCE-Abbaus. Nach Aufdosierung von TCE und einem erneuten Abbau
setzte auch der cDCE-Rilckgang wieder ein und stagnierte erneut mit Stagnation des TCE-Ab-

baus (siehe auch Diagramme in Anhang 2).

1,2
1 ! —o—TCE
10 ¢ ——cDCE
08 1
506
Q‘” ]
3] ]
04
02 1
] Abbildung 26:
00 ‘ ‘ ‘ ‘ i i i Parallele Abb TCE und cDCE i
0 50 100 150 200 250 300 350 400 arallele aumuster von undc in
einem Mikrokosmos von Standort 4
Versuchszeit [Tage] (GWMO08/17) auch nach TCE-Dosierung (V)

Dieses auffallig parallele Abbaumuster deutet auf einen co-metabolischen cDCE-Abbau mit TCE
als Primarsubstrat hin und war sowohl in Mikrokosmen ohne Inokulum als auch mit Anreiche-
rungskultur zu beobachten, die TCE aerob-metabolisch umsetzt. In dem Grundwasser, aus dem
die Kultur stammt, war auch der aerob-metabolische cDCE-Abbau aktiv (Schmidt et al. 2014),

wurde aber nach vier Jahren Anreicherung mit TCE als alleinige Kohlenstoffquelle nicht mehr
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beobachtet (Gaza et al. 2019). Folglich ist nicht von einer Stimulierung des aeroben cDCE-Abbaus
durch die Zugabe der Anreicherungskultur in den Mikrokosmen auszugehen. Daruber hinaus zeig-
ten auch die abbauaktiven Mikrokosmen der Standorte 1, 2, 5 und 7 ohne Bioaugmentation eine
parallele cDCE-Abnahme, was ein natirliches co-metabolisches Abbaupotential von cDCE mit
TCE im Grundwasser belegt. Umgekehrt kann ein co-metabolischer Abbau von TCE mit cDCE
als Wachstumssubstrat in den Mikrokosmen aufgrund der Konzentrationsverhaltnisse und Um-
satzmengen wie bereits in den vorherigen Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 diskutiert ausgeschlossen wer-
den. Zuletzt wurde keine cDCE-Abnahme ohne TCE-Ruckgang beobachtet, wahrend der TCE-
Abbau nach Aufdosierung auch nach vollstandiger cDCE-Umsetzung bis unter die Bestimmungs-
grenze erneut einsetzte, wie anhand des Beispiels in Abbildung 27 gezeigt. Einige Mikrokosmen
einschlielllich der von Standort 3 zeigten einen TCE-Abbau ohne deutliche cDCE-Abnahme, je-
doch war hier die cDCE-Konzentrationen zu niedrig um einen nennenswerten Ruckgang zu ver-

zeichnen.
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Abbildung 27:

Volistandiger cDCE-Abbau bis unter die Be-
stimmungsgrenze (< BG) an Tag 84 in einem
Mikrokosmos von Standort 6 (B44M). TCE
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0 50 100 150 wurde an den Tagen 56 und 120 aufdosiert (1)
und auch in Abwesenheit von cDCE abge-
Versuchszeit[Tage] baut.

Als Wachstumssubstrate fur den aeroben co-metabolischen cDCE-Abbau sind aus der Literatur
die Alkane Methan, Ethan, Propan, Butan, n-Pentan und n-Hexan (Anderson und McCarty 1997;
Chang und Alvarez-Cohen 1996; Doughty et al. 2005; Frascari et al. 2013; Frascari et al. 2008;
Frascari et al. 2006; Kim et al. 2000; Le und Coleman 2011), die Ethene Ethen und Propen (Ensign
et al. 1992; Koziollek et al. 1999), die Aromaten Benzol, Toluol und Phenol (Bielefeldt et al. 1995;
Elango et al. 2011; Schafer und Bouwer 2000) sowie Ammonium (Vannelli et al. 1990) bekannt.
Auch die Umsetzung mit anderen chlorierten Verbindungen wie Chlorbenzol, 1,2- und 1,3-
Dichlorbenzol (Elango et al. 2011) sowie VC (Broholm et al. 2005; Frascari et al. 2006; Freedman

et al. 2001; Verce et al. 2002) wurde bereits beobachtet. Berichte Uber einen co-metabolischen
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Abbau mit TCE als Wachstumssubstrat wurden dagegen nicht gefunden, so dass dieser in

vorliegender Arbeit erstmals beschrieben wird.

Diese Erkenntnisse weisen eine aulerordentliche Praxisrelevanz auf, da an Standorten, die mit
Chlorethenen kontaminiert sind, meist beide Substanzen als Ausgangsschadstoff oder Produkt
der reduktiven Dechlorierung vorhanden sind. Folglich stellt ein gemeinsamer Abbau eine vielver-

sprechende Losung zur mikrobiologischen Sanierung dar.

4.2.3.2 Auswirkungen des cDCE/TCE-Konzentrationsverhéltnisses

In Hinblick auf eine praktische Anwendung wurde ermittelt, wie viel cDCE pro Mengeneinheit TCE
in den Mikrokosmen umgesetzt wurde. Das molare Verhaltnis von abgebauter Menge des Co-
Substrats zu abgebauter Menge des Priméarsubstrats ist eine wichtige Gro3e des co-metaboli-
schen Abbaus. Sie wird als Transformationsumsatz T,' bezeichnet und dient in der Praxis insbe-
sondere zur Abschatzung der bendtigten Menge eines Wachstumssubstrats (Alvarez-Cohen und
Speitel 2001). Zur Berechnung wurden die Konzentrationsabnahmen in den Mikrokosmen mit pa-
rallelem Abbaumuster jeweils nach Start bis zur Stagnation sowie nach Aufdosierung herangezo-
gen und die abgebaute cDCE-Menge durch die in der gleichen Zeit abgebauten TCE-Menge ge-
teilt. Am Beispiel von Abbildung 26 wurde ein T,-Wert aus den Umsatzmengen bis Tag 210 und

ein weiterer T,'-Wert aus dem Zeitraum nach Aufdosierung bis zu Versuchsende ermittelt.

Tabelle 12: Transformationsumsitze T,' des co-metabolischen cDCE-Abbaus aus der Literatur
Primérsubstrat T,' Quellenangabe T,' umgerechnet Quelle
[cDCE/Primarsubstrat] [mol cDCE/mol Primarsubstrat]
Methan 0,058 mol/mol 0,058 Anderson und McCarty (1997)
Benzol 4,6 pug/mg 0,0037 Elango et al. (2011)
Chlorbenzol 21 pug/mg 0,0024 Elango et al. (2011)
1,2-Dichlorbenzol 21 pug/mg 0,0032 Elango et al. (2011)
1,3-Dichlorbenzol 1,7 pug/mg 0,0026 Elango et al. (2011)
VC (25°C) 4,9 % (mol/mol) 0,049 Frascari et al. (2006)
VC (17°C) 2,8 % (mol/mol) 0,028 Frascari et al. (2006)
Ethen 0,51 mg/mg 0,15 Koziollek et al. (1999)
Ammonium 45 mol/mol (1/T,") 0,022 Vannelli et al. (1990)
Trichlorethen 0,0019 - 0,98 Diese Arbeit

Die mit SF-Wasser beimpften Mikrokosmen von Standort 4 zeigten ebenfalls einen cDCE-Ruck-
gang, wie bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben. Hier ist in einigen Fallen der molare Umsatz von
cDCE grofder als der von TCE, so dass sich T,-Werte > 1 ergeben. Teils verlief der cDCE-Abbau

auch nicht parallel zur TCE-Abnahme, was auch in Abbildung 25 sichtbar ist und in einem weiteren
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Beispiel in Abbildung 28 gezeigt wird. Diese Beobachtungen sprechen gegen einen co-metaboli-
schen cDCE-Abbau und unterstreichen die Schlussfolgerung, dass durch die Zugabe von SF-
Wasser neben dem aerob-metabolischen TCE-Abbau auch der aerob-metabolische cDCE-Abbau

stimuliert wurde.

1.2

—o—TCE

BN
=)

—&—cDCE

ClCster[-]
o o
[} [e)
1 1

o
o~
1

"8

o
N
1

Ot b e

Abbildung 28:

> COOG

Versetzter Abbau von TCE und cDCE in ei-
nem Mikrokosmos von Standort 4 mit SF-
Wasser (GWM17/17). TCE wurde an Tag 210
Versuchszeit [Tage] nachdosiert (¢)

o
[=}

50 100 150 200 250 300 350 400

Die berechneten T,-Werte aus den Mikrokosmen ohne Inokulum sowie mit Anreicherungskultur
lagen zwischen 0,0019 und 0,98 und damit in einem breiten Spektrum im Vergleich zu Literatur-
angaben, in denen meist Einzelwerte flir den co-metabolischen cDCE-Abbau mit verschiedenen
Primarsubstraten zu finden sind (Tabelle 12). Eine Auswertung hinsichtlich des breiten Konzent-
rationsbereichs von TCE und cDCE, der in den Mikrokosmenversuchen abgedeckt wurde (siehe
Tabelle 6), ergab einen linearen Zusammenhang der ermittelten T,'-Werte mit dem cDCE/TCE-
Konzentrationsverhaltnis zu Versuchsbeginn bzw. nach Aufdosierung (Abbildung 29). Demnach
wurde umso mehr cDCE pro molare Einheit TCE umgesetzt, je groRer das molare cDCE/TCE-

Verhaltnis war.

Obwohl die meisten der in Tabelle 12 aufgelisteten Studien einen Konzentrationsbereich fur beide
Substrate in ihren Versuchen angaben, wurde kein direkter Zusammenhang mit dem Transforma-
tionsumsatz hergestellt, jedoch deuten einige Arbeiten darauf hin. Anderson und McCarty (1997)
ermittelten bei der Untersuchung des co-metabolischen Abbaus verschiedener Chlorethene mit
Methan als Wachstumssubstrat die maximalen Ty'-Werte meist bei den héchsten Chlorethenkon-
zentrationen und den niedrigsten Methankonzentrationen. Dolan und McCarty (1995) beschreiben
ebenfalls steigende Ty'-Werte mit zunehmender VC-Konzentration und konstantem Methangehalt

fur den co-metabolischen VC-Abbau mit Methan als Primarsubstrat. Kocamemi und Cecgen (2010),
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die den co-metabolischen TCE-Abbau mit Ammonium als Wachstumssubstrat untersuchten, stell-
ten einen linearen Zusammenhang zwischen dem Transformationsumsatz und dem Konzentrati-
onsverhaltnis fest. Sie gaben einen Faktor von 0,0038 an, der im Vergleich zu der in dieser Arbeit
ermittelten Konstante von 0,41 (Abbildung 29) deutlich kleiner ist und durch die Molekulstrukturen
von TCE und Ammonium erklart werden kénnte, die sich im Gegensatz zu den verwandten Struk-

turen von cDCE und TCE mehr unterscheiden.
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dosierung in den Mikrokosmen

Um die Beziehung zwischen dem Transformationsumsatz und dem Konzentrationsverhaltnis
deutlicher zu veranschaulichen und sie mit der Abbauleistung zu verknipfen, zeigt Abbildung 30
die abgebaute TCE- und cDCE-Menge prozentual zur Ausgangskonzentration (oben) sowie die
absoluten Konzentrationsanderungen (unten) mit den entsprechenden Ty'-Werten fur drei Kon-
zentrationsverhaltnisse. Das erste Beispiel reprasentiert ein sehr kleines cDCE/TCE-Konzentrati-
onsverhaltnis mit entsprechend niedrigem Transformationsumsatz Ty', so dass nur wenig cDCE
pro molare Mengeneinheit TCE co-metabolisch abgebaut wird, was jedoch zu einer vollstandigen
Entfernung des vergleichsweise gering cDCE-Gehalts fiihren kann. Im zweiten Beispiel mit anna-
hernd gleichen molaren Anteilen von cDCE und TCE wird mit einer Mengeneinheit TCE etwas
weniger als die halbe Mengeneinheit cDCE abgebaut, wobei etwa die Halfte der urspriinglichen
cDCE-Menge als Restkonzentration verbleibt. Das dritte Beispiel enthalt fast doppelt so viel cDCE
wie TCE, was mit einem hohen Ty'-Wert verbunden ist. Folglich wird beim aerob-produktiven TCE-
Abbau fast so viel cDCE wie TCE co-metabolisch umgesetzt, was jedoch zu einer geringeren

prozentualen cDCE-Abnahme flhrt.
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Anhand der drei Beispiele in Abbildung 30 ist auRerdem erkennbar, dass mit steigendem cDCE-
Gehalt im Vergleich zur TCE-Konzentration der abgebaute TCE-Anteil immer weiter abnimmt.
Daraufhin wurde ein weiterer linearer Zusammenhang mit dem cDCE/TCE-Konzentrationsverhalt-
nis hergestellt, der in Abbildung 31 dargestellt ist und belegt, dass der unvolistandige TCE-Abbau,
der bereits in den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 beschrieben wurde, auf die Anwesenheit von cDCE
zurtckzufuhren ist. Folglich hat cDCE eine hemmende Wirkung auf den aerob-produktiven TCE-
Abbau, was zu einer Verlangsamung und zu Restkonzentrationen fihrt, die stark vom cDCE/TCE-
Konzentrationsverhaltnis zu Versuchsbeginn abhdngen. Gaza et al. (2019) stellten bei der Unter-
suchung des aerob-metabolischen TCE-Abbaus in Gegenwart aquimolarer Konzentrationen an-
derer Chlorethene eine vollstdndige Hemmung durch VC und 1,1DCE fest, jedoch nicht durch

cDCE. In vorliegender Arbeit wurde ebenfalls keine vollstindige Hemmung beobachtet. TCE
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wurde in Anwesenheit von cDCE zwar nicht bis unter die Bestimmungsgrenze, aber substantiell

abgebaut.
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Aus der Literatur ist eine hemmende Wirkung von Chlorethenen auch flir Abbauprozesse anderer
Wachstumssubstrate bekannt. Bei der Untersuchung des co-metabolischen VC-Abbaus mit Me-
than als Primarsubstrat beobachteten Freedman et al. (2001) eine Verlangsamung des Methan-
abbaus durch VC. Ahnlich beschreiben Kocamemi und Cegen (2005) eine hemmende Wirkung
von TCE auf die Abbaurate von Ammonium in Versuchen zum co-metabolischen TCE-Abbau in
nitrifizierenden Systemen. Zhao et al. (2010) untersuchen den aerob-metabolischen cDCE-Abbau
in Anwesenheit anderer Chlorethene. Wahrend PCE, tDCE und VC den Abbau verlangsamten,
fuhrten 1,1DCE und TCE zu einer vollstdndigen Hemmung. Bei der Prifung unterschiedlicher VC-
Konzentrationen wurde ebenfalls ein Zusammenhang mit dem Konzentrationsverhaltnis festge-
stellt. Steigende VC-Gehalte verlangsamten den cDCE-Abbau zunehmend, wobei hier beide Sub-
stanzen aerob-produktiv umgesetzt wurden. Eine vollstandige Hemmung in Anwesenheit von
1,1DCE wird auch von Verce et al. (2002) fir den aerob-metabolischen VC-Abbaus berichtet. Bei
der Untersuchung des co-metabolischen cDCE-Abbaus mit VC als Primarsubstrat beobachteten
sowohl Verce et al. (2002) als auch Zhao et al. (2010) eine Verlangsamung des VC-Abbaus in
Gegenwart von cDCE. Aulierdem setzte der co-metabolische cDCE-Abbau in beiden Untersu-
chungen erst ein, nachdem der grofte Teil der verfigbaren VC-Menge gezehrt war. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch in dieser Arbeit gemacht. In einigen Mikrokosmen der Standorte 2,
5 (GWM2981 und GWMZ2983) und 7, in denen die molare TCE-Konzentration ein Vielfaches der
molaren cDCE-Menge betrug, setzte der co-metabolische cDCE-Abbau erst nach einer gewissen
TCE-Abnahme ein (Abbildung 32).
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Frascari et al. (2006) stellten bei Untersuchungen des co-metabolischen cDCE-Abbaus mit VC
ebenfalls eine hemmende Wirkung durch das Primarsubstrat fest. Der cDCE-Abbau stagnierte bei
jeder VC-Zugabe und setzte erst nach einer gewissen VC-Abnahme wieder ein. Verce et al. (2002)
beobachteten den co-metabolischen cDCE-Abbau mit VC ebenfalls erst nach fast vollstandiger
Zehrung des Wachstumssubstrats. Eine gegenseitige Verlangsamung der Abbauraten beider
Substrate wurde auch von Frascari et al. (2008) bei der Modellierung des co-metabolischen

cDCE-Abbaus mit Propan als Wachstumssubstrat beschrieben.
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In vorliegender Arbeit wurde somit nicht nur TCE als Wachstumssubstrat fir den co-metaboli-
schen cDCE-Abbau aufgedeckt, sondern auch Transformationsumséatze des Abbaus ermittelt so-
wie wechselwirkende Effekte aufgezeigt. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass sowohl die Trans-
formationsumséatze als auch die Wechselwirkungen mafigeblich vom Konzentrationsverhaltnis der

Schadstoffe abhangen.

Diese Erkenntnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur Grundwassersanierung und insbesondere
zur Bewertung der Wirksamkeit biologischer Abbauprozesse. Zusammen mit den Befunden aus
der Literatur unterstreichen die Ergebnisse, dass bei der Untersuchung von Abbauprozessen an
kontaminierten Standorten andere Schadstoffe und ihre Auswirkungen auf die einzelnen Abbau-

raten zu berucksichtigen sind.
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4.3 Biomonitoringmethoden

4.3.1 Weiterentwicklung einer MPN-Methode

4.3.1.1 Vorversuche zur Substratmenge

Far die Entwicklung einer spezifischen MPN-Methode zum Nachweis der Organismen, die TCE
aerob-metabolisch umsetzen, wurden zunachst Vorversuche zur Ermittlung einer geeigneten
Substratmenge durchgefiihrt. Getestet wurde die Zugabe von 250 pL und 50 pL TCE. Die fur das
Medium in den Mikrotiterplatten errechneten Konzentrationen (nach Gleichung (3), siehe Kapitel
3.4.1.1) sowie die analytischen Ergebnisse der Dreifachbestimmung nach verschiedenen Inkuba-

tionszeiten sind in Tabelle 13 dargestellit.

Die Messergebnisse zeigen, dass sich TCE im Medium der drei Mikrotiterplatten im Exsikkator
gleichmafig gel6st hat. Folglich hat sich die Zugabe des Substrats Gber die Gasphase als zielfiih-
rend erwiesen, wie bereits fur andere leichtflichtige Kohlenwasserstoffe wie Toluol oder Naphtalin
gezeigt (Bushnell und Haas 1941; Hanzel et al. 2011; Wallenius et al. 2012). Zum Nachweis ae-
rober VC- und cDCE-Verwerter liegen bisher keine veroffentlichten MPN-Methoden vor, die als

Vergleich dienen kénnten.

Tabelle 13: Ergebnisse der MPN-Vorversuche zur Substratmenge
TCE-Zugabe  Exsikkator-  TCE berechnet TCE [mg/L]
(L] Volumen [L]  (Henry) [mg/L] Inkubation: 1d 1 Woche 3 Wochen 6 Wochen
Platte a: 134 57 29 18
2,5 340,68 Platte b: 132 47 32 18
Platte c: 128 48 26 19
250
Platte a: 97 43 30 20
5 177,93 Platte b: 97 47 29 19
Platte c: 93 55 26 20
Platte a: 28 12 5 3
2,5 68,14 Platte b: 28 11 5 3
Platte c: 27 11 5 3
50
Platte a: 15 9 5 3
5 35,59 Platte b: 17 9 5 3
Platte c: 15 8 4 3

Die Daten zeigen auch, dass die gemessenen TCE-Konzentrationen deutlich unter den errechne-
ten Werten lagen. AuRerdem unterscheiden sich die Konzentrationen zwischen den beiden Exsik-
katorvolumina nach einer Woche nur noch geringfugig. Dies kdnnte auf Sorptionsprozesse mit
dem Kunststoff der Mikrotiterplatten und dem Exsikkatorfett zurtickgeflhrt werden. Weiterhin sind
Verluste wahrend dem Offnen des Exsikkators, der Entnahme der Platten und dem Medium zur

Schadstoffanalytik zu bertcksichtigen. Bei MPN-Ansatzen mit leichtfllichtigen Monoaromaten
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wurden ebenfalls niedrigere Messwerte im Vergleich zu den berechneten Werten beobachtet und
als Ursache Sorption in die Platten und verwendeten Plastikboxen sowie Verflichtigung aufge-
fuhrt (Johnsen und Henriksen 2009). Eine genaue Dosierung ist mit dieser Methode demnach

erschwert.

Die optimale Substratmenge fur MPN-Ansatze fordert das Wachstum der abbauaktiven Organis-
men bestmoglich und liegt in einem Konzentrationsbereich, der das Wachstum weder durch einen
Mangel bei zu niedrigen Konzentrationen noch durch Toxizitat bei zu hohen Konzentrationen ein-
schrankt (Wallenius et al. 2012). Bei Zugabe von 250 yL TCE lag die berechnete Konzentration
sowie die analytischen Werte nach einem Tag fir beide ExsikkatorgroRen weit tber der TCE-
Konzentration von 53 mg/L. Bis zu dieser Menge haben Gaza et al. (2019) bei Versuchen zum
Konzentrationsbereich des aerob-metabolischen TCE-Abbaus noch einen Abbau beobachten
kdnnen. Nach einer Woche sinken die gemessenen Konzentrationen in den meisten Platten unter
diesen Schwellenwert. Zuvor ist von einer toxischen Wirkung flr die abbauaktiven Mikroorganis-
men auszugehen. Bei einer Zugabe von 50 uL TCE zeigen die Ergebnisse, dass die Konzentra-
tion von 53 mg/L nicht Uberschritten wird und auch nach sechs Wochen noch Substrat im Milli-
grammbereich vorhanden ist. Die TCE-Menge zieht also keine toxische Wirkung nach sich und ist
auch fir lange Inkubationszeiten geeignet. Darlber hinaus sind durch die Inkubation bei Raum-
temperatur, die Sauerstoffverfigbarkeit durch den Luftsauerstoff in der Gasphase des Exsikkators
sowie die Verwendung des Mediums mit neutral eingestelltem pH-Wert optimale Wachstumsbe-

dingungen fir die TCE-verwertenden Organismen sichergestellt (Gaza et al. 2019).

4.3.1.2 Vorversuche zur Inkubationszeit und Detektionsmethode

Mit der in den Vorversuchen zur Substratmenge als geeignet ermittelten Menge von 50 uL TCE
wurden anschlieRend verschiedene Inkubationszeiten und Auswertemethoden getestet. Die
Keimzahlen der vier abbauaktiven Kulturen (SV1-SV4) wurden nach zwei, vier, sechs, acht und
zehn Wochen Inkubation jeweils anhand der Tribung und anhand des Farbumschlags von
PrestoBlue® ermittelt und sind in Abbildung 33 als Balken aufgetragen. Zur Veranschaulichung

der Ergebnisse sind die Mittelwerte der Keimzahlentwicklung eingezeichnet.

Die Auswertung anhand der Tribung zeigt, dass eine Inkubationszeit von mindestens sechs Wo-
chen fur einen Nachweis der TCE verwertenden Bakterien notwendig ist. Bei kiirzeren Inkubati-
onszeiten liegen fast alle Ergebnisse unterhalb der Bestimmungsgrenze. Nach zehn Wochen ist
im Vergleich der Einzelergebnisse noch ein deutlicheres Wachstum sichtbar. Drei der vier Proben
liegen noch eine Log-Stufe hoher. Dagegen konnten anhand des Farbumschlags von

PrestoBlue® alle Kulturen nur nach zwei und zehn Wochen detektiert werden. Da die meisten
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Ergebnisse nach vier und sechs Wochen unter der Bestimmungsgrenze liegen, ist bei den Daten
nach zwei Wochen von einer Kontamination auszugehen, die vermutlich bei Zugabe des Farb-
stoffs PrestoBlue® eingetragen wurde und zu einem falschlich positiven Ergebnis geflhrt hat.

Somit zeigen beide Auswertemethoden nach zehn Wochen die deutlichsten Ergebnisse.

Auswertung anhand der Triibung
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Laborproben: ) ) ) ) Abbildung 33:
Proben aus abbauaktiven Mittelwert Inkubationszeit
Flissigkulturproben Grundwassermikrokosmen (Mittelwertbildung nur Ergebnisse der MPN-Vorversuche zur Inkuba-
wenn alle Werte > BG . . . .
mSV1 BGWMO8/17-FK ) tionszeit mit Auswertung anhand der Trii-
SV2 BGWM11/17-FK — bung (oben) und anhand des Farbumschlags
mSV3 DGWM12/17-FK von PrestoBlue® nach 24h Einwirkzeit bei
Sv4 DGWM17/17-FK 37°C (unten).

Die Inkubationszeiten bei MPN-Methoden anderer stoffwechselphysiologischer Gruppen sind im
Vergleich bedeutend kirzer und in Abbildung 34 veranschaulicht. So werden nitrifizierende Orga-
nismen zwei bis drei Wochen inkubiert (Alexander und Clark 1965; Rowe et al. 1977). Fir anae-
robe Nitrat-Reduzierer sind ein bis zwei Wochen angegeben (Alexander 1965; Focht und Joseph
1973), flr Sulfat- und Eisen-Reduzierer zwei bzw. vier Wochen (Gould et al. 2003; Stilinovic und

Hrenovic 2004). Protokolle flir aerobe PAK-Abbauer beinhalten Inkubationszeiten von sieben bis
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30 Tagen (Johnsen et al. 2002; Johnsen und Henriksen 2009; Stieber et al. 1994). Fur die Inku-
bation von Alkan-Verwertern (n-Hexadekan) ist eine Angabe von zwei Wochen (Wrenn und Ve-
nosa 1996) und fir Verwerter der Monoaromaten Phenol sowie der chlorierten Verbindung Chlor-

benzoesaure drei bis zehn Tage zu finden (DiGeronimo et al. 1977).

Die lange Inkubationszeit der aerob TCE-verwertenden Bakterien von zehn Wochen ist nach Er-
mittlung der Verdopplungszeit, die im Vergleich zu anderen Schadstoff-Verwertern ebenfalls deut-
lich langer ist (siehe Kapitel 4.2.1), plausibel. Durch ihr langsames Wachstum ziehen die Orga-

nismen fir einen Nachweis durch Kulturverfahren auch lange Inkubationszeiten nach sich.

Dennoch war die Detektion des Bakterienwachstums in den Mikrotiterplatten mit den verschiede-
nen Auswertemethoden meist undeutlich. Trotz der langen Inkubationszeit war die Tribung sehr
schwach ausgepragt und der Farbumschlag von PrestoBlue® oft nicht vollstandig. Die Triibung
war mit dem Auge nur selten erkennbar und bei gemeinsamer Betrachtung mit geschultem Per-
sonal fiel die Auswertung je nach Person unterschiedlich aus. Die Subjektivitat der visuellen Aus-

wertung vor allem bei schwacher Tribung wurde auch von Johnsen und Henriksen (2009) betont.

Alexander un:i Clark 1965; RO\INe etal. 1977
AIexanderI 1965; Focht undI Joseph 1973
GoLId et al. 2003
Minimalwert Literaturangabe Stilinovic und Il-lrenovic 2004
I | Johnsen et al. 2002; StieLer etal. 1994

Wrenn undIVenosa 1996
DiGeronillno etal. 1977

Nitrifizierer

Denitrifizierer

Eisenreduzierer

Sulfat-Reduzierer

PAK-Verwerter

Alkan-Verwerter

Phenol- und Chlorbenzoesiure- ’| Maximalwert Literaturangabe

Verwerter

TCE-Verwerter (diese Arbeit)

Inkubationszeit [Wochen]

Abbildung 34: Inkubationszeiten bei MPN-Methoden verschiedener stoffwechselphysiologischer Gruppen

FUr eine reproduzierbare und objektive Methode wurde die Triibung anhand der optischen Dichte
photometrisch erfasst. Der Grenzwert zur positiven Bewertung der Réhrchen sollte idealerweise
so festgesetzt werden, dass er Uber dem héchsten Absorptionwert der Negativkontrollen liegt und

gleichzeitig die maximale Anzahl an Réhrchen mit Wachstum erfasst. Bei hoheren Blindwerten,
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die beispielsweise durch eine Hintergrundtribung verursacht werden konnen, sollte der Grenz-
wert angepasst werden (Wallenius et al. 2012). In den Vorversuchen lagen die Absorptionswerte
jedoch auch in der ersten Reihe der Mikrotiterplatten mit der unverdiinnten Probe mit héchstens
0,045 nur sehr knapp Uber den Blindwerten des Mediums ohne Probe von 0,036 + 0,001. Bei
positiver Bewertung ab Uberschreitung dieses Blindwertes und seiner Abweichung (> 0,038)
wurde vermehrt Wachstum in Reihen hoher Verdinnungsstufen erfasst und damit Réhrchen
falsch positiv ausgewertet. Folglich wurde der Grenzwert auf ein Minimum von 0,039 festgelegt.
Bei exemplarischen Vergleichen mit der visuellen Auswertung wurden etwa ab diesem Wert auch
Tribungen mit dem Auge erkannt. Folglich wurden alle Réhrchen einer Reihe mit Absorptions-
werten > 0,039 positiv ausgewertet. Wenn der Blindwert einer Reihe hoher lag, wurde dieser Wert
als Grenzwert fUr die Reihe festgelegt. Dagegen wird von Johnsen (2017) bei Messung der opti-
schen Dichte eine positive Bewertung ab Absorptionswerten von 0,1 vorgeschlagen und auch
Wallenius et al. (2012) beobachteten ein wesentlich deutlicheres Wachstum mit Werten, die mehr

als das Zehnfache des Blindwertes betrugen.

Probe 1 Probe 2

Abbildung 35:

MPN-Ansatz nach Zugabe und Inkubation des
Farbstoffs PrestoBlue® (hochste Verdiin-
nungsstufen nicht gefarbt) mit deutlichem

; - \ ; ! N A Farbumschlag nach pink und leichtem Far-
Blindwertspalte Probe 1 Blindwertspalte Probe 2 bumschlag nach lila.

Als Alternative wurde die Auswertung anhand des Farbumschlags von PrestoBlue® getestet, der
photometrisch durch die Messung von zwei Wellenlangen erfasst wird. Dabei wird erst die Ab-
sorption bei der Wellenlange des rétlichen Reaktionsprodukts gemessen und anschlielend die
Absorption bei der Wellenlange des urspringlich blauen Farbstoffs (Referenz) subtrahiert (Life
Technologies Corporation 2010a). Ist der Messwert abzliglich des Referenzwertes gréfer Null,
liegt ein Farbumschlag vor und das Réhrchen kann positiv bewertet werden. Wie bei der Auswer-

tung anhand der Trubung lagen auch hier die Ergebnisse der ersten Reihe selbst bei den langeren
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Inkubationszeiten noch haufig unter null, wobei mit dem Auge bereits ein Farbumschlag nach lila
im Vergleich zu den blauen Blindwerten sichtbar war (Abbildung 35). Erneut diente ein exempla-
rischer Vergleich durch visuelle Auswertung zur Festlegung eines einheitlichen Grenzwertes
von -0,25, der ggf. wie fir die Tribung beschrieben angepasst wurde. Fir die Auswertung mit
einem anderen Farbstoff nach dem gleichen Messprinzip sind dagegen Grenzwerte Uber Null von
0,050 und 0,030 zu finden (Johnsen 2017; Johnsen et al. 2002).

Vor allem bei MPN-Methoden fir Kohlenwasserstoff-Verwerter wird die Auswertung mit einem
Farbstoff angewendet (DiGeronimo et al. 1977; Haines et al. 1996; Johnsen 2017; Johnsen et al.
2002; Johnsen und Henriksen 2009; Wallenius et al. 2012). PAK-Abbauer werden teils auch an-
hand farbiger Abbauprodukte nachgewiesen (Stieber et al. 1994; Wrenn und Venosa 1996). Die
Anwesenheit von Sulfat-reduzierenden Organismen ist durch die schwarze Farbe der gebildeten
Sulfide visuell ebenfalls gut erkennbar (Stilinovic und Hrenovic 2004). Eine weitere Detektions-
mdglichkeit besteht im Nachweis des Abbauprodukts bzw. im Negativhachweis der Ausgangs-
substanz nach Inkubation. Mit Nitrit/Nitrat-Teststreifen, die in jedes Réhrchen getaucht werden,
kénnen Nitrifizierer anhand eines positiven Ergebnisses durch die Nitratbildung (Papen und Berg
1998) und Denitrifizierer anhand eines negativen Ergebnisses durch den Nitratverbrauch nachge-
wiesen werden (Focht und Joseph 1973). Fir die TCE-verwertenden Bakterien wurde ebenfalls
der Nachweis anhand des Abbauprodukts Chlorid in Betracht gezogen. Die Bestimmungsgrenze
der im Handel erwerblichen Chlorid-Teststreifen lag jedoch bei mind. 30 mg/L (Firma Hach, Arti-
kel-Nr. 2744940), so dass fir einen Nachweis anhand der Chloridbildung mind. 37 mg/L TCE
abgebaut werden mussten. Aufgrund dieser hohen Nachweisgrenze ist die Detektionsmethode
fur den Nachweis der aeroben TCE-Verwerter nicht geeignet und die Auswertung anhand der

Tribung und des Farbumschlags wurde weiter getestet.

4.3.1.3 Versuche mit Laborproben

Anhand abbauaktiver Laborproben wurde die in den Vorversuchen ermittelte Inkubationszeit von
zehn Wochen nochmals im Vergleich zu einer kiirzeren und einer langeren Inkubationszeit gepruft.
Dabei wurde auch die geloste TCE-Menge im Medium der Mikrotiterplatten zur Kontrolle der Sub-
stratmenge gemessen. Aullerdem wurde getestet, ob eine langere Einwirkzeit des Reagenz
PrestoBlue® bei niedrigerer Temperatur deutlichere Ergebnisse erzielt. Die Keimzahlen der vier
Flissigkulturen (SV1-SV4) sowie der vier Grundwassermikrokosmen-Proben (GWMO08/17-FK,
GWM11/17-FK, GWM12/17-FK und GWM17/17-FK) wurden nach acht, zehn und zwolf Wochen
Inkubationszeit jeweils anhand der Tribung und des Farbumschlags von PrestoBlue® nach 24 h

und nach 7 d Einwirkzeit ermittelt und sind in Abbildung 36 mit den Mittelwerten dargestellt.

65



4 Ergebnisse und Diskussion

Auswertung anhand derTriibung

1,0E+01

1,0E+00

1,0E+04
1,0E+03
-
£
=
N 1,0E+02
£
)
¥
1,0E+01
1,0E+00 :
8 10 12
Inkubationszeit [Wochen]
Auswertung mit Farbumschlag von PrestoBlue®
1,0E+04 :
nach 24h bei Raumtemperatur
1,0E+03
-
E
=
N 1,0E+02
E v
]
¥
1,0E+01
I 8 8
1,0E+00 Y v
8 10 12
Inkubationszeit [Wochen]
Auswertung mit Farbumschlag von PrestoBlue®
1,0E+04 =
nach 7d bei Raumtemperatur
1,0E+03
-
E
=
N 1,0E+02
£
0
¥

8 10
Inkubationszeit [Wochen]

Laborproben: ; . . .
Proben aus abbauaktiven Mittelwert Inkubationszeit
Flussigkulturproben Grundwassermikrokosmen (Mittelwertbildung nur
m SV 8 GWMOB/17-FK wenn alle Werte >BG)
Sv2 @ GWM11/17-FK —
mSV3 OGWM12/17-FK
Sv4 nGWM17/17-FK

66

Abbildung 36:

Ergebnisse der MPN-Versuche mit Laborpro-
ben und Auswertung anhand der Triibung
(oben) sowie anhand des Farbumschlags von
PrestoBlue® nach 24h (Mitte) und nach 7d
Einwirkzeit bei Raumtemperatur (unten)
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Die gemessene TCE-Konzentration in den Mikrotiterplatten betrug nach 8 Wochen 1,3 mg/L und
nach zehn sowie zwdlf Wochen jeweils 0,86 mg/L, so dass bei allen getesteten Inkubationszeiten

bis zur Auswertung die Verflgbarkeit von ausreichend Wachstumssubstrat sichergestellt war.

Anhand der rot eingezeichneten Mittelwerte in Abbildung 36 wird deutlich, dass die groRten Keim-
zahlen nach einer Inkubationszeit von zehn Wochen ermittelt wurden. Die langere Inkubationszeit
von zwolf Wochen zeigt kein groReres Wachstum. Teils liegen die Werte wieder niedriger, so dass

die Ergebnisse ein Optimum von zehn Wochen flr die Methode bestatigen.

Die Einwirkzeit des Reagenz PrestoBlue® von 7 d bei Raumtemperatur (Abbildung 36, unten)
erzielte bei den meisten Proben Keimzahlen um ein bis zwei Logstufen héher als nach einer Ein-
wirkzeit von 24 h (Abbildung 36, Mitte). Hier lagen zwei Werte sogar unter der Bestimmungs-
grenze. Die Inkubation ist folglich auch bei Raumtemperatur mdglich, wobei die Einwirkzeit von
sieben Tagen wesentlich deutlichere Ergebnisse zeigt. Bei dieser bedeutend langeren Einwirkzeit
verglichen mit den Herstellerempfehlungen von maximal 24 h (Life Technologies Corporation
2010b) kann der Verdacht entstehen, dass die Mikroorganismen das Reagenz als Wachs-
tumssubstrat nutzen und so ein falsch positives Ergebnis verursacht werden kann. In Anbetracht
der heterozyklischen Struktur des Farbstoffs Resazurin (Abbildung 37), der auch in PrestoBlue®
enthalten ist, kann eine mikrobiologische Abbaubarkeit nicht ausgeschlossen werden. Um den
Verdacht auszuraumen, wurden daher Kontrollplatten mit einer abbauaktiven Kultur nur mit dem
Reagenz als potentielles Wachstumssubstrat und ohne TCE eine Woche inkubiert. Dabei wurde
kein Farbumschlag festgestellt, der auf eine Umsetzung von PrestoBlue® durch die TCE-verwer-

tenden Bakterien schlieRen konnte.

N
N
Abbildung 37:
HO O O Strukturformel des Farbstoffs Resazurin, der im Reagenz Presto-
Blue® enthalten ist (Guerin et al. 2001)

Bisher liegt wenig Literatur zur Anwendung von PrestoBlue® zum Nachweis von Mikroorganismen
vor. Guerin et al. (2001) haben den Farbstoff Resazurin, fir MPN-Methoden verschiedener Koh-
lenwasserstoffverwerter getestet und mit der Tribungsbildung verglichen. Dabei wurden die
Mikrotiterplatten bis zu 5,7 d mit Resazurin inkubiert. Die Studie hat gezeigt, dass vor allem bei
schwacher Tribung deutlichere Ergebnisse und héhere Keimzahlen bei Auswertung anhand des

Farbumschlags erzielt werden konnen. Lall et al. (2013) haben die Zellviabilitdt verschiedener
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bakterieller Krankheitserreger u. a. mit PrestoBlue® untersucht. Dabei wurde der Farbumschlag
nach etwa 3 h gemessen und war teils direkt nach Zugabe sichtbar. Organismen mit vergleichs-
weise langsamen Wachstum (M. tuberculosis) zeigten nach 3 h einen leichten Farbumschlag
nach lila und wurden fir ein deutlicheres Ergebnis anhand eines Farbumschlags nach pink bis zu
24 hinkubiert. Dies entspricht der maximal empfohlenen Inkubationszeit des Herstellers flr nied-
rige Zellzahlen (Life Technologies Corporation 2010b). Verglichen mit dem verwendeten Stamm,
fur den Verdopplungszeiten von 17 bis 37 h zu finden sind (Dunn und North 1995; North und 1zzo
1993; Silver et al. 1998), ist das Wachstum der aeroben TCE-Verwerter mit einer Verdopplungs-
zeit von 24 d (siehe Kapitel 4.2.1) jedoch immer noch bedeutend langsamer, so dass auch eine

langere Einwirkzeit fur einen deutlichen Farbumschlag erforderlich ist.

4.3.2 Entwicklung einer PCR-Methode

4.3.2.1 Mikrobiomanalyse und Primerentwicklung

Die Ergebnisse der Mikrobiomanalyse wurden im Rahmen des Partnerprojekts BioChlor (siehe
Kapitel 1.1) ausgewertet und vorliegender Arbeit zur Verfligung gestellt. Nach Einteilung der Se-
quenzierungsdaten in OTUs machte OTU 1 mit 14 % den groften Anteil in allen Proben aus und
kann nach rRNA-Datenbank-Abgleich der Familie der Rhodocyclaceae zugeordnet werden. Vor
allem die Flocken, die sich wahrend der Kultivierung gebildet haben und ebenfalls sequenziert
wurden (siehe Kapitel 4.1), zeigen hier mit bis zu 68 % einen besonders hohen Anteil. Folglich
kann auf eine wesentliche Beteiligung der zu OTU 1 gehdrenden phylogenetischen Gruppe am

aerob-metabolischen TCE-Abbau geschlossen werden.

Ein Primerpaar fir OTU 1 zeigte unter allen entwickelten und mittels Gradienten-PCR gepriften

Primerpaaren auch die groRte Spezifitat auf:

Forward GGACGAAACGGTCAGCTCTA
Reverse: GGTTAAGCCCGGGGATTTCA
Lange: 180 bp
Spez. Temp.: 63,4°C

Somit konnte fir die am haufigsten vorkommenden Bakterien in den abbauaktiven Proben nicht
nur eine taxonomische Zuordnung vorgenommen, sondern auch ein spezifischer PCR-Nachweis

entwickelt werden.

In der Literatur werden Organismen aus der Familie Rhodocyclaceae mit dem Abbau verschiede-

ner Monoaromaten und polyzyklischer Kohlenwasserstoffe in Verbindung gebracht. Wahrend die
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meisten BTEX-Verbindungen von Bakterien dieser Familie vor allem unter Nitrat-reduzierenden
Bedingungen umgesetzt werden kénnen (Hess et al. 1997; Kasai et al. 2006; Rabus und Widdel
1995; Rotaru et al. 2010; van der Zaan et al. 2012), wurde fir Benzol, Toluol und die PAK-Ver-
bindungen Phenantren und Pyren auch ein aerober Abbau durch Rhodocyclaceae-Stamme nach-

gewiesen (Corteselli et al. 2017; Fries et al. 1994; Tancsics et al. 2018).

Die Morphologie dieser Bakterien wird meist als stabchenférmig beschrieben (Fries et al. 1994;
Hess et al. 1997; Song et al. 1999), die teils gekrimmt und in Paaren, kleinen Clustern, langen
Ketten und mit extrazellularem Material auftraten (Corteselli et al. 2017; Rotaru et al. 2010; Zhou
et al. 1995). Diese Beschreibung trifft auch auf die in dieser Arbeit untersuchten Flocken zu (siehe
Kapitel 4.1). Die Flockenbildung wird ebenfalls als typisches Charakteristikum fur bestimmte Or-

ganismen der Familie Rhodoclycaceae angegeben (Farkas et al. 2015; Shao et al. 2009).

Als Enzyme flr den initialen Schritt des aeroben Aromaten-Abbaus durch Rhodocyclaceae wur-
den ring-hydroxilierende Dioxygenasen identifiziert, die den Benzol-Ring duch den Einbau von
zwei Hydroxygruppen oxidieren (Regonne et al. 2013; Singleton et al. 2015; Singleton et al. 2012).
Fir den aerob-produktiven Chlorethenabbau werden als katalysierende Enzyme hauptsachlich
Monooxygenasen beschrieben (Dolinova et al. 2017), der genaue Mechanismus ist jedoch nicht
bekannt (siehe Kapitel 2.2.3). Nach den vorliegenden Untersuchungen kénnte der aerob-metabo-
lische TCE-Abbau durch Bakterien der Familie Rhodocyclacae auf ahnliche Weise wie der von
aromatischen Verbindungen initiiert werden. Womaglich spalten die selben Enzyme als ersten
Schritt die Doppelbindung auf und bilden ein zweifach hydroxiliertes Zwischenprodukt, das in an-
schlieenden Schritten mineralisiert wird. Zur Prifung dieser Hypothese kénnten weiterfliihrende
Untersuchungen abbauaktive Proben gezielt auf die entsprechenden Enzyme untersuchen und

so zum Prozessverstandnis des vergleichsweise neuen Abbauweges fur TCE beitragen.

4.3.2.2 Versuche mit Laborproben

Der auf Grundlage der Mikrobiomanalyse entwickelte PCR-Nachweis wurde nachfolgend anhand
von Laborproben getestet und auf Rickstellproben der Grundwassermikrokosmen von Standort
5 und 7 angewendet. FUr zwei Beispiele ist das PCR-Ergebnis der drei Probenahmezeitpunkte zu
Versuchsbeginn, -mitte und -ende in Abbildung 38 Giber den TCE-Konzentrationsverlauf aufgetra-

gen.

Im ersten dargestellten Beispiel (Abbildung 38, oben) lag das Messergebnis zu Versuchsstart

noch unter der Bestimmungsgrenze und nach dem wiederholten TCE-Abbau von jeweils ca. 30
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mg/L zu Versuchsmitte und —ende in der GréRenordnung 10° Kopien/mL. In einigen anderen An-

satzen wurde das Messergebnis trotz substantiellem TCE-Umsatz zum mittleren Probenahme-

zeitpunkt erst zu Versuchsende positiv (Abbildung 38, unten), so dass der Zusammenhang zwi-

schen TCE-Abbau und PCR-Messwert nicht immer deutlich war. Insgesamt konnte in den Ansat-
zen der Messstellen GWM2981 und GWM2984 mit TCE-Umsatzen von mind. 25 mg/L zu min-

destens einem Probenahmezeitpunkt ein PCR-Nachweis erbracht werden.
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Abbildung 38:

PCR-Nachweis zu Versuchsmitte und -Ende
in einem Mikrokosmos von Standort 5
(GWM2981) nach hohem TCE-Umsatz (oben),
fehlender Nachweis zu Versuchsmitte in ei-
nem Mikrokosmos von Standort 5 (GWM2984)
trotz hohem TCE-Umsatz (unten), ,,< BG* be-
zieht sich auf das PCR-Ergebnis

Dagegen lagen die Ergebnisse der GWM2983- und PZ13-Mikrokosmen mit TCE-Umsatzen von

maximal 5,5 mg/L bis auf eine Ausnahme zu allen Probenahmezeitpunkten unter der Bestim-

mungsgrenze (Abbildung 39, oben). Folglich war der TCE-Umsatz und das damit verbundene

Bakterienwachstum zu gering, um es mit der Methode erfassen zu kdnnen. Der fehlende Nach-

weis im Ansatz der GWM2983 ohne Inokulum, der keinen Abbau der vergleichsweise geringen
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TCE-Menge von ca. 1 mg/L zeigte, ist daher als Negativkontrolle fir die Spezifitat nicht aussage-
kraftig (Abbildung 39, unten). Zumindest lagen in allen Mikrokosmen die Ergebnisse zu Versuchs-
start unter der Bestimmungsgrenze, so dass bei einem anschlieRenden Nachweis auf ein Wachs-

tum durch den TCE-Abbau geschlossen werden kann.

Bei der Bewertung der Daten ist das vergleichsweise geringe Probenvolumen von 50 mL zu be-
rucksichtigen, die fur die Messung filtriert wurden. Bei den Mikrokosmenversuchen handelt es sich
um Grundwasserproben, die fir eine PCR-Messung normalerweise anhand wesentlich groerer
Volumina von ca. 1 L untersucht werden, was aufgrund des Mikrokosmenvolumens von insge-

samt 2 L nicht umsetzbar war.
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. TCE-Abbau (unten), ,,< BG“ bezieht sich auf
Versuchszeit[d] das PCR-Ergebnis

Der erwahnte fehlende Nachweis zu Versuchsmitte in einigen Proben mit einem hohen TCE-Ab-

bau (Abbildung 38, unten) ist woméglich ebenfalls auf das geringe Probenvolumen in Verbindung
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mit der Flockenbildung der abbauaktiven Mikroorganismen zurtickzufihren. Aufgrund der hier-
durch entstandenen Inhomogenitat in den Mikrokosmen kénnte trotz TCE-Abbau die Zielsequenz
in der entnommenen Probe unterreprasentiert und erst nach weiterem Wachstum zu Versuchs-

ende erfasst worden sein.

Vor diesem Hintergrund liefern die Daten erste orientierende Ergebnisse, nach denen ein Nach-
weis mit dem verwendeten Probenvolumen bei groBen TCE-Umsatzmengen mdglich ist. Bei ei-
nem fehlenden Nachweis ist folglich nicht unmittelbar auf ein nicht vorhandenes TCE-Abbaupo-
tential zu schlielRen, sondern méglicherweise auf einen zu geringen TCE-Umsatz oder ein zu ge-

ringes Probenvolumen.

4.3.3 Validierung der Biomonitoringmethoden

4.3.3.1 Validierung mit Feldproben

Die biologische Aktivitat wird an dem Standort, an dem der aerob-produktive TCE-Abbau in einem
Pilottestfeld mit Sauerstoff stimuliert wird (vgl. Abbildung 16), anhand der Gesamtzellzahl (GZZ2)
mittels Flowzytometrie Uberwacht. Fir die Validierung der Biomonitoringmethoden werden die
Daten zum Vergleich mit den MPN-Ansatzen und PCR-Messungen der spezifischen Sequenz
OTU 1 herangezogen und sind mit dem Sauerstoffgehalt zum Zeitpunkt der Probenahme in Ab-
bildung 40 dargestellt. Als weiterer Vergleichsparameter dient der unspezifische PCR-Nachweis

des universell in Bakterien vorhandenen 16S-rRNA-Gens (16S).

Die Ergebnisse zeigen einen spezifischen PCR-Nachweis (OTU 1) in vier der sechs Messstellen
aus dem Pilottestfeld (B826, S2 tief, S2 flach und B808). Diese Messstellen weisen auch Gesamt-
zellzahlen um eine Log-Stufe und 16S-Werte um teils vier Log-Stufen héher als in den Ubrigen
Messstellen des Testfeldes (ZB1, ZB2 und B805) sowie der Referenzmessstelle (B809A) auf, in
denen das OTU 1-Ergebnis unterhalb der Bestimmungsgrenze liegt. Der fehlende Nachweis in
den Brunnen ZB1 und ZB2 trotz Sauerstoffkonzentrationen tber 10 mg/L kann folglich auf die
geringere Gesamtpopulation mit TCE-Verwertern, die vermutlich unterhalb der Bestimmungs-

grenze vorhanden sind, zuriickgefuhrt werden.

Messstelle B805 liegt zwar innerhalb des Pilottestfelds, scheint jedoch nicht effizient mit Sauer-
stoff versorgt zu werden. Bei einem Gehalt von lediglich 0,41 mg/L konnten sich womaglich keine
TCE-Verwerter Uber die Bestimmungsgrenze der PCR-Messung hinaus entwickeln. Mit der MPN-

Methode und Auswertung anhand des Farbumschlags von PrestoBlue® konnte dagegen ein
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Nachweis erbracht werden. Der 16S-Parameter weist hier mit Werten deutlich Gber den Ergeb-
nissen der Brunnen ZB1 und ZB2 auch auf eine gréRere Gesamtpopulation hin. Bei den Ubrigen

Messstellen ist der MPN-Nachweis anhand des Farbumschlags stimmig mit den OTU 1-Befunden.

Die MPN-Auswertung anhand der Trubung zeigt einen Nachweis in jeder Messstelle, sowohl im
Pilottestfeld als auch auf3erhalb. Dabei sind die Keimzahlen in den Brunnen mit PCR-Nachweis
und héherer Gesamtzellzahl (B826, S2 tief, S2 flach und B808) ebenfalls hdher. Der fehlende
Negativnachweis ist durch eine Tribung der ersten Reihe in den MPN-Platten mit der unverdinn-
ten Grundwasserprobe begriindet. Womaéglich ist durch Ausfallung von Phosphat des Phosphat-
gepufferten Mediums mit Magnesium oder Kalzium des Grundwassers eine Triibung verursacht
und die Bildung durch die lange Inkubationszeit beglnstigt worden. Die Annahme, dass die Tru-
bung in den Ansatzen der Messstellen ohne PCR-Nachweis (ZB1, ZB2, B809A) auf abiotische
Prozesse zurlickzufiihren sind, wird dadurch verstarkt, dass die anhand des Farbumschlags er-

mittelten MPN-Ergebnisse hier ebenfalls unter der Bestimmungsgrenze liegen.

Messstellen innerhalb des Pilottestfelds Referenz-
messstelle
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Abbildung 40: Ergebnisse zur Validierung der Biomonitoringmethoden mit Feldproben innerhalb und auBerhalb des Pilot-
testfelds, in dem der aerob-metabolische Chlorethen-Abbau mit Sauerstoff stimuliert wird
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Bei einer vergleichenden Betrachtung der getesteten Biomonitoringmethoden bildet das MPN-
Verfahren mit Auswertung anhand des Farbumschlags von PrestoBlue® die biologische Aktivitat
im Pilottestfeld am besten ab. Die niedrige Bestimmungsgrenze des Kulturverfahrens zeigt sich
hier vorteilhaft gegeniiber dem schnellen PCR-Nachweis. Orientierend an der GZZ liefert dieser
ebenfalls vielversprechende Ergebnisse. Dabei konnten gréRere Probenvolumina noch geringere
Bestimmungsgrenzen ermdglichen. Die MPN-Auswertung anhand der Trlibung zeigt dagegen fur

Feldproben grofie Unsicherheiten.

4.3.3.2 \Validierung mit Kulturproben

Zur Validierung der Biomonitoringmethoden wurden weiterhin Flissigkulturen (SV1, SV2, SV3,
SV4, SV5 und SV6) bei TCE-Dosierung sowie nach einer substantiellen Umsetzung beprobt, um
das Bakterienwachstum im Zuge des aeroben Abbaus quantitativ zu erfassen. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 41 zusammengefasst.
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Abbildung 41 zeigt zunachst die TCE-Konzentration in den Flissigkulturen zu den beiden Probe-
nahmezeitpunkten. Der erste Balken zeigt die Dosierung in der GréRenordnung 20 bis 25 mg/L
und der zweite die verbliebene TCE-Menge nach knapp drei Monaten. In der Kultur SV2 wurde
TCE bis unter die Bestimmungsgrenze abgebaut. In den tbrigen Ansatzen war eine substantielle
Abnahme von mind. 15 mg/L zu verzeichnen.

Darunter sind die PCR-Ergebnisse der beiden Zeitpunkte dargestellt. In allen Kulturen konnte die
Zielsequenz zum Zeitpunkt der Dosierung in der GrofRenordnung 10* bis 10° Kopien/mL erfasst
werden. Nach dem TCE-Abbau wurde in allen Proben ein héheres Messergebnis erzielt, wobei
die Werte von zwei Proben (SV4 und SV6) nach drei Monaten deutlich um eine Logstufe héher
liegen. Folglich konnte mit der PCR-Methode die Zielsequenz zu beiden Zeitpunkten nachgewie-
sen sowie ein Bakterienwachstum im Zuge des TCE-Abbaus detektiert werden. Verglichen mit

den Ergebnissen der Mikrokosmenversuche (siehe Kapitel 4.3.2.2) ist in den FlUssigkulturen zwar
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von einer groReren Bakteriendichte auszugehen, dennoch kann auch die Beprobung eines gro-

Reren Volumens zu deutlicheren Ergebnissen gefuhrt haben.

Mit dem MPN-Verfahren konnten die TCE-verwertenden Bakterien mit beiden getesteten Auswer-
temethoden in allen Kulturen zum Zeitpunkt der Dosierung nachgewiesen werden. Wahrend an-
hand der Tribungsbildung Werte in der GréRenordnung 10" bis 10* Keimzahlen/mL ermittelt wur-
den, lagen die Ergebnisse anhand des Farbumschlags von PrestoBlue® alle im Bereich 102 Keim-
zahlen/mL mit einer Ausnahme, die sich eine Log-Stufe hdher (SV6) befand. Nach dem TCE-
Abbau erbrachte die Auswertung anhand der Triibung nur noch einen Nachweis fir flunf der sechs
Proben mit meist niedrigeren Keimzahlen als zum Zeitpunkt der Dosierung. Die Auswertung mit-
tels Farbumschlag lieferte zwar fir alle Proben einen Nachweis, jedoch mit ausnahmslos gerin-
geren Keimzahlen als vor dem TCE-Abbau. Folglich konnten die TCE-Verwerter mit der MPN-
Methode zumindest anhand des Farbumschlags in allen Proben zu beiden Zeitpunkten nachge-

wiesen, jedoch kein Wachstum im Zuge des TCE-Abbaus erfasst werden.

4.3.4 Zusammenfassende Evaluierung der Biomonitoringmethoden

Zum Nachweis der fir den aerob-metabolischen TCE-Abbau verantwortlichen Mikroorganismen
wurden die MPN-Methode als Kulturverfahren sowie eine PCR-basierte Nachweismethode entwi-
ckelt und anhand von Feld- und Laborproben getestet. Die abschlieRende Bewertung nach bis-

herigem Entwicklungsstand ist in Tabelle 14 zusammengefasst.

In den meisten Proben konnten die Mikroorganismen durch das MPN-Verfahren mit beiden ge-
testeten Auswertemethoden nachgewiesen werden. Beim Ansatz von Grundwasserproben wurde
jedoch eine Tribungsbildung in allen Proben inklusive der als Negativhachweis ausgewahlten
Referenzmessstelle beobachtet und auf abiotische Prozesse zurlckgefuhrt (siehe Kapitel 4.3.3.1).
Die Auswertung anhand der Tribung wird auRerdem durch die Neigung der nachzuweisenden
Mikroorganismen zur Flockenbildung erschwert (siehe Kapitel 4.1). Diese kann im Zuge des
Wachstums in den Réhrchen die Detektion verfalschen, da das Photometer immer mittig der Réhr-
chen misst und ein Wachstum am Rand maoglicherweise nicht erfasst wird. Mit dem Auge kdnnte
zwar auch der Rand der Roéhrchen bertcksichtigt werden, jedoch ist die Tribung kaum erkennbar
und die Auswertung extrem subjektiv. Vor diesem Hintergrund ist diese Auswertemethode fir die
stoffwechselphysiologische Gruppe nur bedingt geeignet und insbesondere flir Grundwasserpro-

ben nicht zu empfehlen.

Der Farbumschlag von PrestoBlue® zeigt sich dagegen im gesamten Rdhrchen und ist mit dem

Auge sowie messtechnisch deutlicher zu erfassen als die Tribungsbildung (vgl. Abbildung 35).
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Entsprechend liefert das Verfahren bei der Validierung sowohl mit Feld- als auch Laborproben
zuverlassigere Ergebnisse und weist durch seine niedrige Bestimmungsgrenze auch einen Vorteil
gegenlber dem schnellen PCR-Nachweis auf. Als Nachteil ist die zusatzliche Kontaminationsge-
fahr durch den Zwischenschritt der Farbzugabe zu nennen wie in den Vorversuchen zur Inkuba-
tionszeit beobachtet (siehe Kapitel 3.4.1.2). Eine quantitative Detektion des Wachstums war mit
der Methode ebenfalls nicht mdglich. Hierfur kdnnen die Flocken der TCE-Verwerter in der Probe
verantwortlich sein. Zwar wurden alle Ansatze vor der Probenahme geschdttelt, jedoch erschwert
die Flockenbildung sowohl eine reprasentative Probenahme des vergleichsweise geringen Volu-
mens von 1 mL, als auch eine homogene Verdiinnung und Verteilung in den Réhrchen. Dies
wurde auch von Gaza et al. (2019), die ebenfalls eine Flockenbildung im Zuge des TCE-Abbaus
beobachten konnten, in Zusammenhang mit der homogenen Inokulation von Versuchsansatzen
diskutiert.

Tabelle 14: Zusammenfassende Bewertung der Biomonitoringmethoden
MPN (Tribung) MPN (Farbumschlag) PCR
Messdauer 10 Wochen 11 Wochen 1 Tag
- - + + +

Bestimmungsgrenze 6,6 Keimzahl/mL

+ +

6,6 Keimzahl/mL
+ +

2 - 40 Kopien/mL

1mL

Vorteilhaft fur Mikrokosmenversu-
che mit begrenztem Gesamtvolu-
men

Probenvolumen

Nachteilhaft fUr reprasentative
Probenahme durch Flockenstruk-
tur der TCE-Verwerter

+/-

1mL

Vorteilhaft fir Mikrokosmen-
versuche mit begrenztem Ge-
samtvolumen

Nachteilhaft fUr reprasentative
Probenahme durch Flocken-
struktur der TCE-Verwerter

+-

50 - 1000 mL

Nachteilhaft fur Mikrokosmen
mit begrenztem Gesamtvolu-
men

Vorteilhaft fir Grundwasser-
probenahme mit unbegrenz-
tem Volumen

-+

Fehlerpotentiale Begtinstigung abiotischer Tru-
bungsbildung durch lange Inkuba-

tionszeit

Fehlerhafte Messungen mittig der
Roéhrchen durch Flockenbildung
am Rand

Beglinstigung von Kontamina-
tionen durch zusatzlichen Zwi-
schenschritt der Farbstoffzu-
gabe

Fehlende Nachweise mdglich
bei zu kleinen Probenvolumina
und groBer Bestimmungs-
grenze

Die Auswirkungen der Flockenbildung treffen zwar auch auf die Probenahme fiir die PCR-Me-
thode zu, jedoch kdnnen hier wesentlich groRere Volumina filtriert und aufkonzentriert werden.
Aulerdem liefert das Verfahren ohne Inkubationszeit wesentlich schneller Ergebnisse. Mit der
entwickelten Methode konnte die Zielsequenz in den Versuchen erfolgreich nachgewiesen und
mit der Erfassung des Bakterienwachstums im Zuge des TCE-Abbaus auch ein quantitativer

Nachweis erbracht werden.
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Die Anwendung auf verschiedene Proben und Volumina zeigte, dass groRere Probenmengen
deutlichere PCR-Ergebnisse nach sich ziehen. So war bei Kulturen die Verwendung von 200 mL
und bei Grundwasserproben 1000 mL zielfihrend. Bei Verfugbarkeit nur kleiner Probenvolumina
aus Mikrokosmenversuchen kann ein Nachweis erst bei vergleichsweise hohen TCE-Umsatzmen-
gen erwartet werden. In den bisherigen Versuchen mit 50 mL waren die PCR-Nachweise mit TCE-

Umsatzen von mind. 25 mg/L verbunden.

Zur Spezifitat der PCR-Methode liegen bisher noch wenige Daten vor. Hier kdnnen weitere Stand-
ortproben herangezogen sowie erneute Versuche mit Kulturproben durchgefihrt werden, bei de-
nen auch Negativproben ohne TCE-Dosierung mitgeflihrt werden. Aufierdem kdnnen die Ergeb-
nisse durch die Erhebung mehrerer Datenpunkte bei wiederholter TCE-Zugabe weiter abgesichert
und dabei auch die abgebaute TCE-Menge mit dem damit verbundenen Biomassewachstum kor-

reliert werden.

Die MPN-Methode mit Auswertung anhand des Farbumschlags kann vergleichend zur qualitativen
Erfassung angewendet und bei der Evaluierung des Abbaupotentials als erganzendes Werkzeug
genutzt werden. In der weiteren Methodenentwicklung kénnen Mehrfachbestimmungen die Er-
gebnisse weiter absichern. Insbesondere zum quantitativen Nachweis der Mikroorganismen kénn-
ten Verfahren zur Aufldsung der Flocken als vorbereitenden Schritt getestet werden, wobei das
Kulturverfahren nur anwendbar ist, wenn die Mikroorganismen auch aufierhalb der Flockenstruk-

tur den aerob-metabolischen TCE-Abbau vollziehen kbnnen.
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick

5.1 Vorkommen des aerob-produktiven TCE-Abbaus

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten stark auf ein natirliches Vorkommen der Mikroor-
ganismen, die TCE aerob-produktiv umsetzen, an verschiedenen Standorten in Deutschland und
Frankreich hin. Bislang wurde der aerob-metabolische TCE-Abbau nur an einem Standort im
Raum Stuttgart beobachtet. Jetzt wurde der Prozess in Grundwasserproben von sechs der sieben
untersuchten Standorte nur durch die Zugabe von Sauerstoff und teils anorganischen Nahrstoffen
erfolgreich angeregt und damit seit seiner Aufdeckung erstmals fur weitere Standorte nachgewie-

sen.

Die Grundwasserproben stammen aus verschiedenen Regionen und sowohl aus Poren- als auch
Kluftgrundwasserleitern verschiedener geologischer Formationen mit unterschiedlichem Chemis-
mus. Ein Zusammenhang zwischen dem intrinsischen Abbaupotential und den vorliegenden che-
mischen und hydrogeologischen Daten sowie der geographischen Lage der Standorte wurde nicht
festgestellt. Demzufolge kann der aerob-produktive TCE-Abbau Uber ein breites hydrochemisches
Spektrum vorkommen und ist als alternatives Sanierungsverfahren von Grundwasserschadens-
fallen in Betracht zu ziehen (Abbildung 42).

© 2023 Google, GeoBasis-DE/BKG (© 2009), Inst. Geogr. Nacional, Mapa GISreal

Abbildung 42: Vorkommen des aerob-metabolischen TCE-Abbaus an den untersuchten Standorten (©°) und mdgliche iiber-
regionale Aufdeckung und Nutzung
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In den Laborversuchen wurden lange Anpassungszeiten und ein vergleichsweise langsames
Wachstum der abbauaktiven Mikroorganismen festgestellt, was bei der Untersuchung des Abbau-
potentials an kontaminierten Standorten bericksichtigt werden sollte. Weiterhin sind die Konzent-
rationsbereiche des aerob-produktiven TCE-Abbaus und mdégliche Nahrstofflimitierungen zu be-
achten. Womadglich sind das auch Grinde, warum der Prozess bisher nicht haufiger beobachtet
wurde. Daruber hinaus wurde gezeigt, dass die Beprobung mehrerer Messstellen zur Aufdeckung

des aerob-produktiven TCE-Abbaus an einem Standort beitragen kann.

Ein entscheidendes Werkzeug zur Bewertung der biologischen Prozesse an einem Standort und
im Genehmigungsverfahren fur die Nutzung der natlrlichen oder stimulierten Schadstoffminde-
rung ist die Prognose der Schadstofffahne. Kinetische Abbau-Parameter stellen essentielle Ein-
gangsgroen fur die numerischen Modelle zur Fahnenentwicklung dar und waren fur den aerob-
produktiven TCE-Abbau bislang nicht bekannt. In vorliegender Arbeit wurden nun eine Verdopp-
lungszeit der abbauaktiven Mikroorganismen von 24 Tagen ermittelt sowie eine Anpassungszeit
von bis zu 92 Tagen beobachtet und damit der Altlastensanierungspraxis weitere wertvolle Infor-

mationen zur Verfugung gestellt.

5.2 Stimulierung des aerob-produktiven TCE-Abbaus

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der aerob-produktive TCE-Abbau in Grundwasserpro-
ben von allen untersuchten Standorten durch Bioaugmentation mit verschiedenen Animpfvarian-
ten erfolgreich angeregt. Die Laborergebnisse lassen darauf schlie3en, dass der Abbauweg auch
an Standorten, an denen keine abbauaktiven Mikroorganismen vorhanden sind, durch die Zugabe
eines Inokulums stimuliert und als alternative oder erganzende Sanierungsmafl3nahme genutzt
werden kann (Abbildung 43). In Grundwasserproben mit intrinsischem Abbaupotential fihrte die
Bioaugmentation zu einem beschleunigten Abbau. Demzufolge kann an Standorten, an denen
zwar abbaufahige Mikroorganismen vorhanden sind, aber fir die Sanierungsziele keine ausrei-
chende Schadstoffeliminierung bewirken, die Abbauleistung durch Bioaugmentation gesteigert
werden. In den Laborversuchen stellte nur der Konzentrationsbereich des aerob-metabolischen
TCE-Abbaus eine Limitierung dar und sollte bei der Untersuchung des Stimulierungspotentials

und bei der Sanierungsplanung an kontaminierten Standorten berlcksichtigt werden.
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Infiltrationsanlage
Industrie-

Standort

Grundwasser-
FlieBrichtung

TCE-Verwerter

Abbildung 43: Stimulierung des aerob-produktiven TCE-Abbaus durch Bioaugmentation im Feld (eigene Darstellung)

Als Animpfvarianten diente eine fliissige Anreicherungskultur in Mineralmedium, eine auf Quarz-
sand gewachsene, immobilisierte Anreicherungskultur sowie abbauaktives Grundwasser von dem
Standort, an dem der aerob-produktive TCE-Abbau erstmals beobachtet wurde. Alle Animpfvari-
anten zeigten sich in den Laborversuchen als zielfihrend. WeiterfuUhrende Feldversuche kdnnen
Aufschluss Uber die Schadstoffeliminierung in gréRerem Malstab und die Anwendbarkeit der ver-
schiedenen Beimpfungsstrategien unter Grundwasserstromungsbedingungen geben. Die Zugabe
einer flissigen Kultur kénnte im Feld durch Injektionsbrunnen realisiert werden. Eine auf Quarz-
sand gewachsene Kultur kénnte im Rahmen eines Bodenaustauschs oder im Zuge von Baumalf3-
nahmen in den Aquifer eingebracht werden. Vorausgesetzt ist eine ausreichende Anreicherung
der abbauaktiven Mikroorganismen beispielsweise in Bioreaktoren oder Saulen.

Die Animpfung mit Grundwasser, in dem sowohl der aerob-produktive TCE- als auch cDCE-Ab-
bau aktiv ist, fihrte in den Laborversuchen zur stimulierten Umsetzung beider Substanzen. Die
Méoglichkeit, verschiedene Abbauprozesse durch Bioaugmentation anzuregen, ist flr die Sanie-
rungspraxis von herausragender Bedeutung, da meist mehrere Chlorethene an CKW-kontami-

nierten Standorten vorhanden sind. Weiterfihrende Untersuchungen kénnen die Anreicherung
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und Animpfung einer Mischkultur beinhalten, die mehrere Chlorethene umsetzen kann oder Ver-
suche mit Zugabe verschiedener Kulturen, die zum Abbau der jeweiligen Einzelsubstanzen fahig

sind.

5.3 Wechselwirkungen des aerob-produktiven TCE-Abbaus mit cDCE

In den Laborversuchen dieser Arbeit wurden bisher unbekannte Wechselwirkungen des aerob-
produktiven TCE-Abbaus mit cDCE beobachtet. Zunachst wurde TCE als Wachstumssubstrat fiir
den co-metabolischen cDCE-Abbau aufgedeckt und erstmals beschrieben. Weiterhin wurden
Transformationsumsatze des neuen Abbauweges Uber ein breites Konzentrationsspektrum von
cDCE und TCE ermittelt. In Gegenwart nennenswerter cDCE-Konzentrationen wurde auf3erdem
eine Verlangsamung des aerob-produktiven TCE-Abbaus beobachtet. Es wurde aufgezeigt, dass
sowohl die Transformationsumsatze des co-metabolischen cDCE-Abbaus mit TCE als auch die
hemmenden Effekte auf den produktiven TCE-Abbau in einem linearen Zusammenhang mit dem

Konzentrationsverhaltnis beider Schadstoffe in den Proben stehen.
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Abbildung 44: Aerober co-metabolischer cDCE-Abbau mit TCE bei verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen (eigene Dar-
stellung)

/Konzentration

Diese Erkenntnisse sind von groR3er praktischer Relevanz, da bei Grundwasserschaden mit Chlor-
ethenen meist beide Substanzen als Ausgangsschadstoffe oder Produkte der reduktiven Dechlo-
rierung vorhanden sind. Wenn niedrige cDCE/TCE-Konzentrationsverhaltnisse vorliegen, kann
der aerob-produktive TCE-Abbau nach den Laborergebnissen zu einer vollstandigen co-metabo-
lischen Umsetzung von cDCE flihren, wie in Abbildung 44 links schematisch dargestellt. Bei ho-

heren cDCE/TCE-Verhaltnissen sind zunehmend hemmende Wirkungen auf den produktiven
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TCE-Abbau zu berucksichtigen, die zu einem unvollstdndigen Abbau fuhren kénnen (Abbildung
44, Mitte und rechts).

Die Ergebnisse zeigen, dass ein gemeinsamer Abbau eine vielversprechende Lésung zur Grund-
wassersanierung darstellen kann. Jedoch sind bei der Untersuchung kontaminierter Standorte
und der Planung von Sanierungsstrategien auch Auswirkungen von Schadstoffgemischen auf die
Abbauraten der einzelnen Stoffe zu bertcksichtigen. Kenntnisse zu Wechselwirkungen verschie-
dener Schadstoffe liefern einen wichtigen Beitrag fir die Altlastensanierungspraxis und kénnen
zur Bewertung der Wirksamkeit biologischer Abbauprozesse in Hinblick auf die Sanierungsziele
dienen. Die in dieser Arbeit ermittelten Transformationsumsatze und Zusammenhange mit den
vorliegenden Schadstoffkonzentrationen kénnen insbesondere als Eingangsdaten bei der Model-

lierung zur Schadstofffahnenprognose genutzt werden.

5.4 Monitoring des aerob-produktiven TCE-Abbaus

Ein wichtiges Werkzeug zur Bewertung des Abbaupotentials an kontaminierten Standorten stellen
Biomonitoringmethoden dar, mit denen die abbauaktiven Mikroorganismen nachgewiesen werden
kénnen. Zur Erfassung der Bakterien, die TCE aerob-produktiv umsetzen, wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit verschiedene Verfahren entwickelt und getestet.

Fir die spezifische MPN-Methode wurde eine geeignete Substratmenge und Inkubationszeit er-
mittelt sowie verschiedene Auswertemethoden evaluiert. Die Anwendung auf Feld- und Laborpro-
ben erbrachte einen qualitativen Nachweis. Ein Bakterienwachstum im Zuge des TCE-Abbaus
konnte mit der Methode nach bisherigem Entwicklungsstand jedoch nicht erfasst werden. Zudem
wirken sich das langsame Wachstum der TCE-Verwerter und ihre Neigung zur Flockenbildung
nachteilhaft auf das Kulturverfahren aus. Die lange Verdopplungszeit zieht auch eine lange Inku-
bationszeit nach sich, die in den Versuchen zehn Wochen betrug. Die Flocken erschweren eine
homogene und reprasentative Probenahme sowie ein gleichmafiges Wachstum in den Réhrchen
der Mikrotiterplatten. Als vorteilhaft erwies sich die niedrige Bestimmungsgrenze des Verfahrens,
so dass die MPN-Methode als ergdnzendes Werkzeug zur Untersuchung und Bewertung des Ab-

baupotentials genutzt werden kann.

Weiterhin wurde ein PCR-Nachweis getestet, der auf Grundlage einer Mikrobiomanalyse ver-
schiedener abbauaktiver Proben entwickelt wurde. Demnach sind Bakterien der Familie Rho-
docyclaceae wesentlich am aerob-metabolischen TCE-Abbau beteiligt. Zwar liegen bisher nur

wenige Daten zur Spezifitdt der PCR-Methode vor, die Validierung mit Feld- und Laborproben
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zeigte jedoch vielversprechende Ergebnisse. Im Vergleich zu Kulturverfahren ist die Messung we-
sentlich schneller und erlaubt die Beprobung bedeutend gréRerer Volumina, wodurch Inhomoge-
nitdten durch die Flockenbildung reduziert und auch die Bestimmungsgrenze weiter gesenkt wer-

den kann.

Molekularbiologische Untersuchungen sind dringend erforderlich um die Organismen und Enzyme
zu identifizieren, die am aerob-produktiven TCE-Abbau sowie am co-metabolischen cDCE-Abbau
mit TCE als Wachstumssubstrat beteiligt sind. Insbesondere kénnen diese Erkenntnisse zu einem
umfassenden Prozessverstandnis der Abbauwege sowie zur Entwicklung spezifischer Nachweis-

methoden beitragen.

Der genaue Mechanismus des aerob-produktiven TCE-Abbaus und die Zusammensetzung der
dafur verantwortlichen Bakterien sind nach wie vor nicht bekannt. Demgegenuber stehen die auf-

gezeigte Wirksamkeit des Abbaus und das auf3erordentliche Praxispotential.
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5.5 Fazit

Zusammenfassend werden die Fragestellungen aus der Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

(siehe Kapitel 1.2) aufgegriffen:

1. Wie ist die Verbreitung der Mikroorganismen, die TCE aerob-produktiv umsetzen?

- Der aerob-produktive TCE-Abbau kann Uber ein breites hydrochemisches Spektrum vor-

kommen.

Bei der Untersuchung des intrinsischen Abbaupotentials an kontaminierten Standorten
sind die langen Anpassungszeiten und das langsame Wachstum der am Abbau beteiligten
Mikroorganismen, mdgliche Nahrstofflimitierungen sowie der Konzentrationsbereich des
Abbaus zu berucksichtigen. AuRerdem kann die Untersuchung mehrerer Messstellen an

einem Standort zur Aufdeckung des aerob-produktiven TCE-Abbaus beitragen.

2. Kann der aerob-produktive TCE-Abbau an unterschiedlichen Standorten, an denen keine ab-

baufahigen Mikroorganismen vorhanden sind, durch Bioaugmentation angeregt werden?

- Auf Grundlage der Laborversuche ist die Bioaugmentation unter Berlcksichtigung des
Konzentrationsbereichs fir den aerob-produktiven TCE-Abbau ber ein breites Spektrum

an Grundwasserbeschaffenheiten geeignet.

Weiterfiihrende Feldversuche werden empfohlen, um die Anwendbarkeit der verschiede-
nen Animpfstrategien unter GrundwasserflieRbedingungen sowie die Schadstoffeliminie-

rung in gréRerem Malstab zu testen.

AuRerdem konnen verschiedene Abbauprozesse durch Bioaugmentation angeregt wer-
den. Diese Mdglichkeit kann durch die Anreicherung und Animpfung einer Mischkultur, die
mehrere Chlorethene umsetzen kann, oder die Zugabe verschiedener Kulturen mit der

Fahigkeit zum Abbau der Einzelsubstanzen weiter untersucht werden.

3. Welche Biomonitoringmethoden eignen sich fiir den Nachweis und die Uberwachung des ae-
rob-produktiven TCE-Abbaus?

- Bei Verflgbarkeit von gro3en Probenvolumina ist der entwickelte PCR-Nachweis vorteil-
haft. Bei kleinen Volumina und als ergédnzendes Werkzeug fur einen qualitativen Nachweis

kann das spezifische MPN-Verfahren genutzt werden.

Fir die Etablierung eines spezifischen Biomonitorings sind weitere molekularbiologische
Untersuchungen erforderlich, um die am Abbau beteiligten Organismen und Enzyme zu

identifizieren und ein tiefgreifendes Verstandnis des Abbauprozesses zu erlangen.
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4. Welche Abbauraten sind fiir den aerob-produktiven TCE-Abbau zu erwarten?

- Die am Abbau beteiligten Mikroorganismen weisen mit einer Verdopplungszeit von 24 Ta-

gen ein vergleichsweise langsames Wachstum auf.

Die Kinetik des aerob-produktiven TCE-Abbaus kann bei Verfligbarkeit einer geeigneten
Biomonitoringmethode zur Aufnahme von Wachstumskurven der beteiligten Mikroorganis-

men genauer charakterisiert werden.

Daruber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit zuvor unbekannte Wechselwirkungen des ae-

roben Chlorethen-Abbaus aufgezeigt:

>

TCE ist ein Wachstumssubstrat fiir den aeroben co-metabolischen cDCE-Abbau.

Ein gemeinsamer Abbau kann eine vielversprechende Lésung zur Grundwassersanierung

darstellen.

Die Anwesenheit von cDCE fihrt zu einer Verlangsamung des aerob-produktiven TCE-Ab-

baus und TCE-Restkonzentrationen.

Bei der Untersuchung kontaminierter Standorte und der Planung von Sanierungsstrategien
sind Auswirkungen von Schadstoffgemischen auf die Abbauraten der einzelnen Stoffe zu be-

rucksichtigen.

Sowohl die Transformationsumsétze des co-metabolischen cDCE-Abbaus als auch die TCE-
Restkonzentrationen stehen in einem linearen Zusammenhang mit dem cDCE/TCE-Konzent-

rationsverhaltnis.

Bei niedrigen cDCE/TCE-Konzentrationsverhaltnissen kann der aerob-produktive TCE-Ab-
bau zu einer vollstandigen co-metabolischen Umsetzung von cDCE fuhren, wahrend bei ho-
heren cDCE/TCE-Verhaltnissen zunehmend hemmende Wirkungen auf den produktiven
TCE-Abbau zu berlcksichtigen sind.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein wichtiger Beitrag zur Grundwassersanierung geleistet wer-

den. Die bereitgestellten Ergebnisse liefern wertvolle Informationen fir die Entwicklung von Kon-

zepten zur systematischen Untersuchung des aerob-produktiven TCE-Abbaus an CKW-kontami-

nierten Standorten sowie fir die Anwendung von Bioaugmentation zur Stimulierung. Die Aufde-

ckung zuvor unbekannter Wechselwirkungen verschiedener Chlorethene ist von grofl3er prakti-

scher Relevanz, insbesondere fur die Planung von Sanierungsstrategien. Von der Identifizierung

der am aerob-produktiven TCE- Abbau sowie am co-metabolischen cDCE-Abbau beteiligten Mik-

roorganismen wirde die Altlastensanierungspraxis in ebenso grollem Malde profitieren.
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Standort 2: B17 Grundwasser ohne Inokulum (B17-GW)

Tage Inkubationszeit 0 6 13 27 35 41 62

Parameter Einheit BG

pH - 6,7 6,5 6,5 6,7 6,6 6,4 6,6

02 mg/L 1,4 2,6 2,0 2,2 3,7 43 5,4

Temperatur °C 21 21 21 21 19 19 21

Ethen GC 1 mg/L 1,3 1.1 0,82 0,67 0,66 0,51 0,49

Ethen GC 2 mg/L 1,4 1.1 0,86 0,66 0,66 0,53 0,45

Ethen mg/L 0,06 1,3 1,1 0,84 0,66 0,66 0,52 0,47

VC GC 1 mg/L 12 1 10 10 1 9,1 10

VC GC 2 mg/L 12 1 11 10 11 9,7 9,2

vC mg/L 0,12 12 11 10 10 1 9,4 9,6

cDCE GC 1 mg/L 83 79 76 76 85 74 82

cDCE GC 2 mg/L 79 79 78 77 83 79 77

cDCE mg/L 0,02 81 79 77 77 84 77 79

TCEGC 1 mg/L 59 59 56 51 59 50 55

TCE GC 2 mg/L 57 58 59 54 58 54 51

TCE mg/L 0,0002 58 59 58 53 58 52 53

PCE GC 1 mg/L 12 12 10 6,6 7.4 6,3 7,0

PCE GC 2 mg/L 11 11 11 71 7.4 6,7 6,3

PCE mg/L 0,0002 1 12 11 6,9 7,4 6,5 6,7

DOC 1 mg/L 16 15 16 16 16 15 15

DOC 2 mg/L 16 16 15 16 16 16 15

DOC mg/L 0,2 16 15 16 16 16 15 15

Chlorid mg/L 1,0 1290 1275 1293 1283 1376 1284 1279

Nitrat mg/L 1,0 1,4 <BG 1,3 <BG 1,4 1,4 1,4

Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

Sulfat mg/L 1,0 195 190 194 191 192 191 187

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 83 90 134 225 477 505 568 638
Parameter Einheit BG

pH - 6,9 6,4 6,7 6,8 6,8 6,9 6,9
02 mg/L 3,6 4.1 55 6,4 6,3 6,7 6,7
Temperatur °C 20 20 24 20 22 24 22
Ethen GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 1 mg/L 0,61 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 2 mg/L 0,55 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 0,58 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE GC 1 mg/L 82 74 75 72 70 69 68 59
cDCE GC 2 mg/L 76 75 85 70 66 62 64 60
cDCE mg/L 0,02 79 75 80 71 68 66 66 59
TCEGC 1 mg/L 59 53 51 49 49 45 45 37
TCE GC 2 mg/L 52 53 61 48 42 41 38 38
TCE mg/L 0,0002 56 53 56 49 45 43 41 38
PCE GC 1 mg/L 7,5 6,6 6,2 6,3 4,7 41 4.1 3,3
PCE GC 2 mg/L 6,4 6,6 7,6 6,0 3,9 3,9 3,0 3,4
PCE mg/L 0,0002 7,0 6,6 6,9 6,1 4,3 4,0 3,5 3,4
DOC 1 mg/L 14 15 12 12 11 11 1
DOC 2 mg/L 14 14 13 12 11 11 10
DOC mg/L 0,2 14 14 13 12 1 1 10
Chlorid mg/L 1,0 1316 1299 1301 1356 1349 1346 1355
Nitrat mg/L 1,0 1,4 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 1,0 193 193 194 192 191 191 193

nb: nicht bestimmt
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Standort 2: B17 Grundwasser mit Fliissigkultur (B17-FK)

Tage Inkubationszeit 0 6 13 27 35 41 62
Parameter Einheit BG

pH - 6,8 6,6 6,7 6,8 6,8 6,7 6,7
02 mg/L 25 2,3 2,1 47 4,6 4,1 3,8
Temperatur °C 21 21 21 21 19 19 20
Ethen GC 1 mg/L 1,3 0,97 0,78 0,54 0,52 0,48 <BG
Ethen GC 2 mg/L 1,4 0,98 0,76 0,57 0,51 0,44 <BG
Ethen mg/L 0,06 1,3 0,98 0,77 0,56 0,51 0,46 <BG
VC GC1 mg/L 11 10 10 9,2 9,4 9,2 <BG
VC GC 2 mg/L 11 10 9,9 9,6 9,1 8,4 <BG
vc mg/L 0,12 1 10 10 9,4 9,3 8,8 <BG
cDCE GC 1 mg/L 74 75 74 69 73 71 67
cDCE GC 2 mg/L 76 75 73 71 70 64 65
cDCE mg/L 0,02 75 75 74 70 72 68 66
TCEGC1 mg/L 55 55 56 50 53 52 51
TCE GC 2 mg/L 56 55 54 52 49 42 49
TCE mg/L 0,0002 55 55 55 51 51 47 50
PCE GC 1 mg/L 11 11 10 8,8 9,1 9,0 8,7
PCE GC 2 mg/L 11 11 10 9,0 8,0 6,3 8,4
PCE mg/L 0,0002 11 11 10 8,9 8,6 7,6 8,5
DOC 1 mg/L 15 16 15 15 15 13 14
DOC 2 mg/L 15 15 15 15 15 13 13
DOC mg/L 0,2 15 15 15 15 15 13 13
Chlorid mg/L 1,0 1216 1217 1216 1221 1212 1196 1197
Nitrat mg/L 1,0 1,5 <BG <BG <BG <BG 1,4 <BG
Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 1,0 180 180 181 181 180 178 176
nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 90 134 225 477 505 568 638
Parameter Einheit BG

pH - 6,6 nb 7.1 6,9 6,9 6,9 7,0
02 mg/L 5,1 nb 5,1 7.2 6,7 6,6 7,0
Temperatur °C 20 nb 23 21 21 24 22
Ethen GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE GC 1 mg/L 67 74 64 61 58 54 50
cDCE GC 2 mg/L 68 66 66 62 57 57 52
cDCE mg/L 0,02 68 70 65 62 57 55 51
TCEGC1 mg/L 51 55 43 44 40 27 33
TCE GC 2 mg/L 51 49 50 45 39 33 35
TCE mg/L 0,0002 51 52 46 45 40 30 34
PCE GC 1 mg/L 8,8 9,1 6,5 55 5,0 1,9 3,8
PCE GC 2 mg/L 8,4 8,0 8,2 5,6 4,7 3,2 4,0
PCE mg/L 0,0002 8,6 8,6 7,4 5,6 4,8 3,2 3,9
DOC 1 mg/L 11 12 12 11 10 10
DOC 2 mg/L 12 12 12 11 10 10
DOC mg/L 0,2 11 nb 12 12 1 10 10
Chlorid mg/L 1,0 1229 nb 1223 1280 1278 1287 1288
Nitrat mg/L 1,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrit mg/L 1,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 1,0 182 nb 181 181 180 183 183

nb: nicht bestimmt
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Standort 2: B17 Grundwasser mit Kultur auf Quarzsand (B17-QS)

Tage Inkubationszeit 0 7 14 28 36 42 63
Parameter Einheit BG

pH 6,7 6,7 6,7 6,9 6,9 6,8 6,7
02 mg/L 2,3 3.1 3,1 55 5,1 4,1 4.4
Temperatur - 22 21 20 19 19 19 20
Ethen GC 1 g 1,3 0,79 0,58 0,39 0,41 0,38 <BG
Ethen GC 2 g 1,3 0,80 0,55 0,43 0,43 0,39 <BG
Ethen mg/L 0,06 1,3 0,80 0,57 0,41 0,42 0,39 <BG
VC GC 1 % 11 10 9,4 8,3 9,0 8,9 <BG
VC GC 2 mg/L 11 10 8,8 9,0 9,3 9,0 <BG
vC mg/L 0,12 1 10 9,1 8,7 9,2 8,9 <BG
cDCE GC 1 % 78 76 74 67 74 74 69
cDCE GC 2 mg/L 78 79 70 72 76 75 68
cDCE mg/L 0,02 78 78 72 70 75 74 68
TCEGC 1 % 58 54 54 47 53 53 50
TCE GC 2 mg/L 57 58 50 51 54 52 50
TCE mg/L 0,0002 58 56 52 49 53 52 50
PCE GC 1 % 12 10 9,0 71 8,3 8,3 7,2
PCE GC 2 mg/L 11 11 8,2 8,0 8,3 7,5 7,5
PCE mg/L 0,0002 11 10 8,6 7,6 8,3 7,9 7,4
DOC 1 % 17 16 15 16 15 14 14
DOC 2 mg/L 17 16 15 16 15 14 13
DOC mg/L 0,2 17 16 15 16 15 14 13
Chlorid mg/L 1,0 1291 1277 1282 1289 1275 1274 1282
Nitrat mg/L 1,0 14 <BG <BG 14 1,4 <BG <BG
Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 1,0 192 189 191 190 190 190 189

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 84 91 135 226 477 505 568 638
Parameter Einheit BG

pH 7,0 6,8 nb 7,2 6,9 7,0 7,0 7.1
02 mg/L 5,6 58 nb 5,4 7,2 7.1 6,7 74
Temperatur - 20 20 nb 22 21 22 24 22
Ethen GC 1 g <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen GC 2 g <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 1 % <BG <BG <BG <BG 0,13 <BG <BG <BG
VC GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG 0,13 <BG <BG <BG
cDCE GC 1 % 72 72 69 67 67 61 61 51
cDCE GC 2 mg/L 70 71 67 62 63 62 60 53
cDCE mg/L 0,02 7 72 68 64 65 61 61 52
TCEGC1 % 54 53 49 49 49 42 40 31
TCEGC 2 mg/L 51 46 47 40 43 43 38 34
TCE mg/L 0,0002 53 50 48 44 46 42 39 33
PCE GC 1 % 8,4 8,2 6,9 7,2 5,6 4,6 4,2 3.1
PCE GC 2 mg/L 7.4 5,8 6,3 54 4,7 4,8 3,6 3,4
PCE mg/L 0,0002 7,9 7,0 6,6 6,3 5,1 4,7 3,9 3,3
DOC 1 % 13 12 12 12 11 11 10
DOC 2 mg/L 13 13 13 12 11 11 10
DOC mg/L 0,2 13 12 nb 13 12 11 11 10
Chlorid mg/L 1,0 1305 1302 nb 1303 1353 1350 1344 1356
Nitrat mg/L 1,0 1,4 1,4 nb <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 1,0 192 192 nb 170 191 190 191 193

nb: nicht bestimmt
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Standort 3: BP35 Sterilkontrolle (BP35-St)

Tage Inkubationszeit 0 16 22 44 51 58 100 233 284
Parameter Einheit BG

pH - 59 55 6,1 58 6,1 6,2 54 5,6 55
02 mg/L 2,1 6,3 6,1 7.1 6,3 7,2 74 6,9 55
Temperatur °C 21 21 20 19 20 19 20 23 23
Ethen GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE GC 1 mg/L 0,36 0,344 0,345 0,35 0,34 0,34 0,334 0,35 0,32
cDCE GC 2 mg/L 0,35 0,348 0,347 0,34 0,35 0,33 0,336 0,34 0,31
cDCE mg/L 0,02 0,36 0,35 0,35 0,35 0,35 0,34 0,34 0,34 0,32
TCEGC 1 mg/L 0,26 0,24 0,23 0,23 0,22 0,23 0,22 0,23 0,20
TCE GC 2 mg/L 0,26 0,24 0,23 0,23 0,23 0,22 0,23 0,22 0,19
TCE mg/L 0,0002 0,26 0,24 0,23 0,23 0,23 0,22 0,22 0,23 0,20
PCE GC 1 mg/L 0,018 0,0011 0,0010 <BG 0,0012 0,0008 0,0011 <BG <BG
PCE GC 2 mg/L 0,022 0,0010 0,0012 <BG 0,0014 0,0009 0,0013 <BG <BG
PCE mg/L 0,0002 0,020 0,0011 0,0011 <BG 0,0013 0,0008 0,0012 <BG <BG
DOC 1 mg/L 26 24 2,8

DOC 2 mg/L 26 25 2,8

DOC mg/L 0,2 2,6 nb nb nb nb nb 2,5 2,8 nb
Chlorid mg/L 1,0 112 130 133 133 132 134 133 nb nb
Nitrat mg/L 1,0 35 34 34 35 34 35 35 nb nb

Nitrit mg/L 1,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG nb nb
Sulfat mg/L 1,0 644 879 926 912 902 917 908 nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 316 345 367 388 428 484 512 575 645
Parameter Einheit BG

pH - 55 5,6 5,2 5,5 55 5,2 54 55 55
02 mg/L 5,0 57 5,9 6,0 5,6 8,4 8,2 7,9 8,1
Temperatur °C 22 22 22 22 21 21 22 23 22
Ethen GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
VC GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE GC 1 mg/L 0,32 0,32 0,33 0,33 0,35 0,36 0,33 0,34 0,40
cDCE GC 2 mg/L 0,31 0,34 0,34 0,32 0,36 0,36 0,36 0,32 0,40
cDCE mg/L 0,02 0,32 0,33 0,34 0,32 0,36 0,36 0,34 0,33 0,40
TCEGC 1 mg/L 0,20 0,20 0,20 0,19 0,21 0,23 0,18 0,19 0,23
TCE GC 2 mg/L 0,20 0,19 0,20 0,16 0,19 0,23 0,22 0,16 0,23
TCE mg/L 0,0002 0,20 0,20 0,20 0,17 0,20 0,23 0,20 0,18 0,23
PCE GC 1 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
PCE GC 2 mg/L <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC 1 mg/L 2,7
DOC 2 mg/L 2,6
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb nb nb nb nb 2,7
Chlorid mg/L 1,0 nb nb nb nb nb nb nb nb 138
Nitrat mg/L 1,0 nb nb nb nb nb nb nb nb 34
Nitrit mg/L 1,0 nb nb nb nb nb nb nb nb <BG
Sulfat mg/L 1,0 nb nb nb nb nb nb nb nb 900

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2981 Grundwasser ohne Inokulum (GWM2981-GW)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 92 105 119
Parameter Einheit BG

pH - 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,4 6,4
02 mg/L 4,9 34 53 57 7,2 75 74
Temperatur °C 22 21 22 22 21 22 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,15 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,34 0,27 0,32 0,24 0,29 0,27 0,11
TCE mg/L 0,0002 29 26 27 25 14 57 0,026
PCE mg/L 0,0002 0,93 0,57 0,88 0,54 0,79 0,76 0,81
DOC mg/L 0,2 9,3 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 118 124 120 121 130 136 139
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 2,0 57 61 58 58 62 63 63
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb 1,3E+03
nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 132 133 146 161 210 280

Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 nb 6,5 6,5 6,4 6,3

02 mg/L 7,8 nb 7,7 7.8 73 7,4

Temperatur °C 22 nb 23 22 23 22

Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

cDCE mg/L 0,02 0,11 0,10 0,10 0,10 0,093 0,054

TCE mg/L 0,0002 0,021 28 30 26 12 0,018

PCE mg/L 0,0002 0,77 0,74 0,74 0,75 0,44 0,65

DOC mg/L 0,2 nb nb nb 8,4 8,2 8,0

Chlorid mg/L 2,0 137 nb 130 133 166 171

Nitrit mg/L 2,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG

Nitrat mg/L 2,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG

Sulfat mg/L 2,0 62 nb 59 61 69 68

PCR (OTU1) Kopien/mL nb nb nb nb nb 7,2E+03

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2981 Grundwasser ohne Inokulum mit Nahrstoffen (GWM2981-NS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 92 105 119
Parameter Einheit BG

pH - 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,4
02 mg/L 4,0 3,7 54 58 7,3 7.2 7,7
Temperatur °C 23 21 22 22 21 22 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,16 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,36 0,33 0,32 0,24 0,30 0,29 0,19
TCE mg/L 0,0002 31 26 29 25 19 1 1,0
PCE mg/L 0,0002 1,0 0,79 0,90 0,57 0,82 0,80 0,81
DOC mg/L 0,2 9,6 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 130 132 127 128 134 142 148
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG 3,0 3,1 3,3 3,1 34
Sulfat mg/L 2,0 63 65 62 63 66 68 68
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb 3,1E+04
nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 132 133 146 161 210 280

Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 nb 6,6 6,5 6,3 6,4

02 mg/L 7,7 nb 7,6 7,6 75 7,7

Temperatur °C 22 nb 23 22 23 22

Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

cDCE mg/L 0,02 0,12 0,12 0,11 0,12 0,10 0,055

TCE mg/L 0,0002 0,025 28 26 24 4,2 0,015

PCE mg/L 0,0002 0,73 0,76 0,68 0,68 0,52 0,61

DOC mg/L 0,2 nb nb nb 8,8 8,3 8,3

Chlorid mg/L 2,0 148 nb 144 148 175 174

Nitrit mg/L 2,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG

Nitrat mg/L 2,0 3,8 nb 4,4 4,2 <BG 34

Sulfat mg/L 2,0 69 nb 68 69 73 71

PCR (OTU1) Kopien/mL nb nb nb nb nb 8,3E+03

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2981 Grundwasser mit Fliissigkultur (GWM2981-FK)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 92 105
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 6,3 6,3 nb 6,2 6,3 6,2
02 mg/L 5,1 3,6 4,9 nb 57 6,9 7.2
Temperatur °C 22 21 22 nb 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,13 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,35 0,22 0,40 0,041 0,040 0,038 0,025
TCE mg/L 0,0002 25 12 1,3 28 28 14 3,1
PCE mg/L 0,0002 0,84 0,78 0,39 0,50 0,47 0,72 0,54
DOC mg/L 0,2 9,4 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 127 134 138 nb 137 149 160
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 15 16 17 nb 22 18 19
Sulfat mg/L 2,0 63 65 62 nb 63 66 68
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 133 146 161 210 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,2 6,2 nb 6,3 6,3 6,0 6,0
02 mg/L 77 7,7 nb 77 77 73 79
Temperatur °C 22 22 nb 23 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 0,0042 0,0042 28 29 31 0,012 0,014
PCE mg/L 0,0002 0,44 0,47 0,45 0,60 0,47 0,43 0,49
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 9,2 8,4 8,6
Chlorid mg/L 2,0 161 160 nb 155 158 191 183
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 19 19 nb 19 19 20 19
Sulfat mg/L 2,0 68 69 nb 68 69 67 61
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb 4,2E+03

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2981 Grundwasser mit Quarzsandkultur (GWM2981-QS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 92 105
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 6,3 6,3 nb 6,3 6,4 6,4
02 mg/L 5,1 4,9 50 nb 59 78 7.2
Temperatur °C 22 21 22 nb 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,14 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,33 0,034 0,019 <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 28 0,23 0,015 31 31 29 23
PCE mg/L 0,0002 0,89 0,64 0,56 0,88 0,61 0,79 0,58
DOC mg/L 0,2 9,7 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 130 149 144 nb 146 149 150
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 6,5 6,4 75 nb 8,3 10 10
Sulfat mg/L 2,0 64 64 62 nb 64 67 69
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 146 161 210 280

Parameter Einheit BG

pH - 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3

02 mg/L 7,7 7,6 75 7.6 7,6 75

Temperatur °C 22 22 22 23 23 22

Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

TCE mg/L 0,0002 18 2,2 0,037 0,059 0,0021 0,0026

PCE mg/L 0,0002 0,77 0,74 0,71 0,76 0,49 0,61

DOC mg/L 0,2 nb nb nb 9,8 9,1 9,2

Chlorid mg/L 2,0 156 165 162 164 176 172

Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG

Nitrat mg/L 2,0 10 11 12 11 8,4 8,8

Sulfat mg/L 2,0 68 68 67 71 71 70

PCR (OTU1) Kopien/mL 5,0E+01 nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2983 Sterilkontrolle (GWM2983-St)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,4 57 5,3 nb 52 5,1 52
02 mg/L 4,6 3,8 4,8 nb 6,2 7,9 8,0
Temperatur °C 23 21 21 nb 22 21 21
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,066 0,065 0,062 0,069 0,065 0,080 0,066
TCE mg/L 0,0002 0,033 0,033 0,025 0,98 1,0 0,78 0,96
PCE mg/L 0,0002 0,0043 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 2,8 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 5,0 117 nb 104 n.b. nb 105 108
Nitrit mg/L 50 <BG nb <BG n.b. nb <BG <BG
Nitrat mg/L 5,0 <BG nb <BG n.b. nb <BG <BG
Sulfat mg/L 5,0 190 nb 290 n.b. nb 297 288
PCR (OTU1) Kopien/mL nb nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG

pH - 5,1 52 53 52 52 5,1 52
02 mg/L 7.8 78 7,8 7,6 77 78 7.9
Temperatur °C 22 22 22 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,062 0,064 0,065 0,063 0,066 0,065 0,076
TCE mg/L 0,0002 0,85 0,94 0,95 0,86 0,97 0,89 0,83
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 3,0 nb 2,6
Chlorid mg/L 5,0 109 110 112 113 113 109 110
Nitrit mg/L 5,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 5,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 5,0 247 228 231 252 257 195 237
PCR (OTU1) Kopien/mL nb nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2983 Grundwasser ohne Inokulum (GWM2983-GW)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92
Parameter Elnhelt BG TCE-Zugabe Nabhrstoffzugabe

pH - 6,8 6,5 6,6 nb 6,7 6,7 6,7
02 mg/L 5,1 3,8 5,6 nb 6,4 7,8 7,9
Temperatur °C 23 20 21 nb 22 21 21
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,068 0,057 0,059 0,048 0,055 0,064 0,057
TCE mg/L 0,0002 0,036 0,030 0,028 0,85 0,83 0,69 0,89
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 4,6 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 97 106 104 nb 105 107 109
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 2,0 98 52 52 nb 52 54 56
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb <BG
nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG Nahrstoffzugabe

pH - 6,7 6,8 6,8 6,7 6,8 6,7 6,7
02 mg/L 77 78 7,9 7,9 78 8,0 8,2
Temperatur °C 22 21 22 22 22 22 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,054 0,054 0,055 0,057 0,053 0,055 0,062
TCE mg/L 0,0002 0,73 0,84 0,82 0,87 0,82 0,79 0,86
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 4,4 4,4 4,4
Chlorid mg/L 2,0 110 113 113 115 114 110 110
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG 3,2
Sulfat mg/L 2,0 56 58 58 57 59 59 58
PCR (OTU1) Kopien/mL nb nb nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2983 Grundwasser mit Fliissigkultur (GWM2983-FK)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92

Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,8 6,6 6,7 nb 6,7 6,8 6,8

02 mg/L 57 4,0 5,6 nb 6,5 8,0 8,1

Temperatur °C 22 21 22 nb 22 21 21

Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

cDCE mg/L 0,02 0,049 0,047 0,047 0,048 0,046 0,052 0,045

TCE mg/L 0,0002 0,020 0,016 0,016 0,941 1,0 0,69 0,94

PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

DOC mg/L 0,2 4,4 nb nb nb nb nb nb

Chlorid mg/L 2,0 103 103 107 nb 109 112 113

Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG

Nitrat mg/L 2,0 15 15 17 nb 17 18 19

Sulfat mg/L 2,0 47 47 49 nb 50 51 53

PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 133 146 161 210 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,8 6,8 6,9 nb 6,9 6,8 6,9 6,9
02 mg/L 7.8 8,1 8,0 nb 8,0 7,9 78 8,2
Temperatur °C 22 22 22 nb 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,024 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 0,17 0,0010 0,0016 41 3,8 4.8 0,00091 0,00085
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb nb 4,3 4,0 4,1
Chlorid mg/L 2,0 116 117 119 nb 122 120 120 121
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 19 19 19 nb 19 19 20 20
Sulfat mg/L 2,0 55 54 54 nb 55 55 56 56
PCR (OTU1) Kopien/mL nb <BG nb nb nb nb nb 1,1E+02

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2983 Grundwasser mit Quarzsandkultur (GWM2983-QS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92 105
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,8 6,8 6,8 nb 6,8 6,9 6,9 6,9
02 mg/L 55 4.1 55 nb 6,5 7,9 8,2 7,9
Temperatur °C 22 21 22 nb 22 21 21 23
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,054 0,036 0,037 0,038 0,033 0,044 0,032 <BG
TCE mg/L 0,0002 0,020 0,0092 0,010 1,0 0,93 0,86 0,72 0,043
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 5,9 nb nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 103 103 107 nb 108 112 113 114
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 6,3 6,2 53 nb 58 5,9 6,4 55
Sulfat mg/L 2,0 51 51 50 nb 52 55 55 55
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 133 146 161 210 280

Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,9 7,0 nb 71 7,0 7,0 7,0

02 mg/L 8,0 8,0 nb 8,1 8,0 7,9 8,2

Temperatur °C 22 22 nb 22 23 23 22

Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

TCE mg/L 0,0002 <BG <BG 55 5,0 1,6 <BG <BG

PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG

DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 4,4 4,2 4,3

Chlorid mg/L 2,0 116 121 nb 123 126 119 119

Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG

Nitrat mg/L 2,0 6,4 6,3 nb 6,7 6,8 6,6 6,7

Sulfat mg/L 2,0 56 57 nb 56 57 56 57

PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2984 Grundwasser ohne Inokulum (GWM2984-GW)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 84 92 105
Parameter Einheit BG

pH - 6,5 6,3 6,3 6,2 6,4 6,4 6,4
02 mg/L 4,9 4,3 53 6,8 7,9 7,9 7.2
Temperatur °C 23 21 22 22 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 3,6 3,4 3,4 34 34 3,2 3,2
TCE mg/L 0,0002 41 36 33 36 31 30 26
PCE mg/L 0,0002 1,3 1,0 0,83 1,0 1,0 0,92 1,0
DOC mg/L 0,2 11 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 31 38 38 38 41 43 49
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Sulfat mg/L 2,0 49 46 45 46 47 49 50
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 146 161 210 216 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,3 6,2 6,5 6,2 6,2 nb 6,2
02 mg/L 7.4 6,8 75 75 7,6 nb 7,6
Temperatur °C 22 22 22 22 23 nb 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 3,1 2,8 2,3 2,3 21 2,0 1,9
TCE mg/L 0,0002 14 2,6 0,28 0,28 0,23 45 36
PCE mg/L 0,0002 0,92 1,0 0,96 0,96 0,52 0,91 0,87
DOC mg/L 0,2 nb nb nb 9,8 9,4 nb 8,8
Chlorid mg/L 2,0 57 70 75 74 71 nb 71
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG nb <BG
Nitrat mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG nb <BG
Sulfat mg/L 2,0 50 51 52 51 54 nb 53
PCR (OTU1) Kopien/mL 7,2E+01 nb nb nb nb nb 1,8E+03

nb: nicht bestimmt

167



Anhang

Standort 5: GWM2984 Grundwasser ohne Inokulum mit Ndhrstoffen (GWM2984-NS)

Tage Inkubationszeit 0 28 70 84 92 105
Parameter Einheit BG

pH - 6,7 6,4 6,4 6,5 6,5 6,5
02 mg/L 43 4,3 6,6 77 75 7.4
Temperatur °C 23 21 22 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 3,5 34 31 3.1 3,3 3,0
TCE mg/L 0,0002 35 38 34 30 29 18
PCE mg/L 0,0002 1,1 1,1 0,96 0,97 1,03 0,96
DOC mg/L 0,2 11 nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 30 30 42 45 49 58
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 4,0 41 4.1 4.1 4,3 3,9
Sulfat mg/L 2,0 44 44 47 49 50 51
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 146 161 210 216 280
Parameter Einheit BG Nén,srrgfibgabe

pH - 6,3 6,3 6,4 6,3 6,4 nb 6,2
02 mg/L 6,3 75 75 75 7,6 nb 75
Temperatur °C 22 22 22 22 23 nb 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 21 21 21 21 1,9 2,2 1,7
TCE mg/L 0,0002 0,23 0,25 0,24 0,24 0,21 42 36
PCE mg/L 0,0002 0,91 0,94 0,95 0,94 0,88 0,91 0,86
DOC mg/L 0,2 nb nb nb 10 9,2 nb 9,3
Chlorid mg/L 2,0 78 81 86 83 72 nb 74
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG nb <BG
Nitrat mg/L 2,0 4,3 3,9 4,0 4.1 4,9 nb 15
Sulfat mg/L 2,0 51 52 52 54 53 nb 52
PCR (OTU1) Kopien/mL 2,6E+05 nb nb nb nb nb 8,9E+01

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2984 Grundwasser mit Fliissigkultur (GWM2984-FK)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 84 92 105
Parameter Einheit BG

pH - 6,5 6,3 6,1 6,1 6,2 6,3 6,2
02 mg/L 54 4,4 51 6,0 7.2 7,9 7,6
Temperatur °C 23 21 22 22 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,51 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 3,0 2,8 2,6 1,4 1,5 1,3 1,2
TCE mg/L 0,0002 32 25 13 0,61 0,44 0,34 0,24
PCE mg/L 0,0002 1,0 0,94 0,94 0,64 0,84 0,91 0,81
DOC mg/L 0,2 10 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 41 46 61 74 71 77 79
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 16 16 17 17 23 19 19
Sulfat mg/L 2,0 43 44 45 46 48 49 51
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 120 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,2 nb 6,2 6,1 6,1 6,0 6,0
02 mg/L 7.8 nb 7,6 7.2 75 7,5 7.6
Temperatur °C 22 nb 22 22 23 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 1,2 1,2 1,2 0,54 0,50 0,48 <BG
TCE mg/L 0,0002 0,18 27 26 0,13 0,080 0,089 0,037
PCE mg/L 0,0002 0,83 0,78 0,84 0,80 0,76 0,74 0,72
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 10 9,0 9,2
Chlorid mg/L 2,0 78 nb 81 104 105 104 106
Nitrit mg/L 2,0 <BG nb <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 19 nb 19 19 19 25 28
Sulfat mg/L 2,0 50 nb 49 50 51 49 51
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb 4,5E+02

nb: nicht bestimmt
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Anhang

Standort 5: GWM2984 Grundwasser mit Quarzsandkultur (GWM2984-QS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 71 6,9 nb 6,2 6,6 75
02 mg/L 4,6 5,1 6,1 nb 7,0 7.8 8,7
Temperatur °C 23 21 22 nb 22 22 21
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 0,60 <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 3,2 0,62 0,39 0,45 0,39 0,39 0,45
TCE mg/L 0,0002 32 0,69 0,21 31 31 28 32
PCE mg/L 0,0002 1,2 0,22 0,13 0,14 0,14 0,12 0,14
DOC mg/L 0,2 10 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 31 50 60 nb 61 62 63
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 54 55 5,1 nb 57 59 6,5
Sulfat mg/L 2,0 42 42 46 nb 47 48 49
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG Nahrstoffzugabe

pH - 75 75 75 7,3 7,2 7,2 6,6
02 mg/L 8,6 8,6 8,4 8,4 8,0 8,1 8,2
Temperatur °C 22 21 22 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,44 0,36 0,41 0,38 0,42 0,37 0,020
TCE mg/L 0,0002 30 24 26 26 28 25 0,0033
PCE mg/L 0,0002 0,12 0,065 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 9,7 9,1 9,1
Chlorid mg/L 2,0 64 64 66 68 68 62 91
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 6,4 6,7 75 94 14 16 17
Sulfat mg/L 2,0 51 51 50 50 51 52 51
PCR (OTU1) Kopien/mL nb <BG nb nb nb nb 5,29E+01

nb: nicht bestimmt
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Standort 7: PZ13 Grundwasser ohne Inokulum (PZ13-GW)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 84 92 105
Parameter Einheit BG

pH - 6,4 6,1 6,3 6,3 6,4 6,4 6,4
02 mg/L 5,0 58 6,0 7.1 8,3 8,4 8,2
Temperatur °C 24 21 21 21 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,045 0,047 0,046 0,047 0,059 0,047 0,045
TCE mg/L 0,0002 1,0 1,1 0,94 1,0 1,1 0,89 0,47
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 1,3 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 84 88 87 88 89 90 91
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 14 16 16 16 17 18 18
Sulfat mg/L 2,0 130 64 6 65 68 72 71
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 133 146 161 210 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 6,5 nb 6,4 6,4 6,5 6,4
02 mg/L 8,6 8,2 nb 8,1 8,0 8,0 8,1
Temperatur °C 21 22 nb 22 22 22 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,030 0,029 0,031 0,031 0,028 0,031 0,036
TCE mg/L 0,0002 0,0055 0,0057 4,3 4,7 4,0 4,8 4,0
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 1,2 1,7 1,5
Chlorid mg/L 2,0 90 90 nb 88 89 97 95
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 18 18 nb 20 19 16 16
Sulfat mg/L 2,0 73 75 nb 79 77 59 59
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Standort 7: PZ13 Grundwasser ohne Inokulum mit Ndhrstoffen (PZ13-NS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 70 84 92 105
Parameter Einheit BG

pH - 6,6 6,5 6,5 6,5 6,4 6,6 6,6
02 mg/L 4,7 59 6,0 7.1 8,4 8,2 8,4
Temperatur °C 24 21 22 22 22 21 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,045 0,044 0,045 0,043 0,110 0,045 0,041
TCE mg/L 0,0002 1,1 1,0 0,94 0,87 1,8 0,93 0,51
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 1,3 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 90 91 87 87 88 89 90
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 15 15 17 17 18 19 19
Sulfat mg/L 2,0 53 53 64 65 67 71 71
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 119 132 133 146 161 210 280
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,6 6,7 nb 6,8 6,7 6,7 6,6
02 mg/L 8,6 8,2 nb 7,9 8,2 8,0 8,2
Temperatur °C 21 22 nb 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,042 0,031 0,031 0,029 0,029 0,030 <BG
TCE mg/L 0,0002 0,37 0,0050 43 41 3,5 2,0 0,012
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 1,5 1,2 1,5
Chlorid mg/L 2,0 90 89 nb 88 89 100 100
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG nb <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 19 19 nb 20 20 17 17
Sulfat mg/L 2,0 73 75 nb 79 79 59 59
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Standort 7: PZ13 Grundwasser mit Fliissigkultur (PZ13-FK)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 6,3 6,3 nb 6,4 6,5 6,5
02 mg/L 53 6,1 6,7 nb 7.1 8,6 8,4
Temperatur °C 23 21 22 nb 22 22 21
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 0,040 <BG <BG <BG <BG 0,066 <BG
TCE mg/L 0,0002 0,93 0,021 0,024 1,0 0,99 1,9 1,0
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 1,2 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 93 93 91 nb 91 93 94
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 28 28 30 nb 31 32 34
Sulfat mg/L 2,0 49 50 61 nb 63 64 66
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG

pH - 6,4 6,6 6,6 6,6 7,0 6,6 6,6
02 mg/L 8,4 8,6 8,3 7,9 8,2 8,0 8,2
Temperatur °C 22 22 22 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vc mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 0,90 1,0 0,96 0,95 0,91 0,0054 0,0033
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 1,4 1,2 1,4
Chlorid mg/L 2,0 95 94 94 91 94 94 100
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 35 34 35 35 35 29 33
Sulfat mg/L 2,0 69 69 72 75 73 52 57
PCR (OTU1) Kopien/mL nb <BG nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Standort 7: PZ13 Grundwasser mit Quarzsandkultur (PZ13-QS)

Tage Inkubationszeit 0 28 49 56 70 84 92
Parameter Einheit BG TCE-Zugabe

pH - 6,5 6,5 6,4 nb 6,5 6,6 6,7
02 mg/L 6,3 6,1 6,2 nb 71 8,6 8,4
Temperatur °C 23 21 22 nb 22 22 21
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 0,85 0,030 0,029 0,97 1,1 21 0,87
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 1,1 nb nb nb nb nb nb
Chlorid mg/L 2,0 92 93 89 nb 89 91 92
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG nb <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 19 19 20 nb 20 21 22
Sulfat mg/L 2,0 54 53 63 nb 65 67 69
PCR (OTU1) Kopien/mL <BG nb nb nb nb nb nb

nb: nicht bestimmt

Tage Inkubationszeit 105 119 132 146 161 210 280
Parameter Einheit BG

pH - 6,6 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
02 mg/L 8,4 8,5 8,3 8,3 8,1 8,2 8,1
Temperatur °C 22 22 22 22 22 23 22
Ethen mg/L 0,06 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
vC mg/L 0,12 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
cDCE mg/L 0,02 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
TCE mg/L 0,0002 0,92 1,0 0,76 0,064 0,0025 0,0022 0,0023
PCE mg/L 0,0002 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
DOC mg/L 0,2 nb nb nb nb 1,6 1,1 1,3
Chlorid mg/L 2,0 93 92 91 90 93 99 99
Nitrit mg/L 2,0 <BG <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Nitrat mg/L 2,0 23 23 23 24 23 21 21
Sulfat mg/L 2,0 72 73 75 78 76 59 59
PCR (OTU1) Kopien/mL nb <BG nb nb nb nb <BG

nb: nicht bestimmt
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Anhang 2: Diagramme der Mikrokosmenversuche

Standort 1:
B23-St B23-GW
1, 1,
l+ cDCE l+ cDCE l u
1,2 1,2
10 MWW 10
< 08 = 08
8 8
o S
§ os g os
0,4 0,4
0,2 0,2
0,0 T T T T T T 0,0 - . { .
0%, 100 200 300 400 500 600 700 o"ocf:g‘evmo 200 300 400 500 600 700
S . ’ bo?@
) Versuchszeit[Tage] S Versuchszeit[Tage]
B23-FK B23-QS
l u 14 b ¢DCE l u
Q Q
S o
700
veo Versuchszeit[Tage] ree Versuchszeit[Tage]
Legende: ——PCE —o—TCE -—4—cbDCE ——VC <4—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Standort 2:
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Legende:
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GWM9-FK GWM9-QS

z z
8 8
Q o
o o

0450Ce100 200 300 400 500 600 700

00 vg v;&o
9 Versuchszeit [Tage] ) Versuchszeit [Tage]
—O0—PCE —O0—TCE -—A—cDCE ——VC <«—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Legende: —0—PCE —0—TCE -—A—cDCE ——VC <—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Standort 3:
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Legende: —O0—PCE —O0—TCE -—A—cDCE ——VC <«—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Standort 4:
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Legende: —0—PCE —0—TCE —4—cDCE ——VC <4—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Legende: —O0—PCE —O0—TCE -—A—cDCE ——VC <«—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Legende: —O0—PCE —O0—TCE -—A—cDCE ——VC <«—TCE-Zugabe (+ andere CKW wenn angegeben)
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Standort 5:
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Anhang

Standort 7:
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