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1 Einleitung

Die Anzahl der in der Bundesrepublik Deutschland registrierten Altlastenverdachts-
flachen hat sich im Laufe der letzten Jahre stetig erhéht. Waren noch 1989 in den
alten Bundeslandern ca. 48.000 Altlastenverdachtsflachen erfal3t, wurde 1993 die
Anzahl, bedingt durch Wiedervereinigung und steigenden Erfassungsgrad, auf
139.000 Flachen beziffert. 1998 waren 190.000 Altlastenverdachtsflachen registriert,
ca. 50 % dieser Flachen befinden sich in den neuen Bundeslandern (FRANZzIUS,
1994; SANDEN und FREIER, 1998). Bis zum Jahr 2010 wird mit 240.000 registrierten
Altlastenverdachtsflachen gerechnet. Nach vorsichtigen Schéatzungen besteht bei
10 - 15 % dieser Verdachtsflachen ein Handlungsbedarf zur Gefahrenabwehr, so

daRR SanierungsmalRnahmen ergriffen werden missen (UMWELTBUNDESAMT, 1997).

Bodenkontaminationen auf Steinkohlenteerbasis gehéren zu den héaufigsten Alt-
lasten. Steinkohlenteere bzw. Teerdle, die seit dem Ende des 18. Jahrhunderts
zunachst als Nebenprodukte der Kohleentgasung anfielen, haben im letzten Jahr-
hundert immer mehr an industrieller Bedeutung gewonnen. Anwendung fand der
Teer zur Erzeugung von Teerfarben und zur Holzimpragnierung (Eisenbahn-
schwellen, Telegrafenmasten, Schiffe). Seit dem Ende des 19. Jahrhunderts wurde
Teer zur Gewinnung von Rohstoffen fur die Chemieindustrie (Phenole, Anilinfarben)
aufbereitet. Entsprechend treten Spitzenbelastungen des Bodens mit Steinkohlen-
teer bzw. Teerdl insbesondere auf ehemaligen Gelanden von Kokereien, Gaswerken
und von teer- und holzschutzmittelverarbeitenden Betrieben auf (FRANCK und KNOP,
1979; STARKE et al., 1995). Mitte dieses Jahrhunderts wurden in Deutschland die
letzten Gaswerke stillgelegt. Seit 1991 ist das Inverkehrbringen von Teerdlen und
deren Erzeugnissen durch die TEEROL-VERORDNUNG Vverboten, die 1993 in der

CHEMIKALIEN-VERBOTSVERORDNUNG aufgegangen ist.

Steinkohlenteere bzw. Teerdle sind komplexe Vielstoffgemische aus ca. 10.000
Verbindungen, von denen bisher nur einige hundert charakterisiert wurden. Diese
lassen sich in folgende vier Klassen einteilen (COLLIN und ZANDER, 1985; WRIGHT et
al., 1985; PETERS und LUTHY, 1993):
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1. polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) (ca. 85 %)
2. stickstoff-, schwefel- bzw. sauerstoffhaltige PAK (Hetero-PAK) (ca. 5 - 13 %)
3. Phenole (1 - 10 %)

4. monoaromatische Kohlenwasserstoffe des BTX-Typs (BTX) (< 1 %)

Aus der Gruppe der PAK und der Hetero-PAK sind eine Auswahl der mengenmafig

bzw. toxikologisch relevantesten Verbindungen und ihre prozentualen Gehalte in

Abb. 1 und Abb. 2 dargestellt. Neben den typischen PAK-Grundkdrpern kommt eine

&o
I
()

Inden (1,0 % 1) Naphthalin (10,0 % 1) 1-Methylnaphthalin (0,5 % 1)
- L
2-Methylnaphthalin (0,5 % 1) Biphenyl (0,4 % 1) Acenaphthylen (2,0 % 1)

Acenaphthen (2,0 % 1) Fluoren (2,0 % 1) Phenanthren (5,0 % 1)

2

5

Anthracen (1,5 % 1) Fluoranthen (3,3 % 1) Pyren (2,1 % 1)

Benz[a]anthracen (0,2 % 2) Chrysen (2,0 % 1) Benzo[a]pyren (< 0,1 % 2)

! CoLLIN und ZANDER (1985): PAK-Gehalte in Steinkohlenteer

2 WRIGHT et al. (1985): PAK-Gehalte in Teerdl

Abb. 1: PAK in Steinkohlenteer bzw. Teer6l und prozentuale Gehalte



1 Einleitung 12

Vielzahl einfach und mehrfach methylierter Verbindungen vor. Je nach Herkunft der
Steinkohle und den Verarbeitungsbedingungen konnen die Gehalte einzelner
Verbindungen stark schwanken.

Die toxikologische Relevanz von Teerprodukten ist bereits seit 1775 durch das
signifikant erhéhte Vorkommen von bestimmten Krebsformen bei Schornsteinfegern
und Teerarbeitern bekannt. Ca. 150 Jahre spater wurden einige PAK, wie das
Benzo[a]pyren, als kanzerogene Teerinhaltsstoffe identifiziert (SiMms und OVERCASH,
1983). Da kanzerogene und/oder mutagene Eigenschaften unter den Hauptinhalts-

stoffen des Steinkohlenteers, den PAK, aber auch den Hetero-PAK, weit verbreitet

e
N/

S
S

N/ CH3
Chinolin (0,3% 1) Isochinolin (0,2 % 1) 2-Methylchinolin (0,2 % 1)
CH3 CN
@ﬁ O
N/
4-Methylchinolin (0,3 % 2) 1-Cyanonaphthalin (0,2 % 3) Indo! (0,2% 1)
] S L
N/
Benzothiophen (0,3 % 1) Benzofuran (0,5 % %) Acridin (0,6 % 1)

‘ L
x
NP

:

Phenanthridin (0,2 % 1) 9-Cyanoanthracen (0,1 % 3) Carbazol (1,5% 1)
¢ Snge
Dibenzothiophen (0,3 % 1) Dibenzofuran (1,0 % 1) Benzo[b]naphtho-

[2,3-d]furan (0,2 % 1)

COLLIN und ZANDER (1985): Hetero-PAK-Gehalte in Steinkohlenteer
MUELLER et al. (1989): Hetero-PAK-Gehalte in Teerdl

KRONE et al. (1986): Hetero-PAK-Gehalte in Teerdl

eigene Untersuchungen verschiedener Teertle (unveréffentlichte Daten)

A W ON P

Abb. 2: Hetero-PAK in Steinkohlenteer bzw. Teer6l und prozentuale Gehalte
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sind (LATER et al., 1982; Bos et al., 1983; GRIMMER et al., 1991), geht von Boden-
kontaminationen auf Steinkohlenteerbasis eine ernstzunehmende Gefahr fir Mensch

und Umwelt aus.

Die Bundesregierung hat den Bodenschutz und die Altlastensanierung zu einer
dringenden Aufgabe erklart und dies mit dem Erlal3 des BUNDES-BODENSCHUTZ-
GESETZES (1998) dokumentiert. Fir die Sanierung von Bodenkontaminationen wurde
in der Vergangenheit eine Vielzahl verschiedener physikalisch-chemischer und
biologischer Verfahren entwickelt. Die Wahl des Verfahrens fir einen speziellen
Sanierungsfall h&ngt von diversen Faktoren wie Art und Konzentration der Kontami-
nation, Bodenart, Grundwassergefahrdung, der weiteren Nutzung und nicht zuletzt
von den Kosten ab. Die hohen Erwartungen, die aufgrund ihrer Umweltvertraglichkeit
und der Kostengunstigkeit an die biologischen Verfahren gestellt wurden, konnten
diese in der Vergangenheit nur bedingt erfillen. Ursachen dafir sind eine nicht
ausreichend gewabhrleistete Reproduzierbarkeit und Berechenbarkeit des biolo-
gischen Abbaus, da dieser sehr weitgehend von den Randbedingungen der speziel-
len Schadenssituation abhangt. Das sich ergebende hohe Risiko einer biologischen
Sanierung fir den Anwender hat dazu gefuhrt, dal? sich die biologischen Verfahren
zur Sanierung von Bodenkontaminationen bisher nicht durchgesetzt haben. Um die
immensen 0Okologischen und 6konomischen Vorteile biologischer Bodenreinigungs-
verfahren in Zukunft dennoch nutzen zu kdnnen, wurde von Seiten des Umwelt-
bundesamtes sowie des Ingenieurtechnischen Verbandes Altlasten e.V. (ITVA) in
jungerer Zeit dringender Bedarf an Forschung und Entwicklung u.a. in folgenden
Bereichen der biologischen Bodensanierung definiert (JAcoBi, 1995; BRYNIOK et al.,
1996):

— Untersuchung von Wechselwirkungen verschiedener Schadstoffe und Schadstoff-
klassen in Mischkontaminationen hinsichtlich Bioverfugbarkeit und Abbauverhal-
ten im Boden,

— Abbaubarkeit bisher wenig oder gar nicht untersuchter Schadstoffe im Boden,

- Identifizierung von Metaboliten aus der biologischen Bodenbehandlung, Unter-

suchung ihres weiteren Abbaus und ihres (6ko-)toxikologischen Potentials.
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Im Rahmen der Entwicklung der biologischen Bodenreinigungsverfahren wurden
diverse Untersuchungen zum Abbau von einzelnen PAK und PAK-Gemischen durch-
gefuhrt (WEISSENFELS et al., 1992; WiLsoN und JONES, 1993; KASTNER und MAHRO,
1996; WISCHMANN et al., 1996; WISCHMANN und STEINHART, 1997). Das aus Kultur-
medien bekannte Abbaupotential von einzelnen Mikroorganismen und Mischkulturen
gegenuber PAK (CERNIGLIA, 1984 und 1992) konnte dabei auch im Boden bestatigt
werden. Zusétzlich wurde bereits eine Vielzahl von EinfluRfaktoren auf den PAK-
Abbau im Boden wie Konzentration der Schadstoffe, Temperatur, pH-Wert, Wasser-
gehalt, Redoxpotential des Bodens und Anwesenheit von Nahrstoffen untersucht
(MANILAL und ALEXANDER, 1991; DAvis und MADSEN, 1996). Auch die Bioverfug-
barkeit der Schadstoffe im Boden, die durch verstarkte Sorptionsprozesse bei
steigendem Gehalt des Bodens an organischem Kohlenstoff limitiert wird, ist ein
vielfaltig untersuchtes Phanomen (KARICKHOFF et al., 1979; MEANS et al.,, 1980;
MANILAL und ALEXANDER, 1991). WEISSENFELS et al. (1993) zeigten in einer Studie mit
einem mit Anthracendl kontaminierten Bodenmaterial, daf3 die adsorptive Festlegung
der Substanzen zu einer Einschrdnkung der mikrobiellen Abbaubarkeit der im
Anthracenél enthaltenen PAK flihrte. Die Verwendung von Kompost als Zuschlag-
stoff beim mikrobiellen PAK-Abbau in Boden fihrt zu einem schnellen Verschwinden
der Kontaminanten, was in Experimenten mit **C-markierten PAK sowohl auf eine
erhohte Mineralisierungsrate als auch auf die vermehrte Bildung gebundener Rick-
stande (bound residues) zurickgefihrt werden konnte (KASTNER et al., 1995).
KASTNER und MAHRO (1996) konnten in verschiedenen Abbauversuchen den
positiven Effekt des Kompostes auf seine makroskopische Struktur zurickfihren;
entgegen bisheriger Erwartungen zeigten weder die dem Kompost eigenen
Nahrstoffe, seine spezifische Mikroflora noch die durch den Kompostzusatz bedingte
Anderung des pH-Werts des Bodens einen Einflu? auf den Abbau. Die Verwendung
von Zuschlagstoffen zur gezielten Festlegung organischer Schadstoffe wird zur Zeit
alternativ zur vollstandigen Mineralisierung als vielversprechende Methode der
biologischen Sanierung diskutiert, insbesondere, da die hochmolekularen PAK auf-
grund ihrer geringen Wasserl6slichkeit ohnehin durch Bakterien nur unzureichend
abgebaut werden kénnen (Jacosl, 1995; KASTNER et al., 1995). Voraussetzung fur
derartige Verfahren ist, daf’ eine mdglichst hohe Bindungsstabilitéat erreicht wird und

auch eine verzogerte Remobilisierung der PAK unter ungunstigsten Umweltbedin-
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gungen ausgeschlossen ist. ESCHENBACH et al. (1997) konnten eine hohe Stabilitat
von gebundenen *C-PAK gegeniiber verschiedenen Bakterien und Pilzen als auch
physikalischen BehandlungsmalBhahmen wie extremen Temperaturschwankungen

und mechanischer Aggregatzerstérung nachweisen.

Ein in deutlich geringerem Male untersuchter Einflu3faktor auf den mikrobiellen
Schadstoffabbau sind die gerade beim Vielstoffgemisch Teerél relevanten Wechsel-
wirkungen verschiedener PAK und weiterer Schadstoffklassen wie Hetero-PAK.
Durch gegenseitige Hemmung oder Induktion der verschiedenen schadstoff-
abbauenden Enzyme kann es je nach Art der Schadstoffe, ihrer Konzentration und
den abbauenden Mikroorganismen zu erhdhten oder verringerten Umsatzraten oder
auch zur Akkumulation von Metaboliten kommen (RoJo et al., 1987; PIEPER et al.,
1996). Untersuchungen zu den Wechselwirkungen verschiedener Teerdlinhaltsstoffe
sind bisher nur vereinzelt in Kulturmedien bekannt. TIEHM und FRITZSCHE (1995)
untersuchten die Wechselwirkungen beim Abbau solubilisierter PAK durch Mycobac-
terium sp. in einem Kulturmedium und beobachteten u.a. eine hemmende Wirkung
von Fluoren und eine férdernde Wirkung von Phenanthren auf den Pyren-Abbau.
Ebenfalls hemmende und fordernde Effekte wiesen BOucHEz et al. (1995) beim
Abbau von Naphthalin, Fluoren, Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren in
sechs verschiedenen Flussigkulturen nach. Die Konzentrationsabhangigkeit von
Wechselwirkungen zeigte sich beim mikrobiellen Abbau von Xylol in Gegenwart von
Toluol in einem Kulturmedium: Niedrige Toluol-Konzentrationen erhéhten die Abbau-
rate von Xylol, héhere Toluol-Konzentrationen verminderten sie (ARCANGELI und
ARVIN, 1995).

In einer Studie zum Einflu von Hetero-PAK auf den Abbau von Naphthalin durch
eine teerbladaptierte Mischkultur wurde ein hemmender Effekt bereits geringer
Konzentrationen an Hetero-PAK (0,1 mg/L) auf den Abbau von Naphthalin nachge-
wiesen (ARCANGELI und ARVIN, 1995). In Abbauversuchen mit Mono- und Diaromaten
sowie S- und O-Heteroaromaten durch eine teerdladaptierte Mischkultur konnten
DYREBORG et al. (1996¢) komplexe Wechselwirkungen dieser Verbindungen nach-
weisen: Unter anderem wurden Thiophen und Benzothiophen nur in Gegenwart
bestimmter Cosubstrate abgebaut, der Benzofuran-Abbau wurde durch bestimmte

Cosubstrate positiv beeinflu3t. Gleichzeitig zeigten die Heteroaromaten hemmende
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Wirkungen auf den Abbau einiger Mono- und Diaromaten. LANTZ et al. (1997) wiesen
die Hemmung verschiedener Teerotlbestandteile (Hetero-PAK, Phenole) auf die
Aktivitat des Fluoranthen-abbauenden Mikroorganismus Sphingomonas paucimobilis
EPA 505 nach.

Von den eingangs erwahnten vier Klassen von Teer6linhaltsstoffen werden im
Rahmen von BodensanierungsmalRnahmen ublicherweise 6 PAK nach der
deutschen TRINKWASSERVERORDNUNG (1990) bzw. 16 PAK nach der Priority Pollutant
List der US-amerikanischen Environmental Protection Agency (EPA) untersucht.
Weitere in der Praxis haufig angewendete Verfahren sind eine summarische
Bestimmung der Phenole in Anlehnung an DIN 38 409 - H16 (1984) sowie die
Bestimmung der BTX-Kohlenwasserstoffe in Anlehnung an DIN 38 407 - F9 (1991).
Heterozyklische PAK werden in der Praxis ublicherweise nicht untersucht, obwohl
diese Verbindungen wie die PAK toxikologisch relevant sind. LATER et al. (1982)
wiesen nach, dalR die Fraktion basischer Stickstoffaromaten der Uberwiegende
Trager mutagener Eigenschaften von Teerdlen ist. Die durch das Heteroatom
bedingte, im Vergleich zu den PAK hohere Polaritat der Hetero-PAK bewirkt
daneben, daR von diesen Verbindungen eine erhdhte Grundwassergefahrdung
ausgeht. Uber die Abbaubarkeit einzelner Hetero-PAK in Kulturmedien oder in
Grundwasser - beispielsweise Chinolin, Indol, Carbazol, Dibenzothiophen und
Dibenzofuran - liegen Kenntnisse vor (ENSLEY, 1984; PEREIRA et al., 1987; GRIFOLL et
al., 1995; KaISer et al., 1996; JOHANSEN et al., 1997). Aus Studien in marinen
Okosystemen ist bekannt, daR insbesondere schwefelhaltige PAK eine hohe
Persistenz aufweisen (KuHN und SurLITA, 1989; FEDORAK, 1990) und in diesem
Zusammenhang bereits als Marker fur Rohoélverunreinigungen vorgeschlagen
wurden (FRIOCOURT et al., 1982). Der mikrobielle Abbau von Hetero-PAK im Boden
wurde bisher nur vereinzelt untersucht (GROSSER et al., 1991; MUELLER et al., 1991;
GROSSER et al., 1995).

Nicht nur das Abbaupotential bestimmter Mikroorganismen gegeniber PAK, sondern
auch die genauen Abbauwege sind unter Kulturbedingungen fur viele zwei- bis vier-
kernige PAK bekannt (CERNIGLIA, 1984; GIBSON und SUBRAMANIAN, 1984; CERNIGLIA,

1992). Auch die Abbauwege einiger zwei- und dreikerniger Hetero-PAK sind in
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Flussigkulturen aufgeklart worden (ENSLEY, 1984; PEREIRA et al., 1987; KAISER et al.,
1996). Allgemein kbénnen beim Abbau polyaromatischer Verbindungen drei verschie-
dene Stoffwechselwege unterschieden werden (MAHRO und KASTNER, 1993) (Abb. 3):
Bei der bakteriellen vollstandigen Mineralisierung zu Kohlendioxid, Wasser und Bio-
masse wird der aromatische Ring durch eine Dioxygenase zum cis-Dihydrodiol
umgesetzt, das durch eine Dehydrogenase zum Dihydroxy-Derivat rearomatisiert
wird. Durch eine weitere Dioxygenierung kommt es zur Ringspaltung; weitere
Zwischenprodukte beim Abbau zum Catechol sind aromatische Hydroxycarbon-
sauren. Bei der cometabolischen Transformation durch Pilze wird der aromatische
Ring durch eine Monooxygenase- und Epoxidhydrolase-katalysierte Reaktion zum
trans-Dihydrodiol umgesetzt. Die weitere Oxidation kommt haufig schnell zum
Erliegen, so dafl3 Dihydrodiole, Dihydroxy-PAK und Chinone akkumulieren kénnen.
Bei der unspezifischen radikalischen Oxidation durch Weil3faulepilze werden die
PAK durch substratunspezifische extrazellulare Ligninasen (Peroxidasen) umgesetzt.
In diesem Zusammenhang kdnnen chinoide Abbauprodukte auftreten oder es kann

zu einer Polymerisation kommen.

OHH

'j Dehydro-
ZOH genase
O O —»—»Q —»—»Q —>c02+Ho
) COOH
Bakterien
D|oxygena7 cis-Dihydrodiol Dihydroxy-PAK Hydroxycarbonsaure  Catechol
CD Dehydro
genase
PAK Epoxid- O Q —> O
hydrolase
Pilze H ) )
Cyt. P-450 trans-Dihydrodiol o-Dihydroxy-PAK 0-Chinon

o)

Arenoxid nlcht
enzymatisch O —3» —>» O — Q

Hydroxy-PAK p-Dihydroxy-PAK p-Chinon

Abb. 3: PAK-Abbauwege durch Bakterien und Pilze (zusammengefal3t nach MAHRO und
KASTNER, 1993)
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Durch Untersuchung der Abbauwege von einzelnen PAK und PAK-Gemischen in
verschiedenen Modellb6den zeigten WISCHMANN et al. (1996) sowie WISCHMANN und
STEINHART (1997), dal’ die autochthone Bodenmikroflora dieselben bzw. vergleich-
bare Abbauwege wie die in Kulturmedien beschriebenen nutzt. Als extrahierbare
Metaboliten wurden Uberwiegend mittelpolare Verbindungen mit Keton- oder
Chinonstruktur sowie Monohydroxyverbindungen identifiziert. Sowohl Konzentration
als auch Persistenz der extrahierbaren Metaboliten sind von der Bodenart abhangig
(WISCHMANN und STEINHART, 1997): In einem mit Kompost supplementierten Ober-
boden (Ah-Horizont) wurden hdéhere maximale Konzentrationen an extrahierbaren
Metaboliten nachgewiesen als in den nichtsupplementierten Ansatzen, hierbei
handelte es sich jedoch um kurzzeitige Maxima, die gut mit der maximalen PAK-
Abbaurate korrelierten. Dagegen waren die Metaboliten in dem reinen Ah-Horizont
deutlich persistenter. Untersuchungen zur Bildung von Hetero-PAK-Metaboliten in

Bdden liegen nicht vor.

Aus Studien an htéheren Lebewesen ist bekannt, daf3 nicht die PAK selbst kanzero-
gen sind, sondern das eigentliche kanzerogene Potential erst durch metabolische
Aktivierung entsteht. Diese fuhrt wie bei der cometabolischen Transformation der
Pilze Uber ein Epoxid zum trans-Dihydrodiol, das wiederum epoxidiert wird und in
dieser Form das kanzerogene Agens darstellt (HARVEY, 1991). Seit langerer Zeit wird
daher befurchtet, daf3 die Anreicherung von PAK-Metaboliten eine zunehmende
Toxizitat des Bodens bewirken kann. Die biologische Wirksamkeit von Stoffen in
einem bestimmten Okosystem laRt sich mit Hilfe 6kotoxikologischer Testmethoden
erfassen. Hier stellen Organismen, wie z.B. Bakterien, Daphnien, Fische, Regen-
wiurmer oder auch hohere Pflanzen, die Indikatoren fur stoffliche Belastungen dar
(REITER und ScHWEDT, 1995). Solche Biotests haben den Vorteil, da3 sie sowohl
toxikologische Summenwirkungen von einzeln mit chemischer Analytik nicht mehr
nachweisbaren Kontaminanten als auch Kombinationswirkungen erfassen kénnen.
Daneben kdnnen Geféahrdungen, die von nicht erwarteten Kontaminanten ausgehen,
erkannt werden. Biotests ermdglichen so eine summarische Beurteilung der Konta-
mination Uber Wirkdaten (AHLF, 1995). Bakterien sind aufgrund ihrer kurzen Genera-
tionszeit, der hohen Stoffwechselaktivitat und der dadurch bedingten kurzen

Ansprechzeit auf toxische Stoffe ideale Testorganismen (PubpiLL, 1992). Ein standar-
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disierter Bakterientest fur die Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung ist der
Leuchtbakterientest mit Photobacterium phosphoreum (DIN 38 412-L 34, 1989), der
kommerziell als Test-Kit erhaltlich ist (Microtox®, Microbics). Dieses marine, halophile
Bakterium besitzt die Fahigkeit, einen Teil seiner Stoffwechselenergie in
Biolumineszenz, eine enzymkatalysierte Chemolumineszenz, umzuwandeln. Wird
der Bakterienstoffwechsel durch toxische Stoffe beeintrachtigt, kommt es zur Verrin-
gerung der Biolumineszenz, die die Mel3grol3e des Tests darstellt und ein Mal3 fur
die Toxizitat ist (LOUMMEN, 1988; ScHEIBEL et al., 1991). Walrige Eluate und
Losungsmittelextrakte von Bodenproben konnten bereits erfolgreich im Leucht-
bakterienhemmtest eingesetzt werden (BisA, 1991; ScHEIBEL et al., 1991; REITER und
SCHWEDT, 1995). Neben der Bewertung komplexer Umweltmatrizes hat der Leucht-
bakterientest auch bei der Untersuchung von Einzelsubstanzen Anwendung gefun-
den.

In Tab. 1 sind exemplarisch bekannte Effektkonzentrationen, bei denen eine 50%ige
Lumineszenzhemmung (EC 50-Werte) eintritt, fur einige PAK, Hetero-PAK und
Metaboliten dargestellt. Deutlich wird die geringe Vergleichbarkeit solcher Daten
anhand der um bis zu eine Zehner-Potenz differierenden EC 50-Werte verschiede-
ner Datenquellen fur ein und dieselbe Substanz. Ursachen kdnnen Testbedingungen
wie Inkubationszeit sowie Art und Konzentration der verwendeten Losungsvermittler
sein. Bei einem Vergleich von EC 50-Werten der Ausgangsverbindungen und Meta-
boliten derselben Datenquelle ist ersichtlich, dal3 die Umsetzung von PAK oder

Hetero-PAK zu ihren Metaboliten je nach Substanz, aber auch in Abhangigkeit des

Tab. 1: Effektkonzentrationen (EC 50) [mg/L] von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten

Substanz EC 50 [mg/L] Substanz EC 50 [mg/L]

Fluoren 0,50%3,2%10,1° 1-Hydroxy-2-naphthoesaure 8,8

Phenanthren 0,48 % 0,53 ** Anthracen 0,64 %33,4731,0°
0,049°% 2,13 Dibenzothiophen 0,11%9,0%0,16 ’

9,10-Phenanthrenchinon 0,067 % 0,10 * 2,1*  Dibenzofuran 0,86°9,7°

' JOHNSON und LONG (1998); 5 Minuten Inkubation, < 5 % Dimethylsulfoxid

Jacoss et al. (1993); 15 Minuten Inkubation, 5 % Dimethylsulfoxid

AHLF (1998); 30 Minuten Inkubation, < 3 % Methanol

MCCONKEY et al. (1997); 15 Minuten Inkubation, < 0,1 % Dimethylsulfoxid
KAISER und PALABRICA (1991); 15 Minuten Inkubation

ZINK (1995); keine Angaben zur Durchfihrung

SEYMOUR et al. (1997); 15 Minuten Inkubation

2

3

4
5
6
7
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Metabolisierungspfades, sowohl mit einer Minderung als auch einer Steigerung der
Toxizitat einhergehen kann. So nimmt z.B. die Toxizitat bei der Metabolisierung von
Phenanthren zu 9,10-Phenanthrenchinon zu (McCoNKEY et al., 1997), bei der
Umsetzung zu 1-Hydroxy-2-naphthoesaure ab (AHLF, 1998). Auch von anderen
biologischen Testsystemen wie der Wasserlinse (Lemna gibba) oder Grinalgen
(Selenastrum capricornutum) ist bekannt, daf die Oxidation von PAK zu einer
erhohten Toxizitat fihren kann (GALA und GIESY, 1992; REN et al., 1994). BELKIN et
al. (1994) untersuchten die Entwicklung von Toxizitat und Genotoxizitat beim PAK-
Abbau in einem Lysimeter. Wahrend im Laufe des PAK-Abbaus ein Anstieg der
bakteriellen Genotoxizitat festgestellt wurde, zeigte der Microtox®-Test zum Teil eine
Toxizitdtsabnahme. Studien zum Abbauverhalten von Teerdl-PAK und Hetero-PAK,
in denen die chemische Analytik von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten mit Ergeb-

nissen des Microtox"-Tests korreliert werden, liegen nicht vor.
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2 Problemstellung und Arbeitsplan

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Beantwortung der folgenden,
in Kapitel 1 beschriebenen nicht oder nur teilweise geklarten Fragen auf dem Gebiet

der biologischen Bodensanierung zu erarbeiten:

1. Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK beim mikrobiellen Abbau im Boden
hinsichtlich Ausgangsverbindungen und Metabolitenbildung

2. Abbaubarkeit von Hetero-PAK (N,S,0) im Boden einschliel3lich Metaboliten-
bildung, Einflul3 des Hetero-Atoms auf die biologische Abbaubarkeit

3. Korrelation von chemischer Analytik (Ausgangsverbindungen und Metaboliten)

und 6kotoxikologischen Testmethoden (Microtox®-Test)

Zur Umsetzung dieser Ziele sollten zunachst bestehende Analysenmethoden zur
Bestimmung von PAK und ihren Metaboliten (LANGBEHN und STEINHART, 1994;
WISCHMANN et al., 1996) weiterentwickelt werden, um eine simultane Bestimmung
von PAK, Hetero-PAK und ihren Metaboliten zu gewahrleisten. Dabei war zu beach-
ten, dal’ die Hetero-PAK nach ihren unterschiedlichen chemischen Eigenschaften in

verschiedene Gruppen einzuteilen sind:

— weniger polare schwefel- und sauerstoffhaltige Hetero-PAK (S-PAK, O-PAK)
— polarere stickstoffhaltige und stickstoffsubstituierte Hetero-PAK (N-PAK):
a) neutrale Verbindungen: 5-Ring N-PAK vom Carbazol-Typ und Cyano-PAK
b) basische Verbindungen: 6-Ring N-PAK vom Chinolin-Typ und Amino-PAK

Zur Trennung dieser Substanzklassen sollten verschiedene flissigchromatogra-
phische und gaschromatographische Verfahren entwickelt werden. Eine bestehende
Festphasenextraktion zur Fraktionierung von PAK- und PAK-Metaboliten-haltigen
Bodenextrakten sollte weiterentwickelt und das Elutionsprofil an die gleichzeitige
Fraktionierung von Hetero-PAK und Hetero-PAK-Metaboliten adaptiert werden. Um
die komplexe Fraktion neutraler und basischer N-PAK sowie neutraler Metaboliten
weiter auftrennen zu konnen, sollte eine lonenaustauschchromatographie im

Kartuschenmafstab entwickelt werden. Weiterhin sollten zwei Bodenextraktions-
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verfahren optimiert werden. Die gesamte Methodik sollte fir das spater eingesetzte
Modellbodensystem validiert und ihre Anwendbarkeit an verschiedenen Teerdlen
und realen Teerdlaltlasten gepruft werden. Die Methodik sollte weiterhin Anwendung

auf die nachfolgend beschriebenen Abbaustudien finden:

Um die Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK zu untersuchen, sollte ein
PAK-kontaminiertes, ein Hetero-PAK-kontaminiertes und ein PAK- und Hetero-PAK-
kontaminiertes Modellboden/Kompost-System eingesetzt werden. Fir die Dotierung
sollten neun typische Teerdl-PAK und/oder zehn typische Teerdl-Hetero-PAK dem
Boden entsprechend einer 1 %igen Teertlkontamination zugesetzt werden. Der
biologische Abbau durch die autochthone Mikroflora sollte tber einen Zeitraum von
29 Wochen untersucht werden. Dabei sollten der PAK- und Hetero-PAK-Abbau
sowie die Metabolitenbildung verfolgt und mit Ergebnissen des Leuchtbakterien-
hemmtests korreliert werden. Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK sollten
durch Vergleich der Abbauraten in den verschieden kontaminierten Bodensystemen

bestimmt und statistisch abgesichert werden.

Der Einflu3 des Hetero-Atoms auf die biologische Abbaubarkeit von Aromaten sollte
anhand eines Modellboden/Kompost-Systems, das mit vier strukturanalogen PAK
und Hetero-PAK einzeln und in Mischung kontaminiert wurde, untersucht werden.
Die strukturanalogen Verbindungen sollten sich lediglich durch den Ersatz eines
Kohlenstoffatoms durch ein  Hetero-Atom im aromatischen Ringsystem
unterscheiden. Der biologische Abbau durch die autochthone Mikroflora sowie die
Bildung von Metaboliten sollte Gber einen Zeitraum von 12 Wochen untersucht
werden. Die Abbaureihenfolge der strukturanalogen Verbindungen sollte festgelegt
werden, Wechselwirkungen durch den Vergleich der Abbauraten sollten bestimmt

und ebenfalls statistisch abgesichert werden.
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3 Untersuchung smaterial und Referenzsubstanzen

3.1 Modellboden

Als Modellboden wurde im Rahmen der Methodenentwicklung und der Abbaustudien
ein schwach lehmiger Sand (Ah-Horizont; A: Oberbodenschicht, h: humusreich)
gemischt mit Hausmillkompost (Rottegrad 5) im Verhaltnis 9:1 (m:m) eingesetzt.
Das Gemisch hatte einen Gesamtkohlenstoffgehalt von 2,6 % und eine maximale
Wasserhaltekapazitat WHKqhax von 45,9 % (weitere Bodenparameter s. 9.4.1).
Dieses Material wurde luftgetrocknet, gesiebt (Boden: < 2 mm, Kompost: < 4 mm)
und mit einem Wassergehalt von 55 % WHKa. fUr die Versuche eingesetzt.

Fur die Methodenentwicklung und Validierung wurde fir jede zu untersuchende
Parallelbestimmung separat eine 20 g Feuchtgewicht entsprechende Menge
trockenen Bodenmaterials mit PAK, Hetero-PAK und Metaboliten in Dichlormethan
dotiert. Das Losungsmittel wurde vorsichtig mit Stickstoff abgeblasen und der
Wassergehalt wurde eingestellt. Zur Einstellung des Sorptionsgleichgewichts wurden

die Proben vor der Extraktion 16 h im Dunkeln gelagert.

3.2 Reale Altlasten

Mittels der an den Modellboden validierten Methodik wurden Proben von finf
verschiedenen teerdlkontaminierten Standorten untersucht, die sich in Bodenart und

Kontaminationsgrad deutlich unterschieden (Angaben zu den Standorten s. 9.4.2).

3.3 Modellverbindung en

Fur die Methodenentwicklung und Validierung wurden PAK mit 2 bis 6 kondensierten
Ringen und Hetero-PAK mit 2 bis 5 Ringen eingesetzt. Die Auswahl richtete sich
nach dem Vorkommen der Verbindungen im Teerdl und einer mdglichst reprasen-
tativen Zusammensetzung der Modellverbindungen. Als Modellmetaboliten wurden
oxidierte PAK und Hetero-PAK eingesetzt, die in Kulturmedien oder im Boden bereits
als Abbauprodukte nachgewiesen werden konnten (CERNIGLIA, 1984; ENSLEY, 1984;

GIBSON und SUBRAMANIAN, 1984; PeEReIRA et al., 1987; KailsErR et al., 1996;
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WISCHMANN und STEINHART, 1997). Die Strukturformeln der eingesetzten Modell-

metaboliten sind in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Fur Methodenentwicklung und Validierung eingesetzte Modellmetaboliten



4 Analytische Methoden 25

4 Analytische Method en

4.1 Methodenentwicklung

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden verschiedene Teilschritte (Extraktion,
Fraktionierung/Clean-up und chromatographische Trennmethoden) entwickelt bzw.

optimiert, die je nach Bedarf unterschiedlich zusammengesetzt werden konnten.

4.1.1 Extraktionsverfahren

Haufig angewendete Verfahren zur Extraktion von PAK aus Bodenproben sind die
Soxhlet-Extraktion (KRENGEL-ROTHENSEE, 1993; PASCHKE, 1993) und die Ultraschall-
Extraktion (BUNDT, 1991; ESCHENBACH et al., 1994; WISCHMANN et al., 1996).

Werden als Extraktionsmittel unpolare bis mittelpolare Losungsmittel wie n-Hexan,
Cyclohexan, Toluol, Dichlormethan, Aceton sowie Gemische dieser Losungsmittel
eingesetzt, wird der Extraktion des Bodens eine Trocknung mit Natriumsulfat voran-
gestellt. Die Einsatzmoglichkeit von Dichlormethan zur simultanen Extraktion von
Substanzen eines breiten Polaritatsspektrums ist bereits aus verschiedenen Arbeiten
bekannt: MUELLER et al. (1991) extrahierten PAK und Hetero-PAK aus Bodenproben
mittels Soxhlet-Extraktion und Dichlormethan. Die Soxhlet-Extraktion von PAK,
Hetero-PAK und oxidierten PAK aus Luftstaub mit Dichlormethan beschrieben
Bobzek et al. (1993). Wahrend fur die PAK-Analytik eine einfache Ultraschall-
Extraktion ausreicht, ist die Extraktion von PAK und PAK-Metaboliten unter Verwen-
dung von Dichlormethan nur mittels mehrfacher Wiederholung des Extraktionsschrit-
tes moglich (WisCHMANN et al., 1996). Als vorteilhaft fir die Extraktion von Substan-
zen mit sauren funktionellen Gruppen hat sich das Ansauern der Bodenproben vor
der Trocknung erwiesen, wodurch die Eigendissoziation der Substanzen zuriickge-
drangt und die Affinitat zum unpolaren Extraktionsmittel erhéht wird (LANGBEHN und

STEINHART, 1994; WISCHMANN et al., 1996).

Bei Alterung einer Kontamination konnen PAK teilweise so stark an die Bodenmatrix
sorbiert oder in das Huminstoffpolymer eingeschlossen werden, dal3 eine vollstan-
dige Extraktion mit organischen Lésungsmitteln nicht mehr mdglich ist. Durch eine

alkalische Hydrolyse der Bodenmatrix konnen die Charge-Transfer-Komplexe der
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PAK gelost sowie Esterbindungen des Huminstoffpolymers gespalten werden.
ESCHENBACH et al. (1994) erreichten im Rahmen eines PAK-Abbauversuches durch
alkalische Hydrolyse der Bodenmatrix 20 bis 40 % hodhere PAK-Extraktionsaus-
beuten als durch Losungsmittelextraktion. Im folgenden wurden Soxhlet- und Ultra-

schall-Extraktion an die Problematik der Arbeit adaptiert.

Gemeinsame Extraktion von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten mittels Soxhlet-

Extraktion

Fur die gemeinsame Extraktion von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten wurde auf-
grund der einfachen Handhabbarkeit die Soxhlet-Extraktion mit Dichlormethan
gewahlt. Die flr die Extraktion von sauren Metaboliten erwahnte vorteilhafte Ansaue-
rung der Bodenproben kann zu einer Protonierung und dadurch verschlechterten
Extrahierbarkeit der basischen N-PAK fiihren. Daher wurde der Einflu? von Ansaue-
rung und Alkalisierung der Bodenmatrix vor der Extraktion auf die Extraktionsaus-
beute dieser Verbindungen tberprift.

Es zeigte sich, daf} der pH-Wert vor der Extraktion nur einen geringen Einflu3 auf die
Extraktionsausbeute der basischen N-PAK hat. Bereits bei Vorbehandlung des
Bodens mit 1 mL Salzsaure (1 mol/L) ergaben sich hohe Wiederfindungsraten von
78 bis 94 %, bei Alkalisierung mit 1 mL Kalilauge (1 mol/L) wurden zwischen 77 und
105 % wiedergefunden (Einzelwerte nicht im Anhang). Die gemeinsame Soxhlet-
Extraktion von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten konnte somit nach Ansauerung
des Bodens durchgefuhrt werden (Arbeitsvorschrift s. 9.3.1). Damit die Analyten im
eingeengten Extrakt in einem unpolaren Losungsmittel vorlagen, von dem einige mL
auf die Festphasenextraktionssaule (s. 4.1.2) gegeben werden konnten, wurden in

den Extraktionskolben 10 mL n-Heptan vorgelegt.

Schnellextraktion ausgewdahlter PAK und Hetero-PAK mittels einfacher

Ultraschall-Extraktion

Fir die Extraktion der strukturanalogen PAK und Hetero-PAK (s. 6) wurde aufgrund
ihrer Schnelligkeit und der dadurch bedingten Mdglichkeit, eine grol3ere Anzahl an
Parallelbestimmungen durchzufuhren, die einfache Ultraschall-Extraktion gewahlt.

Um maoglichst optimale Extraktionsbedingungen fur die ausgewahlten Verbindungen
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Fluoren, Carbazol, Dibenzothiophen und Dibenzofuran zu erzielen, wurden die
Extraktionsausbeuten fur die Verbindungen bei Einsatz dreier Ublicher PAK-
Extraktionsmittel - Toluol/Aceton (1/1; v/v), Cyclohexan/Aceton (1/1; v/v) und Dichlor-
methan - verglichen. Alle drei Extraktionsmittel lieferten fir die ausgewéhlten Verbin-
dungen Extraktionsausbeuten zwischen 91 und 102 %. Nach Extraktion mit Toluol/
Aceton traten jedoch bei der direkt nach Extraktverdiinnung durchgefiihrten HPLC-
Bestimmung Interferenzen von Toluol und Carbazol auf, so dal3 Carbazol nicht
ausgewertet werden konnte. Dichlormethan wurde als Extraktionsmittel gewahlt, da
es bei geringen Analyt-Gehalten leichter konzentrierbar ist als Cyclohexan/Aceton.
Daneben war beim reinen Losungsmittel Dichlormethan im Gegensatz zu den
Lésungsmittelgemischen ein Recycling mittels Destillation moglich. Die Schnell-
extraktion von PAK und Hetero-PAK konnte somit mittels einfacher Ultraschall-

Extraktion mit Dichlormethan durchgefiihrt werden (Arbeitsvorschrift s. 9.3.2).

Alkalische Hydrolyse der Bodenmatrix
Die alkalische Hydrolyse wurde wahrend der Abbauversuche an ausgewdahlten
Probenahmezeitpunkten in Anlehnung an Arbeiten von ESCHENBACH et al. (1994) und

WISCHMANN und STEINHART (1997) durchgefuhrt (Arbeitsvorschrift s. 9.3.3).

4.1.2 Fraktionierung - Clean-up

Haufig angewendete Verfahren zur Isolierung und Fraktionierung von PAK, Hetero-
PAK und Metaboliten aus Extrakten komplexer Umweltmatrizes sind die S&ulen-
chromatographie (SC), die durch Miniaturisierung zur Festphasenextraktion (Solid
Phase Extraction, SPE) weiterentwickelt wurde, sowie die Flissig-Flussig-Extraktion.
Zur Isolierung von Polyaromaten aus unpolaren organischen Extrakten eignen sich
als Sorbens insbesondere Aluminiumoxid und Kieselgel. LATER et al. (1981) fuhrten
eine saulenchromatographische Trennung von Teerdlen in die Fraktionen der
Aliphaten, PAK, N-PAK und Hydroxy-PAK an Aluminiumoxid durch. KRONE et al.
(1986) isolierten N-PAK saulenchromatographisch aus Sediment-Extrakten an
Kieselgel und Aluminiumoxid. HARTMANN (1996) nutzte ebenfalls eine Kombination
dieser Sorbentien zur Isolierung von PAK aus Bodenextrakten mittels SPE. BUNDT et

al. (1991) isolierten PAK aus Dieseldl im SPE-Mal3stab an aktiviertem Kieselgel.
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Durch eine Desaktivierung des Kieselgels mit Wasser gelingt eine Fraktionierung von
PAK und polaren Derivaten: So trennten Bobzek et al. (1993) PAK, N-PAK und
oxidierte PAK aus Luftstaub an mit 10 % Wasser desaktiviertem Kieselgel. WiSCH-
MANN et al. (1996) gelang eine Fraktionierung von PAK und PAK-Metaboliten an mit
6 % Wasser desaktiviertem Kieselgel. LANGBEHN und STEINHART (1994) nutzten eine
Kombination von Kieselgel (10 % Wasser) und basischem Aluminiumoxid zur
zusatzlichen Abtrennung saurer Metaboliten. Eine Trennung der PAK und S-PAK,
die eine &hnliche Polaritdt aufweisen, gelingt an den genannten Sorbentien nur
indirekt durch oxidative Uberfilhrung der S-PAK in ihre Sulfone, die sich mittels SC
oder SPE abtrennen lassen (DRUSHEL und SOMMERS, 1967; BUNDT et al., 1992).
Diese Methodik ist jedoch nur unter Vorbehalt anwendbar, da es zu einer Reihe von
Nebenprodukten kommen kann (ANDERSSON, 1992).

Die Isolierung von PAK mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion basiert auf der Uberfiihrung
der unpolaren PAK aus der Phase eines unpolaren Ldsungsmittels (n-Hexan,
Cyclohexan) in eine polare Phase durch Bildung von Charge-Transfer-Komplexen
zwischen PAK und nucleophilen aprotischen Lésungsmitteln wie Dimethylformamid
(AamOT et al., 1987) oder N-Methyl-2-pyrrolidon (PASCHKE et al., 1992). Durch
Zugabe von Wasser werden diese Komplexe zerstort und die PAK in die unpolare
Phase zurickuberfihrt. Eine géngige Methode zur Fraktionierung von PAK und
Hetero-PAK stellt die Flussig-Flussig-Extraktion mit wechselndem pH-Wert der
walrigen Phase dar. LOPEZ-AVILA et al. (1988) bzw. MUELLER et al. (1991) fraktio-
nierten teerdlhaltige Bodenextrakte durch aufeinanderfolgende Extraktion mit Kali-
bzw. Natronlauge und Schwefelsdure in die drei Fraktionen der S&uren bzw. Pheno-
le, der N-PAK und PAK, sowie der S-PAK und O-PAK. Eine Isolierung basischer N-
PAK gelingt durch Extraktion mit wal3rigen Sauren (ADAMS und GLAM, 1984; ONUSKA
und TERRY, 1989; BRUMLEY et al., 1991). Die genannten Verfahren ermdglichen
jedoch keine vollstandige Trennung der basischen und neutralen N-PAK. Eine
Maoglichkeit zur selektiven Trennung basischer und neutraler N-PAK stellt die
Kationenaustauschchromatographie dar. KLiMISCH und BEISS (1976) sowie GRIMMER
(1983) setzten Kationenaustauscher auf Dextran-Basis (Sephadex® C-25) ein und
trennten die genannten Verbindungen erfolgreich. Entsprechende Trennverfahren im

miniaturisierten SPE-Mal’stab existieren nicht.
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SPE-Method e zur Fraktionierung von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten

Ausgehend von einer SPE-Methode zur Isolierung von Stoffwechselprodukten des
Mineral6labbaus an einer Kombination von desaktiviertem Kieselgel (10 % Wasser)
und basischem Aluminiumoxid (LANGBEHN und STEINHART, 1994) wurde eine SPE-
Methode entwickelt, die eine Fraktionierung der Teerdélinhaltsstoffe und Metaboliten
in die drei Fraktionen der PAK, S-PAK und O-PAK, der neutralen Metaboliten und
N-PAK sowie der sauren Metaboliten erméglicht (Abb. 5). Anstelle des Aluminium-
oxids wurde zur Abtrennung der sauren Metaboliten ein stark basischer Anionenaus-
tauscher auf Kieselgelbasis (Chromabond® SB, Macherey & Nagel, Diren) einge-
setzt. Die Fraktionierung gelang nach Aufgabe des eingeengten Soxhlet-Extrakts in
n-Heptan durch Elution mit Lésungsmitteln steigender Polaritéat (n-Hexan, Dichlor-
methan, Methanol, Salzsaure in Methanol). Die Elution der Sauren konnte im
Gegensatz zum Aluminiumoxid bereits mit niedrigen Saurekonzentrationen (0,05 N
Salzsaure in Methanol) erreicht werden, so dal3 eine Methylierung der Substanzen

auf der SPE-Kartusche vermieden werden konnte (Arbeitsvorschrift s. 9.3.4).

Kationenaustauschchromatographie zur Trennung von neutralen N-PAK und
Metaboliten sowie basischen N-PAK

Fur die Trennung der bei der SPE in Fraktion 2 gelangenden N-PAK und neutralen
Metaboliten wurde eine lonenaustauschchromatographie im Kartuschenmal3stab an
einem stark sauren Kationenaustauscher auf Kieselgelbasis entwickelt (Abb. 5).
Fraktion 2 der SPE wurde komplett auf diese Kartusche tberfihrt. Wahrend neutrale
N-PAK und Metaboliten mit dem Totvolumen und Methanol von der Séaule
gewaschen wurden, gelang die Elution der basischen N-PAK erst bei Zugabe von

Ammoniak (Arbeitsvorschrift s. 9.3.5).

4.1.3 Trimethylsilylierung von Metaboliten mit Hydroxy- und Carboxylgruppen

Um eine fir die Gaschromatographie ausreichende Fluchtigkeit von Metaboliten mit
Hydroxy- und Carboxylgruppen zu erreichen, war eine Derivatisierung dieser Verbin-
dungen notwendig. Die von WISCHMANN et al. (1996) beschriebene Trimethylsilylie-
rung mit N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid/Trimethylchlorsilan (BSTFA/TMCS)
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(99/1; viv) wurde hinsichtlich Reagenzmenge, Umsetzungszeit und Temperatur

optimiert (Arbeitsvorschrift s. 9.3.6).

Soxhlet-Extrakt
eingeengt auf ca. 5 mL

v

SPE
(Kieselgel/Chromabond® SB)

n-Hexan/Dichlormethan

»

1. PAK, S-PAK, O-PAK

Dichlormethan/Methanol

»

2. neutrale u. basische N-PAK, Kationenaustausch-SPE
neutrale Metaboliten Chromabond® SA

Methanol (0,05 mol/L Salzsaure) Methanol

3. saure Metaboliten “|  2a.neutrale N-PAK,
neutrale Metaboliten

Methanol (1 mol/L Ammoniak)

|

2b. basische N-PAK

Abb. 5: Fraktionierung von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten

4.1.4 Chromatographische Trennmethoden

Fir die Analytik von PAK konnen alle modernen Chromatographieverfahren ange-
wendet werden. So kommen in standardisierten Methoden die Hochleistungsflissig-
keitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenzdetektion (DIN 38 407 - F8, 1995) und
die Dunnschichtchromatographie (TLC) (DIN 38 409 - H13, 1981) zum Einsatz. Nach
einem Vorschlag fur eine DIN-Methode soll die Hochleistungs-Dunnschichtchroma-
tographie (HPTLC) fir die PAK-Analytik Anwendung finden (DIN 38 407 - F7, 1991).
Fur die Trennung der PAK komplexer Teerdl-Gemische reicht das Auflésungs-
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vermdgen der genannten chromatographischen Methoden jedoch nicht aus.
Insbesondere fur die simultane Bestimmung der ebenfalls unpolaren und daher von
den PAK nicht abtrennbaren S-PAK und O-PAK aus Teerdl ist die hochauflésende
Kapillar-Gaschromatographie (GC) an Methylphenylpolysiloxan-Phasen geeignet
(GRIMMER et al., 1983). Gekoppelt mit der GC werden Flammenionisations-Detek-
toren (FID) und massenselektive Detektoren (MSD) eingesetzt; S-PAK lassen sich
auch spezifisch mittels Flammenphotometer-Detektor (FPD) erfassen (LATER et al.,
1981). Eine neuere Methode zur selektiven element-spezifischen Detektion stellt die
Gaschromatographie mit Atom-Emissions-Detektion (AED) dar (ANDERSSON und
ScHMID, 1995). Aufgrund der Vielzahl moéglicher Isomere wird zur Bestimmung von
N-PAK Uberwiegend die Gaschromatographie eingesetzt. Zur Detektion finden FID,
MSD und der selektive Stickstoff-Phosphor-Detektor (NPD) Anwendung (LATER et
al., 1981; KRONE et al., 1986, BRUMLEY et al., 1991). Die Trennung einiger neutraler
N-PAK und neutraler PAK-Metaboliten ahnlicher Polaritat mittels RP-HPLC und

Tab. 2: Angewendete chromatographische Methoden

Versuch / Substanzklasse Chromatographische Method e

Method enentwicklung / Validierung
PAK, S-PAK, O-PAK GC-FID

neutrale N-PAK, neutrale Metaboliten HPLC-DAD
basische N-PAK HPLC-DAD
saure Metaboliten HPLC-DAD
Realkontaminationen

alle Fraktionen GC-MSD
Abbau eines komplexen PAK/Hetero-PAK-Gemisches

PAK, S-PAK, O-PAK GC-FID
neutrale und basische N-PAK GC-FID

neutrale Metaboliten

saure Metaboliten

PAK, S-PAK, O-PAK und N-PAK (alkalische Hydrolysate)
PAK, S-PAK, O-PAK und N-PAK (Methanol-Extrakte)
PAK, S-PAK, O-PAK und N-PAK (wéaRrige Eluate)
neutrale und saure Metaboliten (Methanol-Extrakte)
neutrale und saure Metaboliten (waR3rige Eluate)

Abbau strukturanaloger PAK und Hetero-PAK
PAK, N-PAK, S-PAK, O-PAK

neutrale Metaboliten

saure Metaboliten

HPLC-DAD und GC-MSD
HPLC-DAD und GC-MSD
HPLC-DAD
HPLC-DAD
HPLC-DAD
HPLC-DAD
HPLC-DAD

HPLC-DAD
HPLC-DAD und GC-MSD
HPLC-DAD und GC-MSD
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Diodenarray-Detektion (DAD) unter Verwendung eines terndren Gradienten aus
Acetonitril, Methanol und Phosphorsédure wurde von WISCHMANN und STEINHART
(1997) beschrieben.

In Anlehnung an bestehende GC- und HPLC-Programme wurden verschiedene
Temperatur- und Gradientenprogramme entwickelt. Tab. 2 gibt einen Uberblick,
welche chromatographische Methode bei den verschiedenen Versuchen fur die

jeweiligen Substanzklassen angewendet wurde.

4.1.5 Validierung

Durchfihrung

Die entwickelte Methode - Soxhlet-Extraktion, SPE, Kationenaustausch-SPE, GC-
bzw. HPLC-Bestimmung - wurde fur 21 PAK, 22 Hetero-PAK und 18 Metaboliten
validiert. Dazu wurde fur die eingesetzten Substanzen eine 5-Level-15-Punkt-
Grundkalibrierung sowie eine 5-Level-15-Punkt-Matrixkalibrierung durchgefuhrt. Fur
die Matrixkalibrierung wurden dotierte Ah-Horizont/Kompost-Proben mittels der

entwickelten Methode aufgearbeitet (Arbeitsvorschrift s. 9.3).

Ergebnisse

Die analytischen Kenndaten der validierten Methode sind zusammengefafit in Tab. 3
dargestellt. In der Grundkalibrierung wurde mit Korrelationskoeffizienten r zwischen
0,9955 und 1,0000 fiur alle Verbindungen eine gute bis sehr gute Lineariat erreicht.
In der Matrixkalibrierung wurden Korrelationskoeffizienten von r > 0,9773 erreicht mit
Ausnahme von 1,2-Acenaphthenchinon, 9,10-Phenanthrenchinon, Salicylsaure und
3-Hydroxy-2-naphthoesaure.

Die Variationskoeffizienten waren mit 0,20 % bis 5,65 % in der Grundkalibrierung
geringer als in der Matrixkalibrierung (1,64 % - 22,70 %). Wahrend bei den PAK und
Hetero-PAK die niedermolekularen und relativ leichtfliichtigen zweikernigen Verbin-
dungen wie Inden, Naphthalin, Benzofuran, Benzothiophen und Indol besonders
hohe Variationskoeffizienten aufwiesen, zeigten bei den Metaboliten Verbindungen
mit zwei benachbarten funktionellen Gruppen, wie z.B. 1,2-Acenaphthenchinon oder

9,10-Phenanthrenchinon, die geringste Prazision. Fur diese Verbindungen mit
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Tab. 3: Zusammenfassung der analytischen Kenndaten der validierten Methode

Analytische Kennd aten

Grundkalibrierung

Matrixkalibrierung

PAK:

Korrelationskoeffizient r 0,9955 - 0,9998 0,9801 - 0,9993
Variationskoeffizient CV [%)] 0,99 - 4,83 1,93 -10,24
mittlere Wiederfindungsrate WF [%)] - 30,7 - 103,5
Wiederfindungsfunktion: Steigung b - 0,4710 - 1,0198
Nachweisgrenze NG [mg/kg] - n.b.
Hetero-PAK:

Korrelationskoeffizient r 0,9968 - 1,0000 0,9773 - 0,9994
Variationskoeffizient CV [%)] 0,20 - 5,65 1,70 - 22,70
mittlere Wiederfindungsrate WF [%)] - 29,8 -102,0
Wiederfindungsfunktion: Steigung b - 0,3926 - 0,9971
Nachweisgrenze NG [mg/kg] 0,02-1,74

neutrale Metaboliten:
Korrelationskoeffizient r

0,9985 - 1,0000

0,9659 - 0,9995

Variationskoeffizient CV [%)] 0,36 - 3,01 1,64 - 13,57
mittlere Wiederfindungsrate WF [%] - 31,5-96,4
Wiederfindungsfunktion: Steigung b - 0,2159 - 0,9338
Nachweisgrenze NG [mg/kg] 0,12 -1,55

saure Metaboliten:
Korrelationskoeffizient r

0,9997 - 1,0000

0,9378 - 0,9981

Variationskoeffizient CV [%)] 0,44 - 1,23 3,10 - 18,74
mittlere Wiederfindungsrate WF [%] - 77,5-102,9
Wiederfindungsfunktion: Steigung b - 0,7549 - 0,9613
Nachweisgrenze NG [mg/kg] 0,01-0,27

n.b.: nicht bestimmt

geringer Prazision wurden

29,8 bis 60,2 %

auch die niedrigsten

Wiederfindungsraten erreicht. Insgesamt lagen die mittleren Wiederfindungsraten
aller Verbindungen zwischen 29,8 % und 103,5 %. Die Unterschiede in Prazision und
Wiederfindung sind anhand der Wiederfindungsfunktionen ausgewahlter Hetero-
PAK und Metaboliten in Abb. 6a und Abb. 6b dargestellt. Entsprechend den
unterschiedlichen Wiederfindungsraten wurden mit Werten zwischen 0,216
(9,10-Phenanthrenchinon, Abb. 6b) und 0,977 (Isochinolin, Abb. 6a) sehr unter-
schiedliche Steigungen der ermittelten Wiederfindungsfunktionen bestimmt.

Als Nachweisgrenze wurde aus der niedrigsten Konzentration der Matrixkalibrierung
diejenige Konzentration berechnet, die den dreifachen Wert des Basislinienrau-

schens ergibt. Beeinflul3t durch die unterschiedlichen molaren Extinktionskoeffi-
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zienten und Wiederfindungsraten ergaben sich Nachweisgrenzen zwischen 0,01 und

1,74 mg/kg (Einzelergebnisse s. 9.5).

Abb. 6a:

Abb. 6b:

Isochinolin:
C(ondysiert) = 0,977C(cotiert) - 1,732; r =0,9971

60 —+

40 -+ Indol:

6 C(endysiert) = 0,740 c(dotiert) - 3,970;
r=0,9919

C (analysiert) [mg/kg Boden]

Benzofuran:
C(ondysiert) = 0,393 c(dotiert) - 1,888; r =0,9773
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Wiederfindungsfunktionen ausgewahlter Hetero-PAK

6 + |2-Naphthoesaure:
C(endysiert) = 0,965 c(dotiert) + 0,0878; r = 0,9961
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o, 2-Hydroxycarbazol:

é” C(ondysiert) = 0,575 c(cotiert) + 0,213
g’ r=0,9794
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L 9,10-Phenanthrenchinon:
o

C(ondysiert) = 0,216 c(cotiert) + 0,326
r =0,9659
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Wiederfindungsfunktionen ausgewahlter Metaboliten
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4.1.6 Anwendung d er Method e auf teer6lkontaminierte Altlasten

Die Methode wurde auf funf teerdlkontaminierte Altlasten unterschiedlicher Boden-
arten und Kontaminationsgrade angewendet (Standortdaten s. 9.4.2). Neben den
typischen Teerdl-PAK wurde ein breites Spektrum von Hetero-PAK im mg/kg-
Konzentrationsniveau identifiziert. 22 PAK, 20 Hetero-PAK sowie 5 Metaboliten
wurden quantifiziert. Die summarischen Ergebnisse der einzelnen Stoffgruppen sind
in Tab. 4 aufgefuhrt (Einzelergebnisse s. 9.6). Der quantifizierte Hetero-PAK-Anteil
macht je nach Kontamination zwischen 5 % (Gaswerks-Altlast) und 21 % (Rustungs-
Altlast 2) des EPA-PAK-Gehalts aus. Aufféllig ist insbesondere der niedrige N-PAK-
Gehalt in der Gaswerks-Altlast. Da es sich hier um eine Probe aus der gesattigten
Bodenzone handelt, besteht die Mdoglichkeit, dal die polaren N-PAK in das

Grundwasser ausgewaschen wurden.

Tab. 4: PAK und Hetero-PAK in den Realkontaminationen [mg/kg]
Teerdl- Teerdl- Gaswerks- Rustung s- Rustungs-
Altlast 1 Altlast 2 Altlast Altlast 1 altlast 2

Z EPA-PAK 1028,7 1419,9 258,7 12223 87,2

2 Hetero-PAK 194,6 78,2 13,6 116,7 18,0

Z N-PAK 35,7 19,3 0,1 27,2 5,2

2 S-PAK 54,2 32,2 13,5 59,3 7,3

Z 0O-PAK 104,7 26,7 0,0 30,2 5,5

2 Metaboliten 1,2 30,9 2,7 8,9 4,9

Die durch die Kationenaustausch-SPE erreichte Trennung von neutralen und
basischen N-PAK wird in Abb. 7 anhand der GC-MSD-SIM-Chromatogramme der
entsprechenden Fraktionen der Teer6l-Altlast 2 verdeutlicht. In der neutralen
Fraktion (Abb. 7a) wurden neutrale 2- bis 4-Ring N-PAK wie Carbazol (m/z 167),
Benzocarbazole (m/z 217) und Cyano-PAK (m/z 153, 203) nachgewiesen. Zusétzlich
wurden PAK-Metaboliten mit Keton- und Chinonstruktur wie 9,10-Anthrachinon
(m/z 208), Cyclopenta[def]phenanthrenon (m/z 204) und Benz[de]anthracen-7-on
(m/z 230) identifiziert. In der basischen Fraktion (Abb. 7b) wurden 2- bis 4-Ring
N-PAK wie Chinolin, Benzochinoline (m/z 179), Dibenzochinoline (m/z 203, 229) und
alkylierte Derivate (m/z 143, 181, 217) nachgewiesen. Die Trennung der N-PAK

mittels Kationenaustausch-SPE erméglicht die genaue Identifizierung bzw. Klassifi-
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Abb. 7: GC-MSD-SIM-Chromatogramme der Teerdl-Altlast 2: lonenspuren ausgewahlter
N-PAK und Metaboliten und Strukturformeln mdglicher Isomere
a) neutrale Fraktion b) basische Fraktion

zierung neutraler und basischer Isomere mit nahezu identischen MS-Spektren.
Beispielhaft wird diese Klassifizierung in Abb. 7a und b anhand der lonenspuren

m/z 167, 181, 203, und 217 und der dargestellten isomeren Strukturen verdeutlicht.
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4.2 Microtox®-Test

Die Durchfiihrung des Leuchtbakterientests mit Photobacterium phosphoreum wird in
den Deutschen Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung beschrieben (DIN 38 412 - L34, 1989). Wahrend Wasserproben nach
Neutralisation, Aufsalzung und Verdinnung direkt zum Test eingesetzt werden
kénnen, ist fur die Untersuchung von Bodenproben eine methodische Adaption
erforderlich. In der Regel werden waldrige Eluate zum Test eingesetzt, ausgehend
von der Theorie, daf3 nur der bioverfugbare Anteil einer Kontamination toxikologische
Relevanz besitzt (GUNKEL et al.,, 1993). Dagegen kann durch den Einsatz
organischer Losungsmittelextrakte die maximal mégliche Toxizitat bestimmt werden
(RONNPAGEL et al., 1995). In einem Extraktionsmittelvergleich zeigten Ho und QUINN
(1993), dal3 sich durch Extraktion von Sedimentproben mit Aceton die hdchstmog-
liche Toxizitat (Microtox®-Test) extrahieren lieR. KwaAN und DUTKA (1990) ermittelten
dagegen Methanol als das Extraktionsmittel fir Sedimentproben, das die hdchste
Toxizitat extrahierte. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl waldrige Eluate als
auch Methanol-Extrakte in den Verdinnungen G1 bis G24 zum Microtox®-Test

eingesetzt (Arbeitsvorschrift s. 9.3.7).

4.3 Statistik

Im Rahmen der Abbauversuche wurden Unterschiede im Abbauverhalten einer
Substanz in unterschiedlich kontaminierten Ansétzen durch den Vergleich der Mittel-
werte festgestellt. Dazu wurden die Einzelwerte einem AusreiRertest nach Grubbs
sowie die Varianzen einem F-Test unterzogen. AnschlieRend wurde das Signifikanz-
niveau fur die Hypothese, dal’ ein Unterschied zwischen den unterschiedlich konta-
minierten Ansatzen vorhanden ist, mittels T-Test berechnet (SACHs, 1997).

Fur die Korrelation der Ergebnisse chemischer und o6kotoxikologischer Analytik
wurde die verteilungsunabhangige Spearman-Rank-Korrelation eingesetzt, die als
Abhangigkeitsmal® fur nichtlineare Zusammenhange dienen kann (SAcHs, 1997).
Auch die Abhéangigkeit der Abbaureihenfolge von PAK und Hetero-PAK von ihren
jeweiligen Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten wurde mittels Spearman-Rank-

Korrelation untersucht.
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5 Mikrobieller Abbau eines komplexen PAK- bzw. Hetero-PAK-

Gemisches - Abbaustudie 1

5.1 Durchfihrung

Der Ah-Horizont/Kompost-Modellboden wurde mit den in Tab.5 aufgefihrten
typischen Teer0l-PAK bzw. Teerdl-Hetero-PAK in den angegebenen Konzentra-
tionen dotiert. Die unterschiedlich kontaminierten Bodensysteme - im folgenden
-PAK*, .NSO* bzw. ,PAK+NSO“ genannt - wurden dabei jeweils dreifach angesetzt
(Durchfihrung s. 9.7.2). Die Proben wurden wie unter 9.7.3 beschrieben gelagert
und nach 24 Stunden (0.Tag) sowie nach 6, 13, 20, 30, 48, 64, 83, 111 und 203
Tagen wie unter 9.7.3 beschrieben untersucht.

Tab. 5: Ausgangskonzentrationen der PAK und Hetero-PAK in den verschiedenen
Bodensystemen [mg/kg]

Verbindung » PAK* » NSO* »PAK + NSO*
(Anzahl kondensierter Ringe) [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
PAK:

Naphthalin (2) 399,6 - 399,6
Acenaphthen (3) 202,3 - 202,3
Fluoren (3) 204,2 - 204,2
Phenanthren (3) 300,4 - 300,4
Anthracen (3) 195,8 - 195,8
Fluoranthen (4) 250,8 - 250,8
Pyren (4) 174,6 - 174,6
Benz[a]anthracen (4) 58,1 - 58,1
Benzo[a]pyren (5) 75,4 - 75,4
Hetero-PAK: -

Indol (2) - 76,0 76,0
Chinolin (2) - 76,6 76,6
Benzothiophen (2) - 75,0 75,0
Benzofuran (2) - 175,9 175,9
Carbazol (3) - 1741 1741
Acridin (3) - 77,1 77,1
Dibenzothiophen (3) - 74,6 74,6
Dibenzofuran (3) - 175,9 175,9
1-Cyanonaphthalin (2) - 52,9 52,9

9-Cyanoanthracen (3) - 50,6 50,6
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5.2 Ergebnisse der PAK- und Hetero-PAK-Analytik

5.2.1 EinflulR der Hetero-PAK auf den PAK-Abbau

Wahrend der Untersuchungszeit von 203 Tagen wurden alle neun PAK in den PAK-
kontaminierten Bodensystemen (,PAK") sowie den PAK- und Hetero-PAK-kontami-
nierten Bodensystemen (,PAK+NSQO") teilweise oder vollstandig abgebaut. Dabei
wurde ein hemmender Effekt der Hetero-PAK auf den PAK-Abbau festgestellt, wenn

eine der drei folgenden Abbau-GréRen eine Anderung zeigte:

1. Verlangerung der Lag-Phase
2. Verringerung der Abbaurate

3. Anstieg der Restkontamination am Ende des Untersuchungszeitraums

In Tab. 6 sind exemplarisch die PAK-Konzentrationen aller PAK am 0. und am 111.
Tag dargestellt (Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 33). Nur Naphthalin wurde bis zu
diesem Zeitpunkt in beiden Bodensystemen vollstandig abgebaut. Allerdings wurde
Naphthalin in den ,PAK"-Bodensystemen innerhalb von 48 Tagen abgebaut,

wahrend der Abbau in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen 111 Tage dauerte (s. auch

Tab. 6: PAK-Konzentration in den ,PAK"- und ,PAK+NSO"-Bodensystemen nach O bzw.

111 Tagen
Verbindung 0. Tag 111. Tag
(kondensierte Ringe) » PAK" - PAK + NSO*
C dotiert [mg/kg] c analysiert 2 (Prozent b) c analysiert 2 (Prozent b)
[mg/kg (%)] [mg/kg (%)]
Naphthalin (2) 399,6 n.n. (0) n.n. (0)
Acenaphthen (3) 202,3 n.n. (0)* 51+ 1,6 (25,0)*
Fluoren (3) 204,2 n.n. (0)* 145 + 34,2 (70,8)*

Phenanthren (3) 300,4 5 +3,9(1,5* 279 +7,9 (92,9)*
Anthracen (3) 195,8 23 + 26,7 (11,5)* 184 + 6,1 (94,1)*
Fluoranthen (4) 250,8 48 + 53,4 (19,0)* 234 £ 9,8 (93,5)*
Pyren (4) 174,6 39 + 43,8 (22,2)* 158 + 3,6 (90,7)*
Benz[a]anthracen (4) 58,1 33 +18,0 (57,0) 52 + 2,0 (88,6)

Benzo[a]pyren (5) 75,4 69 £ 4,2 (92,0) 69 +3,2(91,4)

29 PAK 1861 216 + 148 (11,6)* 1172 + 38 (63,0)*

a

b

Mittelwert £ Standardabweichung (n = 3)
Prozent der dotierten Konzentration

n.n.: nicht nachweisbar: < 1 % der Ausgangskontamination

* Konzentrationen in den Bodensystemen ,PAK" und ,PAK+NSO*" sind signifikant verschieden (T-

Test, a = 0,05; Signifikanzniveau s. 9.7.5, Tab. 33)
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Abb. 8a). Entsprechend wurde der Abbau der drei- und vierkernigen PAK in Gegen-
wart der Hetero-PAK verlangsamt. Wahrend im ,PAK“-Bodensystem nach 111 Ta-
gen Restgehalte zwischen 0 % (Acenaphthen und Fluoren) und 57 % (Benz[a]-
anthracen) der Ausgangskonzentrationen nachgewiesen wurden, waren die Restge-
halte im ,PAK+NSO“-Bodensystem zu diesem Zeitpunkt héher. In letzterem Boden-
system wurde mit Konzentrationen an Phenanthren, Anthracen bzw. der vierkernigen
PAK zwischen 89 % und 94 % kein bzw. nur ein geringer Abbau festgestellt. Nur der
Abbau des funfkernigen Benzo[a]pyrens wurde bis zum 111. Tag nicht durch die
Hetero-PAK beeinflut. In beiden Bodensystemen wurden nahezu identische
Konzentrationen dieser Substanz nachgewiesen. Eine statistische Untersuchung der
Ergebnisse des 111. Tages zeigte, daf? mit Ausnahme von Naphthalin, Benz[a]an-
thracen und Benzo[a]pyren die PAK-Restkonzentrationen in den ,PAK+NSO"“-
Bodensystemen signifikant hoher waren als in den ,PAK“-Bodensystemen (T-Test,
a = 0,05; Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 33).

Exemplarisch ist der Abbau einiger ausgewahlter PAK - je eine Verbindung mit zwei,
drei, vier bzw. funf kondensierten Ringen - in den verschiedenen Bodensystemen in
Abb. 8 dargestellt. Naphthalin (Abb. 8a) wurde ohne Lag-Phase in beiden Boden-
systemen schnell abgebaut. Eine statistische Untersuchung der Daten ergab jedoch,
daR die Naphthalin-Gehalte am 20., 48. und 64. Tag in den ,PAK+NSO“-Boden-
systemen signifikant hoher waren als in den ,PAK“-Bodensystemen (T-Test,
a€= 0,05; s. schwarz markierte Datenpunkte in Abb. 8a).

Exemplarisch fr den stark durch die Gegenwart der Hetero-PAK beeinflul3ten
Abbau der dreikernigen PAK ist der Fluoren-Abbau in Abb. 8b dargestellt. In den
.,PAK*“-Bodensystemen wurde Fluoren nach einer Lag-Phase von ca. 13 Tagen
innerhalb der folgenden 35 Tage bis zu einem Restgehalt von 49 mg/kg (24 % der
Ausgangskonzentration) abgebaut. Nach 111 Tagen war in diesen Ansatzen kein
Fluoren mehr nachweisbar. Dagegen zeigte Fluoren in den ,PAK+NSO“-Boden-
systemen eine bis zum 30. Tag verlangerte Lag-Phase und eine verlangsamte
Abbaurate. Mit Ausnahme des 13. und 203. Untersuchungstages wurde der Fluoren-
Abbau durch die Hetero-PAK signifikant verlangsamt (T-Test, a€= 0,05).

Auch der Abbau der vier- und finfkernigen PAK wurde durch die Gegenwart der

Hetero-PAK gehemmt, wenn auch in geringerem Ausmalfl als der Abbau der dreiker-
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Abb. 8: Konzentrationsverlaufe von PAK in den ,PAK*‘ und den ,PAK+NSO“-
Bodensystemen a) Naphthalin, b) Fluoren, c) Fluoranthen, d) Benzo[a]pyren
(schwarz markierte Datenpunkte: Unterschiede zwischen ,PAK" und ,PAK+NSO*
sind signifikant; T-Test, a = 0,05; SN s. 9.7.5, Tab. 33)

nigen PAK. Die Lag-Phase des exemplarisch fir die vierkernigen PAK dargestellten
Fluoranthen-Abbaus (Abb. 8c) von 48 Tagen in den ,PAK"“-Bodensystemen wurde in
Gegenwart der Hetero-PAK bis zum 111. Tag verlangert; nach den Lag-Phasen folg-
te in beiden Bodensystemen ein schneller Abbau. Am 111. Tag war die Hemmung
des Fluoranthen-Abbaus durch die Hetero-PAK signifikant.

Bei Benzo[a]pyren (Abb. 8d) wurden in beiden Bodensystemen bis zum 111. Tag nur

geringe Verluste beobachtet. Nach 203 Tagen waren die in den ,PAK+NSO"-Boden
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systemen bestimmten Benzo[a]pyren-Gehalte jedoch signifikant hoher als die
Gehalte in den ,PAK“-Bodensystemen, so dal3 eine Hemmung des Benzo[a]pyren-
Abbaus durch die Hetero-PAK nachgewiesen werden konnte.

Obwohl der Abbau aller PAK durch die Hetero-PAK signifikant gehemmt wurde,
wurde in beiden Bodensystemen die gleiche durch die Anzahl kondensierter Ringe
bedingte Abbaureihenfolge der PAK beobachtet (Tab. 7, s. 5.2.2). Im Gegensatz zu
den zwei- und dreikernigen PAK wurde keiner der vier- bis finfkernigen PAK inner-
halb des Untersuchungszeitraumes von 203 Tagen in einem der Bodensysteme
vollstdndig abgebaut. Eine am 111. und 203. Untersuchungstag an die Lésungs-
mittelextraktion angeschlossene alkalische Hydrolyse der Bodenmatrix flhrte zu
keinen wesentlich erhéhten Extraktionsausbeuten der PAK (verseifbarer Anteil < 4 %

der Ausgangskonzentration; Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 33).

5.2.2 Abbau der Hetero-PAK
Der Hetero-PAK-Abbau wurde in den ,NSO"- und den ,PAK+NSO“-Bodensystemen

untersucht. Im Gegensatz zum PAK-Abbau zeigte sich der Hetero-PAK-Abbau nicht
nur abhangig von der Anzahl der kondensierten Ringe, sondern auch von der Art des
Hetero-Atoms. Wahrend die strukturanalogen N-PAK und O-PAK &hnliche
Abbauraten aufwiesen, fuhrte der Ersatz des Stickstoff- bzw. Sauerstoffatoms durch
ein Schwefelatom zu einer Verringerung der Abbaurate (Abb. 9). So wurde Benzo-
thiophen langsamer abgebaut als Indol und Benzofuran, Dibenzothiophen langsamer

als Carbazol und Dibenzofuran (Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 34).

Der Abbau der dargestellten zweikernigen Hetero-PAK Indol, Benzothiophen und
Benzofuran wurde in Gegenwart der PAK in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen gar
nicht oder nur geringfigig beeinflul3t; der des ebenfalls zweikernigen Chinolins
(Abb. 10a) war in Gegenwart der PAK deutlich langsamer als in den ,NSO*“-Boden-
systemen. Die Lag-Phase des Chinolin-Abbaus betrug in den ,NSO“-Bodensystemen
6 Tage, in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen 20 Tage; in beiden Boden systemen
folgte ein schneller Abbau. Zwischen dem 13. und 48. Untersuchungstag waren die
Chinolin-Gehalte der ,PAK+NSO“-Bodensysteme signifikant hoher als in den ,NSO"“-
Bodensystemen (T-Test, a = 0,05).

Anders als bei den zweikernigen Hetero-PAK wurde der Abbau aller dreikernigen
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Abb. 9: Konzentrationsverlaufe strukturanaloger stickstoff-, schwefel- und sauerstoff-
haltiger Hetero-PAK mit zwei bzw. drei kondensierten Ringen in den ,NSO“-
Bodensystemen

Hetero-PAK - wenn auch in stark unterschiedlichem MaRe - durch die PAK beein-
fludt. So wurde eine deutliche Hemmung des Carbazol-Abbaus und des Dibenzo-
furan-Abbaus in Gegenwart der PAK beobachtet. In Abb. 10b sind exemplarisch die
Konzentrationsverlaufe des Carbazol-Abbaus in den unterschiedlichen Boden-
systemen dargestellt. In den ,NSO"-Bodensystemen wurde Carbazol nach einer Lag-
Phase von 20 Tagen bis zum 64. Tag vollstandig abgebaut, in den ,PAK+NSO*-
Bodensystemen dauerte die Lag-Phase 64 Tage, anschlie3end folgte ein kontinuier-
lich langsamer Abbau Uber den gesamten Untersuchungszeitraum.

Dibenzothiophen (Abb. 10c) zeigte in den ,NSO*-Bodensystemen nach einer Lag-
Phase von 20 Tagen einen deutlichen Abbau, der zwischen dem 64. und 111. Unter-
suchungstag bei 38 - 43 mg/kg (51-58 % der Ausgangskonzentration) stagnierte. Bis
zum Ende des Untersuchungszeitraums wurde Dibenzothiophen fast vollstandig
abgebaut. Dagegen wurden in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen bis zum 111. Tag
deutlich héhere Dibenzothiophen-Konzentrationen nachgewiesen. Bis zum 203.
Untersuchungstag kam es zu einem vollstdndigen Abbau des Dibenzothiophen.

Das dreikernige basische Acridin zeigte eine gro3e Persistenz (Abb. 10d). In beiden

Bodensystemen wurden am 111. Tag ca. 90 % der Ausgangskonzentration nach-
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Abb. 10: Konzentrationsverlaufe von Hetero-PAK in den ,NSO“- und den ,PAK+NSO“-

Bodensystemen a) Chinolin,

b) Carbazol, c) Dibenzothiophen,

d) Acridin

(schwarz markierte Datenpunkte: Unterschiede zwischen ,NSO* und ,PAK+NSO*
sind signifikant; T-Test, a = 0,05; SN s. 9.7.5, Tab. 34)

gewiesen, bis zum Ende des Untersuchungszeitraums nahmen die extrahierbaren
Acridin-Gehalte auf 75 % (,NSO") bzw. 60 % (,PAK+NSO") ab. Zusatzlich zu diesen

hohen extrahierbaren Acridin-Gehalten konnten mittels einer am 111. und 203.

Untersuchungstag durchgefiihrten alkalischen Hydrolyse der Bodenmatrix hohe

gebundene Acridin-Gehalte freigesetzt werden (Abb. 11). So stieg der gebundene
Acridin-Anteil in den ,NSO“-Bodensystemen von 13 % (111. Tag) auf 27 %
(203. Tag) der Ausgangskonzentration, in den ,PAK+NSO"“- Bodenystemen von 2 %
(111. Tag) auf 20 % (203. Tag). Mit summarischen Gehalten von 102 % der Aus-




5 Mikrobieller Abbau eines komplexen PAK- bzw. Hetero-PAK-Gemisches - Abbaustudie 1 45

"NSQ" "PAK+NSO"
100 -
| m—
80 mverseifbar i
O extrahierbar
S 60 ] L
=
=)
3]
< 40 _— -
20 +
0 } |
111 203 Zeit [Tage] 111 203

Abb. 11: Extrahierbare und verseifbare Acridin-Gehalte in den ,NSO“- und ,PAK+NSO*“-
Bodensystemen am 111. und 203. Untersuchungstag

gangskonzentration (,NSO“) bzw. 78 % (,PAK+NSO") konnte innerhalb von
203 Tagen somit kein bzw. nur ein geringer Acridin-Abbau nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse aller anderen Hetero-PAK wurden gar nicht oder nur zu einem
geringen Mafl3e durch die alkalische Hydrolyse beeinflu3t (verseifbarer Anteil < 4 %

der Ausgangskonzentration; Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 34).

1-Cyanonaphthalin und 9-Cyanoanthracen wurden in beiden Bodensystemen abge-
baut (Abb. 12), zeigten jedoch eine hohere Persistenz als vergleichbare unsubstitu-
ierte PAK oder Hetero-PAK mit derselben Anzahl kondensierter Ringe. Anders als
die anderen zweikernigen PAK und Hetero-PAK, die ohne oder mit kurzer Lag-Phase
abgebaut wurden (Abb. 8, Abb. 9 und Abb. 10), wies der 1-Cyanonaphthalin-Abbau
eine Lag-Phase von 48 Tagen (,NSO) bzw. 64 Tagen (,PAK+NSQO") auf. Erst nach
203 Tagen war der Abbau des 1-Cyanonaphthalin vollstandig (Abb. 12a).

Entsprechender Vergleich gilt fur 9-Cyanoanthracen, dessen Abbau eine Lag-Phase
von 83 (,NSO") bzw. 111 Tagen (,PAK+NSO") aufwies. Vergleichbar lange Lag-
Phasen zeigten von den dreikernigen Verbindungen nur Phenanthren und Anthracen
in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen; eine noch groRere Persistenz als

9-Cyanoanthracen wies nur Acridin auf. Wahrend 9-Cyanoanthracen in den ,NSO*-
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Abb. 12: Konzentrationsverlaufe von Hetero-PAK in den ,NSO“ und den ,PAK+NSO“-
Bodensystemen a) 1-Cyanonaphthalin, b) 9-Cyanoanthracen (schwarz markierte
Datenpunkte: Unterschiede zwischen ,NSO* und ,PAK+NSO* sind signifikant; T-
Test, a = 0,05; SN s. 9.7.5, Tab. 34)

Bodensystemen innerhalb von 203 Tagen fast vollstandig abgebaut wurde, wurden
in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen Restgehalte von 53 % der Ausgangkontamina-

tion nachgewiesen (Abb. 12b).
Zusammenfassend ist die Reihenfolge der Abbaubarkeit der PAK und Hetero-PAK in

den verschiedenen Bodensystemen in Tab. 7 dargestellt.

Tab. 7: Abbaureihenfolge von PAK und Hetero-PAK in den verschiedenen Boden-

systemen
Bodensystem Reihenfolge der Abbaubarkeit
leicht abbaubar bis schwer abbaubar

PAK:

SPPAKY Naphthalin > Acenaphthen = Fluoren = Phenanthren > Anthracen > Fluoranthen =
Pyren > Benz[a]anthracen > Benzo[a]pyren

Hetero-PAK:

NSO* Indol = Benzofuran = Chinolin > Benzothiophen > Dibenzofuran = Carbazol >
Dibenzothiophen = 1-Cyanonaphthalin > 9-Cyanoanthracen > Acridin

PAK und Hetero-PAK:

»PAK+NSO* Indol = Benzofuran > Naphthalin = Benzothiophen > Chinolin > Acenaphthen >
Dibenzofuran = Carbazol > Fluoren = Dibenzothiophen = 1-Cyanonaphthalin >

H

Phenanthren = Anthracen = Fluoranthen = Pyren > 9-Cyanoanthracen = Acridin
Benz[a]anthracen > Benzo[a]pyren

>: leichter abbaubar als; =: vergleichbare Abbaubarkeit
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5.2.3 Summarischer PAK- und Hetero-PAK-Abbau

Die Konzentrationsverlaufe der gesamtextrahierbaren PAK und Hetero-PAK sind in
Abb. 13 dargestellt. Da jeder einzelne PAK im ,PAK*-Bodensystem schneller abge-
baut wurde, nahm in diesen Bodensystemen der Gesamt-PAK-Gehalt von
1861 mg/kg insgesamt schneller auf 216 mg/kg nach 111 Tagen bzw. 57 mg/kg nach
203 Tagen ab. In den ,PAK+NSO“-Bodensystemen waren dagegen Gesamt-PAK-
Gehalte von 1172 mg/kg nach 111 Tagen bzw. 151 mg/kg nach 203 Tagen nach-
weisbar. Eine statistische Auswertung ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Bodensystemen am 20. Tag sowie zwischen dem 48. und 111. Tag (T-Test,
a€= 0,05, Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 33).

Ein ahnliches Ergebnis ergab sich fur die Gesamt-Hetero-PAK-Gehalte. Wahrend
die Ausgangskontamination von 1009 mg/kg Hetero-PAK in den ,NSO“-Boden-
systemen auf Gehalte von 256 mg/kg (48. Tag) bzw. 141 mg/kg (111. Tag) abnahm,
wurden in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen 574 mg/kg (48. Tag) bzw. 390 mg/kg
(111. Tag) nachgewiesen. Zwischen dem 13. und 111. Tag unterschieden sich die
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2
£ ——PAK in "PAK+NSO"
= 1000
5
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5
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Abb. 13: Konzentrationsverlaufe der gesamtextrahierbaren PAK- und Hetero-PAK-Gehalte
in den ,PAK"“, ,NSO"- und ,PAK+NSO“-Bodensystemen (schwarz markierte
Datenpunkte: Unterschiede zwischen Bodensystemen sind signifikant; T-Test, a
=0,05; SN s. 9.7.5, Tab. 33 und Tab. 34)



5 Mikrobieller Abbau eines komplexen PAK- bzw. Hetero-PAK-Gemisches - Abbaustudie 1 48

Hetero-PAK-Gehalte signifikant. Am Ende des Untersuchungszeitraumes wurden mit
62 mg/kg (,NSO*) bzw. 73 mg/kg (,PAK+NSO*) in der GroRenordnung vergleichbare
Hetero-PAK-Gehalte nachgewiesen (Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 34).

Um die eigentliche Abbauleistung der Bodensysteme mit unterschiedlicher Gesamt-
kontamination zu vergleichen, sind in Abb. 14 die jeweiligen Summen der abgebau-
ten PAK und/oder Hetero-PAK dargestellt. Vom 6. bis zum 20. Tag war die absolute
Abbaurate in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen hoher als in den ,PAK“-Boden-
systemen, was mit dem hoherem Gehalt an leicht verdampfbaren zweikernigen
Verbindungen in den ,PAK+NSO*-Bodensystemen erklart werden kann. Im Anschluf3
nahm die Abbaurate der ,NSO“-Bodensysteme, bedingt durch die Anndherung an
die maximal abbaubare Menge ab. Die Abbaurate der ,PAK+NSO"-Bodensysteme
nahm nach dem 48. Tag ab. Dieser Effektivitatsverlust des Abbaus war im Vergleich
mit den ,PAK“-Bodensystemen am 64. und 111. Tag signifikant (T-Test, a = 0,05).
Erst nach dem 111. Tag stieg die Abbaurate in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen

wieder an (Einzelergebnisse s. 9.7.5, Tab. 35).

3000 \
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é ——"NSO"
a
% 1500 —a—"PAK+NSO"
g
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E ---O-- "NSO" max
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= ---A--- "PAK+NSQO" max.

0
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Abb. 14: Gesamtabgebaute Konzentrationen in den verschiedenen Bodensystemen;
(gestrichelte Linien: Gesamtkontamination; schwarz markierte Datenpunkte:
Unterschiede zwischen ,PAK" und ,PAK+NSO“ sind signifikant; T-Test,
0€=0,05; SN s. 9.7.5, Tab. 35)
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5.3 Ergebnisse der Metaboliten-Analytik

5.3.1 Identifizierte PAK- und Hetero-PAK-Metaboliten

Die ldentifizierung von PAK- und Hetero-PAK-Metaboliten erfolgte mittels HPLC-
DAD und GC-MSD. Abb. 15 zeigt die Chromatogramme der SPE-Fraktion 2 eines

17 16
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5 10 15 20 25 30 35 40 45

Retentionszeit [min]

16

b)
4 17 Cue
26
Cia
ClG . .
\ Ricinolsaure
7 15
12
13 Ciga \27
22
28
Wm 1 | 23 LﬂAN
L,NUK‘ ) ‘W__Ak ‘ ! j M : LMMA ‘ JJJ‘
20 25 30 35 40 45 50

Retentionszeit [min]

Abb. 15: Chromatogramme der SPE-Fraktion 2 eines ,PAK“-Bodensystems nach 48
Tagen (Nr. der Verbindungen s. Tab. 8, Cy4: Tetradecansaure, Cys: Hexadecan-
saure, Cig: Octadecansaure, Cig;: Octadecensaure) a) HPLC-DAD-Chromato-
gramm (A€= 251 nm) b) GC-MSD-Chromatogramm, TMS-Derivate
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.PAK"“-Bodensystems nach 48 Tagen. Diese Chromatogramme verdeutlichen die
komplexe Zusammensetzung derartiger Bodenfraktionen. Neben den identifizierten
PAK-Metaboliten enthélt die Fraktion eine Vielzahl weiterer Verbindungen, bei denen
es sich zum Teil um nicht identifizierte PAK-Metaboliten handelt, zum anderen um
bodenoriginare Verbindungen wie langkettige aliphatische Carbonséauren (Abb. 15b).
In Tab. 8 sind alle im Rahmen der Abbaustudie identifizierten Metaboliten mit ihren
charakteristischen chromatographischen und spektroskopischen Daten
zusammengefaldt. Zur Identifizierung dienten Referenzsubstanzen, mit denen die
vorliegenden Verbindungen Uber ihre UV- und/oder MSD-Spektiren sowie ihre
Retentionszeiten verglichen wurden. Weitere Metaboliten wurden durch MSD-
Spektrenvergleich mit Literaturdaten sowie mit Hilfe eines Fragmentierungsschemas
von TMS-Derivaten identifiziert (ZINK und LORBER, 1995).

Es wurde eine Vielzahl von Metaboliten verschiedener Strukturgruppen - Hydroxy-
und Dihydroxyverbindungen, Ketone, Chinone, Sauren, Lactone und Anhydride -
identifiziert. Die Verbindungen, die bisher nicht in Bodenabbaustudien nachgewiesen
worden waren, sind in Tab. 8 mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die UV- und MSD-
Spektren dieser Verbindungen finden sich in 9.9.

Quantifiziert wurden nur die uber HPLC-DAD nachgewiesenen Substanzen, zu
denen Referenzsubstanzen vorlagen, sowie Dibenzothiophensulfoxid, das uber
einen oxidierten Dibenzothiophen-Standard indirekt quantifiziert wurde (Arbeits-
vorschrift s. 9.7.4).
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5.3.2 Konzentrationsverlaufe von PAK bzw. Hetero-PAK und ihren Metaboliten

in den verschiedenen Bodensystemen

In allen drei verschiedenen Bodensystemen wurden im Versuchszeitraum von 203
Tagen PAK- bzw. Hetero-PAK-Metaboliten identifiziert. Die Konzentrationsverlaufe
der mittels HPLC-DAD quantifizierten Verbindungen werden im folgenden in den
verschiedenen Bodensystemen in Korrelation zu den jeweiligen Ausgangsverbin-

dungen dargestellt (Einzelergebnisse s. 0; UV- und MSD-Spektren s. 9.9).

Metaboliten des Naphthalin-Abbaus

Als Metaboliten des Naphthalin-Abbaus wurden in den ,PAK“-Bodensystemen
Dihydroxydihydronaphthalin, 1-Hydroxynaphthalin und 2-Hydroxynaphthalin identifi-
ziert sowie 2,3-Dihydroxynaphthalin, bei dem es sich strukturell sowohl um ein
Produkt des Naphthalin- als auch des Anthracenabbaus handeln kann. In den

-PAK+NSO“-Bodensystemen wurden keine Naphthalin-Metaboliten identifiziert.

Metaboliten des Acenaphthen-Abbaus

In beiden mit Acenaphthen kontaminierten Bodensystemen wurden alle in Tab. 8
aufgefuhrten Acenaphthen-Abbauprodukte nachgewiesen. Die Konzentrationsver-
laufe von Acenaphthen und den quantifizierten Metaboliten 1,2-Acenaphthenchinon
und 1,8-Naphthalsaureanhydrid sind in Abb. 16a dargestellt. In den ,PAK“-Boden-
systemen korrelierte das kurzzeitige Konzentrationsmaximum von 7,3 mg/kg
1,2-Acenaphthenchinon (30. Tag) gut mit der maximalen Abbaurate des Acenaph-
then. Die zeitliche Verzogerung des Maximums von 1,8-Naphthalsaureanhydrid
(6,9 mg/kg am 64. Tag) ist durch den Abbauweg begrindet (s. 7.2.1, Abb. 26).
Dagegen reicherten sich beide Metaboliten in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen bis
zum vollstandigem Acenaphthen-Abbau an. Am 203. Tag wurden 18,1 mg/kg
1,2-Acenaphthenchinon bzw. 5,1 mg/kg 1,8-Naphthalsdureanhydrid nachgewiesen.

Metaboliten des Fluoren-Abbaus
In den ,PAK“-Bodensystemen wurden alle in Tab. 8 aufgeflhrten Fluoren-Meta-
boliten nachgewiesen. In den ,PAK+NSO“-Bodensystemen wurden diese Verbindun-

gen mit Ausnahme von 1-Indanon nachgewiesen. In den ,PAK“-Bodensystemen
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Abb. 16: Konzentrationsverlaufe von PAK und ihren Metaboliten in den ,PAK“- und

-PAK+NSO"“-Bodensystemen

a) Acenaphthen (ACE), 1,2-Acenaphthenchinon (ACE-chinon), 1,8-Naphthal-
saureanhydrid (NAP-séureanh.)

b) Fluoren (FLU), 9-Fluorenon (FLU-on), 4-Hydroxy-9-fluorenon (OH-FLU-on)

¢) Phenanthren (PHE), 9,10-Phenanthrenchinon (PHE-chinon)
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korrelierte das Konzentrationsmaximum von 8,6 mg/kg 9-Fluorenon am 30.Tag gut
mit der maximalen Abbaurate des Fluoren (Abb. 16b). Die zeitliche Verzégerung des
Maximums des 4-Hydroxy-9-fluorenon ist durch den Abbauweg zu erklaren (s. 7.2.1,
Abb. 27). 4-Hydroxy-9-fluorenon ist vergleichsweise persistent. Wahrend Fluoren
bereits am 111. Tag vollstandig abgebaut war, konnten noch am 203. Tag 2,1 mg/kg
4-Hydroxy-9-fluorenon nachgewiesen werden. In den ,PAK+NSO“-Bodensystemen
verzdgerte sich, entsprechend dem langsameren Fluoren-Abbau, auch die Bildung
von 9-Fluorenon (Konzentrationsmaximum 5,0 mg/kg am 64. Tag). 4-Hydroxy-
9-fluorenon wurde in diesen Ansatzen einmalig am 83. Tag mit 0,1 mg/kg nachge-

wiesen (nicht dargestellt).

Metaboliten des Phenanthren- bzw. Anthracen-Abbaus

In beiden mit Phenanthren bzw. Anthracen kontaminierten Bodensystemen wurden
- mit Ausnahme von 3-Hydroxy-2-naphthoesaure in den ,PAK+NSO“-Boden-
systemen - alle in Tab. 8 aufgefiihrten Abbauprodukte dieser Verbindungen nachge-
wiesen. Ob es sich bei den Hydroxy- und Dihydroxyverbindungen um Phenanthren-
oder Anthracen-Derivate handelt, lie3 sich mangels Referenzsubstanzen nicht
aufklaren, da isomere aromatische Verbindungen ublicherweise identische MSD-
Spektren aufweisen.

In den ,PAK“-Bodensystemen korrelierte der Phenanthren-Abbau gut mit dem
Konzentrationsverlauf von 9,10-Phenanthrenchinon (Abb. 16c). Das Maximum der
9,10-Phenanthrenchinon-Konzentration in den ,PAK+NSO“-Bodensystemen von
3,9 mg/kg am 111. Tag wurde vor dem Auftreten der maximalen Phenanthren-
Abbaurate festgestellt, was evt. darauf zurlckgefuhrt werden kann, dal3 zwischen
dem 111. und 203. Untersuchungstag keine Messungen durchgefuhrt wurden.

Die Konzentrationsverlaufe des Anthracen und seiner Metaboliten sind in Abb. 17
dargestellt. 9,10-Anthrachinon wurde in beiden Bodensystemen Uber den gesamten
Versuchszeitraum in Konzentrationen von 0,1 bis 1,5 mg/kg nachgewiesen. Das
Konzentrationsmaximum der 3-Hydroxy-2-naphthoesaure in den ,PAK“-Boden-
systemen von 0,9 mg/kg am 83. Tag korrelierte gut mit der maximalen Abbaurate
des Anthracen. In den ,PAK+NSO“-Bodensystemen wurde 3-Hydroxy-2-naphthoe-

saure nicht nachgewiesen.
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Abb. 17: Konzentrationsverlaufe von Anthracen und seinen Metaboliten in den ,PAK"- und
LPAK+NSO“-Bodensystemen: Anthracen (ANT), 9,10-Anthrachinon (ANT-
chinon), 3-Hydroxy-2-naphthoeséure (OH-NAP-séure)

Metaboliten des Fluoranthen- bzw. Pyren-Abbaus
In beiden mit Fluoranthen bzw. Pyren kontaminierten Bodensystemen konnten
Hydroxy- und Dihydroxy-Derivate von PAK der Masse 202 nachgewiesen werden,

die mangels Referenzsubstanzen nicht naher charakterisiert werden konnten.

Metaboliten des Benz[a]anthracen-Abbaus
In beiden mit Benz[a]anthracen kontaminierten Bodensystemen wurden geringe

Mengen an 7,12-Benz[a]anthrachinon mittels GC-MSD nachgewiesen.

Metaboliten des Benzo[a]pyren-Abbaus

Metaboliten des Benzo[a]pyren-Abbaus wurden nicht nachgewiesen.

Metaboliten des Chinolin-Abbaus
Das Chinolin-Abbauprodukt 2-Hydroxychinolin wurde einmalig am 30. Tag in den
-PAK-NSO"-Bodensystemen mit 0,8 mg/kg nachgewiesen.

Metaboliten des Dibenzothiophen-Abbaus
In beiden mit Dibenzothiophen kontaminierten Bodensystemen wurde Dibenzothio-
phensulfoxid nachgewiesen (Abb.18). In den ,NSO“Bodensystemen wurde

zwischenzeitlich eine starke Akkumulation des Metaboliten beobachtet. Hier lagen
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Abb. 18: Konzentrationsverlaufe von Dibenzothiophen und seinen Metaboliten in den
NSO“- bzw. ,PAK+NSO“-Bodensystemen: Dibenzothiophen (DBT), Dibenzo-
thiophensulfoxid (DBT-sulfoxid)

am 83. Tag mit 26 mg/kg Dibenzothiophensulfoxid 32 % des urspriinglich dotierten
Dibenzothiophen-Gehalts in Form des Metaboliten vor. Zum gleichen Zeitpunkt war
in diesen Bodensystemen eine Stagnation des Dibenzothiophen-Abbaus feststellbar.
In den ,PAK+NSO“-Bodensystemen wurden mit maximal 8,0 mg/kg (111. Tag)
deutlich geringere Dibenzothiophensulfoxid-Konzentrationen nachgewiesen. Das
Folgeprodukt Dibenzothiophensulfon konnte lediglich in den ,PAK+NSO®-Boden-
systemen am 83. Tag mit 0,1 mg/kg quantifiziert werden (nicht dargestellt).

Metaboliten des Indol-, Benzothiophen-, Benzofuran-, Carbazol-, Acridin-,
1-Cyanon aphthalin- bzw. 9-Cyanoanthracen-Abbaus
Metaboliten des Indol-, Benzothiophen-, Benzofuran-, Carbazol-, Acridin-, 1-Cyano-

naphthalin- bzw. 9-Cyanoanthracen-Abbaus konnten in keinem der Bodensysteme

identifiziert werden.

Metaboliten des Dibenzofuran-Abbaus
In den ,PAK+NSO"-Bodensystemen wurde Hydroxydibenzofuran nachgewiesen,

dessen Stellung nicht ndher charakterisiert werden konnte.
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5.4 Korrelation von chemischer Analytik und Microtox®-Test

5.4.1 Ergebnisse des Microtox®-Tests

In Abb. 19 ist die Lumineszenzhemmung der Methanol-Extrakte in der Verdinnung
G6 dargestellt. Je hoher die Gesamtkontamination, desto héher war die gemessene
Hemmung der Methanol-Extrakte am Beginn der Untersuchung. Im ,PAK“-Boden-
system nahm die anfangliche Hemmung von 39 % nach einem kurzen Anstieg am
6. Tag auf 10 % am 64. Tag ab und blieb danach unverandert. Im ,NSO“-Boden-
system betrug die anféngliche Hemmung 27 %. Zwischen dem 20.und 64. Tag
wurde eine Abnahme auf 14 % beobachtet, im Anschlul? stieg die Hemmung wieder
auf 24 % (83. Tag) bzw. 21 % (111. Tag) an. Die anfangliche Hemmung von 54 % im
-PAK+NSO“-Bodensystem veranderte sich im gesamten Versuchszeitraum nur

geringfugig (Einzelwerte s. 0).
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Abb. 19: Lumineszenzhemmung der Methanol-Extrakte in der Verdiinnung G6

Die Untersuchung der wafdrigen Eluate ergab, bedingt durch deren starke Eigenfar-
bung, keine reproduzierbaren Ergebnisse. Auch durch den Einsatz von Absorptions-
Korrektur-Kuvetten, die die Quantifizierung einer nichtphysiologischen Transmis-
sionsminderung durch Eigenfarbung der Testldsung erlauben (KLEIN, 1990), konnten
die Ergebnisse nicht verbessert werden. Die Einzelergebnisse wurden daher nicht in

die vorliegende Arbeit aufgenommen.
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5.4.2 Korrelation von Ausgangsverbindung en und To xizitat im Microtox®-Test

Die Lumineszenzhemmung im Microtox®-Test wird in Abb. 20 mit den Ergebnissen
der PAK- und Hetero-PAK-Analytik der Soxhlet-Extrakte (Dichlormethan) und der
Methanol-Extrakte korreliert. Die PAK- und Hetero-PAK-Gehalte in den Methanol-
Extrakten lagen durchschnittlich bei 73 % der mittels Soxhlet extrahierten Kontami-
nation und blieben fir jede einzelne Verbindung tber den Versuchszeitraum relativ
konstant (Einzelergebnisse s. 0). Die Gesamtkontamination des Bodens an PAK und
Hetero-PAK wurde somit durch den zum Microtox®-Test eingesetzten Methanol-
Extrakt gut reprasentiert (Pearson-Korrelation von Gehalten in Soxhlet- und
Methanol-Extrakt s. Tab. 9). Entsprechend konnte die Lumineszenzhemmung mit
den Ergebnissen beider Extrakte korreliert werden.

Fur das ,PAK“-Bodensystem ergab sich eine signifikante Spearman-Rank-Korrela-
tion von Lumineszenzhemmung und ~ PAK mit Korrelationskoeffizienten von 0,9048
(Dichlormethan-Extrakt) und 0,9286 (Methanol-Extrakt) (Tab. 9 und Abb. 20a). Mit
dem PAK-Abbau trat in diesem Bodensystem eine Minderung der Lumineszenz-
hemmung ein.

Im ,NSO“-Bodensystem trat eine Minderung der Lumineszenzhemmung zeitverzo-
gert zur Kontaminationsabnahme erst ab dem 20. Tag ein (Abb. 20b). Nach dem
64. Tag stagnierte die Hetero-PAK-Konzentration im Bodensystem nahezu, wahrend
die Toxizitat deutlich anstieg. Insgesamt ergab sich fur dieses Bodensystem ein
Korrelationskoeffizient von 0,6607 (Dichlormethan-Extrakt und Methanol-Extrakt).

Die in Abb. 20c dargestellten Verlaufe von Kontamination und Lumineszenzhem-
mung des ,PAK+NSO“-Bodensystems Kkorrelierten nicht miteinander (Rang-
Korrelationskoeffizient -0,1905). Wahrend in beiden Extrakten eine Abnahme der

summarischen Kontamination festgestellt wurde, blieb die Toxizitat nahezu konstant.

Tab. 9: Koeffizienten der Korrelation von Ausgangskontamination in Dichlormethan
(DCM)- und Methanol (MeOH)-Extrakten und Lumineszenzhemmung

Korrelation von - PAK" » NSO - PAK+NSO*
Kontamination in DCM- - MeOH-Extrakten 0,9900 0,9936 0,9830
(Pearson-Korrelation)

Kontamination im DCM-Extrakt -~ L.hemmung 0,9048 0,6607 -0,1905
(Spearman-Rank-Korrelation)

Kontamination im MeOH-Extrakt « L.hemmung 0,9286 0,6607 -0,1905

(Spearman-Rank-Korrelation)
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Abb. 20: Korrelation der Gesamtkontamination in Dichlormethan- (DCM) und Methanol-
(MeOH) -Extrakten mit der Lumineszenzhemmung der Methanol-Extrakte
(Verd. G6) in den Bodensystemen a) ,PAK", b) ,NSO*, ¢) ,PAK+NSO*
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5.4.3 Korrelation von Metaboliten und To xizitat im Microtox®-Test

Da in den zum Microtox®-Test eingesetzten Methanol-Extrakten neben PAK bzw.
Hetero-PAK auch Metaboliten enthalten waren (s. 9.7.9), werden in Abb. 21
Metaboliten-Gehalte in den Methanol-Extrakten und Lumineszenzhemmung Korre-
liert. Hierbei ist zu beachten, dal3 nicht alle mit Methanol extrahierten Metaboliten
identifiziert bzw. quantifiziert werden konnten.

Im ,PAK“-Bodensystem, in dem bereits PAK-Gehalte und Lumineszenzhemmung
sehr gut korrelierten (Abb. 20a), war keine direkte Korrelation von Metaboliten und
Lumineszenzhemmung erkennbar (Abb. 21a). Zum Zeitpunkt der Konzentrations-
maxima der Metaboliten am 20. Tag (1-Indanon), 30. Tag (1,2-Acenaphthenchinon,
9-Fluorenon) bzw. 48. Tag (4-Hydroxy-9-fluorenon) nahm die Lumineszenzhemmung
stetig ab.

Im ,NSO“-Bodensystem liel3en sich die Konzentrationen des einzig quantifizierten
Metaboliten Dibenzothiophensulfoxid und die Lumineszenzhemmung ebenfalls nicht
korrelieren (Abb. 21b). Zum Zeitpunkt des Konzentrationsmaximums des Dibenzo-
thiophensulfoxids am 64. Tag wies die Lumineszenzhemmung ein Minimum auf.
Lumineszenzhemmung und Konzentrationen der quantifizierten Metaboliten des
,PAK+NSO“-Bodensystems sind in Abb. 21c gegenlubergestellt. In diesem
Bodensystem, in dem die Toxizitat trotz abnehmender PAK- und Hetero-PAK-
Gehalte konstant blieb (Abb. 20c), wurden ansteigende Metaboliten-Gehalte in den

Methanol-Extrakten festgestellt.
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Abb. 21: Korrelation der Metaboliten in den Methanol-Extrakten (MeOH) mit der

Lumineszenzhemmung der Methanol-Extrakte (Verd. G6) in den Bodensystemen

a) ,PAK*, b) ,NSO*, ¢) ,PAK+NSO*
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6 Mikrobieller Abbau strukturanaloger PAK und Hetero-PAK
- Abbaustudie 2

6.1 Durchfihrung

Der Ah-Horizont/Kompost-Modellboden wurde mit den in Tab. 10 aufgefihrten
strukturanalogen PAK bzw. Hetero-PAK Fluoren, Carbazol, Dibenzothiophen und
Dibenzofuran in den angegebenen Konzentrationen dotiert. Die unterschiedlich
kontaminierten Bodensysteme - im folgenden ,FLU“, ,CAR*®, ,DBT*, ,DBF" und ,MIX*
genannt - wurden dabei jeweils dreifach angesetzt (Durchfuhrung s. 9.8.2). Die
Proben wurden wie unter 9.8.3 beschrieben gelagert und nach 24 Stunden (0.Tag)

sowie nach 7, 14, 28, 42, 61 und 82 Tagen wie unter 9.8.3 beschrieben untersucht.

Tab. 10:  Ausgangskonzentrationen der PAK und Hetero-PAK in den verschiedenen
Bodensystemen [mg/kg]

. FLU® »CAR" .DBT" .DBF* » MIX®

[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Fluoren 200,1 - - - 200,0
Carbazol - 200,8 - - 199,9
Dibenzothiophen - - 200,3 - 200,0
Dibenzofuran - - - 200,5 208,2

6.2 Ergebnisse der PAK- und Hetero-PAK-Analytik

6.2.1 Abbau der PAK und Hetero-PAK und g egenseitige Wechselwirkungen

Wahrend der Untersuchungszeit von 82 Tagen wurden alle vier PAK und Hetero-
PAK in den verschiedenen Bodensystemen teilweise oder vollstandig abgebaut. Die
Konzentrationsverlaufe der einzelnen Verbindungen in den einzeln- bzw. mischkon-
taminierten Bodensystemen sind in Abb. 22 dargestellt (Einzelergebnisse s. 0).
Fluoren (Abb. 22a) wurde in den ,FLU"“-Bodensystemen nach einer Lag-Phase von
7 Tagen bis zum 82. Tag vollstandig abgebaut. In den ,MIX*-Bodensystemen
verlangerte sich die Lag-Phase auf 14 Tage, danach folgte eine Konzentrations-
abnahme auf 14 mg/kg (7 % der Ausgangskonzentration) nach 82 Tagen. Eine
statistische Untersuchung der Daten ergab zwischen dem 14. und 61. Unter-

suchungstag signifikant hohere Fluorengehalte in den mischkontaminierten Boden-
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Abb. 22: Konzentrationsverlaufe von PAK und Hetero-PAK in den verschiedenen

Bodensystemen a) Fluoren, b) Carbazol, c) Dibenzothiophen, d) Dibenzofuran
(schwarz markierte Datenpunkte: Unterschiede zwischen den einzeln- und
mischkontaminierten Bodensystemen sind signifikant; T-Test, a = 0,05)

systemen und somit eine Hemmung des Fluoren-Abbaus durch die Hetero-PAK (T-

Test, a = 0,05, s. schwarz markierte Datenpunkte in Abb. 22a).

Carbazol wurde in beiden Bodensystemen nach einer 7-tagigen Lag-Phase abge-

baut, danach folgte ein signifikant schnellerer Carbazol-Abbau in den ,MIX"“-Boden-

systemen. Zwischen dem 28. und 61. Untersuchungstag wurden in den mischkonta-

minierten Bodensystemen jedoch signifikant hohere Carbazol-Gehalte nachge-

wiesen (Abb. 22b).

Ahnlich wie Carbazol wurde Dibenzothiophen nach einer in beiden Bodensystemen

14-tagigen Lag-Phase zunéachst bis zum 28. Untersuchungstag in den ,MIX"-Boden-
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systemen schneller abgebaut (Abb. 22c¢). Im Anschlul3 wurde der Dibenzothiophen-
Abbau in den mischkontaminierten Bodensystemen in Gegenwart der PAK bzw.
Hetero-PAK signifikant verlangsamt.

Dibenzofuran wurde nach einer in beiden Bodensystemen ca. 14-tdgigen Lag-Phase
in den ,DBF“-Bodensystemen schneller abgebaut (Abb. 22d). Zwischen dem 28. und
61. Untersuchungstag wurden in den mischkontaminierten Bodensystemen signifi-

kant hohere Dibenzofuran-Gehalte nachgewiesen (T-Test, a = 0,05).

6.2.2 Abbaureihenfolge der strukturanalogen PAK und Hetero-PAK

In Abb. 23 ist der Abbau der strukturanalogen Verbindungen in den verschiedenen
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Abb. 23: Konzentrationsverlaufe der PAK und Hetero-PAK a) einzelnkontaminierte
Bodensysteme b) mischkontaminierte Bodensysteme
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Bodensystemen dargestellt. Der unterschiedliche Konzentrationsverlauf verdeutlicht,
dal3 die Substitution des Cy-Atoms des Fluoren durch Stickstoff, Schwefel bzw.
Sauerstoff EinfluR auf die Abbaugeschwindigkeit der Verbindungen hat. In den
einzelnkontaminierten Bodensystemen (Abb. 23a) wurde durch den Einsatz
statistischer Tests die Abbaureihenfolge Fluoren > Carbazol > Dibenzofuran >>
Dibenzothiophen festgestellt. Dabei unterschieden sich die Fluoren-, Carbazol- und
Dibenzofuran-Gehalte nur am 14. Untersuchungstag signifikant. Signifikant hohere
Dibenzothiophen-Gehalte wurden zwischen dem 28. und 42. Untersuchungstag
nachgewiesen (T-Test, a€=0,05; Einzelwerte s. 0). In den mischkontaminierten
Ansétzen verschoben sich die relativen Abbaugeschwindigkeiten der einzelnen
Verbindungen zu folgender Abbaureihenfolge: Carbazol > Dibenzofuran > Fluoren >
Dibenzothiophen (Abb. 23b). Dabei unterschieden sich Carbazol- und Dibenzofuran-
Gehalte am 14., 28. und 61. Tag signifikant, Dibenzofuran- und Fluoren-Gehalte
zwischen dem 14. und 61. Tag sowie Fluoren- und Dibenzothiophen-Gehalte

zwischen dem 28. und 82. Tag (T-Test, a = 0,05; Einzelwerte s. 0).

6.3 Ergebnisse der Metaboliten-Analytik

Die ldentifizierung von Metaboliten der strukturanalogen Polyaromaten wurde mittels
HPLC-DAD und GC-MSD durchgefuhrt. Wéahrend aus dem Abbau von Fluoren und
Dibenzothiophen einige Metaboliten identifiziert werden konnten, gelang der

Nachweis von Metaboliten des Carbazol- bzw. Dibenzofuran-Abbaus nicht.

Quantifiziert wurden nur die uber HPLC-DAD nachgewiesenen Substanzen, zu
denen Referenzsubstanzen vorlagen, sowie Dibenzothiophensulfoxid, das uber
einen oxidierten Dibenzothiophen-Standard indirekt quantifiziert wurde (Arbeits-
vorschrift s. 9.7.4).

Metaboliten des Fluoren-Abbaus
In beiden mit Fluoren kontaminierten Bodensystemen wurde 9-Fluorenon nachge-
wiesen. Daneben wurden Spuren von 9-Hydroxyfluoren, 4-Hydroxy-9-fluorenon und

einem weiteren Hydroxyfluoren-Isomer (nicht 2- bzw. 9-Hydroxyfluoren) identifiziert,
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Abb. 24: Konzentrationsverlaufe von Fluoren (FLU) und 9-Fluorenon (FLU-on) in den
verschiedenen Bodensystemen

die jedoch nicht quantifiziert wurden. Abb. 24 zeigt die Konzentrationsverlaufe von
Fluoren und 9-Fluorenon in den verschiedenen Bodensystemen. Wahrend das
kurzzeitige Konzentrationsmaximum des 9-Fluorenon (5,4 mg/kg am 14. Tag) in den
-FLU“-Bodensystemen gut mit der maximalen Abbaurate des Fluoren-Abbaus
korrelierte, wurde in den ,MIX“-Bodensystemen eine dauerhafte Anreicherung von

9-Fluorenon auf Gehalte zwischen 2,1 und 3,1 mg/kg beobachtet.

Metaboliten des Dibenzothioph en-Abbaus

In beiden mit Dibenzothiophen kontaminierten Bodensystemen wurde Dibenzothio-
phensulfoxid nachgewiesen. Zusatzlich wurde Dibenzothiophensulfon in den misch-
kontaminierten Bodensytemen identifiziert. Die Konzentrationsverlaufe von Dibenzo-
thiophen und seinen Metaboliten sind in Abb. 25 dargestellt. In den ,DBT“-Boden-
systemen korrelierte das Konzentrationsmaximum von 3,2 mg/kg Dibenzothiophen-
sulfoxid am 28. Tag gut mit dem beginnenden Dibenzothiophen-Abbau. In den
mischkontaminierten Bodensystemen wurden hohe Dibenzothiophensulfoxid-
Gehalte nachgewiesen, die bis zum Ende des Untersuchungszeitraums jedoch
nahezu vollstéandig abgebaut wurden. Mit 24 mg/kg Dibenzothiophensulfoxid lagen
am 28.Tag 11 % des Dibenzothiophen in Form seines Metaboliten vor. Zum

Zeitpunkt des Konzentrationsmaximums verlangsamte sich der Dibenzothiophen-
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Abb. 25: Konzentrationsverlaufe von Dibenzothiophen (DBT), Dibenzothiophensulfoxid
(DBT-sulfoxid) und Dibenzothiophensulfon (DBT-sulfon) in den verschiedenen
Bodensystemen

Abbau. In den ,MIX“-Bodensystemen wurde Dibenzothiophensulfon als Folgeprodukt
des Dibenzothiophensulfoxids zwischen dem 28. und 61. Tag in Konzentrationen

< 1 mg/kg nachgewiesen.
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7 Diskussion

7.1 PAK-und Hetero-PAK-Abbau in den Modellbod ensystemen

7.1.1 Abbauder PAK

In allen untersuchten Modellbodensystemen wurden die eingesetzten zwei- bis funf-
kernigen PAK wahrend des Untersuchungszeitraums teilweise oder vollstandig
abgebaut. Dabei zeigte sich die biologische Abbaubarkeit als Funktion der Anzahl
kondensierter Ringe: Mit steigender Ringanzahl verringerte sich die Abbau-
geschwindigkeit der PAK.

In den ,PAK"-Bodensystemen waren innerhalb der dreikernigen PAK spharische
(Acenaphthen) und angulare Verbindungen (Fluoren, Phenanthren) leichter abbau-
bar als lineare PAK (Anthracen), unter den vierkernigen PAK wurden die sphérischen
Verbindungen Fluoranthen und Pyren schneller abgebaut als das angulare
Benz[a]anthracen. Diese Abbaureihenfolge steht der thermodynamischen Stabilitat
von PAK entgegen, wonach angulare PAK die hdchste und lineare PAK die gering-
ste Stabilitat aufweisen (BLUMER, 1976). Bereits BOSSERT und BARTHA (1986) erklar-
ten jedoch die bessere Abbaubarkeit von Phenanthren gegeniber Anthracen durch
die hohere Wasserloslichkeit des Phenanthren (1,29 mg/L; Anthracen: 0,07 mg/L,
MACKAY und SHIu, 1977) und dadurch bedingte bessere Bioverfligbarkeit. Auch
Fluoranthen und Pyren weisen mit 0,26 mg/L bzw. 0,14 mg/L hbéhere Wasserlos-
lichkeiten als Benz[a]anthracen (0,014 mg/L) auf (MACKAY und SHiu, 1977).

7.1.2 Abbau der Hetero-PAK

Innerhalb der Hetero-PAK zeigte sich die Abbaubarkeit nicht nur als Funktion der
Anzahl kondensierter Ringe, sondern auch abhangig von der Art und Einbindung des
Hetero-Atoms. In beiden in dieser Arbeit beschriebenen Abbaustudien wiesen
jeweils die strukturanalogen N- und O-PAK gleicher Ringanzahl (Indol und Benzo-
furan bzw. Carbazol und Dibenzofuran) vergleichbare Abbaugeschwindigkeiten auf,
wahrend die schwefelhaltigen Analoga Benzothiophen und Dibenzothiophen lang-
samer abgebaut wurden. Diese hdhere Persistenz schwefelhaltiger Aromaten ist ein

vielbeschriebenes Phanomen in diversen Umweltmatrizes: GUNDLACH et al. (1983)
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untersuchten schwefelhaltige Polyzyklen in gealtertem Rohdl nach der Amoco Cadiz-
Katastrophe und stellten eine hohe Langzeitstabilitat von alkylierten Dibenzo-
thiophenen fest. BERTHOU und VIGNIER (1986) beschrieben die Stabilitat von
Dibenzothiophenen gegeniber Photooxidation in mit verschiedenen Rohdélen konta-
minierten Meerwasserproben als Funktion des Alkylierungsgrades: Die Halbwerts-
zeiten der Verbindungen lagen zwischen 8 Tagen (Dibenzothiophen) und 2 Jahren
(Trimethyldibenzothiophen). FRIOCOURT et al. (1982) schlugen daher alkylierte
Dibenzothiophene als Marker fiir Olverschmutzungen vor. Untersuchungen zum
anaeroben Abbau verschiedener Aromaten in Grundwasser ergaben eine im
Vergleich zu stickstoff- und sauerstoffhaltigen Aromaten schlechtere Abbaubarkeit

der Schwefelaromaten (KUuHN und SUFLITA, 1989).

Innerhalb der N-PAK wiederum zeigte sich die Abbaubarkeit zusatzlich zur Anzahl
der Ringe abhangig von der Basizitdt der Verbindungen. So wurden die neutralen
Verbindungen Indol und Carbazol, bei denen das Stickstoff-Atom in einen flnf-
gliedrigen Pyrrol-Ring eingebunden ist, schneller abgebaut als die basischen, einen
Pyridin-Ring enthaltenden Analoga Chinolin und Acridin. Insbesondere Acridin zeigte
eine starke Persistenz in beiden Bodensystemen der Abbaustudie 1. Die Summe
des extrahierbaren und verseifbaren Acridin-Gehalts betrug nach 203 Tagen 102 %
(LNSO*) bzw. 80% (,PAK+NSO") der dotierten Ausgangskonzentration.
Entsprechend wurde Acridin gar nicht oder nur in einem fir eine dreikernige
Verbindung geringen Ausmald abgebaut.

Zur biologischen Abbaubarkeit von Acridin liegen nur wenige Literaturdaten vor.
KNEzoVICH et al. (1990) wiesen in einem Flussigkulturmedium unter verschiedenen
anaeroben Bedingungen den mikrobiellen Abbau von Acridin nach. Dagegen wurden
in einem teerdlkontaminierten Grundwasserleiter dreikernige basische N-PAK wie
Acridin nicht abgebaut (PEREIRA et al., 1987).

Ein limitierender Faktor fir den biologischen Abbau ist die Sorption von Kontami-
nanten an die Bodenmatrix Uber verschiedene Mechanismen wie Van-der-Waals-
Kréafte, lonenaustausch-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, Charge-
Transfer-Komplexe und hydrophobe Wechselwirkungen (BOLLAG et al., 1992; NOVAK
et al., 1995). Basische Stickstoffverbindungen wie Acridin und Chinolin kbnnen tber

Kationenaustausch-Wechselwirkungen stark an Béden und Tonmineralien sorbiert
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werden. Die pH-Abhangigkeit dieser Reaktion wurde von TRAINA und ONKEN (1991)
gezeigt: So verringerte sich die Sorption von Chinolin und Acridin an verschiedene
Tonmineralien, wenn der pH-Wert der Lésung Uber den pKs-Wert der Substanzen
anstieg. Die biologische Abbaubarkeit sorbierter Verbindungen ist von der Desorp-
tionsrate abhangig. So wurde in Versuchen mit einem Chinolin-abbauenden Bakte-
rium die Abbaugeschwindigkeit von kationisch an Tonmineralien sorbiertem Chinolin
gegenuber dem Chinolin-Abbau in Lésung um den Faktor 30 verlangsamt (SMITH et
al., 1992).

Aufgrund der obigen Ausflihrungen kann angenommen werden, dal3 in den eigenen
Abbaustudien Acridin (pKs =5,68) stark an die Bodenmatrix des Ah-Horizont/-
Kompost-Gemisches (pH =5,5) sorbiert wurde und daher gar nicht bzw. nur in
geringem Ausmal’ fur einen biologischen Abbau zugénglich war. Die hohe Freiset-
zungsrate des Acridin nach alkalischer Hydrolyse der Bodenmatrix (20-27 % der
Ausgangskonzentration nach 203 Tagen) unterstitzt diese Hypothese. Der Abbau
des Chinolins wurde aufgrund des niedrigeren pKs-Werts von 4,92 in geringerem
Ausmal} durch kationische Sorption limitiert.

Die Cyano-PAK 1-Cyanonaphthalin und 9-Cyanoanthracen wurden in beiden Boden-
systemen abgebaut, allerdings deutlich langsamer als die entsprechenden unsubsti-
tuierten PAK und Hetero-PAK gleicher Ringanzahl. Der Einflu3 einer Cyano-
Substitution auf den biologischen Abbau kdénnte mit dem einer Alkylierung des
aromatischen Ringsystems verglichen werden. So ist vom Abbau verschiedener PAK
wie Naphthalin, Fluoren, Phenanthren, Pyren und Chrysen bekannt, daf} die Abbau-

geschwindigkeit mit dem Alkylierungsgrad abnimmt (ELMENDORF et al., 1994).

Die in dieser Arbeit entwickelte Kationenaustauschchromatographie zur Trennung
neutraler und basischer N-PAK ist ein wichtiges Instrument fir die Untersuchung von
Teerdlkontaminationen. Aufgrund des unterschiedlichen Abbauverhaltens der
verschiedenen N-PAK bedarf es dieser Trennung und einer genauen ldentifizierung
der N-PAK, um Gefahrdungsabschatzungen vorzunehmen und moéglichst prazise

Vorhersagen uber die Abbaubarkeit der Einzelverbindungen zu treffen.
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7.1.3 Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK

In beiden Abbaustudien wurde der Abbau aller eingesetzter PAK durch die Hetero-
PAK signifikant gehemmt. Je nach Substanz wurden verléangerte Lag-Phasen, verrin-
gerte Abbauraten und/oder hbéhere Restgehalte der PAK am Ende des Unter-
suchungszeitraums nachgewiesen.

Der Hetero-PAK-Abbau wurde umgekehrt ebenfalls durch die PAK beeinflul3t. Hier
zeigten sich die auftretenden Phanomene jedoch vielfaltiger: So wurde in der Abbau-
studie 1 der Benzothiophen-Abbau durch die PAK nicht beeinflut, der Indol- und
Benzofuran-Abbau zeigten nur am 6. Untersuchungstag signifikant hohere Konzen-
trationen in den mischkontaminierten Bodensystemen. Der Abbau aller anderen
Hetero-PAK wurde in dieser Abbaustudie signifikant gehemmt. In der Abbaustudie 2
wurde der Dibenzofuran-Abbau im mischkontaminierten Ansatz durch die Struktur-
analoga signifikant gehemmt. Der Abbau von Carbazol und Dibenzothiophen wurde
in dieser Studie anfanglich durch die Strukturanaloga geférdert, zu einem spéateren

Zeitpunkt des Abbaus aber ebenfalls gehemmt.

Hemmende Effekte von Hetero-PAK wie z.B. Indol, Chinolin, Benzothiophen, Benzo-
furan, Carbazol, Acridin, Dibenzothiophen und Dibenzofuran auf den Abbau von
Mono- und Polyaromaten in Flussigkulturmedien wurden bereits von mehreren
Arbeitsgruppen beschrieben (ARCANGELI und ARVIN, 1995; DYREBORG et al., 1996a
und b; LANTZ et al., 1997). DYREBORG et al. (1996a) fuhrten die Hemmung des
Toluol-Abbaus auf die toxische Wirkung der Heteroaromaten gegenuber den
abbauenden Mikroorganismen zurtick. Stehen verschiedene PAK und Hetero-PAK
konkurrierend als Substrate fir ein abbauendes Enzymsystem zur Verfigung, kann
es zu einer kompetitiven Hemmung kommen (ResNICK und GIBSON, 1996). STRING-
FELLOW und AITKEN (1995) beschrieben die kompetitive Hemmung des Phenanthren-
Abbaus durch Naphthalin, Methylnaphthaline und Fluoren. Ebenfalls bekannt ist der
kompetitive Metabolismus bei Monoaromaten (CHANG et al., 1993).

Abbauférdernde Phanomene, wie sie in der Anfangsphase des Carbazol- und
Dibenzothiophen-Abbaus auftraten, kdnnen durch Induktion der fir den Abbau des
Substrats erforderlichen Enzyme durch ein Cosubstrat oder durch Cometabolismus

in Gegenwart eines Primarsubstrats auftreten. ALVAREZ und VOGEL (1991) beschrie-
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ben derartige synergistische Phanomene beim Abbau von Benzol und p-Xylol in

Gegenwart von Toluol durch eine Pseudomonas-Spezies.

Bei dem Hemmungsmechanismus der Katabolit-Repression wird von zwei konkurrie-
renden Substraten, zu deren Verwertung unterschiedliche Enzymsysteme erforder-
lich sind, dasjenige zuerst genutzt, das schnelleres Wachstum ermdéglicht. MILLETTE
et al. (1995) schlossen aus einem Experiment zu den Wechselwirkungen beim
Abbau verschiedener PAK, Hetero-PAK und Phenolen in Flussigkultur, dal3 der
biologische Abbau des Substrats mit der geringsten Polaritdt am starksten durch
andere Teert6l-Verbindungen gehemmt wird. Letztlich wird hiernach die Abbau-
reihenfolge von aromatischen Verbindungen in komplexen Mischungen durch die
Polaritat und damit die Bioverfiigbarkeit der einzelnen Substrate bestimmt.

Als Mal3 fur die Polaritat der eingesetzten Substanzen sind in Tab. 11 die Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten logKow dargestellt. Durch Spearman-Rank-Korrela-
tion dieser Daten mit den in Tab. 7 (s. 5.2.2) dargestellten Abbaureihenfolgen der
PAK und Hetero-PAK in den verschiedenen Bodensystemen der Abbaustudie 1
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen Abbaureihenfolge und Polaritat
bestatigt werden (,PAK*: n=9, r =0,9500; ,NSO*: n=7, r=0,8571; ,PAK+NSO*
n=16, r=0,8938). Fur die Abbaustudie 2 konnte keine Korrelation aufgestellt
werden, da mit vier eingesetzten Substanzen zu wenig Rangpaare vorlagen. In den

-PAK+NSO“-Bodensystemen traten die hdchsten Rangdifferenzen bei den basi-

Tab. 11: Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logKow) der untersuchten PAK und

Hetero-PAK

PAK log Kow Hetero-PAK log Kow
Naphthalin 337" Indol -
Acenaphthen 3,922 Chinolin 2,031
Fluoren 4,18 3; 4,38 2 Benzothiophen 3,12 !
Phenanthren 457% 463" Benzofuran 2,671
Anthracen 445" 463° Carbazol 329°
Fluoranthen 5,22 % Acridin 3,401
Pyren 522° Dibenzothiophen 4,38°
Benz[a]anthracen 591" Dibenzofuran 412"
Benzo[a]pyren 6,50 ° 1-Cyanonaphthalin -

9-Cyanoanthracen -

"LEO et al. (1971); “ MACKAY (1982); ° SCHWARZENBACH et al. (1992); * YALKOWSKY und VALVANI
(1979); ° KARICKHOFF (1981)
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schen N-PAK Chinolin und Acridin auf, die deutlich schlechter abgebaut wurden, als
ihre logKow-Werten es erwarten lassen. Als vorherrschende Ursache sind die
ionischen Wechselwirkungen mit der Bodenmatrix anzusehen, so dal3 trotz hoher
Wasserloslichkeit die Bioverfugbarkeit der Substanzen vermindert wird (s. auch
7.1.2). Entsprechend den Ergebnissen von MILLETTE et al. (1995) wurde der Abbau
der polarsten Verbindungen Indol, Benzothiophen und Benzofuran nicht oder nur
geringfugig durch die PAK beeinfluldt, wahrend mit abnehmender Polaritat die

Wechselwirkungen zunahmen.

Der summarische Schadstoffabbau war in der Abbaustudie 1 zun&chst in den
,PAK+NSO“-Bodensystemen signifikant hoher als in den ,PAK"-Bodensystemen
(6. bis 20. Tag). Diese groRere Abnahme kann auf héhere Verdampfungsverluste
bedingt durch den hoheren Gehalt der mischkontaminierten Bodensysteme an
leichtflichtigen zweikernigen Verbindungen zurtckgeftihrt werden. Ab dem 64. Tag
war jedoch der summarische Schadstoffabbau in den ,PAK"“-Bodensystemen hoher
als in den mischkontaminierten Systemen; in Gegenwart der Hetero-PAK ergab sich
ein Effektivitatsverlust im absoluten Abbau der Gesamtkontamination.

Diese Ergebnisse zu den Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK beim
biologischen Abbau haben entscheidende Bedeutung fur die Praxis der biologischen
Bodenreinigung. Da organische Verbindungen wie Hetero-PAK die Effektivitat des
PAK-Abbaus im Boden limitieren kénnen, mul3 ihre Anwesenheit bei der Erkundung
von Teerb6lkontaminationen und der Auswahl geeigneter Sanierungsverfahren
berticksichtigt werden. Die in der Praxis in der Regel eingesetzten Analysen-
parameter wie 16 PAK nach der US-EPA Priority Pollutant List sind somit nicht
ausreichend. Vielmehr miussen Analysenverfahren eingesetzt werden, mit denen
zumindest die Hauptinhaltsstoffe des Teerdls erfal3t werden, um deren Anwesenheit
in Gefahrdungsabschatzungen und Vorhersagen Uber mégliche Sanierungserfolge
einzubeziehen. Um eine akzeptable Vorhersagegenauigkeit zu erreichen, sind
jedoch noch weitere Abbaustudien zum Einflul3 von Struktur sowie Konzentration der
Hetero-PAK auf den PAK-Abbau erforderlich.
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7.2 Bildung von PAK- und Hetero-PAK-Metaboliten

7.2.1 Identifizierung von PAK-Metaboliten

In beiden Abbaustudien wurden 30 PAK-Metaboliten verschiedener Strukturgruppen
identifiziert. Eine Ubersicht tber die Verbindungen und ihre bisherige Identifizierung
in Kulturmedien und Boden gibt Tab. 12. Insgesamt wurde eine Vielzahl insbesonde-
re hydroxylierter und dihydroxylierter Verbindungen identifiziert, die bisher nur in
Kulturmedien, nicht jedoch im Boden nachgewiesen wurden. WISCHMANN (1997)
wies in Bodenabbaustudien vor allem Ketone und Chinone als PAK-Metaboliten
nach. Er vermutete, dal3 phenolische Verbindungen im Boden ohne Anreicherung
metabolisiert bzw. sofort irreversibel in die Huminstoffmatrix eingebaut werden.

Unter den identifizierten Metaboliten befinden sich typische Vertreter des Bakterien-
als auch des Pilzstoffwechsels der PAK: So sind cis-Dihydroxydihydro-PAK, und
Hydroxycarbonsduren typische Produkte des bakteriellen PAK-Abbaus, Hydroxy-
PAK, trans-Dihydroxydihydro-PAK und Chinone werden durch Pilze gebildet.
Dihydroxy-PAK sind Produkte beider Stoffwechselwege (CERNIGLIA, 1984; GIBSON
und SUBRAMANIAN, 1984; vgl. auch Abb. 3, Kapitel 1). Da es jedoch auch Ausnahmen
gibt, bei denen bestimmte Bakterien-Spezies PAK zu Produkten des Pilzstoff-
wechsels transformieren - z.B. Umsetzung von Naphthalin zu 1-Hydroxynaphthalin
durch Bacillus cereus (CERNIGLIA et al., 1984) -, ist aufgrund der enstandenen Meta-

boliten kein Rickschluf auf die abbauenden Organismen maoglich.

Wahrend bei Naphthalin, Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benz[a]-
anthracen Abbauwege nur punktuell an einzelnen Verbindungen erkennbar waren,
konnten bei Acenaphthen und Fluoren langere Abbausequenzen verfolgt werden:
Der von SELIFONOV et al. (1996 und 1998) beschriebene Abbauweg des Acenaph-
then im Kulturmedium konnte erstmalig auch im Boden nahezu vollstandig
nachvollzogen werden (Abb. 26). Zusatzlich zu den in bisherigen Bodenabbau-
studien identifizierten Metaboliten 1H,3H-Naphtho[cd]pyran-1-on (2a), 1,2-Acenaph-
thenchinon (5) und 1,8-Naphthalsdureanhydrid (7) (BunDT, 1991; WISCHMANN und
STEINHART, 1997) wurden hydroxylierte und dihydroxylierte Derivate sowie 1-Ace-
naphthenon identifiziert. KELLEY et al. (1993) wiesen 1-Acenaphthenon als Metabolit

des Fluoranthen-Abbaus nach. Da 1-Acenaphthenon bei den eigenen Versuchen
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Tab. 12:

Identifizierte Metaboliten und bisheriger Nachweis in Kulturmedien und Bbdden

Metabolit
(identifiziert in Abbaustudie 1)

Nachweis im Kulturmedium
(exemplarisch)

Nachweis im Boden

Naphthalin-Metaboliten:
Dihydroxydihydronaphthalin
1-Hydroxynaphthalin
2-Hydroxynaphthalin

Acenaphthen-Metaboliten:
1-Hydroxyacenaphthen
Hydroxyacenaphthylen
1-Acenaphthenon
1H,3H-Naphtho[cd]pyran-1-on
Dihydroxyacenaphthylen
Dihydroxyacenaphthen
1,2-Acenaphthenchinon
1,8-Naphthalsdureanhydrid

Fluoren-Metaboliten:
9-Hydroxyfluoren
2-Hydroxyfluoren
Hydroxyfluoren
9-Fluorenon
4-Hydroxy-9-fluorenon
Dihydroxyfluorenon
Hydroxy-9-fluorenon
1-Indanon

CERNIGLIA, 1984 u. 1992
CERNIGLIA, 1984 u. 1992
CERNIGLIA, 1984 u. 1992

SELIFONOV et al., 1996 u. 1998

SELIFONOV et al., 1996 u. 1998
SELIFONOV et al., 1996

SELIFONOV et al., 1996 u. 1998
SELIFONOV et al., 1996 u. 1998
SELIFONOV et al., 1996 u. 1998

CASELLAS et al., 1997
SELIFONOV et al., 1996
SELIFONOV et al., 1996
CASELLAS et al., 1997
CASELLAS et al., 1997
POTHULURI et al., 1993
CASELLAS et al., 1997

Phenanthren- und Anthracen-Metaboliten:

9,10-Phenanthrenchinon
9,10-Anthrachinon
3-Hydroxy-2-naphthoeséaure
2,3-Dihydroxynaphthalin
Hydroxyphenanthren o. -
anthracen
Dihydroxyphenanthren o. -
anthracen

Dihydroxydihydrophenanthren o.

-anthracen
Benzocumarin

HAMMEL et al., 1992
CERNIGLIA, 1992

GIBSON U. SUBRAMANIAN, 1984
PREUR et al., 1997

CASILLAS et al., 1996

GIBSON u. SUBRAMANIAN, 1984

GIBSON u. SUBRAMANIAN, 1984

GIBSON u. SUBRAMANIAN, 1984

Fluoranthen- und Pyren-Metaboliten:

Hydroxyfluoranthen o. -pyren

Dihydroxyfluoranthen o. -pyren

Benz[a]anthracen-Metaboliten:

7,12-Benz[a]anthrachinon

LAMBERT et al., 1994

LAMBERT et al., 1994; ZINK, 1995

BUNDT, 1991

WISCHMANN U. STEINHART, 1997
WISCHMANN U. STEINHART, 1997

WISCHMANN U. STEINHART, 1997

WISCHMANN U. STEINHART, 1997

WISCHMANN U. STEINHART, 1997

WISCHMANN Uu. STEINHART, 1997

ANDERSSON U. HENRYSSON, 1996
WISCHMANN U. STEINHART, 1997
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Abb. 26: Abbauweg von Acenaphthen im Boden (Metaboliten in Klammern wurden nicht
identifiziert): 1: 1-Hydroxyacenaphthen, 1l1a: Hydroxyacenaphthylen, 2:1-Ace-
naphthenon, 2a: 1H,3H-Naphtho[cd]pyran-1-on,  3: Hydroxyacenaphthenon,
3a: Dihydroxyacenaphthylen, 4: Dihydroxyacenaphthen, 5:1,2-Acenaphthen-
chinon, 6: 1,8-Naphthalindicarbonséaure, 7: 1,8-Naphthalsdaureanhydrid

zeitlich jeweils deutlich vor dem Einsetzen des Fluoranthen-Abbaus nachgewiesen
wurde, kann angenommen werden, dalR es sich hier bei 1-Acenaphthenon und sei-
nen Folgeprodukten um Acenaphthen-Metaboliten handelt.

Als Metaboliten des Fluoren-Abbaus wurden neben den bereits mehrfach auch in
Bodenabbaustudien nachgewiesenen Metaboliten 9-Hydroxyfluoren, 9-Fluorenon
und 1-Indanon (WISCHMANN et al., 1996; WISCHMANN und STEINHART, 1997) weitere
hydroxylierte Derivate des Fluoren und 9-Fluorenon nachgewiesen. Der gefundene
Abbauweg des Fluorens ist in Abb. 27 dargestellt. Die identifizierten Verbindungen
sind aus Kulturmedien als Metaboliten des Fluoren-Abbaus durch Bakterien und/
oder Pilze bekannt (POTHULURI et al., 1993; SELIFONOV et al., 1996; CASELLAS et al.,
1997). 9-Hydroxyfluoren und 9-Fluorenon wurden von KELLEY et al. (1993) auch als
Fluoranthen-Metaboliten nachgewiesen. Auch diese Verbindungen wurden jedoch
deutlich vor dem einsetzenden Fluoranthen-Abbau gebildet, so dal3 auch hier davon

ausgegangen werden kann, dal3 es sich um Fluoren-Metaboliten handelt.
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Abb. 27: Abbauweg von Fluoren im Boden (Metaboliten in Klammern wurden nicht
identifiziert): 1. 9-Hydroxyfluoren, 1a: Dihydroxydihydrofluoren, 1b: Hydroxy-
fluoren, 2: 9-Fluorenon, 3: 4-Hydroxy-9-fluorenon, 4: Dihydroxy-9-fluorenon,
4a: Hydroxy-9-fluorenon, 5: 1-Indanon

7.2.2 ldentifizierung von Hetero-PAK-Metaboliten

In den Abbaustudien wurden 4 Hetero-PAK-Metaboliten identifiziert. Als Abbaupro-
dukt des Chinolin wurde 2-Hydroxychinolin identifiziert, das aus Kulturmedien als
initiales Produkt des bakteriellen Chinolin-Stoffwechsels bekannt ist (SCHWARZ et al.,
1989).

Dibenzothiophensulfoxid und Dibenzothiophensulfon wurden als Metaboliten des
Dibenzothiophen-Abbaus nachgewiesen. Den Abbau von Dibenzothiophen Uber das
Schwefelatom mit Dibenzothiophensulfoxid und Dibenzothiophensulfon als Metabo-
liten wiesen u.a. VAN AFFERDEN et al. (1990) nach.

Als Metabolit des Dibenzofuran-Abbaus wurde Hydroxydibenzofuran nachgewiesen.
Aus Kulturmedien ist die Dioxygenierung von Dibenzofuran zum Dihydroxydihydro-
dibenzofuran bekannt (ENGESSER et al., 1989). Hydroxydibenzofuran als Folgepro-
dukt wurde bisher nicht beschrieben; die Bildung von Monohydroxyverbindungen aus
den entsprechenden Dihydrodiolen ist fir den PAK-Abbau durch Pilze jedoch
generell beschrieben (MAHRO und KASTNER, 1993; vgl. auch Abb. 3, Kapitel 1).
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7.2.3 Konzentrationsverlaufe der Metaboliten und Wechselwirkungen von PAK

und Hetero-PAK auf die Metabolitenbildung

In den Abbaustudien wurden Wechselwirkungen von PAK und Hetero-PAK auf die
Konzentrationsverlaufe der Metaboliten beobachtet. Bedingt durch den verlangsam-
ten Abbau der Polyaromaten in den mischkontaminierten Bodensystemen setzte in
beiden Abbaustudien die Metabolitenbildung in diesen Bodensystemen zeitverzégert
ein. Der Einflu3 der Art der Ausgangskontamination auf die maximale Konzentration
eines Metaboliten und auf die Tendenz zu Akkumulation oder Persistenz im Boden
ist in Tab. 13 zusammenfassend dargestellt. Nur im Fall des 1,2-Acenaphthenchinon
konnte ein signifikant héheres Konzentrationsmaximum in den ,PAK+NSO*“-Boden-
systemen nachgewiesen werden (T-Test, SN = 96 %).

In den mischkontaminierten Bodensystemen wurde bei einer grofReren Anzahl der
Metaboliten eine Tendenz zur Akkumulation bzw. Persistenz am Ende des Unter-
suchungszeitraums festgestellt. Insbesondere 1,2-Acenaphtenchinon und 1,8-Naph-

thalsdureanhydrid zeigten in diesen Bodensystemen einen deutlichen Konzentra-

Tab. 13: Maximale Konzentrationen der Metaboliten in den verschiedenen Boden-
systemen und Tendenz zur Akkumulation bzw. Persistenz - Abbaustudie 1

Substanz »PAK" bzw. ,NSO* » PAK+NSO* SN°®
C max. Akkumulation C max. Akkumulation

[mg/kg] +-" [mg/kg] +-" [%]
2,3-Dihydroxynaphthalin 7,2+6,3 - n.n. - 81
1,8-Naphthalsaureanhydrid 6,9+6,5 - 51+14 ++ 32
1,2-Acenaphthenchinon 7,3+6,1 - 18,1+1,8 ++ 96
9-Hydroxyfluoren 05+0,1 - 0,2+0,2 - 82
9-Fluorenon 8,6+4,7 - 50+1,3 + 73
4-Hydroxy-9-fluorenon 8,0+ 8,0 + 0,1+0,2 - 77
1-Indanon 14+1.2 - n.n. - 82
9,10-Anthrachinon 1,1+0,2 - 1,3+05 + 70
9,10-Phenanthrenchinon 0,4+0,6 - 39+6,1 - 58
3-Hydroxy-2-naphthoesaure 0,9+0,9 - n.n. - 79
2-Hydroxychinolin n.n. - 0,8+1,4 - 58
Dibenzothiophensulfoxid 26 +15,8 - 8,0x6,5 ++ 85
Dibenzothiophensulfon n.n. - 0,1+0,2 - 58

a ++: starke Tendenz zur Akkumulation

+:  Tendenz zur Persistenz

-2 keine Tendenz zur Akkumulation oder Persistenz

Signifikanzniveau fur die Hypothese, daf3 ein Unterschied zwischen den Konzentrationsmaxima in
den verschiedenen Bodensystemen besteht (T-Test, beidseitig)
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tionsanstieg am Ende des Untersuchungszeitraums; bei den anderen Metaboliten
mit Tendenz zur Akkumulation bzw. Persistenz driickte sich diese durch eine Stag-
nation der Gehalte bzw. langsame Konzentrationsabnahme aus.

Die Akkumulation sogenannter dead-end-Metaboliten ist aus Kulturmedien bekannt.
So wurden 9-Fluorenon und 1,2-Acenaphthenchinon bereits als dead-end-Produkte
des bakteriellen Fluoren- bzw. Acenaphthen-Abbaus beschrieben (ScHockeN und
GIBSON, 1984; GRIFOLL et al., 1992), 9,10-Anthrachinon ist als dead-end-Produkt des
Anthracen-Abbaus durch Weil3faulepilze bekannt (ANDERSSON und HENRYSSON,
1996). WISCHMANN und STEINHART (1997) konnten bei PAK-Abbaustudien in dem
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Ah-Horizont/Kompost-
Gemisch keine dead-end-Metaboliten nachweisen; dagegen akkumulierte beim PAK-
Abbau in dem nicht-supplementierten reinen Ah-Horizont eine Reihe von PAK-
Metaboliten. Neben diesem von WISCHMANN und STEINHART (1997) festgestellten
Einflu3 des organischen Kohlenstoffgehalts des Bodens ist aufgrund der eigenen
Ergebnisse ein Einflul der Hetero-PAK auf die Akkumulation bzw. Persistenz von

Metaboliten festzustellen.

In der Studie zum Abbau strukturanaloger PAK und Hetero-PAK wurde eine
Akkumulation von 9-Fluorenon sowie ein deutlich héherer Dibenzothiophensulfoxid-
Gehalt in den mischkontaminierten Bodensystemen beobachtet. Da die Metaboliten-
analytik in dieser Abbaustudie jedoch nur als Einzelbestimmung durchgeftihrt wurde,

ist keine statistisch abgesicherte Aussage moglich.
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7.3 Korrelation von chemischer Analytik und Microtox"-Test

Zum Microtox”-Test wurden waRrige Eluate und Methanol-Extrakte eingesetzt.
Aufgrund stark variierender Eigenfarbung der Eluate konnten keine reproduzierbaren
Ergebnisse erzielt werden, so dal3 Uber die Toxizitat des bioverfiigbaren Anteils der
Kontamination keine Aussage mdglich ist. Dagegen liel3 sich mit Hilfe des Methanol-
Extrakts eine Aussage uber die Toxizitat der im Boden vorliegenden

Gesamtkontamination treffen.

Diverse Autoren untersuchten den PAK-Abbau und die Toxizitat waldriger Eluate im
Microtox”-Test im Rahmen von biologischen Bodenreinigungsverfahren (SCHEIBEL et
al., 1991; HosLEr et al.,, 1992; WITTMAIER et al.,, 1992). Dabei wurden sowohl
signifikante Korrelationen als auch Diskrepanzen zwischen den beiden Parametern
festgestellt. Die Diskrepanzen - hohe Toxizitat trotz geringer Schadstoffbelastung
sowie geringe Toxizitat trotz hoher Schadstoffbelastung - wurden auf die schlechte
Wasserl6slichkeit von PAK und eventuelle Anreicherung von polaren Nebenpro-
dukten in der Wasserphase und dadurch bedingte Verschiebung der relativen
Zusammensetzung von Boden und Eluat zurtickgefuhrt.

Die Korrelation von PAK-, Hetero-PAK- und Metaboliten-Gehalten in den Methanol-
Extrakten mit den Schadstoff-Gehalten in den Dichlormethan-Extrakten zeigt, dal3
der Methanol-Extrakt die summarische Schadstofftoxizitdt gut repréasentiert. PAK,
Hetero-PAK und Metaboliten werden somit in den Konzentrationsverhaltnissen

bewertet, in denen sie im Boden vorliegen.

Die mittels Spearman-Rank-Korrelation fir das ,PAK“-Bodensystem festgestellte
signifikante Korrelation zwischen PAK-Gehalten und Toxizitdt eines organischen
Losungsmittelextrakts im Microtox"-Test entspricht den Ergebnissen verschiedener
Arbeitsgruppen fir Sedimentproben: ScHIEWE et al. (1985) extrahierten Sedimente
mit einem Gemisch aus Dichlormethan und Methanol und stellten eine signifikante
Spearman-Rank-Korrelation zwischen Toxizitat im Microtox”-Test und summari-
schen Schadstoffkonzentrationen (aromatische und chlorierte Kohlenwasserstoffe)
fest. JAcoBs et al. (1993) nutzten Acetonitril als Extraktionsmittel fur Sedimente und

beschrieben eine signifikante Spearman-Rank-Korrelation von Toxizitat (Microtox™)
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und summarischen PAK-Konzentrationen. Dagegen war eine lineare Korrelation der

beiden Parameter nicht signifikant.

In Tab. 14 sind die im Methanol-Extrakt des ,PAK"“-Bodensystems am 30. Tag
guantifizierten PAK- und Metaboliten-Konzentrationen, deren Konzentrationen in der
zum Microtox™-Test eingesetzten Verdiinnung G6 sowie in der Literatur dokumen-
tierte EC 50-Werte der Verbindungen dargestellt. Die im Microtox"-Test vorliegenden
PAK-Konzentrationen in der Verdiinnung G6 sind von der gleichen Grol3enordnung
wie die jeweiligen EC 50-Werte; Ausnahmen sind Naphthalin, Pyren und
Benzo[a]pyren, bei denen die Konzentrationen in der Verdinnung G6 mindestens
eine Zehnerpotenz niedriger liegen als die EC 50-Werte. Die Konzentrationen der

Metaboliten 1,2-Acenaphthenchinon und 9-Fluorenon liegen in der Verdiinnung

Tab. 14: PAK- und PAK-Metaboliten-Konzentrationen im Methanol-Extrakt und Verdin-
nung G6 des ,PAK“-Bodensystems nach 30 Tagen sowie EC 50-Werte der
enthaltenen PAK und Metaboliten

Verbindung 30. Tag EC 50-Wert
¢ MeOH-Extrakt c Verd. G6
[mg/L] [mg/L] [mg/L]

PAK:
Naphthalin 7.4 0,04 0,90 0,68 % 0,91°
Acenaphthen 254 0,13 0,75% 0,747
Fluoren 25,9 0,13 050%32%101"*
Phenanthren 41,3 0,21 0,48 % 0,53° 0,049 % 2,1*
Anthracen 46,5 0,23 0,64%334%31,0°
Fluoranthen 71,6 0,36 0,83%20%13°
Pyren 49,8 0,25 >500 '
Benz[a]anthracen 15,9 0,08 0,73% 0,267
Benzo[a]pyren 17,0 0,09 10,7% 8,12
Metaboliten:
1,2-Acenaphthenchinon 4,0 0,02 48"*
9-Fluorenon 4,2 0,02 38°
4-Hydroxy-9-fluorenon 2,5 0,01 -
9,10-Anthrachinon 0,3 0,002 unwirksam °

. JOHNSON und LONG (1998); 5 Minuten Inkubation, < 5 % Dimethylsulfoxid

2 JACOBS et al. (1993); 15 Minuten Inkubation, 5 % Dimethylsulfoxid

3 KAISER und PALABRICA (1991); 15 Minuten Inkubation

4 AHLF (1998); 30 Minuten Inkubation, < 3 % Methanol

> MCCONKEY et al. (1997); 15 Minuten Inkubation, < 0,1 % Dimethylsulfoxid

j ZINK (1995); keine Angaben zur Durchfiihrung

HAUSER et al. (1997); 30 Minuten Inkubation
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G6 ca. zwei Zehnerpotenzen niedriger als ihre EC 50-Werte, flr 4-Hydroxy-
9-fluorenon ist kein EC-Wert bekannt, 9,10-Anthrachinon zeigte bis zur Grenze
seiner Loslichkeit keine Toxizitat (Tab. 14).

Unter dem Vorbehalt, daR EC 50-Werte verschiedener Datenquellen generell
schlecht vergleichbar sind (Tab. 14, Tab. 1, Kapitel 1), kann aufgrund der Konzen-
trationsverhéaltnisse der Verbindungen in der Verdinnung G6 und der EC 50-Werte
der PAK angenommen werden, dafl} die Uberwiegende Zahl der PAK direkt zur
gemessenen Toxizitat beitragt. Dagegen ist ein Beitrag der Metaboliten zur Toxizitat
aufgrund ihrer geringen Konzentrationen in der Verdiinnung G6 - wenn tberhaupt -
nur Giber Kombinationswirkungen maglich. Uber die Wirkung von 4-Hydroxy-9-fluore-
non ist in diesem Zusammenhang keine Aussage maoglich.

Kombinationswirkungen von Ausgangsverbindungen und Metaboliten wurden von
BovyD et al. (1997) beschrieben: So waren Mischungen von Benzol und seinem
Metaboliten Catechol in einem Leuchtbakterienhemmtest mit dem genmodifizierten
Bakterium Pseudomonas fluorescens signifikant toxischer als die Summe der
Einzelwirkungen. Nattrlich kdnnen in den eigenen Versuchen auch weitere nicht

identifizierte oder nicht quantifizierte Metaboliten die Toxizitat beeinflussen.

Im ,NSO“-Bodensystem wurde keine signifikante Korrelation von Toxizitdt und
summarischen Hetero-PAK-Konzentrationen festgestellt. Die anfangliche Stagnation
der Toxizitat in diesem System kann nicht auf die héhere Toxizitat der Verbindungen,
die erst nach einer Lag-Phase abgebaut werden, zurtickgefuihrt werden. Dies wird
anhand der in Tab. 15 dargestellten EC 50-Werte der Hetero-PAK deutlich.
Allerdings liegen fur die Cyano-PAK keine EC 50-Werte vor.

Tab. 15: EC 50-Werte der Hetero-PAK

Verbindung EC 50-Wert Verbindung EC 50-Wert
(Anzahl der Ringe) [mag/L] (Anzahl der Ringe) [mag/L]

Indol (2) 2,39° Acridin (3) 70"

Chinolin (2) 0,36 ° Dibenzothiophen (3) 0,11%9,0% 0,16 2
Benzothiophen (2) 1,72 Dibenzofuran (3) 0,86%9,7°
Benzofuran (2) 349" 1-Cyanonaphthalin (2)

Carbazol (3) 10,6 * 9-Cyanoanthracen (3)

1
2
3

KAISER und PALABRICA (1991); 15 Minuten Inkubation
SEYMOUR et al. (1997); 15 Minuten Inkubation
AHLF (1998); 30 Minuten Inkubation, < 3 % Methanol
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Der in dem ,NSO“-Bodensystem beobachtete Wiederanstieg der Lumineszenzhem-
mung am 83. Tag lie® sich nicht durch die Ergebnisse der chemischen Analytik
erklaren. Der einzige in dem Methanol-Extrakt quantifizierte Metabolit Dibenzothio-
phensulfoxid erreichte bereits am 64. Tag mit 11,3 mg/L sein Konzentrationsmaxi-
mum. Der EC 50-Wert von Dibenzothiophensulfoxid tberschreitet mit 2,1 mg/L den
der Ausgangsverbindung Dibenzothiophen von 0,16 mg/L um den Faktor 13 (SEY-
MOUR et al., 1997), so dal3 auf dem Metabolisierungspfad eine Entgiftung des Diben-
zothiophen erreicht wird. Daher kommen fir den Wiederanstieg der Lumineszenz-
hemmung nur nicht identifizierte Metaboliten sowie Kombinationswirkungen

verschiedener Hetero-PAK und/oder Metaboliten in Frage.

Im ,PAK+NSO“-Bodensystem war trotz Kontaminationsabnahme keine
Toxizitatsminderung feststellbar. Eine madgliche Erklarung kénnten
Kombinationswirkungen  verschiedener  Ausgangsverbindungen  oder  von
Ausgangsverbindungen und Metaboliten sein. Wéahrend den in den Methanol-
Extrakten des ,PAK+NSO“-Bodensystems quantifizierten Metaboliten 9-Fluorenon,
9,10-Anthrachinon und Dibenzothiophensulfoxid in den ,PAK* bzw. ,NSO*-
Bodensystemen keine direkte Wirkung auf die Toxizitat zugeordnet werden konnte,
liegt die Konzentration von 9,10-Phenanthrenchinon im ,PAK+NSO"“-Bodensystem in
der Verdiinnung G6 am 111. Tag mit 0,025 mg/L in der GroRenordnung des EC 50-
Werts der Verbindung von 0,067 mg/L (KAISER und PALABRICA, 1991) und kénnte
direkt zur Toxizitdt beitragen. Weiterhin kénnten auch hier nicht identifizierte bzw.

nicht quantifizierte Metaboliten zur Toxizitat beitragen.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dal3 dkotoxikologische Untersuchungen fur die
Bewertung des biologischen Abbaus unerla3lich sind, um Gefahrdungen aufzu-
zeigen, die trotz Schadstoffabbau anhalten. Obwohl keine Metaboliten quantifiziert
wurden, deren Beitrag zur Gesamttoxizitat aufgrund ihrer Konzentrationen bzw. ihres
Konzentrationsverlaufs direkt ersichtlich war, kbnnen erst weitere Untersuchungen
dariiber AufschluR geben, ob Einflisse von Metaboliten (ber Kombinations-
wirkungen oder Wirkungen nicht identifizierter Metaboliten auf die Gesamttoxizitat zu

erwarten sind.
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8 Zusammenfassung - Summary

8.1 Zusammenfassung

Biologische Bodenreinigungsverfahren stellen eine aus o6kologischen und 6kono-
mischen Gesichtspunkten bedeutende Alternative zu herkémmlichen physikalisch-
chemischen Verfahren dar. Trotz eines in der Vergangenheit groRen Forschungsauf-
wands werden in der Praxis insbesondere beim Abbau komplexer Gemische wie
Teerdl haufig die Sanierungsziele nicht erreicht. Ursache kénnen unter anderem
Wechselwirkungen der verschiedenen Teerdlinhaltsstoffe auf den biologischen
Abbau sein, die in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der PAK und Hetero-PAK in
einem Modellboden untersucht wurden. Entstehende Abbauprodukte wurden identi-
fiziert und quantifiziert und die verbleibende Okotoxizitat des Bodens wurde mit
einem standardisierten Test bewertet. Fur die Einzelstoffanalytik wurde eine
Methode zur simultanen Bestimmung von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten aus
Boden - bestehend aus Extraktion, Festphasenextraktion, Kationenaustausch-
chromatographie und HPLC- bzw. GC-Bestimmung - entwickelt, validiert und anhand

realer Teertlkontaminationen auf Anwendbarkeit Gberpruft.

Die Wechselwirkungen von typischen Teerdl-PAK und Hetero-PAK wurden in einem
Modellboden/Kompost-Gemisch untersucht. Der Abbau aller eingesetzten PAK
wurde in Gegenwart der Hetero-PAK signifikant gehemmt, umgekehrt wurde der
Abbau nur einiger Hetero-PAK durch die PAK signifikant gehemmt. Diese
unterschiedlichen Wechselwirkungen ergaben sich in Abh&angigkeit von der Polaritat
der Verbindungen: Je polarer eine Substanz war, umso weniger wurde ihr Abbau
durch die Gegenwart weiterer Polyzyklen beeinfluRt. Es wurde eine Abbaureihen-
folge der Verbindungen festgestellt, die signifikant mit der Abnahme der Polaritét
korrelierte. Eine Ausnahme stellte das Abbauverhalten der basischen N-PAK Chino-
lin und Acridin dar, die aufgrund ionischer Wechselwirkungen mit der Bodenmatrix
schlechter abgebaut wurden als aufgrund ihrer Polaritat angenommen werden
konnte. Auch die Cyano-PAK wurden nur langsam abgebaut. Innerhalb der struktur-
analogen Hetero-PAK waren die S-PAK persistenter als ihre korrespondierenden
neutralen N-PAK sowie O-PAK.
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Diese Ergebnisse haben entscheidende Bedeutung fir die Praxis der biologischen
Bodenreinigung: Da organische Begleitkontaminanten wie Hetero-PAK die Effektivi-
tat des biologischen PAK-Abbaus limitieren kbnnen, muf3 ihre Anwesenheit berick-
sichtigt werden, um préazisere Vorhersagen Uber Sanierungserfolge zu treffen. Die in
der Praxis haufig angewendete Bestimmung der 16 EPA-PAK ist zu diesem Zweck
nicht ausreichend, vielmehr missen Analysenverfahren eingesetzt werden, mit
denen zumindest die Hauptinhaltsstoffe des Teerdls erfal3t werden, um deren
Anwesenheit in Gefahrdungsabschatzungen und Vorhersagen Uuber mdgliche
Sanierungserfolge einzubeziehen. Die in dieser Arbeit entwickelte Analysenmethode
- insbesondere die Kationenaustauschchromatographie zur Trennung neutraler und
basischer N-PAK - hat sich bei der Untersuchung realer Teerdl-Altlasten fr diesen

Zweck hervorragend bewahrt.

Im Rahmen der Abbaustudien wurden 30 PAK-Metaboliten und 4 Hetero-PAK-
Metaboliten identifiziert, darunter diverse hydroxylierte und dihydroxylierte Verbin-
dungen, die bisher nur aus Flissigkulturmedien bekannt waren. In den mischkon-
taminierten Bodensystemen zeigte sich eine starkere Tendenz zur Akkumulation
bzw. Persistenz von Metaboliten am Versuchsende als in nur PAK-kontaminierten

Bodensystemen.

Begleitende Untersuchungen des PAK- bzw. Hetero-PAK-Abbaus mittels Microtox"-
Test zeigten, dall eine 0©kotoxikologische Bewertung des Schadstoffabbaus
unerlaRlich ist, um Gefahrdungen aufzuzeigen, die trotz Schadstoffabbau anhalten.
Wahrend bei reiner PAK-Kontamination Schadstoffabbau und Toxizitatsminderung
signifikant korrelierten, trat bei einer Mischkontamination aus PAK und Hetero-PAK
trotz Schadstoffabbau keine Abnahme der Toxizitat ein. Obwohl keine Metaboliten
guantifiziert wurden, deren wesentlicher Beitrag zur Gesamttoxizitat aufgrund ihrer
Konzentrationen bzw. ihres Konzentrationsverlaufs direkt ersichtlich war, kdnnen erst
weitere Untersuchungen dariber Aufschlul3 geben, ob Einflisse von Metaboliten
Uber Kombinationswirkungen oder Wirkungen nicht identifizierter Metaboliten auf die

Gesamttoxizitat zu erwarten sind.
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8.2 Summary

Biological treatment of contaminated soil is from the ecological and economical point
of view an important alternative to conventional physico-chemical remediation
strategies. Despite great research efforts in recent years bioremediation procedures
have often failed their targets in practice particularly in case of degradation of
complex mixtures of contaminants such as tar oil. The presence of different tar oil
compounds might cause interaction phenomena on their biodegradability. Such
interaction phenomena between PAH and hetero-PAH in a model soil were
investigated in the present study. Degradation products were identified and
guantified and the remaining ecotoxicity was assessed using a standardised test
system. An analytical method was developed, which provides the simultaneous
determination of PAHSs, hetero-PAHs and their metabolites from soil - consisting of
an extraction step, solid-phase extraction, cation exchange chromatography, HPLC-,
and GC-methods. This procedure was validated and successfully applied to different

authentic tar oil contaminations.

The interaction phenomena of typical tar oil PAHs and hetero-PAHs were
investigated in an artificially contaminated model soil/compost mixture. Degradation
of all PAHs was significantly inhibited by the presence of hetero-PAHs, whereas
degradation of just some hetero-PAHs was inhibited by the presence of PAHSs.
These different interaction phenomena depended on the polarity of the substances:
With increasing polarity biodegradation was less affected by other polycyclic
compounds. The order of degradability correlated significantly with decreasing
polarity. Degradability of basic N-PAHs quinoline and acridine were exceptional. Due
to ionic interaction with the soil matrix they were less degradable than it could be
expected from their polarity. The cyano-PAHs were slowly degraded as well. Among
the structural analogous hetero-PAHs the sulfur-containing compounds were less
susceptible to degradation than the corresponding oxygen- or nitrogen-containing

analogues.

These results are relevant to the practice of biological remediation procedures: As

the presence of concomitant organic substances can limit the efficiency of
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bioremediation processes, predictions about success and duration of remediation
processes must take the presence of such compounds into account. Therefore
determination of only 16 PAHs included in the EPA list of environmental priority
pollutants is insufficient. However, a determination of at least major coal tar
compounds is essential to increase the success of biological treatment of
contaminated soil. The analytical procedure, which has been developed in this study
- particularly the cation exchange chromatography, which ensures the separation of
neutral and basic N-PAHs - proved its excellent practicability during application to

authentic tar oil contaminations.

In the course of the biodegradation studies 30 PAH-metabolites and 4 hetero-PAH-
metabolites were identified including various hydroxylated and dihydroxylated
compounds, which have not yet been known from soil degradation studies. In the
mixed contaminated soil systems there was a stronger tendency to accumulation or
persistence of metabolites at the end of the investigation period than in the PAH-

contaminated soil systems.

Accompanying investigations using the Microtox"-test showed, that ecotoxicological
assessment of the degradation of contaminants is essential to indicate risks, which
persist despite decrease of contaminants. Whereas in the PAH-contaminated soils
degradation of contaminants and detoxification correlated significantly, in the PAH-
and hetero-PAH-contaminated soil systems ecotoxicity persisted, although
degradation of contamination was noted. None of the guantified metabolites could
contribute substantially to the total ecotoxicity due to their concentrations or courses
of concentrations. Anyway, further studies are required to evaluate, whether
contributions of metabolites via combined toxic effects or effects of not-identified

metabolites to the total ecotoxicity have to be expected.
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9 Anhang

9.1 Chemikalien

Tab. 16: Chemikalienverzeichnis

Name Hersteller Gefahren- R-Sétze S-Satze
symbol

Acenaphthen Aldrich Xn 36/37/38 26-36

1,2-Acenaphthenchinon Merck Xi 37/38

Acenaphthylen EGA T

Acetonitril Merck, dest. F, T 11-23/24/25 16-27-44

Acridin Merck Xi 36/37 24

Ammoniaklosung 25%ig Merck Xi 36/37/38 2-26

Anthracen Merck K2,Xi 36/37/38 26-36

9,10-Anthrachinon Merck K2

Benz[a]anthracen Aldrich K2, T

7,12-Benz[a]anthrachinon Aldrich K2,Xi 36/37/38 26-37/39

Benz[de]anthracen-7-on Aldrich K2,Xi 36/37/38 26-37/39

Benzo[b]fluoranthen Aldrich K2,T

Benzo[a]pyren Merck K2,M2,RF2, 45-46-60-61 53-45
RE2, T

Benzo[b]naphtho[2,3-d]furan Acros K2, T

Benzo[b]naphtho[1,2-d]thiophen Promochem K2,T

Benzo[b]naphtho[2,3-d]thiophen  Acros K2, T

Benzofuran Aldrich Xn,F 45-20/21/22 53-45-36/37/39-23

Benzo[ghi]perylen Fluka K2, T

Benzo[h]chinolin Acros K2, T

Benzo[K]fluoranthen Promochem K2,T 45 53-45

Benzothiophen Aldrich Xi

Biphenyl Merck

N,O-Bis(trimethylsilyl)- Merck 10 22-24/25

trifluoracetamid

Carbazol Fluka Xi

Chinolin Merck Xn 21/22-36 36/37

9-Chloranthracen Aldrich K2

Chlortrimethylsilan Merck F.C 11-14-34 16-26-36/37/39-45

Chrysen Aldrich K2, T 45-46-20/21/22 53-45-36/37/39-3/7

Cumarin Merck Xn 22

9-Cyanoanthracen Aldrich 20/21/22 36

1-Cyanonaphthalin Aldrich Xi 20/21/22-36/37/38  26-37/39

9-Cyanophenanthren Aldrich K2,Xn 20/21/22-36/37/38  26-37/39

Dibenz[a,c]acridin Promochem

Dibenz[a,h]anthracen Aldrich 45 53-45

Dibenzo[a,i]Jcarbazol Promochem
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Tab. 16 (Forts.):

Chemikalienverzeichnis

Name Hersteller Gefahren- R-Sétze S-Satze
symbol

Dibenzofuran Aldrich Xn

Dibenzothiophen Merck K2

Dibenzothiophensulfon Aldrich K2

Dichlormethan Merck K3,Xn 40 23.2-24/25-36/37

2,3-Dihydroxynaphthalin Aldrich Xi 36/37/38 26

1,3-Dimethylnaphthalin Merck

Essigséaure, 100% Merck C 10-35 2-23-26

Fluoranthen Aldrich K2 20/21/22-40 36-22-45-7

Fluoren Merck K2

9-Fluorenon Merck

9-Fluorenon-1-carbonséaure Aldrich

n-Heptan Biomol F 11 9-16-23.2-29-33

n-Hexan Biomol F.,Xn 11-21/22-40 9-16-23

1-Hydroxyacenaphthen Aldrich Xn

4-Hydroxy-9-fluorenon Aldrich K2,Xi

2-Hydroxycarbazol Aldrich Xi 36/37/38 26-37/39

2-Hydroxychinolin Aldrich Xi 36/37/38 26-37/39

2-Hydroxyfluoren Aldrich 36/37/38 26-37/39

9-Hydroxyfluoren Aldrich

2-Hydroxynaphthalin Merck Xn 20/22 24/25

1-Hydroxy-2-naphthoeséaure Merck 36/37/38 26-37/39

3-Hydroxy-2-naphtoeséure Janssen Xn 22-36/37/38 26-36

9-Hydroxyphenanthren Aldrich

1-Indanon Aldrich Xn

Inden Fluka

Indenol[1,2,3-cd]fluoranthen Promochem

Indol Merck Xn 21/22 36/37

Isochinolin Acros Xn 21/22-36/38 24/25

Kaliumcarbonat Merck Xn 22-36 22-26

Kaliumdihydrogenphosphat Merck

Kaliumhydroxid Merck C 35 26-37/39-45

Kieselgel Baker

Methanol, dest. Merck F,T 11-23/25 7-16-24-45

2-Methylchinolin Fluka Xn 21/22-36/37/38 26-36/37

4-Methylchinolin Aldrich Xn 36/37/38-40 26-36

4,5-Methylenphenanthren Aldrich K2,Xn

1-Methylfluoren Aldrich

1-Methylnaphthalin Merck F,Xn 22

2-Methylnaphthalin Merck F,Xn 22

2-Methylphenanthren Aldrich

Naphthalin Merck Xn 45-11-20/21/22- 53-16-45-26-
36/37/38-43 36/37/39
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Tab. 16 (Forts.): Chemikalienverzeichnis
Name Hersteller Gefahren- R-Séatze S-Satze

symbol
1,8-Naphthalsdureanhydrid Aldrich Xi 36/37/38 26-37/39
1-Naphthoesaure Aldrich Xi 36/37/38 26-36
2-Naphthoeséure Aldrich Xi 36/37/38 26-36
Natriumsulfat Merck
Perhydrol 30% Merck C 34 3-26-36/37/39-45
Phenanthren Merck Xi 38
9,10-Phenanthrenchinon Aldrich Xi
Phenanthridin Fluka 40-20/21/22 22-45-36/37/39
Pyren Merck Xn 22 36
Salicylsaure Aldrich Xn 22-36 26
Salzsaure, 32 % Merck C 34-37 26-6/37/39-45
Trifluoressigsaure Merck C 20-35 9-26-27-28-45
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9.2 Gerate und MelRbedingung en

9.2.1 Gaschromatographie-FID

Gerat:

Injektor:
Injektionsvolumen:

Trennséaule:

Tragergas:

Temperaturprogramme:

Detektion:
Auswertung:

Quantifizierung:

HRGC 5160 - Mega Series (Carlo Erba Instruments/Fisons,
Wiesbaden)

300 °C, Split 1:4

1 pL (manuell)

DB-5, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke (J&W Scien-
tific, Folsom, USA)

Helium, 2 mL/min

1. PAK, S-PAK, O-PAK (Validierung: 4.1.5):

60 °C (4 min), 60 - 300 °C (6 °C/ min), 10 min isotherm

2. PAK, S-PAK, O-PAK (Abbaustudie: 5.2):

60 °C (3 min), 60 - 200 °C (7 °C/ min), 200 - 300 °C

(13 °C/ min), 6 min isotherm.

3. N-PAK (Abbaustudie: 5.2):

70 - 220 °C (6 °C/ min), 220 - 300 °C (25 °C/ min),

4 min isotherm

FID, 320 °C

Chromstar Software 4.0 (SCPA, Stuhr-Brinkum)

Kalibriergerade, Methode des internen Standards

9.2.2 Gaschromatographie-MSD

Gerat:

Injektor:

Injektion:
Injektionsvolumen:

Trennséaule:

Tragergas:

5890 Series Il (Hewlett Packard, Palo Alto, USA)

300 °C, Splitless 1 min, dann Split 1:10

7673 Autosampler (Hewlett Packard, Palo Alto, USA)

1L

DB-5, 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pum Filmdicke (J&W Scien-
tific, Folsom, USA)

Helium, 1 mL/min
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Temperaturprogramme:1. PAK, S-PAK, O-PAK (reale Altlasten: 4.1.6):

Detektion:

Auswertung:

Quantifizierung:

60 °C (5 min), 60 - 240 °C (3 °C/ min), 240 - 300 °C

(6 °C/ min), 8 min isotherm

2. neutrale N-PAK u. Metaboliten (reale Altlasten: 4.1.6):
80 °C (1 min), 80 -240 °C (2,5 °C/ min), 240 - 300 °C

(8 °C/ min), 10 min isotherm

3. basische N-PAK (reale Altlasten: 4.1.6):

80 °C (1 min), 80 - 170 °C (5 °C/ min), 5 min isotherm, 170 -
300 °C (6,5 °C/ min), 11 min isotherm

4. neutrale u. saure Metaboliten (Abbaustudien 5.3 u. 6.3):
80 °C (1 min), 80 - 250 °C (3,5 °C/ min), 250 - 300 °C

(12 °C/ min), 6 min isotherm

5971 Mass Selective Detector (Hewlett Packard, Palo Alto,
USA)

El 70 eV, 50-450 amu, 1,2 Scans/s, Interface 300 °C

MS ChemStation G1043C Rev C.02.00 (Hewlett Packard,
Palo Alto, USA)

Kalibriergerade, Methode des internen Standards
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9.2.3 Hochleistungsflissigchromatographie-DAD

Pumpe: L-6200 Niederdruckgradienten-Pumpe (Merck/Hitachi, Darmstadt)
Injektion: AS-4000 Autosampler (Merck/Hitachi, Darmstadt), 20 uL
Vorsaule: CC 8/4 Nucleosil® 120-5 Cy4 (Macherey & Nagel, Diiren)
Trennsaule: CC 150/4 Nucleosil® 100-5 C15-PAH (Macherey & Nagel, Diiren)
Detektion: Diodenarraydetektor 994 (Millipore/Waters, Eschborn)
Auswertung: Auswertungssoftware DART (Ifas, Hamburg)

Quantifizierung: Kalibriergerade, Methode des externen Standards

1. Gradient zur Trennung n eutraler N-PAK und Metaboliten (Validierung 4.1.5)
sowie neutraler und saurer Metaboliten (Abbaustudie 5.3):
Temperatur: 35 °C (T-6300 Saulenofen, Merck/Hitachi, Darmstadt)
Eluenten: A: Acetonitril
B: 0,1 % Trifluoressigsaure in bidest. Wasser
C: Methanol
Wellenlange: 228, 251, 258, 265, 272 und 288 nm

Tab. 17: Gradientenprogramm 1

t [min] Eluent A [%)] Eluent B [%)] Eluent C [%)] Flul? [mL/min]

0 10 73 17 1,0

6 10 70 20 1,0
12 10 60 30 1,0
17 5 53 42 1,0
22 0 48 52 1,0
30 0 40 60 1,0
42 0 25 75 1,0
50 0 0 100 1,0
55 0 0 100 1,0
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2. Gradient zur Trennung b asischer N-PAK (Validierung 4.1.5):
Temperatur: 35 °C (T-6300 Saulenofen, Merck/Hitachi, Darmstadt)
Eluenten: A: Acetonitril
B: Phosphatpuffer (0,68 g KH,PO4 + 40 mL KOH (c = 0,1 mol/L) ad
1 L bidest. Wasser, pH 7,5)
C: Methanol
Wellenlange: 225, 250, 277 und 281 nm

Tab. 18: Gradientenprogramm 2

t[min] Eluent A [%)] Eluent B [%] Eluent C [%] Flu3 [mL/min]
0 20 60 20 1,0
1 20 60 20 1,0
12 40 60 0 1,0
23 53 47 0 1,0
36 100 0 0 1,0
42 100 0 0 1,0

3. Gradient zur Trennung von PAK und Hetero-PAK nach Verseifung und in
Eluaten und Extrakten (Abbaustudie 5):
Temperatur: 30 °C (T-6300 Saulenofen, Merck/Hitachi, Darmstadt)
Eluenten: A: Acetonitril
B: Phosphatpuffer (0,68 g KH,PO4 + 40 mL KOH (c = 0,1 mol/L) ad
1 L bidest. Wasser, pH 7,5)
C: Methanol
Wellenlange: 225, 235, 251 und 286 nm

Tab. 19: Gradientenprogramm 3

t[min] Eluent A [%] Eluent B [%] Eluent C [%)] Flu3 [mL/min]
0 12 55 33 1,0
1 12 55 33 1,0
14 20 35 45 1,0
28 49 22 29 1,0
38 70 0 30 1,0

45 70 0 30 1,0
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4. Gradient zur Trennung von PAK und Hetero-PAK (Abbaustudie 6.2):
Temperatur: 30 °C (T-6300 Saulenofen, Merck/Hitachi, Darmstadt)

Eluenten: A: Acetonitril
B: bidest. Wasser
C: Methanol

Wellenlange: 230 und 251 nm

Tab. 20: Gradientenprogramm 4

t [min] Eluent A [%)] Eluent B [%)] Eluent C [%)] Flul? [mL/min]
0 10 35 55 1,0
7 10 35 55 1,0
15 35 28 42 1,0
20 45 18 37 1,0

5. Gradient zur Trennung von neutralen/sauren Metaboliten (Abbaustudie 6.3):
Temperatur: 35 °C (T-6300 Saulenofen, Merck/Hitachi, Darmstadt)
Eluenten: A: Acetonitril
B: 0,1 % Trifluoressigsaure in bidest. Wasser
C: Methanol
Wellenlange: 234 und 250 nm

Tab. 21: Gradientenprogramm 5

t[min] Eluent A [%] Eluent B [%] Eluent C [%)] Flu3 [mL/min]
0 0 70 30 1,0
1 0 70 30 1,0
10 0 60 40 1,0
20 5 40 55 1,0
30 5 20 75 1,0

9.2.4 Lumineszenzmessung

Gerat: Luminoskan® (Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin)
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9.3 Arbeitsvorschriften

9.3.1 Soxhlet-Extraktion von PAK, Hetero-PAK und Metaboliten

Durchfihrung:

20 g Boden werden mit 1 mL Salzsaure (¢ = 1 mol/L) in einem Morser verrieben,
anschlieBend mit 25 g Natriumsulfat getrocknet. Der getrocknete Boden wird
guantitativ in eine Soxhlethilse Uberfuhrt, die in einer 200-mL-Soxhletapparatur
7,5 Stunden (5-6 Ablaufe/h) mit 210 mL des Ldsungsmittelgemisches Dichlor-
methan/n-Heptan (21/1; v/v) extrahiert wird. Der Extrakt wird am Rotationsver-

dampfer bei 40 °C und 600 mbar auf ein Volumen von ca. 5 mL eingeengt.

9.3.2 Ultraschall-Extraktion der strukturanalogen PAK und Hetero-PAK

Durchfihrung:

20 g Boden werden mit 20 g Natriumsulfat getrocknet. Der getrocknete Boden wird in
einem 100-mL-Zentrifugenglas mit dem Aufarbeitungsstandard 1-Methylfluoren und
50 mL Dichlormethan versetzt, fest verschlossen und 30 min im Ultraschallbad
(Digital Ultrasonic Cleaner T 480 H-2, Elma, Singen) auf hochster Leistungsstufe
extrahiert. Die Extrakte werden bei 1000 x g zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstands

wird vedinnt und zur HPLC-Analyse eingesetzt.

9.3.3 Alkalische Hydrolyse der Bodenmatrix

Durchfihrung nach Soxhlet-Extraktion:

Der extrahierte und getrocknete Bodenrtckstand (9.3.1) wird aus der Soxhlet-Hilse
in ein 100-mL-Zentrifugenglas Uberfahrt, mit 50 mL Kaliumhydroxid-Lésung
(c = 0,5 mol/L in Methanol/Wasser 4/1; v/v) versetzt und 60 Minuten bei 60 °C im
Ultraschallbad extrahiert. Nach dem Abkuhlen wird die Lésung zentrifugiert
(1400 x g). Ein Aliguot wird mit Salzsédure neutralisiert und zur HPLC-Analyse

eingesetzt.



9 Anhang 98

Durchfihrung nach Ultraschall-Extraktion:

Der nach Entnahme eines definierten Extraktionsmittelaliquots verbleibende
Ruckstand mit Restextraktionsmittel wird mit 30 mL Kaliumhydroxid-Lésung
(c = 0,5 mol/L Methanol) versetzt und 60 Minuten bei 60 °C im Ultraschallbad
extrahiert. Nach dem Abkuhlen wird die Lésung zentrifugiert (1400 x g). Ein Aliquot

wird mit Salzsaure neutralisiert und zur HPLC-Analyse eingesetzt.

9.3.4 Festphasenextraktion

Material:

- 8-mL-Glastrennséaulen (Baker, Grol3-Gerau)

— PTFE-Fritten (Baker, Gro3-Gerau)

— Messing-DurchfluBhahne (Baker, Grol3-Gerau)

- SPE-Vakuum-Kammer

- stark basischer Anionenaustauscher Chromabond® SB (Macherey & Nagel,
Duren)

- Kieselgel, Korngréfze 40 um (30-60 pum) (Baker, Grof3-Gerau), vollstandig aktiviert
bei 180 °C (25 h); anschlieRend desaktiviert mit 10 % bidest. Wasser (2 h
konditionieren auf der Schittelmaschine)

Durchfihrung:

In einer Glastrennsaule werden 0,7 g Anionenaustauscher (unten) und 2 g Kieselgel
(oben) zwischen drei PTFE-Fritten fixiert. Durch vorsichtiges Klopfen wird eine
mdoglichst dichte Packung der Sorbentien erreicht. Die Saule wird mit 12 mL n-Hexan
equilibriert. Anschlielend wird der auf ca. 5 mL eingeengte Soxhlet-Extrakt in
n-Heptan auf die S&aule appliziert. Wahrend der Probenapplikation werden 4 mL
Eluat verworfen (Totvolumen der S&ule). Folgende Fraktionen werden mit einer

DurchfluBgeschwindigkeit von ca. 2 Tropfen/s eluiert:
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Tab. 22: Elutionsschema der Festphasenextraktion

Fraktionen Eluenten

1. PAK, S-PAK, O-PAK — 5 mL Soxhlet-Extrakt (9.3.1)
- 3 x 1 mL n-Hexan (Spulen des Probengefalies)
— 12 mL n-Hexan/Dichlormethan (85/15; v/v)
— 2 mL Dichlormethan
2. N-PAK, - 1 mL Dichlormethan
neutrale Metaboliten - 6 mL Methanol
- 3 mL Salzsaure (c = 0,05 mol/L in Methanol)

3. saure Metaboliten - 6 mL Salzsaure (c = 0,05 mol/L in Methanol)

9.3.5 Kationenaustausch-Chromatographie

Material:

— stark saurer Kationenaustauscher Chromabond® SA (Fertigsaule, Polypropylen,
500 mg, Macherey & Nagel, Dtiren)

— Messing-DurchfluBhahne (Baker, Grol3-Gerau)

- SPE-Vakuum-Kammer

Durchfuhrung:

Die Fertigsaule wird mit 5 mL Methanol equilibriert. Fraktion 2 der Festphasen-
extraktion (9.3.4) wird direkt - ohne Einengen - auf die Saule gegeben. Wahrend der
Probenapplikation wird 1 mL Eluat verworfen (Totvolumen der Saule). Folgende

Fraktionen werden mit einer Durchflulgeschwindigkeit von ca. 2 Tropfen/s eluiert:

Tab. 23:  Elutionsschema der Kationenaustauschchromatographie

Fraktionen Eluenten
2a. neutrale N-PAK, — 10 mL Fraktion 2 (SPE, 9.3.3)
neutrale Metaboliten - 5 mL Methanol

2b. basische N-PAK - 5 mL Ammoniak (c = 1 mol/L in Methanol)
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9.3.6 Trimethylsilylierung d er polaren Oxidationsprodu kte

Durchfihrung:

100 - 2000 pL Probelésung werden in einem 4-mL-Braunglas-Vial unter dem
Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft. Nach der Trocknung werden 100 pL
BSTFA/TMCS (99/1, v/v) zugesetzt. Das geschlossene Vial wird in einem Thermo-
block 60 Minuten auf 70 °C erhitzt. Nach Abkiihlen wird 1 pL der Lésung direkt in

den Gaschromatographen injiziert.

9.3.7 Microtox®-Test

Herstellung d er Eluate:

8,8 g Boden (= 7,0 g Trockensubstanz) werden mit 21 mL bidest. Wasser in einer
50-mL-Schottflasche 24 h auf der Schittelmaschine eluiert. Die Losung wird bei
5000 x g 10 Minuten zentrifugiert. 10 mL des Uberstandes werden mit 200 mg
Natriumchlorid versetzt (O Salinitdt der Losung = 2 %) und mit Natronlauge
(c =0,1 mol/L) auf einen pH-Wert von 7,0 = 0,2 eingestellt. Die Lésung wird im

Dunkeln bei 4 °C gelagert und innerhalb einer Woche vermessen.

Herstellung d er Methanol-Extrakte:

6,3 g Boden (= 5,0 g Trockensubstanz) werden mit 15 mL Methanol in einer 50-mL-
Schottflasche 1 Stunde auf der Schittelmaschine extrahiert. Die Lésung wird bei
5000 x g 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und im Dunkeln

bei 4 °C gelagert.

Durchfuhrung d es Tests:

Der Microtox"-Test wird nach DIN 38412 - L 34 durchgefiihrt. Die waRrigen Eluate
werden direkt in den Verdinnungsstufen G1 bis G24 eingesetzt. Die Verdlinnungs-
stufen G1 bis G24 der Methanol-Extrakte werden aus einer Vorverdinnung 1:33,3

angesetzt.
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9.4 Bodenmaterialien

9.4.1 Modellboden

Ah-Horizont: schwach lehmiger Sand

Kompost: Hausmullkompost, 6 Monate gereift, Rottegrad 5

Tab. 24: Kenndaten des verwendeten Modellbodens

Kennd aten Ah-Horizont Ah-Horizont/Kompost
(9:1; m:m)

Sand [%)] 78,2

Schluff [%] 15,4

Ton [%]: 6,4 -

Gesamtkohlenstoff (TC) [%] 1,1 2,6

max. Wasserhaltekapazitét [%] 31,7 45,9

pH-Wert: 4,5 55

Keimzahl [KBE/g Boden] 5x 10° 5x 10°

9.4.2 Teerdlkontaminierte Altlasten

Teerdl-Altlast 1:

Teerdl-Altlast 2:

Gaswerks-Altlast:

Rustungs-Altlast 1:
Rustungs-Altlast 2:

Hamburg-Veringstral3e: stark schluffiger Sand, ehemali-
ges Falilager, ungesittigte Zone

Heide-Sand-Boden, holzverarbeitender Betrieb, unge-
sattigte Zone

ehemaliges Gaswerksgelande, gesattigte Zone

Achim: Ristungsaltlast, ungesattigte Zone
Libeck-Herrenwyk: ehemalige Metallhitte in Verbindung
mit weiteren Verarbeitungsbetrieben wie z.B. einer

Kokerei, ungesattigte Zone
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9.7 Abbau eines komplexen PAK- bzw. Hetero-PAK-Gemisches

9.7.1 Standardlésungen

- PAK-Mischstandard mit den in Tab. 30 angegebenen Konzentrationen

— N-PAK-Mischstandard mit den in Tab. 31 angegebenen Konzentrationen

- S- und O-PAK-Mischstandard mit den in Tab. 32 angegebenen Konzentrationen

- Interner Standard 1 (fur Fraktion 1: PAK, S-PAK, O-PAK): 9-Chloranthracen und
Indenol[1,2,3-cd]fluoranthen: je 500 mg/L in Dichlormethan

— Interner Standard 2 (flr Fraktion 2: N-PAK): 4-Methylchinolin: 500 mg/L

Tab. 30: PAK-Mischstandard zur Dotierung des Modellboden/Kompost-Gemisches

Substanz ¢ [mg/L Dichlormethan]
Naphthalin 27970,0
Acenaphthen 14158,2
Fluoren 14292,0
Phenanthren 21029,7
Anthracen 13704,4
Fluoranthen 17556,4
Pyren 12218,7
Benz[a]anthracen 4070,0
Benzo[a]pyren 5274,9

Tab. 31: N-PAK-Mischstandard zur Dotierung des Modellboden/Kompost-Gemisches

Substanz ¢ [mg/L Dichlormethan]
Indol 5316,6
Chinolin 5362,2
Carbazol 12188,3
Acridin 5400,0
1-Cyanonaphthalin 3699,3
9-Cyanoanthracen 3544,7

Tab.32: S- und O-PAK-Mischstandard zur

Dotierung des Modellboden/Kompost-

Gemisches
Substanz ¢ [mg/L Dichlormethan]
Benzothiophen 5248,8
Dibenzothiophen 5223,1
Benzofuran 12310,5

Dibenzofuran

12309,6
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9.7.2 Verschieden kontaminierte Ah-Horizont/Kompost-Modellsysteme

Zur  Kontamination von 700g  Ah-Horizont/Kompost-Gemisch  (9/1, viv;
55 % WHKnax ) wurden folgende Stoffe nacheinander gut vermischt:

— 100 g Ah-Horizont (lufttrocken, < 2 mm gesiebt)

je nach Ansatzart 10 mL des PAK- und/oder des N-PAK-Mischstandards und/oder
5 ml des S- und O-PAK-Mischstandards (s. 9.7.1), Losungsmittel mit Stickstoff

vorsichtig abgeblasen,

407,9 g Ah-Horizont (lufttrocken, < 2 mm gesiebt),

78,1 g Kompost (feucht, < 4 mm gesiebt) ,
114,0 mL bidest. Wasser.

Jeder Ansatz wurde dreifach angesetzt.

9.7.3 Probenahme und Untersuchung

Die kontaminierten Bdéden wurden in 1-L-Weckglaser gegeben, mit Polyethylenfolie
abgedeckt, gewogen und wéahrend der gesamten Abbaustudie abgedunkelt bei
Raumtemperatur gelagert. Vor jeder Probenahme - nach 24 Stunden (0.Tag) sowie
nach 6, 13, 20, 30, 48, 64, 83, 111 und 203 Tagen - wurden die Glaser erneut
gewogen und verdampftes Wasser ersetzt. Nach gutem Durchmischen wurde aus
allen Ansatzen 20 g Probe fur die chemische Analytik (PAK, Hetero-PAK und Meta-
boliten) entnommen. Fiir den Microtox®-Test wurden mit Ausnahme des 13. und 203.

Tages Proben von 20 g aus einem Ansatz jeder Kontaminationsart entnommen.

Fir die chemische Analytik wurden die Proben mittels Soxhlet extrahiert (s. 9.3.1)
und mittels Festphasenextraktion fraktioniert (s. 9.3.4). Die Quantifizierung der PAK
und Hetero-PAK erfolgte mit GC-FID (s. 9.2.1) mittels Funf-Stufen-Kalibrierung nach
der Methode des internen Standards. Neutrale und saure Metaboliten wurden mittels
HPLC-DAD (s. 9.2.3) sowie nach Trimethylsilylierung (s. 9.3.6) mittels GC-MSD
(s. 9.2.2) identifiziert. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD nach der
Methode des externen Standards.

Die getrockneten Soxhlet-Rickstdnde des 111. und 203. Untersuchungstags wurden

einer alkalischen Hydrolyse der Bodenmatrix unterzogen (s. 9.3.3). Die Quantifi-
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zierung der enthaltenen PAK erfolgte mittels HPLC-DAD nach der Methode des

externen Standards (s. 9.2.3).

Fur den Microtox®-Test (s. 9.3.7) wurde von jeder Probe ein walriges Eluat sowie
ein Methanol-Extrakt hergestellt. Der Test wurde wie in 9.3.7 beschrieben durch-
gefuhrt. Zusatzlich wurden die Konzentrationen der PAK, Hetero-PAK und Metaboli-
ten in Eluaten und Methanol-Extrakten mittels HPLC-DAD nach der Methode des

externen Standards bestimmt (s. 9.2.3).

9.7.4 Quantifizierung von Dibenzothioph ensulfoxid

0,5 mL eines Dibenzothiophen-Standards (c: 1884 mg/L) wurden mit 0,25 mL Eis-
essig und 0,1 mL 30 %iger Wasserstoffperoxid-Losung in einem Braunglas-Vial
unter Rithren 40 Minuten bei 65 °C umgesetzt. Der gesamte Reaktionsansatz wurde
mit Methanol/Wasser (70/30; v/v) ad 25 mL aufgefillt. Dibenzothiophen- und Diben-
zothiophensulfon-Gehalte wurden mittels HPLC-DAD quantifiziert (HPLC-Bedin-
gungen s. 9.2.3). Der dem Dibenzothiophensulfoxid-Peak entsprechende Gehalt der
Verbindung wurde aus dem eingesetzten Dibenzothiophen als Differenz berechnet.
Der ermittelte Response des Dibenzothiophensulfoxids wurde zur Quantifizierung

der Dibenzothiophensulfoxid-Gehalte in den Proben herangezogen.
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9.7.5 Ergebnisse der PAK- und Hetero-PAK-Analytik

Tab. 33: PAK-Konzentrationen [mg/kg] £ Standardabweichung (n = 3) bzw. Signifikanz-
niveau SN [%] (T-Test, beidseitig) fur die Hypothese, daRl ein Unterschied
zwischen den Bodensystemen ,PAK" und ,PAK+NSO* besteht

Substanz Bodensystem Extrahierbare PAK

6. Tag 13. Tag 20. Tag 30. Tag

Naphthalin JPAK" 316 £ 22,2 256 + 33,8 132+10/4 52 +70,3

JPAK+NSO* 340 +£11,8 276 £ 2,3 204+ 32,9 132 £ 53,9
SN (T-Test) 82 57 98 81
Acenaphthen PAK 205+ 0,7 197+7,1 163+9,8 95 + 39,2
~LLAK+NSO* 199+4,1 193+ 3,1 188+ 1,9 169 £ 8,7
SN (T-Test) 86 55 95 92
Fluoren ~JPAK" 192+6,4 193+ 8,0 173+£2,3 105+ 38,1
JPAK+NSO* 205+4,0 204+24 206 £1,9 198 £5,5
SN (T-Test) 97 91 100 95
Phenanthren PAK 292+54 269 £9,2 258 £ 3,7 158 + 89,5
~LLAK+NSO* 303 +4,7 305 4,7 308 £ 3,9 297 2,7
SN (T-Test) 94 100 100 89
Anthracen ~JPAK" 190 £ 9,6 182 + 10,3 179+ 13,1 149+59
JPAK+NSO* 194 £ 27 190+1,3 196+ 2,4 193+ 7,7
SN (T-Test) 46 65 86 100
Fluoranthen PAK 254 + 3,0 251+8,4 250+ 9,2 251 +10,7
~LLAK+NSO* 246 £ 4,7 246 £5,0 252+59 243 +55
SN (T-Test) 93 63 15 69
Pyren JPAK" 176 +4,4  176+59  174+66  177+48
JPAK+NSO* 171+1,9 172+ 4,2 174+ 3,9 167 £ 2,7
SN (T-Test) 87 54 7,6 97
Benz[a]anthracen PAK 50+14 58+2,7 56+1,6 57+37
~LLAK+NSO* 59+27 58 £ 0,7 57+0,5 52+19
SN (T-Test) 6 19 31 87
Benzo[a]pyren PAK® 75+3,1 7715 74+£23 75+0,9
JPAK+NSO* 73+3,1 72+2,6 73+2,1 73+1,4
SN (T-Test) 66 93 41 94
2 PAK JPAK" 1758 + 23 1660 + 37 1459 + 17 1120 £ 273
JPAK+NSO“ 1789 + 38 1715 + 22 1657 + 18 1524 + 84
SN (T-Test) 71 91 100 93

n.n.: <1 % der Dotierung; n.n.*: <1 mg/kg FG
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Tab. 33 (Forts.): PAK-Konzentrationen [mg/kg] + Standardabweichung (n=3) bzw.
Signifikanzniveau SN [%] (T-Test, beidseitig) fur die Hypothese, dal3 ein
Unterschied zwischen den Bodensystemen ,PAK* und ,PAK+NSO" besteht

Extrahierbare PAK Verseifbare PAK

48. Tag 64. Tag 83. Tag 111. Tag 203. Tag 111. Tag 203. Tag
n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
65+ 9,6 29+16,2 4+7,2 n.n. n.n. n.n.* n.n.*
100 98 81 - - - -
57 + 36,3 30+14,9 9+34 n.n. n.n. n.n.* n.n.*
146 + 18,2 129+45 103 +12,7 51+1,6 n.n. n.n.* n.n.*
98 100 100 100 -
49 + 36,8 15+1,8 7+1,4 n.n. n.n. n.n.* n.n.*
176 £+ 8,4 183 +5,7 169+ 11,5 145 + 34,2 n.n. n.n.* n.n.*
98 100 100 99 -
78 £ 56,0 23+49 11+1,7 5+3,9 n.n. n.n.* n.n.*
275+ 22,6 291,6+22 2822+7,1 279+7,9 n.n. n.n.* n.n.*
100 100 100 100 -
133 +8,0 121+ 3,5 78 + 48,6 23+ 26,7 n.n. n.n.* n.n.*
177 + 14,6 189+1,9 181+7,9 184 + 6,1 2+3,6 n.n.* 1+0,4
99 100 94 99 81
242 + 9,4 218+59,7 160+111,0 48 £+ 53,4 6+0,1 n.n.* n.n.*
229+ 14,7 240+ 2,7 238+ 3,4 234 +9,8 29+ 16,9 n.n.* 1+0,1
75 42 65 98 86
173 +4,4 156 + 30,5 119+ 79,4 39 +43,8 5+0,2 n.n.* n.n.*
161+1,4 166 +2,0 164+1,5 158 + 3,6 24+119 n.n.* n.n.*
99 38 57 96 90
53+2,0 55+ 3,5 51+5,2 33+18,0 5+0,5 n.n.* n.n.*
51+3,1 52+2,1 53+0,6 52+2,0 33+6,4 n.n.* 1+0,5
53 76 39 78 98
73+0,7 72+29 75+ 3,8 69+4,2 42+7,8 2+1,0 4+0,0
71+2,7 71+1,1 68+ 25 69 + 3,2 63+5,2 n.n.* 2+1,7
82 38 94 12 98
857 + 129 690 + 76 510 + 247 216 + 148 57+7
1351 + 69 1351 + 16 1261 + 22 1172 + 38 151 + 43
100 100 97 100 94
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Tab. 34: Hetero-PAK-Konzentrationen [mg/kg] Standardabweichung (n=3) bzw.
Signifikanzniveau SN [%] (T-Test, beidseitig) fur die Hypothese, dal3 ein
Unterschied zwischen den Bodensystemen ,NSO* und ,PAK+NSO" besteht

Substanz Bodensystem Extrahierbare Hetero-PAK

6. Tag 13. Tag 20. Tag 30. Tag

Indol -NSO* 58 £5,9 6+28 3+1,1 2+0,3

JLPAK+NSO* 50+1,9 29+1.3 10x4,1 4+11
SN (T-Test) 90 100 94 92
Chinolin NSO* 76+ 2,8 28 + 20,0 4+41 1+£1,0
JPAK+NSO* 76 +2,8 79+29 75+24 50+6,0
SN (T-Test) 30 96 100 100
Benzothiophen NSO“ 64+1,1 50+7,5 37+12,1 21+24
JLPAK+NSO* 64+2,6 53+0,1 39+56 2589
SN (T-Test) 21 39 18 58
Benzofuran NSO* 129+ 19,6 48 £ 13,1 20+6,1 72,1
JPAK+NSO* 83+84 45+ 13,5 26 + 22 14+ 149
SN (T-Test) 98 19 31 50
Carbazol NSO* 173+9,3 166 + 16,2 163+ 13,3 139+ 10,7
JLPAK+NSO* 175+ 7,3 167 + 3,6 165+ 12,7 171+ 0,2
SN (T-Test) 26 5 12 96
Acridin NSO* 76+1,3 74 +2,0 72 + 3,5 73+0,6
JPAK+NSO* 74+ 2,6 71+ 3,6 7024 69+5,5
SN (T-Test) 58 75 47 67
Dibenzothiophen NSO 72+25 71+4,0 70+1,7 61+11,0
JLPAK+NSO* 75+1,1 75+1,2 77+1,0 7529
SN (T-Test) 92 85 100 90
Dibenzofuran NSO* 169+ 11,3 166 £ 9,7 156+ 7,5 31+59
~LPAK+NSO* 176 £ 2,7 174+ 2,6 174+ 2,0 165+5,1
SN (T-Test) 61 77 99 100
1-Cyanonaphthalin  ,NSO“ 53+25 53+2,3 51+0,3 49+ 27
JLPAK+NSO* 51+2.2 53+2,6 51+1,7 52+39
SN (T-Test) 62 9 46 61
9-Cyanoanthracen -NSO* 53+1,3 51+2,0 48 + 0,6 49+15
JPAK+NSO* 5014 49 + 3,2 48 £ 0,9 49+20
SN (T-Test) 95 55 20 15
2 Hetero-PAK NSO* 923 +3 712 + 24 6237 433+ 21
JPAK+NSO* 874 £ 23 794 + 20 734 + 14 673 £ 29
SN (T-Test) 93 99 100 100

n.n.: <1 % der Dotierung; n.n.*: <1 mg/kg FG
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Tab. 34 (Forts.): Hetero-PAK-Konzentrationen [mg/kg] = Standardabweichung (n = 3) bzw.
Signifikanzniveau SN [%] (T-Test, beidseitig) fur die Hypothese, dal3 ein
Unterschied zwischen den Bodensystemen ,NSO" und ,PAK+NSO" besteht

Extrahierbare Hetero-PAK

Verseifbare Hetero-PAK

48. Tag 64. Tag 83. Tag 111. Tag 203. Tag 111. Tag 203. Tag
n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
2+0,4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
82 - - - -
n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
4+1,6 1+0,9 n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
96 82 - - -
10+1,0 5+14 3+0,6 n.n. n.n. n.n.* n.n.*
12+15 5+26 1+1,3 n.n. n.n. n.n.* n.n.*
87 21 90 - -
4+0,5 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
4+33 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
17 81 - - -
10+4)9 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
166 + 6,3 162+ 2,6 118 + 66,6 91+61,9 n.n. n.n.* n.n.*
100 100 98 97 -
74+ 3,2 67+1,9 68 + 3,2 68+0,1 58 + 3,5 10+ 2,3 20+4,0
69+4,2 67 +0,5 68+2,1 68+1,2 46+ 1,5 1+0,6 15+6,4
81 35 100
53+18,7 43 + 14,3 43 + 13,3 38 +18,7 2+272 n.n.* n.n.*
70+ 2,3 71+0,8 66 + 4,6 60+8,1 n.n. n.n.* n.n.*
73 92 95 86 90
7+29 3+4,6 n.n. n.n. n.n. n.n.* n.n.*
149+11,8 146 £+ 4,5 121 +£18,0 88 + 37,8 n.n. n.n.* n.n.*
100 100 100 99 -
49+19 41+14 36+ 3,5 7+8,7 1+2,0 n.n. n.n.*
5155 50+4,4 43 +0,8 36 +0,3 n.n. n.n. n.n.*
33 97 92 97 58
48 £+ 0,6 48 +0,8 48+ 2,3 28 + 23,5 1+0,9 n.n.* 2+05
49+0,6 49+21 45 + 3,0 46 +1,0 57+4,8 n.n.* n.n.*
72 41 85 70 99
256 + 23 207 £ 20 198 + 13 141 + 48 62+4
574 + 11 553 +5 461 + 94 390 + 102 73+ 6
100 100 96 98 94
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9 Anhang 123

9.8 Abbau strukturanaloger PAK und Hetero-PAK

9.8.1 Standardlésungen

» Aufarbeitungsstandard 1-Methylfluoren: 1800 mg/L

e Einzelstandards von Fluoren, Carbazol, Dibenzothiophen und Dibenzofuran:
je 24 000 mg/L in Dichlormethan

» Mischstandard von Fluoren, Carbazol, Dibenzothiophen und Dibenzofuran:
je 24 000 mg/L in Dichlormethan

9.8.2 Verschieden kontaminierte Ah-Horizont/Kompost-Modellsysteme
Zur Kontamination von 600g Ah-Horizont/Kompost-Gemisch  (9/1, vlv;
55 % WHKnax ) wurden folgende Stoffe nacheinander gut vermischt:

— 100 g Ah-Horizont (lufttrocken, < 2 mm gesiebt),

jeweils 5 mL der Einzelstandards bzw. des Mischstandards (s. 9.8.1), Lésungs-

mittel mit Stickstoff vorsichtig abgeblasen,

333,7 g Ah-Horizont (lufttrocken, < 2 mm gesiebt),

66,4 g Kompost (feucht, < 4 mm gesiebt),
99,9 mL bidest. Wasser.
Jeder Ansatz wurde dreifach angesetzt.

9.8.3 Probenahme und Untersuchung

Die kontaminierten Bdéden wurden in 1-L-Weckglaser gegeben, mit Polyethylenfolie
abgedeckt, gewogen und wéahrend der gesamten Abbaustudie abgedunkelt bei
Raumtemperatur gelagert. Vor jeder Probenahme - nach 24 Stunden (0.Tag) sowie
nach 7, 14, 28, 42, 61 und 82 Tagen - wurden die Glaser erneut gewogen und
verdampftes Wasser ersetzt. Nach gutem Durchmischen wurde aus allen Ansatzen
20 g Probe fur die PAK- und Hetero-PAK-Analytik entnommen. Fir die Analytik der
Metaboliten wurde nur aus einem Ansatz jeder Kontaminationsart 20 g Probe
entnommen.

Die PAK- und Hetero-PAK-Gehalte wurden nach Ultraschall-Extraktion (s. 9.3.2)
mittels HPLC bestimmt (s. 9.2.3). Die Quantifizierung erfolgte nach der Methode des
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externen Standards mittels einer Sechs-Stufen-Kalibriergerade (c = 0,5 - 10 mg/L).
Verluste des Extraktionslosungsmittels Dichlormethan wurden auf Basis der

Wiederfindung des Aufarbeitungsstandards 1-Methylfluoren korrigiert.

Die Metaboliten wurden nach Soxhlet-Extraktion (s.9.3.1) mittels Festphasen-
extraktion fraktioniert (s. 9.3.4). Neutrale und saure Metaboliten wurden mittels
HPLC-DAD (s. 9.2.3) sowie nach Trimethylsilylierung (s. 9.3.6) mittels GC-MSD
(s. 9.2.2) identifiziert. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD nach der

Methode des externen Standards.
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9.9 UV-und MSD-Spektren identifizierter Metaboliten

191
73
147
128 203
s 217

275, 306

59 102 291

60 100 140 180 220 260 300

m/z

Abb. 28: MSD-Spektrum (TMS-Derivat) von Dihydroxydihydronaphthalin

a) 501 216 b) 201
216
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73
115 145
127 141 111517 185
300 171 3 g7 T T
63 N e O I S| A
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m/z m/z

Abb. 29: MSD-Spektren (TMS-Derivate) von a) 1-Hydroxynaphthalin und b) 2-Hydroxy-

naphthalin
a) b) 73
304
— —_— —22
200 250 300 350 400 450 60 100 140 180 220 260 300
Wellenldnge [nm] m/z

Abb. 30: a) UV- und b) MSD-Spektrum (TMS-Derivat) von 2,3-Dihydroxynaphthalin
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a)

L~

R e e L A
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Abb. 31:
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Abb. 32:
thenon
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240
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Abb. 33: MSD-Spektren (TMS-Derivate)

b) Dihydroxyacenaphthen

b) 75

152 242

113

5o M. 200710 L 1Y klﬁf’ 180 197 %7 l
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Abb. 34: MSD-Spektren (TMS-Derivate) von a) 2-Hydroxyfluoren und b) Hydroxyfluoren
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Abb. 35: MSD-Spektrum (TMS-Derivat) von Dihydroxyfluorenon

T r I ’ T
200 250 300 350 400 450 60 100 140 180 220 260
Wellenldnge [nm] m/z

Abb. 36: a)UV-und b) MSD-Spektrum (TMS-Derivat) von 4-Hydroxy-9-fluorenon
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Abb. 38: MSD-Spektren (TMS-Derivate) von a) Hydroxyphenanthren o. -anthracen und
b) Dihydroxyphenanthren o. -anthracen
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Abb. 40: MSD-Spektren (TMS-Derivate) von a) Hydroxyfluoranthen o. -pyren und
b) Dihydroxyfluoranthen o. -pyren
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Abb. 42: a) UV- und b) MSD-Spektrum von Dibenzothiophensulfoxid
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Abb. 43: a) UV- und b) MSD-Spektrum von Dibenzothiophensulfon
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