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Impressum

Der Bericht gibt die Auffassung und Meinung des Auftragnehmers wieder und muss nicht mit
der Meinung des Auftraggebers (Bundesminister fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsi-

cherheit) Gbereinstimmen.

0 Zusammenfassung

Im ,Leitfaden zur radiologische Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlasten - Leit-
fadenelement Grundwasserpfad bei Halden des Alt- und Uranbergbaus” wurde bisher eine
mikrobiell induzierte Freisetzung nicht berticksichtigt. Mit dem BMU-Bericht ,Methodische
Weiterentwicklung des Leitfadens zur radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbau-
licher Altlasten und Erweiterung des Anwendungsgebietes” aus der Schriftenreihe Reaktorsi-
cherheit und Strahlenschutz wurde aufgezeigt, dass fur die im Leitfaden geschilderten Falle
Sickerwasser-pH > 6 + Boden-pH > 6 + Verhéltnis Karbonat-Pufferkapazitat / Saurebil-
dungspotential = 3 (Fall 1) bzw. Sickerwasser-pH < 4,5 + Boden-pH < 4,5 + Verhaltnis Kar-
bonat-Pufferkapazitat / Saurebildungspotential << 3 (Fall 2) durch mikrobiell induzierte Pro-
zesse es zu einer erhdhten Radionuklidfreisetzung kommen kann. Somit ist die im Leitfaden
fur diese beiden Spezialfélle getroffen Aussage, dass eine Beurteilung des Freisetzungsver-

haltens ohne aufwéndige Folgeuntersuchungen erfolgen kann, gegebenenfalls hinfallig.

Im vorliegenden Bericht wird zunachst der Kenntnisstand zu mikrobiellen Prozessen bei der
Freisetzung / Fixierung von Radionukliden zusammengestellt. AnschlieRend werden mikro-
biologische Laborverfahren geprift, ob diese geeignet sind, die mikrobielle Aktivitat in Hal-
denmaterialien abzuschatzen. Aus diesen Ergebnissen werden Handlungsempfehlungen zu
freisetzungsrelevanten mikrobiologischen Prozessen abgeleitet, wobei das Freisetzungsver-
halten von Radionukliden tber eine Integration von mikrobiellen Prozessen in Rechencodes

prognostiziert werden soll.

Eine Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen war, bestehende mikrobiologische Metho-
den hinsichtlich ihrer Eignung zur Abschatzung mikrobiologischer Aktivitaten in Haldenmate-
rialien zu bewerten. Hierfir wurden vergleichende Versuche mit den Methoden Bodenat-
mung, Enzymaktivitdt und Mikrokalorimetrie durchgefiihrt. Folgende vergleichende Ver-
suchsvarianten wurden unter aeroben und anaeroben Versuchsbedingungen durchgefihrt:
1. Unbehandeltes Haldenmaterial

2. Vergiftetes Haldenmaterial (0,3 g/L Natriumazid)

3. Haldenmaterial mit Zugabe von Mikroorganismen in Abhangigkeit vom Sauerstoffregime
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4. Haldenmaterial mit Zugabe von Mikroorganismen in Abhangigkeit vom Sauerstoffregime
und weiteren Energiequellen

5. Haldenmaterial mit Zugabe einer weiteren Energiequelle.

Fur die Experimente wurden zwei radioaktive Haldenmaterialien zu Testzwecken ausge-
wahlt, wobei das Material von Standort B den Fall 1 des Leitfadenelementes: Sickerwasser-
pH > 6 + Boden-pH > 6 + Karbonat-Pufferkapazitat > 3x Saurebildungspotential und das Ma-
terial von Standort A den Fall 2: Sickerwasser-pH < 4,5 + Boden-pH < 4,5 + Karbonat-

Pufferkapazitat < Saurebildungspotential reprasentieren.

In den Versuchen mit dem Haldenmaterial des Standortes A konnte mit allen genannten Me-
thoden sowohl durch die Zugabe von Mikroorganismen als auch durch die Zugabe einer E-
nergiequelle die mikrobielle Aktivitat der im unbehandelten Haldensubstrat befindlichen Po-

pulationen nachgewiesen und erfasst werden.

In den Versuchen mit dem Haldenmaterial des Standortes B erbrachten lediglich die Boden-
atmung sowie die enzymatisch katalysierte Hydrolyse von Fluoreszeinderivaten hinsichtlich
des Nachweises mikrobieller Aktivitat Ergebnisse, die Aussagen Uber die mikrobiellen Pro-
zesse ermoglichten. Aufgrund fehlender thermischer Leistung im Versuchszeitraum von 24

Stunden wurden mittels Mikrokalorimetrie keine verwertbaren Ergebnisse erlangt.

Fur die Methode der Bodenatmung kénnen Versuchsapparaturen verwendet werden, die in
den meisten chemischen Dienstleistungslaboratorien zu Bestimmung des BSBs eingesetzt
werden. Die Methode erfordert geringen Vorbereitungsaufwand. Ergebnisse kénnen aber
erst nach ca. 1 Woche Versuchszeit erlangt werden. Die Versuchsauswertung ist unkompli-

ziert.

Von den getesteten Methoden zum Nachweis mikrobieller Aktivitat ist die Ermittlung der En-
zymaktivitdét von Bodenproben operativ am einfachsten durchzufihren. Sie erfordert eine
geringe Versuchsvorbereitung und kann in jedem Dienstleistungslabor ausgefuhrt werden.
Nach Aufnahme einer Kalibrierkurve am Photometer kénnen die Ergebnisse unmittelbar ab-

gelesen werden.

Mit der Methode der Mikrokalorimetrie konnen nach kurzer Probenvorbereitung bei geringer
Substanzmenge rasch Hinweise auf chemische Prozesse mit kleinen Warmeanderungen,
die mikrobiologisch determiniert sind, erlangt werden. Langsam ablaufende Prozesse mit

geringen thermischen Leistungen konnten in der gewéhlten Versuchsdauer von 24 Stunden
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nicht abgebildet werden (Sulfatreduktion). Die verwendete Messapparatur gehort nicht zur
Routineausstattung von chemischen bzw. mikrobiologischen Laboratorien und hat einen er-

hohten Anschaffungspreis.

Neben der Durchfiihrung von Methoden, die die mikrobielle Aktivitat belegen sollen, erfolgte
zudem eine Beschreibung der in den Haldenmaterialien befindlichen Populationen durch
Anreicherung auf Nahrmedien. Hierzu wurden Screening-Medien fiur alkalische und saure
pH-Bedingungen, die im Sickerwasser der Haldenmaterialien vorherrschen, erprobt. Die Er-
gebnisse der Anreicherungsversuche zeigen, dass im Haldenmaterial des Standortes B Mik-
roorganismen aktiv sind, die auch in neutralen / alkalischen Screening-Néhrmedien angerei-
chert werden kénnen. Umgekehrt sind im sauren Overlay solid Medium zahlreiche acidophile

Mikroorganismen im Haldenmaterial A nachzuweisen.

Die Anreicherungen in Spezialndhrkulturen unterstreichen die Dominanz bestimmter Arten
unter den gegebenen pH-Bedingungen. Beispielhaft sind zu nennen: schwefel- und eisen-
oxidierende Mikroorganismen im sauren pH-Bereich und schwefeloxidierende, nitratreduzie-

rende Mikroorganismen im alkalischen Bereich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit den erprobten Methoden die aktuelle
mikrobielle Aktivitdt als Summenparameter ermittelt werden und in die durchzufihrenden
Orientierungsuntersuchungen im ,Leitfaden zur radiologischen Bewertung bergbaulicher
Altlasten” integriert werden kdnnen. Eine detaillierte Bestimmung der Mikroorganismen, die
im Haldenmaterial aktiv sind und somit eine Radionuklidfreisetzung induzieren kdnnen, ist

Uber deren Anreicherung in speziellen Kultivierungsmedien moglich.

Im Rahmen von Spezialuntersuchungen werden die notwendigen Parameter fir eine Frei-
setzungsprognose bestimmt. Neben physikalischen und chemischen Parametern missen
anhand von Saulen- und Schittelversuchen die Populationsparameter der fur die Freiset-
zung relevanten Mikroorganismen bestimmt werden. Dies wird durch eine Nachrechnung der
genannten Versuche mit einem Simulationsprogramm realisiert, wobei die Dynamik der fr
die Freisetzung dominanten Mikroorganismen beschrieben wird. Die Freisetzungsprognose
erfolgt analog zur Nachrechnung der Laborversuche unter Beriicksichtigung der entspre-

chenden Haldenparameter.

Grundsatzlich kénnen solche Simulationsprogramme fir die Nachrechung und die Freiset-

zungsprognose eingesetzt werden, die eine Abbildung der physikalischen und mikrobiologi-
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schen Prozesse erlauben, welche in den Suspensionslaugungsversuchen, in den Perkolati-
onsversuchen und auch im realen System zu erwarten sind. Dies ist z. B. beim Programm
GOLDSIM mdglich, bei dem der Freisetzungsmechanismus, d.h. die mathematischen Glei-
chungen, vom Nutzer vorgegeben werden kénnen. Fir vereinfachte Betrachtungen ist bspw.

auch eine Implementierung der notwendigen Gleichungen in MS-EXCEL mdglich.

Die in diesem Projekt entwickelte Anlage Mikrobiologie als Erganzung des bestehenden Leit-
fadens zur radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlasten, Leitfaden-
element Grundwasser wurde den Autoren des bisherigen Leitfadenelementes Grundwasser
(Gesellschaft fur Anlagen- und Reaktorsicherheit (GRS) GmbH) zur Kenntnis und Beurtei-
lung Ubersandt. In einer Stellungnahme seitens der GRS wird die Feststellung getroffen,
dass die Erweiterung des Leitfadenelementes um die Einbeziehung mikrobieller Prozesse
eine konsistente und kompatible Bereicherung darstellt. Die empfohlenen Hinweise und Er-

géanzungen wurden bei der Ausarbeitung der Anlage Mikrobiologie beriicksichtigt.

Weiterfihrende Arbeiten sollten zur Ermittlung der Hohe des veranderten Radionuklidaustra-
ges in Abhangigkeit von der mikrobiellen Aktivitat durchgefiihrt werden und Gegenstand ei-
nes weiterfiilhrenden Forschungsvorhabens sein. Die im Untersuchungsbericht dargestellte
Vorgehensweise zur Prognose von mikrobiell beeinflussten Radionuklidaustragen wurde
bisher nicht an einem Modellstandort demonstriert. Das in der Anlage 4 beschriebene Exem-
pel bezieht sich auf mikrobielle induzierte Stoffaustrage von konventionellen Schadstoffen.
Daher sollte eine Ubertragung der vorgeschlagenen Vorgehensweise Gegenstand eines
neuen Forschungsvorhabens werden, um auch die in der Anlage Mikrobiologie getroffenen

Aussagen zu verifizieren.
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1 Veranlassung und Aufgabenstellung

Um Entscheidungen uber die Sanierung von Halden und Absetzanlagen des Alt- und Uran-
erzbergbaus auf der Grundlage einheitlicher, wissenschaftlich begriindeter und zugleich
okonomisch vertretbarer Methoden zu treffen, hat das Bundesamt fir Strahlenschutz den
.Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlasten* entwi-
ckelt. Im Forschungsvorhaben ,Mikrobiologie in Halden und Absetzanlagen® [BMU 2005]
wurde aufgezeigt, dass mikrobiell induzierte Stoffumsétze einen wesentlichen Beitrag zur

Radionuklidfreisetzung tber den Wasserpfad leisten konnen und bei einer Sanierungsent-

scheidung zu bertcksichtigen sind. Im Anschluss an das genannte Forschungsvorhaben

fand am BfS ein Expertengesprach zur ,Mikrobiologie in Halden und Absetzanlagen® statt,
bei dem folgende gemeinsame Positionen erarbeitet wurden:

I. In allen Halden und Absetzanlagen des Alt- und Uranbergbaus sind Mikroorganismen
aktiv, die die Freisetzung von Schwermetallen/Radionukliden kontrollieren, indem sie
Redoxreaktionen steuern, die Schwermetalle/Radionuklide mobilisieren oder fixieren
und/oder Schwermetalle/Radionuklide in ihrer Biomasse akkumulieren. Insofern bildet ei-
ne vornehmlich geochemisch gepragte Betrachtungsweise die in der Natur ablaufenden
Prozesse unzureichend ab.

II. Mikrobielle Populationen sind in Abhangigkeit vom N&hrstoff- und Energieangebot und
damit immer standortspezifisch ausgepragt. Es existieren bewahrte Methoden zur effekti-
ven Erfassung der jeweils freisetzungsrelevanten Informationen.

lll. Es gibt eine Reihe von Rechencodes, von denen einige Uber die Option zur Transportsi-
mulation verfiigen (gekoppelte Modelle). Fiir die mathematische Erfassung der mikrobiel-
len Prozesse werden speziell abzuleitende Quell- und Senkenglieder in diese Rechenco-
des implementiert. Diese Vorgehensweise ist bereits heute in der Praxis ublich.

IV. Einige mikrobiologische, aber auch geochemische Phanomene und Transportprozesse,
die fUr die Freisetzung von Schwermetallen/Radionukliden relevant sind, sind heute zwar
bekannt, fur die Einbeziehung in Freisetzungsprognosen aber nicht ausreichend gut un-
tersucht (z. B. Grenzflachenchemie, Transportphdnomene wie Biofilm und Kolloide).

V. Die Bericksichtigung der Mikrobiologie und die Durchflihrung einer biogeochemischen
Modellierung erhéht die Sicherheit der Freisetzungsprognose und stellt die Dosisermitt-

lung als eine Grundlage fur die Sanierungsentscheidung auf eine zuverlassigere Basis.

Im Nachgang zu dieser Fachdiskussion wurde durch das Bundesamt flr Strahlenschutz das
Forschungsvorhaben FKZ S01020703: "Methodische Weiterentwicklung des Leitfadens zur

radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlasten - Mikrobiologisch indu-
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zierte Freisetzung von natirlichen Radionukliden aus Halden mit dem Sickerwasser" ausge-

schrieben. Das BfS hat hierfur die G.E.O.S. Freiberg Ingenieurgesellschaft mbH am

13.08.2007 beauftragt. Dabei wurden folgende Teilaufgaben festgelegt:

1. Erarbeitung einer in sich geschlossene Darstellung der naturwissenschaftlichen Grundla-
gen

2. Entwicklung von Handlungsempfehlungen zur Untersuchung, Modellierung und Bewer-
tung freisetzungsrelevanter Prozesse

3. Entwurf zur Erweiterung des Leitfadenelementes Grundwasserpfad um die Belange der
Mikrobiologie

4. Abstimmung des Entwurfes zum Leitfadenelement mit den Autoren des bisherigen Leit-
fadenelements Grundwasser (Gesellschaft fir Anlagen- und Reaktorsicherheit) sowie

Beratungsleistungen

Den Ausgangspunkt fir sdmtliche Betrachtungen bildet der ,Leitfaden zur radiologischen
Bewertung bergbaulicher Altlasten, Leitfadenelement Grundwasser bei Halden des Alt- und
Uranbergbaus”. Dieser Leitfaden beinhaltet eine einfach handhabbare, pragmatische Vor-
schrift zur Vorgehensweise bei der Bewertung bergbaulicher Altlasten. Das Grundprinzip
besteht in einer schrittweisen Vertiefung der Betrachtung und der Prifung, inwiefern jeweils
detailliertere Untersuchungen notwendig sind. Die vorliegende Studie soll den vorhandenen
Leitfaden hinsichtlich der Wirkung mikrobiologisch induzierter Freisetzungsprozesse ergan-
zen, weil diese bisher nicht ausreichend betrachtet wurden und teilweise zu einem abwei-

chenden Systemverhalten fihren kdnnen.

Der grundsatzliche Ansatz besteht darin, den ,Leitfaden zur radiologischen Bewertung berg-
baulicher Altlasten* an den Stellen zu erganzen, an denen es unter Einbeziehung mikrobio-
logisch induzierter Freisetzungsprozesse zu einem abweichenden Systemverhalten gegen-
Uber einer rein geochemischen Betrachtungsweise kommen kann. Im Leitfadenelement
selbst wird dabei auf solche Situationen hingewiesen und welche Konsequenzen sich hin-
sichtlich der Untersuchung und der Prognose ergeben. Gegebenenfalls notwendige Spezial-

untersuchungen werden dann in der Anlage Mikrobiologie zum Leitfadenelement dargestellt.

Unabhéngig vom jeweiligen mikrobiologischen Prozess kann die Vorgehensweise dabei in

folgende Schritte unterteilt werden:

1. Priufung der Voraussetzungen zur Mitwirkung mikrobiologischer Prozesse bei der Frei-
setzung von Radionukliden anhand vorliegender Informationen zu den Milieubedingun-

gen sowie zum Inventar an Mikroorganismen und Radionukliden — Relevanzverdachts-
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prifung. Fehlen geeignete Wachstumsbedingungen, kénnen weitere mikrobiologische
Untersuchungen entfallen.

2. Durchfuhrung einfacher experimenteller Untersuchungen zur Bestétigung oder Zuriick-
weisung des Relevanzverdachts.

3. Ist im Ergebnis dieser Untersuchungen die Relevanz nachgewiesen, so wird die Durch-
fuhrung von Spezialuntersuchungen zur Quantifizierung der mikrobiologischen Prozesse
notwendig.

4. Parameterbestimmung zur Quelltermbeschreibung auf der Grundlage der Spezialunter-
suchungen .

5. Prognose von Freisetzung und Transport innerhalb der Quelle.

Aus diesen Arbeitsschritten folgt unmittelbar, dass eine quantitative Beschreibung mikrobio-
logischer Prozesse in der Regel stets die Durchfiihrung von Spezialuntersuchungen und

deren Auswertung voraussetzt.

Der vorliegende Bericht umfasst den fachlichen Kenntnisstand und die Handlungsempfeh-
lungen fir:

- mikrobielle Prozesse bei der Freisetzung / Fixierung von Radionukliden

- laborative Moglichkeiten zur Ermittlung der mikrobiellen Aktivitat in Haldenmaterialien

- Darstellung von mikrobiellen Prozessen in Rechencodes

sowie Ergebnisse aus durchgefihrten Versuchen zur Ermittlung der mikrobiellen Aktivitaten

an ausgewahlten Haldenmaterialien zusammen.

Alle im Forschungsvorhaben erlangten Erkenntnisse sind in die Uberarbeitung des Leitfa-

dens eingegangen und werden als separates Dokument dem Auftraggeber Gbergeben.

2 Naturwissenschaftliche Grundlagen der Radionuklid freisetzung/-
fixierung

2.1 Grundlagen

Uranminerale sind die bedeutendsten Quellen bergbaulich bedingter Strahlenemission. Die
haufigsten Uranisotope U-238 und U-235 sind langzeitig nicht stabil (Uran-Radium-
Zerfallsreihe - Abbildung 1, Uran-Actinium-Zerfallsreihe - Abbildung 2). Uran tritt, wegen der
vergleichbaren lonenradien, oft in diadochem Ersatz fir verschiedene Elemente, z. B. Zirko-
nium, Thorium, Cerium, Yttrium, Calcium in Mineralien auf. Von diesen Elementen ist vor

allem Thorium mit seinem Isotop Th-232 von Bedeutung, weil es ebenfalls nicht stabil ist
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(Thorium-232-Zerfallsreihe - Abbildung 3). Das Verhéltnis des Thoriumgehaltes zum Urange-
halt betragt z. B. in magmatischen Gesteinen im Mittel 3-4.

Die oben genannten Zerfallsreinen werden durch die in alphabetischer Reihe aufgelisteten
Elemente: Actinium, Astat, Bismut, Blei, Franzium, Polonium, Protactinium, Radium, Radon,
Thallium, Thorium, Uran gebildet.

Ausgehend von deren relevanten Halbwertszeiten wurden diejenigen mit einer grofRen Halb-
wertszeit ausgewahlt, da eine langere Stabilitdt als Voraussetzung fir eine mikrobiologische
Konzentrationsveranderung wahrend des Langzeitverhaltens angenommen wurde. Des Wei-
teren wurde Radon in der Betrachtung ausgeschlossen, da dessen Transport Uber Sicker-
wasser vernachlassigbar ist (Edelgas). Diese ausgewdhlten Elemente sind: Actinium, Bis-

mut, Blei, Radium, Polonium, Protactinium, Thorium, Uran.

Protonenzahl

206 208 210 | 212 | 214 | 216 | 218 | 220 222 | 224 | 226 | 228 | 230 232 | 234 | 236 | 23

co

Nukleonenzahl

Abbildung 1:  Uran-Radium-Zerfallsreihe (Quelle: www.periodensystem.net)
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Protonenzahl

207 | 209 | 211 | 213 | 21§ | 247 | 299 | 221 | 223 | 225 | 227 @ 229 | 231 | 233 23§
Nukleonenzahl

Abbildung 2:  Uran-Actinium-Zerfallsreihe (Quelle: www.periodensystem.net)

Protonenzahl
t3

214 | 216 | 218 | 220

Nukleonenzahl

222 | 224 | 226 | 228 | 230 | 232

Abbildung 3:  Thorium-Zerfallsreihe (Quelle: www.periodensystem.net)
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2.2 Eigenschaften und grundlegendes Verhalten der R adionuklide

Aus den chemischen Eigenschaften der Radionuklide sollen Hinweise Uber die Existenz
wasserloslicher Verbindungen und aus den Loslichkeiten sich ergebende Konzentrationen
sowie mdgliche zu erwartende Zustande abgeleitet werden. Die in diesem Kapitel aufgefihr-
ten physiko-chemischen Daten sind
- H. U. Vogel, Chemikerkalender, Springerverlag Berlin Géttingen Heidelberg 1956
- Dans Lax Tabellenbuch fir Chemiker und Physiker, Springerverlag 1957
- A.F. Hollemann E. Wiberg Lehrbuch der anorganischen Chemie Walter De Gruyter &
Co Berlin 1960
- D'Ans/Lax, Taschenbuch fir Chemiker und Physiker. Springer-Verlag, Berlin-
Gottingen-Heidelberg 1964
- Anorganikum Lehr- und Praktikumsbuch der anorganischen Chemie Autorenkollektiv
VEB Deutscher Verlag der Wissenschaften Berlin 1973
- Internet - Wikipedia, D. G. Brookins Eh-pH Diagrams for Geochemistry Springer Ver-
lag Berlin Heidelberg New York 1988 ISBN 3 - 540 - 18485 - 6

entnommen.

Actinium, Protactinium

Zur Gruppe der Actinoide gehéren neben Actinium / Protactinium die fir diesen Bericht rele-
vanten Elemente Thorium, Protactinium und Uran. Actinium / Protactinium ahneln in ihren
Eigenschaften den Alkalimetallen. An der Luft Uberziehen sie sich rasch mit einer Oxid-
schicht, die in feuchter Luft zum Hydroxid weiterreagiert. Mit Wasser und/oder Sauren rea-

gieren sie heftig unter Wasserstoffbildung. Alle bekannten Verbindungen sind dreiwertig.

Bismut

Bismut ist vorwiegend dreiwertig, aber auch ein-, und fiinfwertige Verbindungen sind be-
kannt. Bismut (V) — ist ein starkes Oxidationsmittel.

Bismut(lll)-Salze sind in starken S&uren bei niedrigen pH-Werten stabil und lassen sich aus
Sauren und Bismutoxid herstellen. Bei neutralem pH-Wert zersetzen sie sich im Wasser und

hydrolysieren zu basischen Salzen.

- Bi(NOg); zersetzt sich mit Wasser zu Bi(OH),NO;

- Vorkommen, Existenz als Oxid (Bi»Os, Bismit / Bismutocker), Sulfid (Bi,Ss, Bismutglanz,
Bismutin), Selenid, gediegen

- Wichtige Reaktionen:
2 Bi + 6 H,SO, - Biy(SO,4)3+ 3 SO, + 6 H,O
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Bi + 6 HNO3; - Bi(NO3); + 3 NO, + 3 H,O

- Halogenide sind bekannt,
- -trifluorid, -pentafluorid, -fluoroxid
- Monochlorid, -trichlorid, - chloroxid
- Monobromide, - tribromide, - bromoxide
- Monoiodide, - triiodide, - iodoxid
- BIiCl; zerfallt im Wasser zu Bismutchloroxid

- Stabilitaten: unter sauren oxidierenden Bedingungen existiert BigO¢®* in einem pH-
Bereich von 1 - 6 und Eh-Bereich von 0 bis + 1,2 V. Im neutralen alkalischen Gebiet liegt
unter oxidierenden Bedingungen Bi,O3; vor. Unter reduzierenden Bedienungen existiert
im alkalischen Bi,S; ebenso wie unter schwach oxidierenden und sauren Bedingungen
(Eh - 0,3 bis +0,4 V und im pH-Bereich 0 — 10).

Blei

Gelbstes Blei existiert in der zweiwertigen und vierwertigen Form. Blei(ll)-Sulfat existiert un-
ter oxidierenden Bedingungen bis zum pH-Wert von ca. 6, danach existiert bis zu einem
pH-Wert von 12 das Blei(ll)-Karbonat. Blei(ll)-Sulfid ist Giber den ganzen pH-Bereich vorwie-

gend unter reduzierenden Bedingungen stabil. Die Ldslichkeiten wichtiger Bleiverbindungen

sind:

- PbCOg: 0,15 - 10 g/100 g Wasser — 20T

- Pb(NO3),: 52,2 g/100 g Wasser —20C

- PbSOy: 4,21 - 107 g/100 g Wasser, — 20C

- PDb(S0,).: praktisch unléslich

- PbS: 1,3-8,6 - 10° g/100 g Wasser — 20T

Besonders gut I6slich ist das Blei(ll)- Nitrat. Aber auch das Sulfat und das Karbonat besitzen

noch eine bemerkbare, wenn auch geringe Loslichkeit.

Bekannt sind auch bleiorganische Verbindungen, wie zum Beispiel Pb(CHj3),. Diese zeigen

ein lipophiles Verhalten, die Ldslichkeit in Wasser ist vernachlassigbar.

Radium

Radium spielt bei den Betrachtungen von Mobilitdt und zu erwartender Aktivitat eine beson-
dere Rolle, weil bereits sehr geringe Konzentrationen zu hohen Aktivitaten fihren. Deshalb
sollen hier Betrachtungen tber die Ldslichkeiten von Radiumverbindungen und die Wech-

selwirkungen mit mikrobiellen Systemen angestellt werden.
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- Radium gehort zu den Erdalkalimetallen und kommt als lon im zweiwertigen positiven
Zustand vor.

- Schwerldsliche Salze bzw. Salze mit einer geringen Ldslichkeit sind RaSO,, RaCO; und
RaCrQ,4. Dabei variieren die Angaben Uber die Loslichkeit von RaSO, in einem Bereich
von 0,21 10 ~3 g/100 ml bei 20 €T und 20 pg/L ebenfalls bei 20 T .

Die Halogenide (Fluorid) sind nur maRig Ioslich, Nitrate und Acetate sind dagegen leicht 16s-
lich.

Wenn Ra gebunden wird, dann stehen deshalb in der Regel bevorzugt die Anionen SO,*
und CO,” fiir eine Bindung als RaSO, und RaCOs in Analogie zu Mg, Ca, Sr und Ba zur Ver-
flgung. Die Léslichkeiten der Erdalkalikarbonate sind (Angaben in g/100 g Wasser):

- BeCO; keine Angaben es zersetzt sich und bildet BeO

- MgCO; 0,106

- CaCO, 1,5 - 10 (bei 18)

- SrCO; 1,0 - 10 (bei 20C)

- BaCO; 1,62 - 10 (bei 13T)

- RaCO; keine Angaben, schwer bzw. gering l6slich, deshalb wird in erster Néhe-

rung eine vergleichbare Léslichkeit wie Bariumkarbonat angenommen.

Wechselwirkungen zwischen Radium, Karbonat und Sulfat:

Wenn Ra als Karbonat im Wasser gebunden werden soll, dann ist der HCO3-Gehalt im
Wasser von Bedeutung. Dieser wird neben geogenen und chemischen Prozessen vor allem
auch durch biologische Reaktionen beeinflusst. So wird Radium durch eine Alge (Caracea)
mit einer maximalen Konzentration von 60 Bg/g TS (entspricht 1620 - 10 ° pg Ra/g TS bzw.
1,6 ug / kg TS) gebunden [KAL 2002]. Dabei ist eine Bindung des Radium durch pflanzlich
gebildetes CO, moglich und denkbar. Dies wirde die Konzentrationsschwankungen zwi-
schen Tag und Nacht bzw. Sommer und Winter durch den CO, - Bildungszyklus sowie die
Konzentrationsabhangigkeiten, die durch die das Wachstum beeinflussenden Faktoren wie -
Temperatur, Nahrstoffe, Sauerstoffgehalt hervorgerufen werden, erklaren. Oszillierende Ra
Konzentrationen in Wetlands deuten auf diese Zusammenhénge hin [KAL 2002, KIE 2004]].
Die andere Mdglichkeit einer Bindung an Sulfat ist ebenfalls gegeben. Da in der Biomasse in
der Regel 2% Schwefel in Sulfaten bzw. anderen S- Verbindungen (z.B. Aminoséuren) ge-

bunden ist, ist deshalb auch die Bindung als RaSO, denkbar. Eine Riickrechnung tber den
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Ra-Gehalt in der Biomasse und Analyse der Biomasse soll deshalb zu Aussagen Uber die

madgliche Bindung fuhren.

SYSTEM Ra-0-H-C-S o
\\\\ 25°C, 1 bar

0.8 —

Rat”

0.4 —

AaSO,
0.2 |~ : —

Eh (V)

pH

Abbildung 4:  Eh-pH-Diagramm fiir Ra— O —H — C — S [BROO 1988]

Das Eh - pH-Diagramm fiir Radium in Gegenwart von O - H - C - S zeigt eine Stabilitdt von
RaSO, uber einen grof3en pH- und Redoxbereich. Erst bei pH 2,6 wird RaSO, aufgeldst und
es werden Ra®"-lonen gebildet. Bei hohen pH-Werten, die Uber 12,4 liegen, wird RaSO,
durch RaCOj; ersetzt.

Potenzielle Bindung von Ra an Karbonaten:

Die Abtrennung von Radium durch Karbonat aus Wasser ist eine Funktion der [HCO,] -
Konzentration und allen den GréRRen, wie pH-Wert und Temperatur, die den [HCO;] -Gehalt
beeinflussen. Zudem ist die Ra Abtrennung eine Funktion des Biomasse/Algenmenge-
Verhéaltnis.

Da RaCOj; eine Molmasse von 286 g/Mol aufweist, kénnen 60 mg CO3* 226 mg Ra binden,

wenn es als Ra-226 vorliegt. Wenn, wie in vielen Drainagewéassern 300 — 400 mg/L HCO3
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geldst sind, dann kénnen damit rechnerisch 1.130 mg Ra als RaCOj; (41,85 - 10° mBg/L, An-
nahme: 27 - 10° ug Ra = 1 Bq) gebunden werden. Die Léslichkeit des Radiumkarbonats wird
wie die des BaCO; mit 1,62 - 10 g /100g Wasser = 16 mg/L angenommen, d. h. ca. 12,8 mg
Ra bleiben folglich gelést (12, 8 mg Ra/L = 47,36 - 10’ Bqg/L (473, 6 - 10° Bg/L). Das bedeu-
tet, dass trotz der geringen Ldoslichkeit die Aktivitdt durch das geldste Radium noch sehr
hoch bleibt. Die Radiumkonzentration im Wasser reicht bei einer Radiumkonzentration von
3.000 — 4.000 mBq/L (3 — 4 Bg/L), entsprechend einer Konzentration von 108 - 10™° pg Ra/L,
nicht an das Loslichkeitsprodukt heran. Dadurch ist auch keine Abnahme der HCO3; Werte

Zu erwarten.

Die Loslichkeiten der Sulfate sind (Angaben in g /100g Wasser):

- Srso, 11,4 - 10
- BaSO, 0,23-10°
- RaSO, 0,21 - 10° bzw. 20 pg/L

Die Loslichkeiten von RaCO3; und RaSO, missten in der gleichen GrdlRenordnung liegen.
Deshalb sind die gleichen Uberlegungen und Schlussfolgerungen bei RaSO, zutreffend, wie
sie fur RaCO; diskutiert und abgeleitet worden sind. Aus dem Eh — pH-Diagramm kann aber
eine Bindung an das Karbonat unter den meisten betrachteten pH-Werten weitgehend aus-

geschlossen werden.

Eine besondere Bedeutung besitzt die Bindung von Radium an das Sulfat in Biomassen.
Schwefel ist elementar fur den Aufbau von S-haltigen Aminosauren notwendig. Die Konzent-
ration S-haltiger Aminosauren betragt ca. 2% im Protein (bei Hefen). Ein @hnlicher Wert dirf-
te bei Bakterien erwartet werden. Der Anteil an anorganischen lonen (damit ist die Summe
aller lonen zu verstehen) liegt bei ca. 1 % in einer Zelle [FRI 1990]. Das entspricht einer
Konzentration von 10 mg/g TS. Wenn die gebundene Menge von 60 Bgq auf RaSO,4 umge-
rechnet wird - bedeutet das 1,6 ng Ra gebunden als RaSO, und eine Menge von 2,28 ng
RaSO, oder eine notwendige Menge an SO, von 0,68 ng. Diese durfte in einer Biomasse-

menge von 1 g enthalten sein.

Somit ist eine Bindung von Radium als Karbonat aber auch als Sulfat in Gegenwart von Mik-

roorganismen maoglich, sofern die pH-Werte das zulassen.
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Polonium

Polonium existiert, unter reduzierenden Bedingungen zwischen pH 2 und pH 10 als elemen-
tares Po, waobei bei tiefen pH-Werten hohe Redoxpotenziale fur die Existenz notwendig sind.
Es ist ebenfalls eine PoS-Modifikation moglich, PoO, ist unter oxidierenden Bedingungen
stabil und von Bedeutung, besonders unter neutralen / alkalischen Bedingungen, wahrend

unter sauren oxidierenden Bedingungen Po?* in geldster Form existiert.

Thorium
Einige Verbindungen von Thorium sind recht gut wasserléslich. Dazu zéhlen vor allem das
Nitrat und das Sulfat.

Th(NO3)4 - 6 H,O 181 g/100 g Wasser (bei 20C)
Th(SO,), 1,38 g/100 g (bei 20C)

Uran

Es sind sehr viele Uranverbindungen bekannt. Bekannteste l6sliche Verbindungen sind:

- Uranylsulfat: UO,SO, Loslichkeit 17,4 g/100 g Wasser (bei 15,5 €)

- Uranylkarbonate: Na,JUO,(COs3);] gut l6slich, &hnlich wie Uranylsulfat
(NH,)4jJUO,(CO3)s]  gut léslich

- Uranylnitrat: UO,(NO3), - 6 H,O 119,3 g/100 g Wasser (bei 20C)

- Uranylacetat: UO,(CH3;COO); - 2 H,0O 8 g /100 g Wasser (bei 15 C)
- Uranylphosphat: UO,HPO, - 4 H,O unléslich in Wasser, 16slich in HNO3 und
Na,CO;- Losung

2.3 Madgliche Prozesse zur Freisetzung und zum Trans  port

2.3.1 Einleitung

Die folgende Darstellung der mikrobiell induzierten Freisetzungs- und Transportprozesse ist
eine Erganzung und Erweiterung der im Abschlussbericht ,Methodische Weiterentwicklung
des Leitfadens zur radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlasten und
Erweiterung des Anwendungsbereiches” [BMU 2005] zusammengestellten Ergebnisse und

Recherchen.

Mikroorganismen haben sich, bedingt durch die Entwicklung der Erde, an die unterschiedli-
chen Lebensrdume und Lebensbedingungen angepasst. Dadurch ist es ihnen mdglich ge-

worden, bei unterschiedlichen Temperaturen (kryophiles bis extrem thermophiles Wachs-
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tum), in Gegenwart von Sauerstoff (aerobes Wachstum) und bei Abwesenheit von Sauerstoff
(anaerobes Wachstum) sowie bei hohen Salzkonzentrationen (halophiles Verhalten) und
extremen Driicken (barophiles Verhalten) zu leben und sich zu vermehren. Als Kohlenstoff-
quelle fur die Zellsubstanzsynthese werden dabei entweder CO, aus der Luft iber das Koh-
lensauregleichgewicht im Wasser (autotrophes Wachstum) oder organische Verbindungen
(heterotrophes Wachstum) verwendet. Wenn die Energie fir die in den Mikroorganismen
ablaufenden Prozesse und ihr Wachstum sowie ihre Vermehrung aus den abgebauten und
umgewandelten chemischen Verbindungen gewonnen wird, existiert ein chemotrophes Ver-
halten, im Gegensatz zu den Féllen, wo die Energie aus dem Sonnenlicht bezogen wird (fo-
totrophes Wachstum). Eine weitere wichtige Reaktion fur die Lebensprozesse ist die Bereit-
stellung von Protonen fir katabole und anabole Prozesse. Wenn Wasserstoff durch den
Umbau anorganischer Verbindungen geliefert wird, existiert ein lithotropher Wachstumspro-
zess. Stammt der bendtigte Wasserstoff aus den abgebauten organischen Verbindungen,

existiert ein organotropher Prozess.

Die nachfolgende Gleichung zeigt einen mikrobiellen Wachstumsprozess in einer allgemei-

nen Form.

Gleichung 1
Mikroorganismen (MO) + C + N + P + H + O + Spurenelemente + Energie (E) -
Biomasse + CO, + RP + H,0O + E (Wéarme)

Mikroorganismen bendtigen fiir die Bildung von Biomasse und neuen Zellen durch Zellver-
mehrung Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Phosphor und eine Reihe von es-
sentiellen Spurenelementen (z. B. Eisen, Kupfer, Mangan, Zink). Dabei wird in der Regel
CO, neben Wasser und Reaktionsprodukten (RP) an die Umgebung abgegeben. Da alle

Wachstumsprozesse exotherm sind, wird ebenfalls Warme an die Umgebung abgegeben.

Die Reaktionsprodukte werden je nach der Art der Bildung als Primér- oder Sekundarmeta-
bolite bezeichnet. Bei ihnen kann es sich um die unterschiedlichsten Verbindungen wie an-
organische und organische Sauren (Fettsduren), Methan, Alkohole, Exopolysacharide, Side-
rophore oder weitere komplexbildende Substanzen handeln. Durch die Vielzahl gebildeter
Substanz sind die Vorraussetzungen fur unterschiedlichste Wechselwirkungen mit Radionuk-
liden gegeben, die zu einer verénderten Speziierung und somit zu einer Mobilisierung aber

auch zu einer Immobilisierung fuihren kénnen.
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Die Energiebereitstellung erfolgt tber einen Elektronentransfer von einem elektronenliefern-
den Partner (Donator) zu einem elektronenaufnehmenden Reaktionspartner (Akzeptor). Ein
Teil der bei diesem Prozess freiwerdenden Energie wird fiir das Aufrechterhalten der Le-
bensfunktionen der Mikroorganismen verwendet. Die Tabelle 1 listet Elektronen-Donatoren
und Elektronen-Akzeptoren auf, die fir das Wachstum der Mikroorganismen genutzt werden
kénnen. Daneben sind auch mikrobiologische Oxidations- und Reduktionsprozesse bekannt,
deren Energie aber nicht fir Wachstumsprozesse genutzt werden kann. Sie werden deshalb
als cometabole Prozesse bezeichnet, die nur ablaufen, wenn den Mikroorganismen eine
andere Energiequelle in ausreichendem Maf3e zur Verfigung steht. Die betreffenden Spe-

zies sind in Klammern der Tabelle 1 dargestellit.

Tabelle 1: Zusammenstellung von Elektronen liefernden (Donatoren) und von Elektronen auf-
nehmenden (Akzeptoren) Spezies fur mikrobielle Laugungsprozesse

Elektronen-Donatoren S, S,057, S,067, SO5°, S% SCN ', Se”, U™, Sb™, cu’,
sn®, As*, Mn**, Fe*, Cr*', H,, NH,", NO*, (W*, Mo,
V3+, CO+)

Elektronen-Akzeptoren 0,, SO,~, SO5~, S° PO,”, CIO;”>, NO*, NO”, Se0,”,
U6+, F63+, Mn4+, Cr6+, ASS+, Sb5+, (W6+, M05+, V5+, C03+,
Hg*", Hg', Ag")

2.3.2 Saure Laugung / Mobilisierung

2.3.2.1 Direkte Oxidation und Freisetzung der gebildeten Radionuklide

Eine Freisetzung von Radioaktivitdt durch direkte Oxidation von Mikroorganismen aus Erzen

betrifft vor allem Uran. Das ist sowohl bei Uran(lV)- als auch bei Uran(VI)-haltigen Mineralen

mdglich. Dabei sind U®*-haltige Minerale leicht durch Sauren mobilisierbar, wéahrend U**-

haltige Minerale schwer 18slich sind und erst oxidiert werden missen. Generell kdnnen die

fur eine Laugung in Frage kommenden Uranerze in 3 Gruppen eingeteilt werden [DUTR

1976].

- Primare Oxide wie Uraninit (UO,), Pechblende (U3Os)

- primare Minerale wie Brannerit (UTi,Og) oder Coffinit (USiO,4 - n H,0), in denen Uran mit
anderen Metalloxiden vergesellschaftet ist,

- Sekundarminerale, die hexavalentes Uran enthalten wie Karnotit (K>(UO,)2(VOy), -
3 H,0), Autunit (Ca(UO,),(PO,)., - 10 H,O) oder Ningyoit (Ca, U),(PO,), - n H,0)

Das im Uraninit und in der Pechblende vorkommende Uran U*" kann durch mikrobielle Pro-

zesse in den sechswertigen Zustand tberfuhrt werden.
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Gleichung 2
U* + MO + CO, + O, — Biomasse + (UO,)** + E

Dabei wird das Uran(IV) von chemolithoautotroph und aerob wachsenden Mikroorganismen
als Energiequelle genutzt und zu U(VI) oxidiert. Abhangig vom pH-Wert und der Bildung von

Uranylionen wird eine Mobilisierung als Uranylsulfat oder Uranylkarbonat erfolgen.

Bekanntester Mikroorganismus fir die direkte Uranoxidation sowie auch fir eine indirekte
Oxidation tiber das gebildete Fe** im Zusammenhang mit der Pyritoxidation ist Acidithiobacil-
lus ferrooxidans, der fahig ist, U* zu UO,** zu oxidieren, wobei die Energieausbeute aus-
reicht, CO, zu fixieren. Aus den Energieumsatzen bei der Oxidation des U* zu U® als allei-
nige Energiequelle kann ein Uranverbrauchskoeffizient, der eine notwendige Uranmenge von
50 - 100 g U fur die Bildung von 1 g Biomasse zeigt, abgeleitet werden [GLOM 1987]. Eben-
so kann Thiobacillus acidophilus U**, allerdings ohne Energiekonservierung oxidieren [DISP
1981], [DISP 1982], [EHRL 1996].

Manometrische Studien der Sauerstoffaufnahme bei der Uranoxidation mit gewaschenen
Zellsuspensionen von Thiobacillus ferrooxidans zeigten die nachfolgende Stéchiometrie und
ergaben eine freie Reaktionsenthalpie von AG > 30 kcal/Mol [TUOV 1986].

Gleichung 3
2U" +0,+2H,0 - 2U0,*" + 4 H* AG 3¢ = - 31,2 kcal/Mol
=-130,7 KJ/Mol

Die Stabilitatsgrenzen des Uraninit sind aus dem Eh-ph-Diagramm von U - Fe- S- H - O
(Abbildung 5) nach Little et. al. 1997 [LITT 1997] ableitbar. Diese Zustande sind insbesonde-

re auch fir die Abtrennung des Urans durch reduzierende Prozesse wichtig.

Seite 24



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

1.0

25PC, 1 bar
02

0.8 —

0.6

0.4 7

Eh, V

rrrrr

Abbildung 5:  Eh-pH-Diagramm fir Fe — S — U - O- H (Little 1997)

2.3.2.2 Umwandlung der Sulfide in Sulfat

Die Umwandlung von Sulfiden in Sulfat durch Mikroorganismen erfolgt unter Freisetzung von

Protonen und der Bildung von Schwefelsaure.

Gleichung 4
MeS + MO + CO, + O, + H,O - Biomasse + SO,> + 2H" + Me**

Gleichung 4 gilt nahezu fur alle Metallsulfide sowie fiir alle radiologisch relevanten Sulfide.
Dadurch kénnen Schwermetalle und Radionuklide mobilisiert werden (Pb*, Th** und even-

tuell Bi, Po). Fur Uran und Radium sind keine Sulfidminerale bekannt.

2.3.2.3 Indirekte Freisetzung durch Oxidation mit einem Oxidationsmittel

Oxidationsmittel sind in der Regel Fe*-lonen, andere Oxidationsmittel sind As®>" oder Cr®".

Ebenso soll an dieser Stelle die katalytische Wirkung von Ag* genannt werden.

Seite 25



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

Der Oxidationsprozess mit Fe** ist ein Folgeprozess der mikrobiellen Eisenoxidation im Zu-
sammenhang mit der Sulfidauflosung. Das gebildete Fe** wirkt als Oxidationsmittel sowohl
dem Sulfid gegentiber und beschleunigt dadurch den Prozess als auch gegeniiber oxidierba-
ren Kationen wie z. Bsp. Uran(lV). Die Rolle der Mikroorganismen besteht dabei in der Re-
generierung des Oxidationsmittels und der weiteren Oxidation von gebildetem, elementarem
Schwefel zur Schwefelsaure. Dadurch besitzt der Prozess den Charakter einer autokatalyti-

schen Reaktion. Die ablaufenden Prozesse sind in den Gleichungen 5a) bis 5e) dargestellit.

Gleichung 5

a) FeS + MO + CO, + O, - Biomasse + SO,* + 2H" + Fe**
b) 2Fe* +FeS - 3Fe*" +S°

c) Fe* + MO + CO, + O, — Biomasse + Fe*"

d) S°+ MO + CO, + O, — Biomasse + SO,* + 2 H*

e) 2Fe* + UM + 0, » 2 Fe? + (UO,)*

Die katalytische Wirkung des Silbers beruht auf einem zusatzlichen Spaltungsprozess der
Sulfide, der auf die festeren Bindungen, gleichbedeutend mit niedrigen Ld&slichkeiten, der
Silbersulfide im Vergleich zu anderen Metallsulfiden zurtickzufiihren ist (Loslichkeiten: Ag,S
=14 -107° CuS 33,6 - 10°, FeS, = 0,5 10 %, FeS = 0,44 - 10~ g/100 g Wasser). Dadurch
werden andere Metallsulfide schneller aufgelost. Die anschlieBende mikrobielle Auflosung
des gebildeten Silbersulfides setzt die Silberionen wieder frei und ermdglicht eine weitere

Spaltung der vorhandenen Sulfide (Gleichungen 6a und 6b).

Gleichung 6
a) 2 Ag* + CuFeS +2 0, - Ag,S + Cu* + Fe*" + SO~
b) Ag;S +2 0, + MO - 2 Ag" + SO~

Auf diese Weise ist eine Freisetzung von Uran (vgl. Gleichung 5e) sowie von allen als Sulfi-

den vorkommenden Radionukliden mit Ausnahme von Radium maéglich.

2.3.2.4 Indirekte Freisetzung durch Komplexbildung

Eine Komplexbildung kann mit anorganischen Sauren wie Schwefelsaure, Kohlensaure aber
auch mit Phosphorsaure und / oder Arsensaure erfolgen. Die Bildung der sehr gut léslichen

Uranylkarbonat- und Uranylsulfatkomplexe durch das sechswertige Uran ist weitgehend be-
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kannt und wird fur die Gewinnung des Urans durch mikrobielle und chemische Laugungspro-

zesse genutzt.

Gleichung 7
(UO2)* + 2 H,Z — [(UO,)(2)]* + 4 H Z =S0,%, COs™

Unter sauren und reduzierenden Bedingungen ist aber auch eine Mobilisierung des U**
durch eine Komplexbildung mit Phosphorsdure und Arsensédure maoglich [GEIP 2002]. Diese
Mobilisierung beruht auf der Folgereaktion von Phosphat und Arsenat mit dem weitgehend
unléslichen U*" unter Freisetzung eines Protons, wobei vor allem das Arsenat als Produkt
eines mikrobiellen Oxidationsprozesses aufzufassen ist. Das ist dann der Fall, wenn z. B.

Arsenopyrit oxidiert und aufgeldst wird und As®*" mikrobiell zu As®* oxidiert wird.

Gleichung 8
U* + H3ZO, — [UH,ZO," + H* Z=P,As,

Die Existenz solcher Komplexe wurde im Konzentrationsbereich von 2 - 10° bis 10™* M
durch Messungen des Absorptionsmaximum bei Wellenlangen von ca. 660 nm mit UV — Vis
Analysen und Laser induzierter fotoakustischer Spektroskopie nachgewiesen (645, 656,
667 nm fUr das Phosphatsystem und 645, 662 nm fir den Arsenatkomplex [GEIP 2002].

2.3.2.5 Andere saurebildende Prozesse zur Mobilisierung

Weitere sauregenerierende Prozesse, die zur Aufldésung von Mineralen und Freisetzung von

Kationen fuhren sind:

- die Nitrifikation durch Oxidation von NH**, das aus dem Abbau von EiweiRverbindungen
aus der Zersetzung von organischem Material resultiert. Auch bei der N — Fixierung von
dazu geeigneten Mikroorganismen wird Saure gebildet. Gute wasserldsliche Nitrate sind

vor allem Bleinitrat und Thoriumnitrat.

Gleichung 9
a) NH,* + MO + O, + CO, + H,O — Biomasse + NO3 + H* + H,O
b) 2HNO; + Me  +0,5 0, — Me(NO3), + H,O

- Fettsaurebildende Prozesse bzw. die Bildung weiterer organischer Sauren
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Gleichung 10
CHs- (CH,),-CHs+ MO - CHs-(CHy),- COO + H*

Fettsauren werden beim Abbau von paraffinischen (aliphatischen) Kohlenwasserstoffen so-
wie aromatischer Kohlenwasserstoffe nach Ringspaltung und besonders bei Stickstoffman-
gel gebildet. Bei Stickstoffmangel kann keine vollstandige Verstoffwechslung der Kohlen-
wasserstoffe erfolgen und die Bildung von Protein wird verhindert. Die Kohlenwasserstoffe

bleiben in einer oxidierten Form bestehen.

Bekannte Prozesse sind:

Die Zitronensaure- und Oxalsaurebildung aus Paraffin durch Aspergillus niger [ECK 1980]
die Gluconséaurebildung durch Umwandlung von Methanol [VAN 1994] und die Bildung von
Fettsauren aus der n - Alkanfraktion des Dieseldls durch Mikroorganismen. Alle diese Ver-
bindungen bilden mit Schwermetallen und Radionukliden stabile I6sliche Komplexe, die ein
Ausfallen der geldsten Schwermetalle verhindern. Der Nachweis, dass die gebildeten Pro-
dukte, insbesondere die organischen Sauren, mit Uran Organokomplexe bilden, wurde von
Francis und Dodge in mehreren Publikationen durch die Bildung von mikrobiellen Metall-
Zitrat- und Oxalatkomplexen gezeigt [FRAN 1992], [FRAN 2002].

Sowohl Uran(VI) als auch Uran(lV) kann unter aeroben und anaeroben Bedingungen mit
Mikroorganismen solche Komplexe bilden, die dann je nach Léslichkeit entweder zum Ab-
scheiden oder zur Migration des Urans fuhren. Die Stabilitdt dieser Komplexe ist von der
jeweiligen Struktur abhangig. Im Gegensatz zu abbaubaren Fe®*'-Zitratkomplexen bilden U-
ran(VI)-lonen einen bi—-Komplex, der nicht abbaubar ist und von anaeroben und vorwiegend
sulfatreduzierenden Mikroorganismen zu einem U(IV)-Komplex mit Zitrat oder Oxalat redu-
ziert werden kann. Dabei fallt aber das im Komplex gebundene U** im Gegensatz zu dem
nicht gebundenen U*" nicht aus, sondern verbleibt in der Lésung [GANE 1997]. Ebenso ist
die Bildung eines Fe-U-Zitratmischkomplexes der Zusammensetzung 1:1:1 - Fe:U:Zitrat be-
kannt, der ebenfalls nicht oder nur schwer abbaubar ist und in der Lésung verbleibt [DODG
1997].
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Abbildung 6:  Umwandlung des U%*-Zitratkomplexes in den U**-Zitratkomplex

2.3.2.6 Reduzierende Prozesse unter sauren Bedingungen

Seit kurzem ist eine Sulfatreduktion auch unter sauren Bedingungen bekannt [STO 2007].
Dadurch ist besonders eine Freisetzung von Radium durch die Reduzierung des Sulfates

auch unter sauren pH-Bedingungen zu erwarten.

2.3.3 Freisetzung bei neutralen und alkalischen pH-  Werten

Eine Freisetzung von Radionukliden unter neutralen und alkalischen Bedingungen durch
mikrobielle Prozesse kann auf Desorptionsreaktionen, Reduktionsprozessen, der Bildung
von metallorganischen Verbindungen oder einer Komplexierung z.B. durch Bildung von Kar-

bonatokomplexen beruhen.

2.3.3.1 Desorptionsprozesse

Wenn Radionuklide sorptiv an Zellwande und Bestandteile von Mikroorganismen gebunden
sind, dann ist durch eine Verschiebung der pH-Werte und der Verdnderung der elektrischen
Ladung der Bindungsstellen eine Freisetzung zu erwarten. So findet eine Freisetzung von
sorptiv gebundenem Ra durch Desorption von einer organischen Matrix im neutralen / alkali-
schen pH-Bereich bevorzugt zwischen pH 5 — 8 statt. Ebenso ist eine Freisetzung von sorp-
tiv gebundenem Uran bei pH-Werten von > 6 sowie im sauren Gebiet bei pH-Werten von
< 4,5 bekannt und wurde durch die Wechselwirkungen von Ra und Uran mit Methylobazillus
MB 127 nachgewiesen [GLOM 1995]. Umfangreiche Untersuchungen zur Biosorption und
Desorption von Radium, Uran und Thorium wurden von Tsezos durchgefiihrt und 1990 zu-
sammenfassend dargestellt [TSEZ 1990].
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2.3.3.2 Reduzierende Bedingungen - Sulfatreduktion (Freisetzung von Ra)

Eine Freisetzung erfolgt weiterhin durch Auflésung der Mineralmatrix, wenn Sulfat durch Mik-
roorganismen zu Sulfid reduziert wird und das Sulfid aus dem System durch Ausfallungen
oder als Schwefel entfernt wird [MCR 1980].

Gleichung 11
RaS0O, + MO + C,q. — Biomasse + Ra** + S*/ (S) + OH ™+ HCO;’

2.3.3.3 Reduzierende Bedingungen und Uran

Sechswertiges Uran kann als Folge einer Sulfatreduktion durch die Bildung von Uranylkar-
bonat mobilisiert werden. Der gleiche Effekt ist zu beobachten, wenn eine organische Koh-

lenstoffquelle abgebaut wird und als Folge Hydrogenkarbonat entsteht.

Die Abbildung 7 zeigt das Eh — pH-Diagramm fiir geléste Uranspezies in Lehmporenwasser
einer Lehmschicht. Dabei ist unter reduzierenden Bedingungen das Entstehen von amor-
phem Uran(lV) moglich. Dadurch koénnen mit Wassermolekilen l6sliche Uran(lV)-

Verbindungen gebildet werden.

Gleichung 12
U* + nH,0 - UO,(n-2)H,0 + 4H"

Das bestatigten Messungen der Loslichkeit unter alkalischen Bedingungen bei einem pH-
Wert von 8 und in Gegenwart von CO,*/HCOj3 bei einer Konzentration von HCO5 von 1,2 -
1072 Mol/L und einem TOC von 103 mg C/L, die eine Urankonzentration von 3,9 - 10°® Mol/L
(= ca. 1 mg/L) ergaben, wobei der Hauptteil der Uranspezies U(OH), ist und der Karbonat-

komplex bzw. die Karbonatkonzentration nicht die Freisetzung verandert hat [DELE 2002].
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Abbildung 7:  Eh-pH-Diagramm fiir wasserlosliche Uranspezies

2.3.3.4 Methylierung / Dimethylierung, Bildung metallorganischer Verbindungen

Unter reduzierenden Bedingungen sind eine Reihe von Mikroorganismen, insbesondere
auch sulfatreduzierende Mikroorganismen in der Lage, eine Mobilisierung von Metallkationen
durch die Bildung metallorganischer Verbindungen zu erreichen [BRI 1988]. Solche metallor-
ganischen Verbindungen sind neben Quecksilber, Zinn, Kobalt, Germanium auch von Blei
und Thallium (kurzlebige Isotope in oben aufgefihrten Zerfallsreihen) bekannt. So ist bei
Thallium eine Bildung von Dimethylthallium in den Bergbauflotationsriickstanden bei der
Laugung von Thalliumsulfiden durch neutrophile Proteobakterien festgestellt worden. Dabei
wird Thallium durch die Spaltung vom Sulfid freigesetzt und durch Mikroorganismen, die
wahrscheinlich Cobalamine fiir die Ubertragung von Methylgruppen in den Bakterienzellen
besitzen, methyliert. Da Thallium toxisch ist, deutet dieser Prozess auf eine Detoxifikation fur
die Mikroorganismen hin. Das Dimethylthallium ist sehr stabil und wird an die Umwelt abge-

geben [SKL 2003]. Uber den weiteren Verbleib in der Umwelt liegen keine Informationen vor.

2.3.3.5 Komplexbildung

Eine Komplexbildung mit Schwermetallen ist bei der Bildung von CN" - lonen, von Sideropho-

ren oder dem Auftreten von Huminsauren und deren Derivaten zu erwarten.
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Bei einer Reihe von Mikroorganismen wurde die Méglichkeit der Bildung und Abgabe von
CN’ lonen beobachtet [CLAW 1913]. Zu diesen Mikroorganismen gehoren die Bakterien u. a.
Chromobacter violaceum, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa und die Pilze z. B. Ma-
rasmius oreades, Clitocybe sp., Polysporus sp.. Viele von ihnen sind in der Gemeinschaft
der normalen Bodenbakterien anzutreffen. Die Bildung findet vorwiegend im neutralen bis
alkalischen pH-Bereich in der stationaren Phase des Wachstums einer Mikroorganismenkul-

tur, wenn keine weitere morphofunktionelle Differenzierung erfolgt, statt.

Es ist weiterhin bekannt, dass fast alle Ubergangsmetalle, mit Ausnahme der Lanthaniden
und Actinoiden, mit CN-lonen sehr gut wasserlésliche Komplexe bilden. Deshalb wurde in
jungster Vergangenheit analysiert, inwieweit in Gegenwart dieser Mikroorganismen ein Auf-
l6sen von Metallen durch CN-Komplexbildung moglich ist. Dabei konnte gezeigt werden,
dass betrachtliche Mengen an Metallen durch die Bildung von Cyanoverbindungen komple-
xierbar waren. So wurden bei Cyanidkonzentrationen von 2 - 4 mg/L, Dicyanoaurate bis zu
0,7 mg/L, mobilisiertes Silber bis zu 17 mg/L oder als Tetracyanoplatinat von 62,5 mg/L ge-
messen [FAR 2004] [BRAND 2007]. Eine Mobilisierung von Pb und Bi durch CN" sollte des-

halb in Betracht gezogen werden.

Ahnlich wie Schwermetalle durch organische Sauren aus einer Mineralmatrix freigesetzt und
als Komplex gebunden werden kénnen, wirken Huminstoffe und Huminsauren als Komplex-
bildner und sind in der Lage Schwermetalle und Radionuklide zu mobilisieren und vorwie-
gend kolloidal gebunden zu transportieren [BEN 1988], [SAC 2006]. Je nach Grof3e der Hu-
minsauren, ausgehend von den Fulvosauren bis zu den Braun- und Grauhuminséauren, vari-

ieren der Sauregrad und die Léslichkeit und damit auch ihr Einfluss auf die Mobilitat.

Eine besondere Komplexform sind Eisenhydroxikomplexe mit und ohne Beteiligung von Sul-
fat. Diese sind in der Lage, Uran sorptiv zu binden und auf diese Weise zu transportieren. So
konnte bei Analysen des Grubenwassers der Urangrube Konigstein gezeigt werden, dass bei
einem pH-Wert von 4,2 Schwertmannit in der Lage ist, 6,9 g-U(VI)/kg-Schwertmannit an der
Oberflache komplex zu binden [WALT 2002]. Die Konzentrationen des kolloidal und komplex
gebundenen Urans in dem sauren Drainagewasser und dem Flutungswasser der Grube la-
gen bei 2 — 3 mg/L und die PartikelgroRe der Eisenverbindungen bei 100 — 150 nm. Ebenso
waren Po-210 und Pb-210, Th und Ac sorptiv gebunden. Aussagen Uber die Sorption von
Radium an Eisenhydroxiden wurden in dem Bericht nicht getroffen. Die Betrdge des gebun-
den Uran sind dabei sehr pH-abhiangig und kénnen sich bereits bei geringen pH-Anderungen

von wenigen Zehntel Einheiten stark verandern [ZANK 2002]. Das Stabilitatsoptimum fur das
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kolloidal gebundene Uran liegt in einem pH-Bereich zwischen 4-6. Bei tieferen pH-Werten
uberwiegt die Speziation als Sulfatokomplex, bei hoheren pH-Werten die Speziation als Kar-

bonatokomplex.

Siderophore sind von Mikroorganismen gebildete Substanzen, die auf der Basis von Stick-
stoffverbindungen zur Komplexbindung mit Eisen fahig sind und durch die sehr enge Bin-
dung auch in der Lage sind, Eisen dann aufzulésen, wenn es in Verbindungen mit sehr ge-
ringen Loslichkeiten existiert. Die Bildung von Siderophoren erfolgt in der Regel bevorzugt
bei einem neutralen pH-Wert und bei Eisenmangel. Die bekannten von verschiedenen Mik-
roorganismen produzierten Siderophore werden in 3 Gruppen eingeteilt - die Catecholate,
die Hydroxamate und die a - hydroxy / Keto-Carboxalate [MUL 2005]. Die wichtigsten sind:
Enterobactin oder Enterochelin - ein Katecholderivat, Aerobactin ein Hydroxamderivat und
Rhodotorulinsdure ebenfalls ein Hydroxamderivat [EHR 1996]. 1 Mol mit einem Molgewicht
von 300 - 2000 Da bindet in der Regel 1 - 2 Mol (56 - 112 g) Eisen. Die je Gramm Mikroor-
ganismen produzierten Mengen sind recht unterschiedlich. So liegen die produzierten Men-
gen bei Staphylococcus sp. zwischen 3 - 383 pM. Mit dieser Menge konnen zwischen 0,4
und 42 mg Fe solubilisiert und geldst werden, wenn das Molverhaltnis zwischen Eisen und

Siderophore 2:1 betréagt.

2.4 In Bergbauhalden nachgewiesene Prozesse

2.4.1 Vorkommende Mikroorganismen

Eine Zusammenstellung der in Bergbauhalden und Bergbauhabitaten vorkommenden Mikro-
organismen ist in einer Reihe von Publikationen enthalten und hier in Tabelle 2 dargestellt
[SEL 2002a] [SEL 2002b] [GEI 2003].
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Tabelle 2:

Mikroorganismen in Uranhalden nach [Selenska-Pobell2002]
Gattung Klasse Herkunft
Acinetobacter y-Proteobacteria Gittersee
Anammox Plactomycteales Gittersee
Burkholderia B-Proteobacteria Gittersee
Desulfocapsa O-Proteobacterium Gittersee
Desulfuromonas | 5-Proteobacteria Gittersee
Flavobacterium | Flavobacteria Gittersee
Magnetobacteria | Nitrospira Gittersee
Nitrosomonas B-Proteobacteria Gittersee
Paenibacillus Bacilli Gittersee
Pelobacter O-Proteobacterium Gittersee
Rhodobacter a-Proteobacteria Gittersee
Shewanella y-Proteobacteria Gittersee

Acidithiobacillus

y-Proteobacteria

Gittersee, Johanngeorgenstadt

Acidobacterium

Acidobacteria

Gittersee, Johanngeorgenstadt

Aeromonas

y-Proteobacteria

Gittersee, Johanngeorgenstadt

Pseudomonas

y-Proteobacteria

Gittersee, Johanngeorgenstadt,
Schlema

Desulfobacter

O-Proteobacterium

Gittersee, Schlema

Nitrosococcus

y-Proteobacteria

Johanngeorgenstadt

Rasbo

a-Proteobacteria

Johanngeorgenstadt

Bradyrhizobium | a-Proteobacteria Johanngeorgenstadt, Schlema
Grine Bakterien Schlema
Grine Schwefel Bakterien | Schlema

Bacillus Bacilli Schlema

Enthoteonella O-Proteobacterium Schlema

Geobacter O-Proteobacterium Schlema

Nitrospina O-Proteobacterium Schlema

Sarcobium y-Proteobacteria Schlema

Zooglea B-Proteobacteria Schlema

Saure Laugung

Die sehr oft nachgewiesene Bildung von sauren Drainagewassern in Halden ist auf die Oxi-

dation von Sulfiden zurtickzufiihren und mit dem Freisetzen von Schwermetallen und Radio-
nukliden verbunden [NOR 1990]. Von entscheidender Bedeutung fir die Bildung und Auf-

rechterhaltung eines solchen Prozesses ist dabei die Menge an sulfidischen Mineralen und

der Gehalt an saurebindenden Bestandteilen in einer Halde. In der Regel werden Halden mit

einer Summe aus Mg und Ca sowie CO5* von > 30 % als nicht laugbar eingestuft. Das be-

deutet aber nicht, dass es keine Oxidationsprozesse der Sulfide gibt. Die dabei freigesetzten

Schwermetalle und Radionuklide werden nur nicht mit einer sauren Drainagelésung trans-

portiert, sondern kdnnen mit einem neutralen Sickerwasser als Nitrate oder Sulfate das Sys-

tem verlassen.
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2.4.3 Alkalische Laugung

Die bekannteste alkalische Mobilisierung von Radionukliden ist die sodaalkalische Laugung.
Dabei wird ein basisches oder neutrales Material mit Na,CO3; und NaHCO; in einem be-
stimmten Verhdltnis gemischt und anschlielend gelaugt [BER 1973]. Unter nattrlichen Be-
dingungen ist eine solche Laugung nicht zu erwarten, jedoch die Bindung von Radionukliden

an CO,;” und die nachfolgende Freisetzung.

2.4.4 Reduzierende Prozesse / Gasbildung

Unter Sauerstoffmangel finden reduzierende Prozesse statt. Sie sind in der Regel mit einer
Bildung und Mobilisierung von S%, S° Fe 2, Mn?**, As®* verbunden. Sofern Radium als RaSO,
gebunden vorliegt, wird bei einer Reduktion des Sulfates zu Sulfid Radium freigesetzt. Wenn
ausreichend organischer Kohlenstoff zur Verfigung steht, ist ebenso die Entstehung von
CO; und CH,4 zu beobachten, wenn ausreichend organischer Kohlenstoff zur Verfigung
steht. Dabei findet besonders in feuchten Gebieten / Biotopen auch die Bildung von metall-

organischen Verbindungen durch Alkylierung statt.

2.4.5 Komplexbildende Prozesse

Komplexbildende Prozesse sind vor allem an die Existenz von extrazelludren Polysacchari-

den und Siderophoren gebunden.

Andere Komplexbildner sind Fettsduren, Cyanide, Eisenhydroxisulfatkomplexe und Humin-

sauren, die ebenfalls Schwermetalle und Radionuklide binden kénnen.

3 Laborverfahren zur Ermittlung der mikrobiellen Ak tivitdt sowie
zur Charakterisierung von mikrobiologischen Populat ionen

Eine Vielzahl von miteinander vernetzten mikrobiellen Vorgadngen in Halden beeinflusst die
Mobilitat von Radionukliden. Fiir die Beschreibung dieser Prozesse sind Untersuchungen
durchzufihren, die die mikrobielle Aktivitat standortbezogen quantitativ und qualitativ erfas-
sen. Die nachfolgende Tabelle 3 fasst die Mdglichkeiten der Bestimmung von mikrobiellen
Populationen zusammen. Die Untersuchung der Mikrobiologie in Halden lasst sich in die
folgenden drei Kategorien einteilen: 1. Mikrobielle Aktivitat (Stoffumsatz), 2. Mikrobielle
Quantifizierung (Biomasse, Zellzahlen), 3. Mikrobielle Diversitat (verschiedene Organismen).

Im Anschluss erfolgt eine kurze Erlauterung der Methoden.
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Tabelle 3: Laborative Moglichkeiten zur Beschreibung mikrobieller Prozesse

Mikrobielle Aktivitat Mikrobielle Quantifizierung M ikrobielle Diversitat
Bodenatmung Anreicherung PLFA-Profile
Enzymaktivitaten Mikroskopie Anreicherung
Mikrokalorimetrie Biomasse (CFE) Immunologische Testsysteme
Isotopenfraktionierung DNA basierte Methoden DNA basierte Methoden
(C13/12, S34/32, Fe56/54)

Radiotracer RNA basierte Methoden RNA basierte Methoden

Die Abkurzungen dieser Tabelle werden im Glossar erlautert.

3.1 Mikrobielle Aktivitat

3.1.1 Bodenatmung

Die Bestimmung der Bodenatmung ist eine Standardmethode der Bodenmikrobiologie. Diese
Methode wurde bisher auf Material von Bergbauhalden kaum angewendet, sodass deren
Anwendbarkeit auf Bergbauhalden bislang nicht belegt werden konnte (ausgenommen Bo-

denabdeckungen).

Die Rate der Bodenatmung (Sauerstoff-Aufnahme oder Kohlendioxid-Abgabe bezogen auf
Zeiteinheit und Bodenmasse) ist eine der allgemeinen MessgréRen, durch die die mikrobielle
Stoffwechselaktivitat bzw. die mikrobielle Stoff-Umsetzung in einem Boden quantifiziert wer-
den kann. Die Basal- oder Grundatmung hangt wesentlich von der im Boden prasenten
mikrobiellen Biomasse und der Verfligbarkeit von C-Substraten aus dem Abbau von Humus-
stoffen und frischen pflanzlichen oder tierischen Rickstanden ab. Beide Faktoren stehen in
Wechselbeziehung miteinander: Es entwickelt sich mikrobielle Biomasse bis zu einem sol-
chen Umfang, dass der durch Abbau-Stoffwechsel mdgliche Substratgewinn gerade ihre
Erhaltung gewahrleistet. Die Bodenatmung zeigt dementsprechend die aktuelle Abbaurate
bodeneigenen organischen Materials an. AuRer den beiden genannten Faktoren beeinflus-
sen auch Bodenfeuchte, -temperatur, im ungestérten Boden auch der Verdichtungsgrad und

andere Faktoren die Atmungsrate.

Durch Zusatz von maoglichst universell und leicht verwertbaren Substraten hebt man die in
Bdden in der Regel gegebene C-Begrenzung auf, und man beobachtet eine gegentiber der
Basal-Atmungsrate gesteigerte ,Substrat-induzierte Atmung® (SIR, auch als potenzielle At-
mungsaktivitat bezeichnet). Diese setzt im typischen Fall kurz nach dem Substratzusatz ein
und bleibt fir einige Stunden konstant, bis dann die Mikroflora zu wachsen bzw. sich zu ver-
mehren beginnt. Damit ist dann eine progressiv zunehmende Steigerung der Atmungsrate
verbunden. Die SIR-Rate (vor Einsetzen des Wachstums bzw. der Vermehrung) zeigt die

potenzielle Stoffwechselaktivitét der aktiven, nicht-ruhenden Mikroflora an, soweit sie auf das
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oder die gewahlten Substrate reagiert. Diese Methode ist mit geringen Verénderungen an
der Versuchsdurchfiihrung auch fur die Bestimmung der Stoffwechselrate unter anaeroben
Bedingungen geeignet (Abbildung 8, Abbildung 9).

Die Methode zur Bestimmung der Bodenatmung ist standardisiert (DIN ISO 16072). Diese
Methode gibt Auskunft Uber die mikrobielle Aktivitat in einer Probe unter der aktuellen und
zukUnftigen Nahrstoffsituation. Aussagen zum Einfluss auf die Mobilitat von Radionukliden
sind mdglich. Gegenwartig werden solche Bestimmungen nach der OxiTop-Methode durch-

gefuhrt. Dabei werden die Veranderungen der Gaszusammensetzung durch die vorhande-

nen Mikroorganismen in einem geschlossenen Gasraum analysiert.

Abbildung 8:  Anaerobbox zur Durchfuihrung von Versuchen unter Sauerstoffausschluss
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Damit der Gasraum Uuber der
Probe mit Inertgas gefullt werden
kann, besitzt die Messflasche
seitliche Anschlussstutzen. Diese
Anschlussstutzen sind mit Sep-
ten verschlossen, so dass nach
erfolgter Reaktion von CO, und
O, mit Haldenmaterial der resul-
tierende Druck in der Messfla-

sche ermittelt und auf die Kon-

zentrationsveranderung ge-

. . schlossen werden kann.
Abbildung 9:  Dokumentation von  Prozessen  durch

Uberwachung der Gasmenge (Foto: Katalog
VWR International GmbH)

3.1.2 Bestimmung von Enzymaktivititen (Dehydrogenas  e-Aktivitdt, Hydrolyse von
Fluoreszeindiacetat)

Bakterien, Pilz- und andere Eukaryonten-Zellen enthalten im Cytoplasma und als Kompo-
nenten der Atmungskette wasserstoffibertragende Enzyme (,Dehydrogenasen*), deren Akti-
vitaten vielfach summarisch als Ausdruck der allgemeinen Stoffwechselaktivitat von Einzel-
zellen, Geweben und Populationen in Béden, Sedimenten u. 4. angesehen und gemessen
werden. Anstelle der physiologischen Wasserstoffakzeptoren werden kinstliche verwendet,
deren Reduktion mit einer gut messbaren Farb&nderung verbunden ist. Die Reduktion der
Wasserstoffakzeptoren erfordert Reduktionsaquivalente [H] bzw. Elektronen. Wenn [H]-
Donatoren, letztlich also oxidierbare Substrate, aus zelleigenen oder exogenen Bestéanden
nicht ausreichend verfugbar sind, konnen die Dehydrogenasen nur beschrénkt agieren; man
misst eine aktuelle Aktivitdt des Bodens, die durch die Verfuigbarkeit oxidierbarer Substrate
begrenzt sein kdnnte. Durch Zusatz von Glucose oder einem oder mehreren anderen Sub-
straten kann die Begrenzung aufgehoben werden; unter diesen Bedingungen wirde theore-

tisch eine aussagekraftigere potenzielle Aktivitat der Mikroflora gemessen.

Als kinstlicher Wasserstoffakzeptor wird bei den Messungen Fluoreszeindiacetat verwendet.
Die hydrolytische Spaltung von Fluoreszeindiacetat durch Lipasen, Esterasen und bestimm-
ten Proteasen zu Fluoreszein bietet eine einfache und sensitive Mdglichkeit aktive Mikroor-
ganismen (Bakterien, Pilze) und andere Organismen (Algen, Protozoen, tierische Zellen) zu

quantifizieren (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Enzymatisch katalysierte Hydrolyse von Fluoreszeinderivaten (nicht fluoreszierend) zu
Fluoreszein (fluoreszierend)

Die unpolaren farblosen Derivate des Fluoreszeins kdnnen durch unspezifische Transporter-
systeme leicht von aktiven Zellen aufgenommen werden. Das entstehende, reduzierte, farbi-
ge Fluoreszein ist polar und akkumuliert in der Zelle. Sporen und ruhende Zellen nehmen
aufgrund der inaktiven bzw. nicht vorhandenen Transportsysteme kein Fluoreszein auf und

zeigen daher keine oder allenfalls geringe Farbung.

Mit der Ermittlung der Enzymaktivitat kann die biochemische Aktivitat der mikrobiellen Popu-
lation unter der aktuellen und zukinftigen Nahrstoffsituation abgeschatzt werden. Insgesamt
ist die die Bestimmung der Enzymaktivitat eine Methode mit geringem Zeitaufwand und kann
auch ohne mikrobiologisches Spezialwissen und in gut ausgestatteten chemischen Laborato-

rien bei Vorhandensein von Photometern ausgefuhrt werden.

3.1.3 Mikrokalorimetrie

Die Kalorimetrie ist eine Methode zur Ermittlung von Warmemengen, die bei chemischen,
physikalischen oder biologischen Prozessen ausgetauscht werden. Die Vorteile dieser
Messmethode liegen in ihrem nicht-invasiven Charakter und in der zeitnahen und kontinuier-
lichen Messwerterfassung. Die Universalitat der Kalorimetrie ist insbesondere fir biologische
Fragestellungen von groRer Bedeutung; alle Lebensvorgange sind mit einem Austausch von
Warme verbunden. Das kontinuierlich anstehende Warmesignal erlaubt damit ein Online-
Monitoring metabolischer Aktivitat und die Erfassung von Stoffwechselprozessen. Kalori-
metrische Messungen sind unabhangig von elektrochemischen und optischen Eigenschaften
des Probenmaterials und kdnnen deshalb sehr universell und ohne aufwendige Probenvor-

bereitung eingesetzt werden.
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Die verfugbaren Kalorimeter lassen sich nach Betriebsart, Messprinzip und Grof3e der Mess-
zelle unterscheiden. In der Literatur werden fir mikrobiologische Fragestellungen vor allem
die Messung des Warmeflusses (Warmeflusskalorimeter) und die Ermittlung von Tempera-
turdifferenzen (isoperibole Kalorimeter) eingesetzt. Im letzten Fall wird der Warmeaustausch
zwischen temperaturkonstanter Umgebung konstruktiv moglichst gering gehalten. Die ge-
messene Temperaturdifferenz AT zwischen der Temperatur in der Messzelle und Umge-
bungstemperatur ist entsprechend der kalorimetrischen Grundgleichung (Gleichung 13) pro-
portional der ausgetauschten Warme (q). Eine Umrechnung der ermittelten Temperaturdiffe-
renz in eine thermische Leistung, als Mal fir die mikrobielle Aktivitat, ist nach Gleichung
(Gleichung 14) moglich. Die isoperibolen Mikro-Kalorimeter werden vorwiegend bei sehr

langsam ablaufenden Reaktionen eingesetzt, welche mehrere Stunden bis Jahre dauern.

Gleichung 13
q=C,AT

Gleichung 14
p=2T0. ¢, EP'Ath(t)

th

P = Warmeleistung

AT = Temperaturdifferenz
Ry, = Warmewiderstand

C = Warmekapazitat

p

Das Prinzip der Warmeflusskalorimetrie basiert auf der Messung des Warmeflusses Uber
eine definierte Warmeleitstrecke. Zur Erfassung des Warmeflusses dienen Thermosaulen.
Warmeflusskalorimeter werden in der Regel als Zwillingssysteme konzipiert um die Mess-
empfindlichkeit zu verbessern. Referenz- und Messzelle befinden sich in einem Thermoblock

auf einer konstanten Temperatur.

Der Einsatz der Kalorimetrie zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Bodenmikroor-
ganismen ist in der Literatur zur L6sung unterschiedlichster Fragestellungen zu finden. Hau-
fig wird mit kalorimetrischen Methoden die Wirkung toxischer Substanzen auf die mikrobielle
Aktivitat untersucht [YAO 2007, YAO 2008, RONG 2007]. Andere Arbeitsgruppen beschéfti-
gen sich mit der kalorimetrischen Charakterisierung der Fahigkeit von Mikroorganismen zum
Abbau unterschiedlichster Problemstoffe [CRI 2001, CRI 2004, PRA 2003, KOGA 2001] oder
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es wird die Warmefreisetzung als Indikator fir die mikrobielle Aktivitat unterschiedlichster
Proben genutzt [CRI 2004, BAR 2007, ROD 2007, KOGA 2003]. Das grol3e Potential der
Kalorimetrie in der Biohydrometallurgie zeigen die Arbeiten von Sand et al. [SCHR 1993,
ELB 2000, SCHI 2001]. Eine Ubersicht, insbesondere den Einsatz verschiedener kalorimetri-
scher Methoden betreffend, wird von Barros et al. in [BAR 2007a] gegeben.

Die Messung der Warmefreisetzung als Indikator der mikrobiellen Aktivitat kann dabei so-
wohl unter Zusatz von Kohlenstoff- bzw. Energiequellen (potenzielle Aktivitat) erfolgen oder
es wird unter Einstellung definierter Feuchtegehalte die mikrobielle Basisaktivitéat (aktuelle
Aktivitat) ermittelt [BAR 2007]. Zur Interpretation werden die zeitlichen Kurvenverlaufe und

die gemessene Warmeleistungen innerhalb definierter Zeitrdume herangezogen.

Die Mikrokalorimetrie misst sehr empfindlich die z. B. bei der Pyritoxidation frei werdende
Reaktionswéarme, wobei die Warmemenge mit der Oxidationsrate korreliert. Mittels Diffe-
renzmessung vor und nach Abtéten von Mikroorganismen lassen sich sowohl die chemische
als auch die potenzielle biologische Pyritoxidationsrate mit Haldenproben von wenigen
Gramm bestimmen. Die Methode ist robust, schnell, einfach zu handhaben und sehr kosten-
gunstig. Sie wurde bereits auf zahlreichen Haldenstandorten erfolgreich angewendet
[SCHI 2000], [SCHI 2005], [ELB 2000], [OHL 2001]. Anhand der Warmeproduktion kénnen

Aussagen uber die Aktivitat der in der Probe vorhanden Mikroorganismen getroffen werden.

3.1.4 Isotopenfraktionierung (C13/12, S34/32, Fe56/ 54)

Die Fraktionierung stabiler Isotope wird auch von mikrobieller Aktivitdt bestimmt. Die Mes-
sung der Isotopenverhaltnisse anorganischer, chemischer Verbindungen von C, S und Fe in
Haldenproben lassen somit Rickschliisse auf mikrobielle Prozesse zu. Reaktionsraten fur

einzelne Prozesse lassen sich jedoch nicht ableiten.

Untersuchungen der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Schwefel in organischen Verbin-
dungen kénnen eingesetzt werden, um Kenntnisse Uber Herkunft und mikrobielle Umwand-

lungen dieser Stoffe zu erhalten.

Bei mikrobiell gesteuerten Abbauprozessen findet haufig eine Verschiebung der Isotopen-
verhaltnisse von der Ausgangssubstanz zum Produkt statt. Solche Isotopenfraktionierungs-
prozesse sind fir anorganische Verbindungen z.B. bei Denitrifikation, Sulfatreduktion oder

Methanbildung bzw. -Oxidation bekannt und gut untersucht. Fiir den Abbau von organischen
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Schadstoffen sind im Rahmen des BMBF Férderschwerpunktes KORA Untersuchungen zur
Isotopenfraktionierung beim mikrobiellen Abbau dieser Schadstoffe durchgefuhrt worden
[KORA].

Beim mikrobiellen Abbau werden bevorzugt chemische Verbindungen mit leichteren Isotopen
umgesetzt. Somit kommt es zu einer progressiven Anreicherung schwererer Isotope in der

Ausgangssubstanz, wahrend das Produkt demgegeniber eine Abreicherung aufweist.

Solche Untersuchungen liefern im Ergebnis Aussagen Uber stattfindende mikrobielle Prozes-
se mit bekannter Isotopenfraktionierung. Aussagen zum Einfluss auf die Mobilitdt von Radio-
nukliden sind im begrenzten Umfang mdglich. Die Methode ist hoch im Forschungsstadium
und daher fUr eine Etablierung im Leitfadenelement Grundwasser nicht geeignet. Die Mes-

sungen der Isotopenverhaltnisse sind technisch aufwendig und kostenintensiv.

3.1.5 Radiotracer

Diese empfindliche Methode mit **S0O,* als Radiotracer wird zur Bestimmung von mikrobiel-
len Sulfatreduktionsraten in marinen Sedimenten verbreitet angewendet. Die Anwendung fir
Halden ist viel versprechend, aber bislang nicht dokumentiert. Ein Radioisotopenlabor und
speziell geschultes Personal sind erforderlich. Es ist mit einem erhéhten Kostenaufwand zu

rechnen.

3.2 Mikrobielle Quantifizierung

3.2.1 Anreicherung

Anreicherungen und daraus abgeleitete quantitative Angaben geben allgemein an, wie viele
Mikroorganismen an einem Standort unter festgelegten Kulturbedingungen vermehrungsfa-
hig sind. Die Bedingungen werden dabei in der Regel so gewahlt, dass vermeintlich mdg-

lichst viele aerobe bzw. anaerobe Organismen wachsen.

Mittels mikrobieller Anreicherungen lassen sich spezifische Gruppen von kultivierbaren Mik-
roorganismen (z.B. Fe(ll)-Oxidierer, Schwefel-Oxidierer, Fe(lll)-Reduzierer, Sulfat-
Reduzierer) quantifizieren. Dabei konnen feste N&hrbdden (z.B. Agaroseplatten) als auch
Flissigmedien wie bei der MPN (most-probable-number)-Methode eingesetzt werden. Es
wird jedoch immer nur der kultivierbare Anteil der Gesamtpopulation erfasst, er betragt in

Abhangigkeit von der Populationszusammensetzung zwischen 10 und 80 %.
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Anreicherungen erfassen also einen durch die Kulturbedingungen bestimmten Ausschnitt der
Mikroflora eines Standorts (Boden, Wasser, Haldenmaterial 0. a). Die angelegten Kulturen
werden bei einer Standard-Temperatur (z.B. 30 ) b ebritet. Nach einer festzulegenden Zeit
werden die angelegten Anreicherungen auf das Vorhandensein von Mikroorganismen Uber-

pruft.

Der Ausschnitt der erfassten Mikroflora wird u. a. durch folgende Faktoren bestimmt:
- die Nahrstoff-Zusammensetzung und -Konzentrationen des Mediums, den pH-Wert
- die Bebritungsbedingungen: aerob oder anaerob, Temperatur, Lichteinfall

- die Bebritungsdauer.

Daruber hinaus beeinflusst aber auch das Verfahren bei der Vorbereitung des Probenmate-
rials das Ergebnis. Ergebnisse dieser Untersuchungen sind nur dann untereinander ver-
gleichbar, wenn eine strikt einheitliche Methodik eingehalten wird. Diese ist in der Regel vor-
her festzulegen. Dabei kénnen standardisierte Methoden aus der Trinkwasser- und Boden-
mikrobiologie herangezogen und modifiziert werden (DIN EN ISO 19458 08/2006, DIN EN
ISO 5667, DIN 38402, DIN ISO 10381).

Die gezielte Anreicherung von bekannten Stoffwechselspezialisten (Denitrifikanten, Sulfatre-
duzieren, Autotrophen) gibt in der Praxis die Mdglichkeit, Umsatzraten unter optimierten und
naturnahen Bedingungen zu bestimmen und diese als Grundlage fiir weitere Berechnungen

ZU nutzen.

Die Bestimmung von Mikroorganismen durch Anreicherungen ist fur einige mikrobielle Arten
standardisiert. Durch Anreicherungen werden Aussagen unter idealisierten Bedingungen

(Nahrstoffe, Umgebungsbedingungen) erhalten.
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Abbildung 11: Beispiel fiir Anreicherungskulturen auf plattiertem Medium

Kultivierungsmethoden sind praktisch in jedem mikrobiologischen Labor durchfihrbar. Sie
sind allerdings zeitaufwendig, sowohl in der Probenaufarbeitung als auch aufgrund der Inku-
bationsdauer.

3.2.2 Mikroskopie

Mikroskopische Analysen von natirlichen Populationen kénnen eine Vielzahl an Informatio-

nen Uber ZellgréRen und —anzahl, ihre Heterogenitat liefern.

Zur Quantifizierung von Mikroorganismen gibt es mehrere mikroskopische Methoden. Aller-
dings sind Mikroorganismen anhand ihrer Morphologie kaum identifizierbar. Durchlichtmikro-
skopie ist zwar gut fur Kulturen einsetzbar, jedoch nicht fir Haldenproben, da Zellen nicht
von Partikeln unterschieden werden kénnen. Fiur Haldenproben sind fluoreszenzmikroskopi-
sche Methoden sinnvoll, da die Zellen mit einem Farbstoff angefarbt werden kénnen und so
von Partikeln unterscheidbar sind. Bei der Gesamtzellzahlbestimmung werden DNA-
spezifische Fluoreszenzfarbstoffe (DAPI, Acridinorange, SybrGreen) verwendet. Dabei kon-
nen lebende nicht von toten Zellen unterschieden werden. Diese Unterscheidung ermdglicht
FISH (Fluoreszenz In Situ Hybridisierung). Bei dieser Methode wird 16S ribosomale RNA mit
Gensonden markiert. Die Sequenz der Gensonde erlaubt zudem die spezifische Quantifizie-
rung einzelner Bakteriengruppen oder —Gattungen (z.B. den Pyritoxidierer Leptospirillum
sp.). Speziell fir Halden eignet sich die maodifizierte, empfindlichere Methode CARD-FISH.

Die mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl ist standardisiert. In Bezug auf Halden

sind mikroskopische Methoden bislang nicht automatisierbar und erfordern einen erheblichen

Seite 44



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

Zeiteinsatz von geschultem Personal. Diese Methode gibt Auskunft Gber die Anzahl von

mikrobiellen Zellen in der Probe.

3.2.3 Biomasse - Chloroform-Fumigation-Extraktion- Methode (CFE)

Die mikrobielle Biomasse ist in zweierlei Hinsicht von Interesse: sie reprasentiert das Stoff-
wechselpotenzial, das alle Umsetzungen im Boden bewirkt und stellt andererseits ein Reser-
voir fir Nahrstoffe (N, C, P usw.) dar, die nach dem Absterben der Mikroorganismenzellen

pflanzenverfiigbar werden.

Die CFE-Methode beruht auf der Uberlegung, dass die Zellen der Bodenmikroorganismen
gezielt abgetotet werden und in Autolyse ubergehen. Dadurch wird ein Teil der
C-Verbindungen, die die Zellmassen ausmachen, mit wasserigen Lésungen extrahierbar.
MessgrofRe und Grundlage der Bestimmung der Biomasse bzw. des meistens angegebenen
Biomasse-C ist also der Zuwachs an Kohlenstoff, der nach dem Abtéten aus einer Boden-
probe im Vergleich zu einer entsprechenden unbehandelten Probe extrahiert werden kann.
Es muss dabei angenommen werden, dass die Mikroorganismen-Gesellschaften, so unter-
schiedlich sie in verschiedenen Bdden sein mégen, sich im Durchschnitt gleich verhalten,

also einer gleich raschen Autolyse unterliegen.

Diese Methode gibt Auskunft Gber den Gehalt des extrahierbaren Biomasse-Kohlenstoffs in
einer Probe. Damit kann die GroRe der mikrobiellen Population abgeschatzt werden. Die
Identifizierung einzelner Mikroorganismen bzw. deren Gattungen und Familien ist mit dieser
Methode nicht mdglich. Fir die Belange des Leitfadenelementes ist diese Methode nicht
geeignet, da eine moglichst genaue Kenntnis der Mikroorganismenpopulation fir die Ermitt-

lung der Populationsparameter bei der Feisetzungsprognose benétigt wird (vgl. 7.6).

3.2.4 DNA basierte Methoden

Das derzeit grofdte Potenzial zur phylogenetischen und funktionalen Charakterisierung von

Bakterien bietet die Analyse der Desoxyribonukleinsduren (DNA).

Basierend auf der Amplifikation des 16S-rRNA-Gens mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) wurden zahlreiche molekularbiologische Methoden zur Beschreibung der mikrobiellen
Diversitat eines Habitats entwickelt. Die PCR-Produkte werden anhand ihrer Basensequenz-
unterschiede je nach Schmelzverhalten (DGGE und TGGE), sekundarer Faltung der ein-

zelstrangigen DNA (SSCP) oder nach enzymatischer Aufspaltung (T-RFLP) gelelektrophore-
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tisch getrennt und charakterisiert. Die damit generierten molekularen Fingerabdriicke ermég-
lichen die zeit- und kostensparende Analyse einer Vielzahl von mikrobiellen Gemeinschaften
unter verschiedenen Bedingungen. Diese Methoden kénnen mit geringfugigen Ergdnzungen

auch unter Verwendung von Ribonukleinsdure durchgefuhrt werden.

Durch Ermittlung von Nukleinsaure-Fingerprints kbnnen Aussagen Uber die Mikroorganis-

menpopulation gewonnen werden.

Abbildung 12: DNA — basierte Methoden (PCR-Technik)

Ahnlich wie FISH erlaubt die quantitative real-time PCR eine spezifische Quantifizierung ein-
zelner Bakteriengruppen oder —Gattungen. Dazu wird DNA zuvor aus Haldenproben extra-
hiert. Insgesamt ist diese Methode weniger zeitaufwendig als FISH und leichter automati-
sierbar. Real-time PCR eignet sich somit auch zum Monitoring, die Kosten fur das chemi-
sche Verbrauchsmaterial sind allerdings erheblich.

3.2.5 RNA basierte Methoden

Seit langem ist bekannt, dass der Gehalt an Ribonukleinsduren (RNA) einer Zelle abhéngig
vom physiologischen Zustand bzw. von der Aktivitdt des Organismus ist [GASS 1985]. Daher
werden durch die Extraktion von RNA hauptsachlich metabolisch aktive Bakterien erfasst.
Die Detektion von Boten-RNA (MRNA) analysiert speziell das genetische Potential, welches

von der Zelle unter den gegebenen Bedingungen exprimiert wird.

Im einfachsten Fall der Analyse bestétigt der qualitative Nachweis von RNA in den unter-
suchten Proben, das Vorhandensein von lebender Biomasse. Aufwendigere Analysen kon-
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nen Aussagen uber die Art der mikrobiellen Aktivitdt geben. Sie erlauben verschiedene be-

kannte Stoffwechselaktivitaten nachzuweisen.

Ribosomale Nukleinsdure (RNA) befindet sich in jeder aktiven Zelle. Messenger RNA
(mRNA) entsteht bei der Transkription von Genen, z.B. ist dsr ein spezifisches Gen aller Sul-
fat reduzierenden Bakterien, welches das Enzym dissimilatorische Sulfitreduktase kodiert.
Die Menge an dsr mRNA Kkorreliert mit der Aktivitdt Sulfat reduzierender Bakterien. mRNA
lasst sich zwar aus Reinkulturen isolieren, eine quantitative Extraktion von mRNA aus Um-
weltproben ist jedoch noch Gegenstand der Forschung. Arbeiten Uber Bergbauhalden sind

nicht bekannt.

3.3 Mikrobielle Diversitat

3.3.1 PLFA-Profile

PLFA (phospholipid fatty acids) sind chemische Bestandteile der Zellwénde von Mikroorga-
nismen, wobei die Zusammensetzung der PLFA bei verschiedenen Bakterien und Archaeen
unterschiedlich ist. Eine PLFA-Analyse erlaubt somit eine Aussage Uber die mikrobielle Di-
versitat, ist aber gegentber den DNA- und RNA-basierten Methoden deutlich weniger aus-
sagekraftig und wird seit der Etablierung der Gentechnik zur Charakterisierung von Mikroor-

ganismen weniger genutzt.

Die Verwendung dieser Methode gibt Auskunft Uber das Vorkommen von Mikroorganismen
mit bekanntem PLFA-Muster. Ob z.B. Pyrit oxidierende Mikroorganismenpopulationen in
Halden mittels PLFA identifiziert werden kénnen, ist unbekannt. Dagegen existieren &ltere
Arbeiten zur taxonomischen Charakterisierung von Thiobazillen unter Verwendung dieser
Methode [LANE 1985], [STAH 1987], [WOES 1984].

3.3.2 Anreicherung

Wie unter 3.2.1 dargelegt, kann sowohl in Flissigkulturen als auch auf festen Nahrbodden
angereichert werden, um spezifische Gruppen von kultivierbaren Mikroorganismen zu erfas-
sen. Die Methode ist z.B. fur Fe(ll)- und Schwefel oxidierende Bakterien (Pyritoxidierer) etab-
liert. Es wird jedoch immer nur der kultivierbare Anteil der Gesamtpopulation erfasst. Wird
dabei auf eine quantitative Aussage verzichtet (siehe 3.2.1) ist der Arbeitsaufwand deutlich

geringer.
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3.3.3 Immunologische Testsysteme

Bei immunologischen Testsystemen werden fir bestimmte Mikroorganismen spezifische
Antikorper eingesetzt, um die Zellen zu markieren. Dies erlaubt somit eine Aussage Ulber die
mikrobielle Diversitat, ist aber gegeniiber den DNA- und RNA-basierten Methoden deutlich

weniger aussagekraftig.

Diese Methoden geben Auskunft Giber das Vorkommen von Mikroorganismen mit bekannten
Proteinmustern. Ein Nachweis z.B. Pyrit oxidierender Mikroorganismenpopulationen in Hal-
den mittels immunologischer Testsysteme konnte bisher nicht erbracht werden. Aussagen

zum Einfluss auf die Mobilitat von Radionukliden sind im begrenzten Umfang méglich.

3.3.4 DNA basierte Methoden

Es gibt zahlreiche PCR-basierte ,DNA-Fingerprinting“-Methoden zur Erfassung der mikro-
biellen Diversitat in Umweltproben, wie z.B. T-RFLP, DGGE, RAPD oder ARDRA. Zur kom-
pletten Analyse der Diversitat bietet sich Klonierung und Sequenzierung der 16S rDNA an.
DNA-basierte Methoden wurden erfolgreich auf Bergbauhalden angewendet. Sie eignen sich
zum Monitoring und sind kostengtinstig, sofern auf eine umfangreiche Sequenzierung ver-

zichtet wird.

3.3.5 RNA basierte Methoden

RNA basierte Methoden zur Erfassung der Diversitat entsprechen den unter 3.3.4 beschrie-
benen Methoden. Im Unterschied zu DNA wird im Falle von RNA zuvor eine reverse
Transkription von RNA zu DNA durchgefiihrt. Der Vorteil einer RNA- gegeniber einer DNA-
Diversitatsanalyse liegt in der bevorzugten Erfassung aktiver Zellen. Nachteilig ist vor allem

die aufwendigere RNA-Extraktion, die Spezialwissen erfordert.

3.4 Zusammenfassung

Aus der Aufstellung der mdglichen Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitat in
Boden bzw. Boden ahnlichen Material wird ersichtlich, dass einige der Methoden eine breite
Anwendung finden und auch standardisiert sind, wohingegen andere Methoden sehr speziell

in ihrer Anwendung und ihren apparativen Voraussetzungen sind.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich als Standardmethoden wegen der

Handhabbarkeit, der Eindeutigkeit der Ergebnisse und aus ékonomischen Grinden zur Er-
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fassung mikrobieller Aktivitdten die Bodenatmung, die Mikrokalorimetrie (z. B. zur Ermittlung
der potenziellen mikrobiellen Pyritoxidationsrate) und Radiotracer (mikrobielle Sulfatredukti-
onsrate) anbieten. Damit lassen sich wichtige mikrobielle Aktivitaten in Bergbauhalden erfas-
sen. Gebrauchliche Einsatzmethoden fir die mikrobielle Quantifizierung sind Kultivierungs-
methoden (Anreicherungen) und real-time PCR. Fluoreszenzmikroskopische Methoden sind
als erganzende Untersuchung fur Proben mit hohen Zellzahlen sinnvoll. Um Aussagen Uber
die mikrobielle Diversitat zu erlangen, bieten sich ebenfalls DNA basierte Methoden und An-
reicherungsverfahren an. Sind zum Beispiel speziell Pyritoxidierer von Interesse, kann gut

auf Kultivierungsmethoden zurlickgegriffen werden.

Fur dieses vorliegende Projekt wurden von den oben aufgeflihrten Methoden die Bodenat-
mung, Enzymaktivitaten, Mikrokalorimetrie und Anreicherungsverfahren vergleichend auf
ihre Eignung zur Relevanzbewertung mikrobiologischer Prozesse gepruft. Sofern diese Ver-
fahren geeignet sind, sind diese aufgrund der vergleichsweise einfach handhabbaren Tech-
niken und somit auch der leichten Etablierung in chemischen bzw. mikrobiologischen Labo-
ratorien bei der Ableitung konkreter Handlungsempfehlungen zur Untersuchung, Modellie-
rung und Bewertung der freisetzungsrelevanten mikrobiologischen Prozesse in Halden zu

bevorzugen.

4 Untersuchungen an ausgewéahlten Haldenmaterialien

Im bestehenden Leitfadenelement Grundwasser wurden zwei Falle identifiziert, bei denen
kinftig kein gesteigerter Stoffaustrag im Vergleich zur gegenwartigen Situation prognostiziert

wurde. Diese Fdalle sind:

Fall 1. Sickerwasser-pH > 6 + Boden-pH > 6 + Karbonat-Pufferkapazitat > 3x Saure-
bildungspotential
Fall 2. Sickerwasser-pH < 4,5 + Boden-pH < 4,5 + Karbonat-Pufferkapazitat < Saure-

bildungspotential

Allerdings wurde in [BMU 2005] gezeigt, dass diese Aussage unter Bertcksichtigung mikro-
bieller Prozesse gegebenenfalls hinfallig ist. Flr die Durchfihrung der laborativen Untersu-
chungen zur Relevanzabschatzung mikrobiologischer Prozesse wurde daher das Hauptau-
genmerk auf Haldenmaterial dieser beiden Falle gelegt. Das Material A reprasentiert dabei
den Fall 2 und das Material B den Fall 1.
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Zunachst werden die beiden Standorte in Hinblick auf Mineralogie, Chemismus und Verer-
zung kurz dargestellt sowie wichtige Freisetzungsprozesse formuliert. Danach werden die

mit dem Haldenmaterial durchgefiihrten Versuche beschrieben und ausgewertet.

4.1 Beschreibung Standort A

Das Material des Standortes A stammt von einer Mischhalde, wobei sich das abgelagerte
Bergematerial aus Granit/Granodiorit und unvererzten Sedimenten zusammensetzt. Bei den
lagerstattenspezifischen Primarmineralen handelt es sich um Pyrit, Markasit, Sphalerit, Ga-
lenit, Hamatit, Limonit. Das Gesamthaldenvolumen betragt ca. 4-10° m3, die Méachtigkeit liegt

zwischen 10 m und 45 m.

Das Schwermetall- und Radionuklidinventar liegt auf Grund der Heterogenitéat der eingela-
gerten Materialien sowohl in mobiler als auch gebundener Form im Haldenkdrper vor. Die
abgelagerten sulfidischen Minerale leisten einen wesentlichen Beitrag zum Saurebildungspo-

tential im Haldenkorper.

Als geochemische Freisetzungsprozesse sind zu nennen:

- Oxidation von Sulfiden (z. B. Pyrit) und nachfolgende Sekundarmineralneubildung (z. B.
basische Eisensulfate)

- Auflésungsprozesse durch schwefelsaure Wasser, Verstarkung von Verwitterungspro-
zessen (z. B. Pechblende, Tone, Glimmer, Karbonate) und nachfolgende Sekundarmine-

ralneubildung.

Die Verwitterung (Oxidation) von Sulfiden (Pyrit, Markasit, Arsenopyrit, Sphalerit, Galenit)
erfolgt in vergleichbaren Prozessen und soll am Beispiel von Pyrit beschrieben werden (vgl.
2.3.2.3). Forciert werden diese chemischen Umsatze durch mikrobielle Aktivitaten, z. B.

durch Mikroorganismen der Gattung Acidithiobacilli (Gleichung 15 bis Gleichung 18).

Gleichung 15
a) FeS,+350,+H,0 - Fe*" +2S0,” +2H'
b) Fe?* + 0,25 0, + H" - Fe* + 0,5 H,O

Fe(lll) kann den Pyrit selbst oxidieren, was wiederum zur Schwefelsaurebildung fuhrt:
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Gleichung 16

FeS, + 14 Fe** + 8 H,0 - 15 Fe®* +2 SO, + 16 H"

Die Oxidation wird Uberlagert von den abiotischen Protolysereaktionen der Fe**- lonen, die
bei geringen pH-Werten (1,5 bis 4,5) zu basischen Eisensulfaten wie Schwertmannit oder
Jarosit (Gleichung 17) bzw. bei héheren pH-Werten zu Eisenhydroxisulfaten und Eisen-

hydroxid fiihren (durch Alterung Uberfiihrung in Goethit / Limonit unter Sulfatfreisetzung).

Gleichung 17

a) 6 Fey’ + 9 S0,” + 12 H0 — 2 HFe3(SO4)2(OH)s | + 5 H,SO,
Jarosit

b)  Fe, +3H, - Fe(OH), | +3H’
Eisenhydroxid

Zusammenfassend ergibt sich aus der Pyritverwitterung und z. B. der Eisenhydroxidfallung:

Gleichung 18

a) FeS, + 3,50,+ H,0 - Fe** +2S0,” + 2 H"

b) Fe” +0,25 0, + H" - Fe* + 0,5 H,O

c) Fe* + 3H,0 - Fe(OH); + 3 H*

d) Fe* + 0,25 0, + 2,5 H,0 — Fe(OH); + 2 H* Bruttogleichung

Bei einer vollstdndigen Oxidation des Pyrits und einer anschlielenden Ausfallung des dabei
freigesetzten Eisens als Eisenhydroxid werden pro Mol Pyrit insgesamt vier Mol Saure (H")
produziert. Diese bei der vollstandigen Pyritoxidation freigesetzte Gesamtaciditét resultiert

folglich aus der Summe der Sulfidaciditat sowie der Eisenaciditat.

Viele zum Mineralbestand der Halde gehérenden Minerale sind unter Einwirkung von Schwe-
felsédure I6slich bzw. ihre Kristallstruktur wird nachhaltig beeintréchtigt. Die chemischen Re-
aktionen der Auflésung von Pechblende (UOs) durch den Angriff von Schwefelsdure sind in

Gleichung 19 exemplarisch dargestellt.

Gleichung 19
UO; + H,SO,4 - UO,S0,4 + H,O

Prozess: UO,SO, - [UOz(SO4)2]2_ — [UOZ(SO4)3]4_
Reaktionsprodukt: Uranylsulfat, Disulfatouranat bzw. Trisulfatouranat.
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Durch das Fehlen nennenswerter karbonatischer Minerale wird das migrierende Haldensi-
ckerwasser durch die Aufldsung / Fallung eisen- und aluminiumreicher Mineralphasen gepuf-

fert (Tonminerale, Glimmer, basische Eisen- und Aluminiumoxide / -hydoxide).

Am HaldenfuR3 befindet sich ein Absetzbecken zum Sammeln von Hang- und Sickerwassern,
die der Wasserbehandlung zugefuhrt werden. Die Zufilhrung des Sickerwassers erfolgt
durch dessen Fassung an zwei definierten Sickerwasseraustrittspunkten und die Uberleitung
in das Absetzbecken Uber offene Graben. Weitergehende Informationen zum Chemismus

der Haldensickerwasser finden sich im Anhang 2.

4.2 Beschreibung Standort B

Gegenstand des Uranbergbaues am Standort B waren marine Schichtpakete aus Tonstein,
Schluff- und Sandstein mit Dolomitlagen, in denen eine Anreicherung von Uran und
Schwermetallen stattgefunden hat. Die Halden um die Tagebaue am Standort B, mit Hohen
von bis 60 m, wurden aus dem Tagebauabraummaterial geschiittet. Die lithologische Zu-
sammensetzung der Kippsubstrate schwankt daher in weiten Grenzen. Das Haldenmaterial
setzt sich neben dem Deckgebirgs- und Zwischenmittelmaterial der Lagerstétten aus ,tau-
ben“ Rickstanden nach der Uranerzsortierung zusammen. Mineralogisch-petrographische
Untersuchungen am Haldenmaterial liegen nicht vor. Es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass das Haldenmaterial die mineralogische Zusammensetzung der Gesteine der
Lagerstatte widerspiegelt. Diese setzen sich zusammen aus (Reihenfolge entspricht dem
geologischen Aufbau in der Lagerstatte vom Liegenden zum Hangenden):

- Ordovizischem Phycodenschiefer, einem graugriinem phyllitischen Tonschiefer, der aus

einem feinstkérnigen Gemenge von Glimmern, Quarz (SiO,), wenig opaker Substanz
(Pyrit — FeS,) besteht; Triimer im Tonschiefer setzen sich vorwiegend aus Quarz, wenig
Karbonat (Siderit (FeCOs3)) und Sulfiden (Pyrit, Chalkopyrit (CuFeS,), Bornit (CusFeSy),
Sphalerit (ZnS), Galenit (PbS), Chalkosin (Cu,S) und Covellin (CuS)) zusammen

- Basalkonglomerat, einem Gerdlle, vorwiegend aus phyllitischen Tonschiefern, unterge-

ordnet aus Quarzit, Lydit, Diabas, Grauwacken, Granit, Quarzporphyr, lokal hamatisiert
(Fe,03), Gerdlle mit tonigen, karbonatischen und kieseligen Bindemitteln, zum Teil Tr&-
ger einer Uranvererzung

- Gesteine der unteren grauen Serie (auch untere graue Folge), Wechsellagerung von

Sandstein, sandigem Schieferton und Dolomit (CaMg(CQOs),),

- Gesteine der unteren roten Serie (auch untere rote Folge), rotbraune, schwach sandige,

gering verfestigte Schiefertone aus einer engen Wechsellagerung von hellrotbraunen
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sandigen Lagen und dunkelrotbraunen tonigen Lagen mit bis zu 0,2 m machtigen, nicht
horizontbestandigen grauen bis gelblichen Dolomitbanken

- Gesteine der oberen grauen Serie (auch obere graue Folge), schluffig ausgebildeter

graue Schieferton, reich an organischer Substanz, haufiges Auftreten von Dolomitkonkre-
tionen, Trager der bauwlrdigen Uranvererzung, untergeordnet graugrine bis rotbraune,
z. T. sandige und karbonatreiche Schiefertone mit zwischengelagerten fein-
mittelkérnigem Sandstein

- Plattendolomit, graugelbes-braunliches, plattiges und kliftiges Festgestein

- Gesteine der oberen roten Serie (auch obere rote Folge), sandige Schieferton von roter

bis rétlichgelber Farbe, untergeordnet schwach verfestigte Sandsteine, Quarzgerollbanke
und sandige Dolomitbénke

- Sedimente des unteren Buntsandsteins, rot- und gelbbraune Sande und Kiese

- Quartare Ablagerungen, Lehme

Als Freisetzungsprozess von Uran aus den Halden des Standortes B wird postuliert, dass die
Verwitterung von Dolomit (nach Gleichung 20 und Gleichung 21) sowie der Umsatz organi-
scher Materie durch mikrobielle Aktivitdt (nach Gleichung 22 bis Gleichung 24) zur Freiset-

zung von Hydrogenkarbonat und zur Laugung von Pechblende (Gleichung 25) fiihrt.

Gleichung 20
CaMg(CO3)2 +2 H,S0O, - CaS0,-2H,0 1 + MgSO4 +2CO, 1

Gleichung 21

a) CaMg(C03)2 + 2 Hzo + 2 COZ — Ca.(HC03)2 + Mg(HC03)2

b) Ca(HCO3), - Ca* +2 HCOs*
c) Mg(HCO3), « Mg? + 2 HCO5*

Gleichung 22
Mikroorganismen
Cog + O, — DOC (Dissolved organic carbon) + CO, aerobe Bedingungen
Gleichung 23
Mikroorganismen
2 CH,0 + SO,” + H" = H,0 + CO, + H,S anaerobe Bedingungen (Sulfatatmung)
Gleichung 24
Mikroorganismen
Cog — DOC (Dissolved organic carbon) + CO, + CH, anaerobe Bedingungen
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Gleichung 25
UO; + 3 CO5% + H,0O - [UO,(COs)s]* + 2 OH

Bei der Analyse der Haldensickerwésser zeigte sich, dass kein Karbonat in Lésung nachge-
wiesen wurde. Damit kommt das Karbonation sehr wahrscheinlich nicht als Laugungsmittel
in Frage. Die hohen Gehalte an Hydrogenkarbonat in den Wasseranalysen der Haldensi-
ckerwésser deuten auf einen engeren Zusammenhang der Freisetzung von Uran durch
Hydrogenkarbonat hin. In [DePablo 1999] wird die oxidative Auflésung von Pechblende in
Abhangigkeit von der Hydrogenkarbonatkonzentration bei unterschiedlichen Temperaturen
(10, 25, 45 und 60<C) beschrieben. Der Autor kommt zur Schlussfolgerung, dass die nach-
folgenden Schritte zur Freisetzung von Uran aus Pechblende fihren:

1. Initiale Oxidation der Urandioxidoberflache

2. Bindung von Hydrogenkarbonat an den Uran(VI)-Platzen der oxidierten Schicht im Mineral

3. Freisetzung des entstandenen Uran(VI)-karbonatokomplexes.

Hierfir wurde eine Gleichung fir die Freisetzungsrate von Uran durch Hydrogenkarbonat

formuliert:

Gleichung 26

- = kik,{>UO,} [0, ][HCO;]
K.y +K,[HCO; T+ K,[O,]

Uran kann durch oxidative Auflésung von in den Haldenmaterialien befindlicher nicht umge-
setzter Pechblende freigesetzt werden. Dies héangt von der Sauerstoffverfigbarkeit ab (Bil-
dung von Uran(VI)). Hydrogenkarbonat als Komplexbildner kann aus der Dolomitauflésung
nachgeliefert werden (siehe Karbonatverwitterung). In Abhéngigkeit vom CO,-Partialdruck im
Haldenkérper wird Dolomit aufgel6st und die konsekutive Hydrogenkarbonatbildung fuhrt zur
entsprechenden Uranfreisetzung. Je hodher der CO,-Partialdruck, desto mehr Karbonate

werden geldst, desto mehr Hydrogenkarbonat gebildet.

In Anhang 3 kénnen weitergehende Information zum Chemismus der Haldensickerwasser

am Standort B nachgeschlagen werden.
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5 Ergebnisse der mikrobiologischen Laborverfahren

5.1 Probenvorbereitung

Im Rahmen dieser Arbeit standen je 30 kg radiologisch relevantes Haldenmaterial von

Standort A und B zur Verfigung.

Das Material des Standortes A ist ein Haufwerk verschiedener Sandsteinvarietaten, zum Teil

stark limonitisiert, und feinem erdigen tonigen Material (Abbildung 13).

22 2 2008 '

Das Material des Standortes B ist ein Gemisch der Grauen Serie. Als Mineralien kommen in

Abbildung 13: Haldenmaterial von Standort A

dieser Probe vor: Tonminerale, Glimmer, Quarz, wenig Feldspat, Karbonat sowie Hamatit.
Daneben ist die graue Folge durch organische Substanzen geprégt, die zum Teil Tréager der
Uranvererzung ist (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Haldenmaterial von Standort B

Im Riffelteiler erfolgte eine Aufteilung des jeweiligen Materials. Eine reprasentative Teilprobe

wurde enthommen und auf KorngroRen < 2 mm aufbereitet. Hiernach erfolgten die Untersu-

chungen:

- Ermittlung von mikrobiellen Aktivitaten durch die laborativen Methoden: Bodenatmung,
Enzymaktivitat und Mikrokalorimetrie.

- Anreicherung von in Haldenmaterial befindlichen Mikroorganismen auf den Nahrmedien

5.2 Versuchsmethoden und —durchfiihrung, Versuchserg ebnisse

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, eine Methodik zur Ermittlung der Relevanz
mikrobiologischer Aktivitdten in Haldenmaterialien zu entwickeln. Hierfur wurden verglei-
chende Versuche mit den Methoden Bodenatmung, Enzymaktivitdt und Mikrokalorimetrie
durchgefuhrt. Zudem erfolgte eine Beschreibung der in den Haldenmaterialien befindlichen

Populationen durch Anreicherung auf Nahrmedien.

Die mikrokalorimetrischen Messungen erfolgten am Institut fir Physikalische Chemie der TU
Bergakademie Freiberg. Alle weiteren Messungen wurden im Mikrobiologischen Labor der

G.E.O.S. Freiberg Ingenieurgesellschaft mbH durchgefihrt.
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Die Versuche wurden mit den oben aufgefiihrten 2 Haldenmaterialien der Standorte A und B
durchgefuhrt. Mit dem Material des Standortes A soll die mikrobielle Aktivitat bei oxidieren-
den Prozessen, die zu einer Versauerung des Haldensickerwassers fuihren (Fall 2 des Leit-
fadenelementes Grundwasser < pH 4,5) und mit Material des Standortes B die mikrobielle
Aktivitat bei reduzierenden Prozessen, die zu einer pH-Wert-Anhebung in den alkalischen
pH-Bereich (Fall 1 des Leitfadenelementes Grundwasser > pH 6,0) flihren, nachgewiesen
werden. Gegenlaufige Prozesse (z. B. Versauerungsprozesse unter reduzierenden Bedin-
gungen) sind nicht relevant und wurden daher nicht in Versuchen abgebildet.

Zur Vergleichbarkeit der durchgeftihrten Untersuchungen wurde immer Material mit der Kor-
nung < 2 mm und einer definiert eingestellten Wasserhaltekapazitat eingesetzt. Die Messun-

gen fanden bei 25T statt.

Folgende vergleichende Versuche wurden durchgefiihrt:

Aerobe Prozesse an Material des Standortes A

1. Unbehandeltes Probenmaterial mit eingestellter Wasserhaltekapazitat (50% von WHK,ax)

2. Vergiftetes (0,3 g/L Natriumazid) Probenmaterial mit eingestellter Wasserhaltekapazitéat
(50% von WHK )

3. Probenmaterial mit Zugabe von Acidithiobacilli mit eingestellter Wasserhaltekapazitét
(50% von WHK )

4. Probenmaterial mit Zugabe von Acidithiobacilli / mit Eisen(ll)-Losung als Energiequelle
(Modifiziertes 9 K-Medium)

5. Probenmaterial mit Zugabe einer Eisen(ll)sulfat-L6ésung (Modifiziertes 9 K-Medium).

Anaerobe Prozesse an Material des Standortes B

6. Unbehandeltes Probenmaterial mit eingestellter Wasserhaltekapazitat (50% von WHK4)

7. Vergiftetes (0,3 g/L Natriumazid) Probenmaterial mit eingestellter Wasserhaltekapazitat
(50% von WHKax)

8. Probenmaterial mit Zugabe von sulfatreduzierenden Mikroorganismen mit eingestellter
Wasserhaltekapazitat (50% von WHK )

9. Probenmaterial mit Zugabe von sulfatreduzierenden Mikroorganismen / mit Acetat-
Ldsung als Energiequelle (Modifiziertes Postgate’s-Medium)

10. Probenmaterial mit Zugabe einer Natriumacetat-Losung (Modifiziertes Postgate’s-
Medium)
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Alle Versuche wurden als Doppelversuche konzipiert. Zum Teil mussten Einzelversuche
verworfen werden, so dass nur ein Versuchsergebnis in die Auswertung einbezogen werden

konnte (z. B. mikrokalorimetrische Messungen).

5.2.1 Ermittlung der Wasserhaltekapazitat nach DIN  1SO 11274

Die Wasserhaltekapazitat eines Bodens wird vor allem von der KorngréRenverteilung und
dem Porenraum bestimmt, wobei die maximale Wasserhaltekapazitat (WHK»x) eines Bo-
dens angibt, wie viel Wasser ein Boden gegen die Schwerkraft festhalten kann, ohne dass
Sickerwasser aus dem Bodenkdrper austritt. Der Wassergehalt eines Bodens hat grof3en
Einfluss auf die mikrobielle Aktivitdt. Generell beginstigen hohe Wassergehalte unterhalb
der Sattigung die mikrobielle Aktivitat. Daraus ergibt sich ein Optimum fur die mikrobielle
Aktivitdt bei mdglichst hohen Wassergehalten verbunden mit einem mdglichst hohen Gas-
austausch im Porenraum. Ein Maximum der mikrobiellen Aktivitat wird erfahrungsgemar bei
Werten zwischen 50 und 60 % der WHK .« erlangt.

Die Ermittlung der maximalen Wasserhaltekapazitat erfolgte im befeuchteten Sandbad. Das
Sandbad wird mit Wasser vollstandig gesattigt. Uberschiissiges Wasser wird abgetrennt und
ein feuchtes Tuch wird auf den Sand gelegt. In Parallelproben wird der Wassergehalt des

naturfeuchten Bodens bestimmt.

Die Berechnung der Wasserhaltekapazitat WHK ., erfolgt nach:

Gleichung 27
+ .
WHK . = @rb) (100 =H,0/100gTrockengewicht
C
mit
a H,O-Aufnahme pro 100 g naturfeuchtem Boden

b H,O-Gehalt in 100 g naturfeuchtem Boden

c Trockengewicht von 100 g naturfeuchtem Boden

Folgende maximale Wasserhaltekapazitdten wurden fiir die eingesetzten Haldenmaterialien
ermittelt:
- Haldenmaterial Standort A (Sandsteinvarietaten): 26 %

- Haldenmaterial Standort B (Graue Folge): 35 %.
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5.2.2 Ermittlung der mikrobiellen Aktivitat durch B estimmung der Bodenatmung (DIN
ISO 16072)

Eine der gebrauchlichsten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitat ist die Be-

stimmung der Bodenatmung, in der die Menge des freigesetzten Kohlendioxids oder die

Menge des verbrauchten Sauerstoffs bestimmt werden. Diese Methode ist zum Beispiel als

Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs BSBs bekannt.

Der Nachweis einer Atmung ist aufgrund der Volumenanderungen der Gase Sauerstoff und
Kohlendioxid prinzipiell relativ einfach zu fuhren. So fiihren Verbrauch und Bildung gasformi-
ger Reaktionspartner zu Druck&nderungen, die mittels Drucksensoren (z. B. Messungen im
Projekt mit dem OxiTopC-System) gemessen werden. Das System besteht aus einer Pro-
benflasche mit definierter Probemenge und Gasvolumen, dem OxiTop-Messkopf und einem
CO,-Absorber (Abbildung 9). So wird bei aeroben Prozessen der von den Mikroorganismen
bendtigte Sauerstoff aus dem uber der Probe stehenden Luftraum geliefert. Gleichzeitig wird
das gebildete CO, durch Absorber (z. B. NaOH, KOH) gebunden und entfernt. Der Druck in
der Messflasche sinkt und wird mit Hilfe des Drucksensors aufgezeichnet. Mit Hilfe des idea-
len Gasgesetzes nach Gleichung 28 kann aus der Druckanderung direkt auf die Menge be-

notigten Sauerstoffs geschlossen werden.

Gleichung 28
_pv
RO

Anzahl der Mole des gebildetes Gases [mol]
Gasdruck [Pa]

Gasvolumen [m3]

Gaskonstante [8,314 J/(mol-K)]
Inkubationstemperatur [K]

-~ U<DT >

Beim aeroben Abbau, der mit dem Haldenmaterial des Standortes A nachempfunden werden
soll, wird durch Oxidationsprozesse der im Gasraum befindliche Sauerstoff nach Gleichung
15 bis Gleichung 18 verbraucht. Die einzelnen Versuche wurden nach Versuchsplan in Ab-
schnitt 5.2 durchgefiihrt. Es kam dabei das routinemaf3ig verwendete Verfahren zur Ermitt-
lung des biochemischen Sauerstoffbedarfs zur Anwendung. Hierfir wurden 70 g Probenma-
terial mit auf 50 % eingestellter Wasserhaltekapazitat eingewogen (Volumen der Messfla-

schen: 1.167ml). Das Haldenmaterial ist karbonatfrei, sodass eine Kohlendioxidproduktion
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aus der Karbonatzersetzung ausgeschlossen werden konnte. Die Atmungsaktivitdt wurde

Uber ca. 7 Tage hinweg registriert.

Die Abbildung 15 zeigt die mit dem OxiTop-Messsystem berechnete verbrauchte Sauer-
stoffmenge je Gramm Trockenmasse. Am rechten Rand des Diagramms ist der Sauerstoff-
verbrauch des letzen Messwertes der jeweiligen Versuchsreihe angegeben. Die Sauerstoff-
verbrauchsrate ist fur alle Versuche anndhernd linear. Eine maximale Sauerstoffverbrauchs-
rate von reichlich 1 mg O,/[g TS*d] wurde fir die Versuche mit Zugabe von Eisen(Il)-Lésung
mit und ohne Acidithiobacilli ermittelt. In den Versuchen mit Zugabe von Acidithiobacilli ohne
Energiequelle bzw. unter Verwendung unbehandelten Haldenmaterials betragt die Sauer-
stoffverbrauchsrate etwa 0,5 mg O,/[g TS*d].

10,0

7,8mg 0,/gTS
75mg0O,/gTS

4,1mg0,/gTS

Sauerstoffverbrauch in mg/g TS

3,8mg0,/gTS

2,1mgO,/gTS

0,0

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000 10.000
Versuchszeit in Minuten

e unbehandelt e vergiftet ® Zugabe MO, e Zugabe MO, e Zugabe Energiequelle
ohne Energiequelle  mit Energiequelle

Abbildung 15: Ergebnisse von Messungen im OxiTop-Messsystem unter aeroben Bedingungen fir
das Haldenmaterial des Standortes A

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass die Zugabe von Mikroorganismen ohne zu-
satzliche Energiequelle zu keiner Erhdhung der mikrobiellen Aktivitédt der ohnehin im Hal-
denmaterial befindlichen Population fuhrte. Die Zugabe von Eisen(ll)l6sung zum unbehan-
delten Haldenmaterial ohne zusatzliche Mikroorganismen fuhrt zum gleichen Sauerstoff-
verbrauch wie der Zusatz von Mikroorganismen und Eisen(ll)l6sung. Das bedeutet, dass die

Eisen(Il)lésung lediglich zu einem erhthten Sauerstoffverbrauch durch eine erhéhte Aktivitat
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der acidophilen eisenoxidierenden Mikroorganismen, die sich im Haldenmaterial a priori be-
funden haben, gefihrt hat. Eine Zugabe von nicht an das Haldenmaterial angepassten Mik-
roorganismen erbrachte daher keine weitere Erhdhung, sondern dieselben Sauerstoff-
verbrduche. Im Gegensatz zu den mikrobiell induzierten Sauerstoffverbrauchswerten bleibt
der Sauerstoffverbrauch bei den Proben mit inhibierten Mikroorganismen konstant auf einem
sehr niedrigen Niveau. Der prozentuale Unterschied in der ermittelten Sauerstoffverbrauchs-
rate zwischen den Versuchen mit vergiftetem und unbehandeltem (natirlich vorliegendem)

Material liegt bei ca. 50%.

Beim anaeroben Abbau, der mit dem Haldenmaterial des Standortes B nachempfunden wer-
den soll, entsteht durch Bildung von CO, (und CH,) infolge des Abbaus organischen Kohlen-
stoffs ein Druckanstieg im Gasraum der in der Anaerobbox befillten und gasdicht verschlos-
senen Messflasche (Versuchsplan siehe Abschnitt 5.2). Das gebildete CO, wird durch Ein-
spritzen eines CO,-Absorbers (z.B. Kalilauge KOH) in den Koécher tber einen Septenzugang
der Messflasche absorbiert. Die Absorption fihrt daraufhin zu einer Druckabnahme im Gas-
raum. Der Gasdruck(abfall) wird im OxiTop-Messkopf erfasst und tber den gesamten Ver-

suchszeitraum automatisch gespeichert.

Die Berechnung des entstandenen Gases CO, (und CH,) infolge der anaeroben biologi-
schen Abbaubarkeit organischer Verbindungen erfolgt nach dem Idealen Gasgesetz
(Gleichung 28). Die Entstehung von Methan ist nach derzeitigem Kenntnisstand fur Halden
des Uranerzbergbaus nicht bekannt (ausgenommen Mischhalden von Berge- und Deponie-
material, z. B. Halde Steinsee, Johanngeorgenstadt). Um eine Methanbildung wahrend der
Versuchszeit auszuschlieRen und bei spateren Interpretationen zu bertcksichtigen, sollte am

Versuchsende die Gaszusammensetzung im Messsystem Uberprft werden.

Fur das Haldenmaterial des Standortes B sind die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche
in der Abbildung 16 dargestellt. Neben den Druckkurven sind die ermittelten Gasmolmengen
des letzen Messwertes der jeweiligen Versuchsreihe aufgetragen. Eine maximale Kohlendi-
oxidproduktion von 1,61 mmol CO, wurde in den Versuchen mit Zugabe von Energiequelle
und sulfatreduzierenden Mikroorganismen erreicht. Eine deutlich geringere CO,-Produktion
entstand in den Versuchen mit unbehandeltem Haldenmaterial (1,13 mmol CO,) und unter
Zugabe von Mikroorganismen ohne Energiequelle (0,81 mmol CO;) bzw. nur von Energie-
quelle (0,87 mmol CO,). Mit hoher Wahrscheinlichkeit bilden diese Versuche die Tatsache
ab, dass im Haldenmaterial befindliche heterotroph lebende Populationen in der Lage sind,

den Kohlenstoff des Haldenmaterials zu verwerten. Zusatzlich eingebrachte Energiequellen
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bzw. die Erhdhung der Keimzahlen brachten im Vergleich dazu keine Steigerung der At-
mungsaktivitaten. Das kann auf die langen Adaptationszeiten bei anaeroben Prozessen zu-
rickgefuhrt werden. Im Gegensatz hierzu sind bei den Versuchen mit zugefuhrten Mikroor-
ganismen diese bereits als Laborkultur auf die ebenfalls zugegebene Energiequelle ange-

passt.

0,27 mmol CO,

0,81 mmol CO,

0,87 mmol CO,

Druck in hPa

1,13 mmol CO,

1,61 mmol CO,

-80 T T T T T T T T T
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000 10.000
Versuchszeit in Minuten

e unbehandelt e vergiftet  Zugabe MO, e Zugabe MO, e Zugabe Energiequelle
ohne Energiequelle  mit Energiequelle

Abbildung 16: Ergebnisse von Messungen im OxiTop-Messsystem unter anaeroben Bedingungen
fur das Haldenmaterial des Standortes B

Der prozentuale Unterschied in der ermittelten Kohlendioxidproduktion zwischen den Versu-

chen mit vergiftetem und unbehandeltem (natirlich vorliegendem) Material liegt bei ca. 80 %.

5.2.3 Ermittlung der mikrobiellen Aktivitdt durch B estimmung der Enzymaktivitat
nach [LUBW 1991]

Ausfuhrliche Erlauterungen zur Ermittlung der Enzymaktivitat durch Bestimmung der Hydro-

lyserate von Fluoreszeindiacetat erfolgten in Abschnitt 3.1.2.

In 250 ml Erlenmeyerkolben wurde 2 g der zu untersuchenden, auf 50 % Wassergehalt ein-
gestellten Bodenprobe eingewogen (Versuchsplan siehe Abschnitt 5.2). Alle Kolben wurden
entsprechend des Versuchsplanes préapariert, mit Alufolie verschlossen und 24 Stunden bei

30T konditioniert. Hiernach wurden jedem der Kolben 30 ml Phosphatpuffer (Kali-
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um/Natriumphosphatpuffer pH 7,6) sowie 500 pl der Fluoreszeindiacetat-Stammldsung (Flu-
oreszeindiacetatstammldsung: 2 mg/ml) hinzugefugt und danach 3 h bei 24 im Wasserbad
geschuittelt. Im Anschluss wurde den Inkubationsansatzen jeweils 29,5 ml Aceton zugesetzt.
Nach Homogenisierung der Probe wurden 1,5 ml jeder Suspension in einem 1,5-ml-
Eppendorfgefal abzentrifugiert und die Extinktion von 1 ml des klaren Uberstandes bei
490 nm gegen Phosphatpuffer in einer Plastikklvette mittels Photometer (vorherige Aufnah-

me einer Fluoreszein-Eichkurve) gemessen.

Die Ergebnisse fir die Versuchsansatze mit Haldenmaterial der Standorte A und B sind aus
der Abbildung 17 und Abbildung 18 ersichtlich. Die Versuche bilden aufgrund der kurzen
Konditionierungsphase von 24 Stunden die aktuelle mikrobielle Aktivitat der in den Halden-
materialien befindlichen Mikroorganismen ab. Eine Zugabe der Energiequelle zum Substrat
bewirkt kurzfristig keine messbar verstarkte Enzymaktivitat. Insgesamt kann man aber fest-
stellen, dass die Anhebung der Keimzahlen abhangig von der Zugabe der Mikroorganismen
ist und zu einer deutlichen Steigerung der enzymatischen Aktivitdt gegentber der unbehan-
delten Proben bzw. vergifteten Proben fiihrte. Daher ist fir eine spatere Handlungsempfeh-
lung lediglich der Vergleich zwischen unbehandelten und vergifteten Versuchsansatzen
sinnvoll. Der prozentuale Unterschied der mikrobiellen Enzymaktivitat wird daher zwischen
den Versuchen mit vergiftetem und unbehandeltem (naturlich vorliegendem) Material ermit-
telt und liegt fur Standort A bei ca. 50 % und fir Standort B bei ca. 30 % .

0,12

0,06

FDA-Hydrolyserate in pg Fluoreszein/(gTS*h)

0,02 A

% %

unbehandelt vergiftet Zugabe MO, Zugabe MO, Zugabe Energiequelle
ohne Energiequelle mit Energiequelle

Versuche 1 - gepunktet
Versuche 2 - gestrichelt

Abbildung 17: Ergebnisse von Enzymaktivitatsmessungen fir das Haldenmaterial des Standortes A
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unbehandelt vergiftet Zugabe MO, Zugabe MO, Zugabe Energiequelle
ohne Energiequelle mit Energiequelle

Versuche 1 - gepunktet
Versuche 2 - gestrichelt

Abbildung 18: Ergebnisse von Enzymaktivitatsmessungen fir das Haldenmaterial des Standortes B

Der prozentuale Unterschied in der ermittelten mikrobiellen Enzymaktivitat zwischen den
Versuchen mit vergiftetem und unbehandeltem (naturlich vorliegendem) Material liegt fur
Standort A bei ca. 50 % und flr Standort B bei ca. 30 %.

Insgesamt ist die die Bestimmung der Enzymaktivitat eine Methode mit geringem Zeitauf-
wand und kann auch ohne mikrobiologisches Spezialwissen und in gut ausgestatteten che-

mischen Laboratorien bei Vorhandensein von Photometern ausgefihrt werden.

5.2.4 Ermittlung der mikrobiellen Aktivitat durch M ikrokalorimetrie nach [SCHI 1995,
WEN 1994]

Fur die vorzustellende kalorimetrische Messmethode wurde ein Warmeflusskalorimeter, der

Thermal Activitity Monitor 2277 (TAM) der Firma Thermometric, Schweden, eingesetzt. Die

Abbildung 19 zeigt das TAM in einer Schnittdarstellung und das Messprinzip mit Zwillingsan-

ordnung (Abbildung 20).
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Abbildung 19: Schnittdarstellung TAM (Quelle Abbildung 20: Messprinzip mit Zwillingsanord-
Thermometric) nung im TAM (Quelle Thermo-
metric

Der Warmefluss (thermische Leistung) erfolgt Gber die Thermosaulen. Die quantitative Be-
stimmung der ausgetauschten Leistung P(t) ist Uber die in den Thermosaulen generierte
Spannung U(t) gegeben. Die ausgetauschte Warmemenge AQ kann aus dem Integral des

Spannungs-Zeit-Signals entsprechend Gleichung 29 ermittelt werden.

Gleichung 29
aQ=[Pdm=x[Ud®

Fir die Messungen wurden zylindrische Edelstahlampullen mit einem Volumen von 4 ml ein-
gesetzt (Abbildung 21). Vor jeder Befullung wurden die Ampullen gereinigt und dampfsterili-
siert. Die Befullung erfolgte unter Einsatz einer sterilen Werkbank bzw. nach Begasung mit
einer Stickstoff- Wasserstoff- Kohlendioxid- Gasmischung in der Anaerobbox. Anschlie3end

wurden die Ampullen gasdicht verschlossen.
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Abbildung 21: Edelstahlampulle und schematische Darstellung der Anordnung der Ampullen in der
Kalorimetereinheit

Die kalorimetrischen Messungen wurden mit beiden Haldenmaterialien durchgefuihrt. Die
Versuche mit dem Material des Standortes A erfolgten unter aeroben Bedingungen. Die
Messungen unter Verwendung von Haldenmaterial des Standortes B wurden unter anaero-

ben Bedingungen durchgefiihrt (Versuchsplan siehe Abschnitt 5.2).

Alle Messungen wurden mit einer Einwaage von 4 g Haldenmaterial, das auf 50 % Wasser-
gehalt eingestellt wurde, durchgefuhrt. Der Start der kalorimetrischen Messungen erfolgte in
einem Zeitfenster von 20 — 30 min nach Befillung der Edelstahlampulle. Die Versuchszeit
wurde auf 24 Stunden festgelegt.

Die Abbildung 22 zeigt das Ergebnis der Versuche mit Haldenmaterial des Standortes A. Es
wurde jeweils eine Doppelbestimmung vorgenommen. Die zusammengehdrigen Messungen
sind mit a und b bzw. durchgezogene Linie und gepunktete Linie gekennzeichnet. Es ist eine
gute Reproduzierbarkeit der a und b-Messungen zu verzeichnen. Eine Ausnahme stellen
hierbei die Versuche 4 dar. Aus diesem Grund erfolgten unter identischen Bedingungen auch
drei Messungen (4a-4c). Zu beachten ist dabei, dass diese Messungen mit einem zeitlichen
Abstand von jeweils etwa einer Woche (4a 22.02., 4b 29.02., 4c 04.03.08) durchgefuhrt wur-
den und deshalb eine Alterung des Haldenmaterials nicht ausgeschlossen werden kann,

obwohl eine Lagerung in Dunkelheit durchgefihrt wurde. Allerdings ist die Probe aufgrund
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ihres Wassergehaltes wahrend der Lagerung weiterhin mikrobiologisch aktiv. Diese Alterung

wahrend der Lagerung im Labor findet auch naturgemaf in der Halde selbst statt, so dass

man immer nur eine momentane mikrobielle Aktivitdt bestimmen kann. Erwartungsgemaf

zeigt das vergiftete Haldenmaterial die geringste thermische Leistung. Vergleicht man die

Versuche 1 (ohne Eisenldésung) und 5 (mit Eisenlésung) findet man auch hier die erwartete

hdhere Aktivitat (hdhere thermische Leistung) bei Versuch 5. Die Unterschiede in den ther-

mischen Leistungen der Versuche 1 (unbehandeltes Probenmaterial) und 3 (Zusatz von Aci-

dithiobacilli) sind gering. Hier hatte man eine héhere Aktivitat bei den Versuchen 3 vermuten

konnen.
Versuche 1-5
4e-5
3e-5
<
=< 2e-5 A
£
o
le-5 4
0 s
i
T T T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000
tins
la, unbehandelt
~~~~~~~~~~~~~~~ 1b, unbehandelt
2a ,vergiftet
............... 2b s Vergiﬂet
3a, Zugabe Acidithiobacilli, ohne Energiequelle
~~~~~~~~~~~~~~~ 3b, Zugabe Acidithiobacilli, ohne Energiequelle
4a , Zugabe Acidithiobacilli, mit Eisenlésung
~~~~~~~~~~~~~~~ 4b , Zugabe Acidithiobacilli, mit Eisenlésung
——-—: 4c, Zugabe Acidithiobacilli, mit Eisenlésung
5a, mit Eisenlésung
5b, mit Eisenlésung

60000

Abbildung 22: Ergebnisse kalorimetrischer Messungen fir das Haldenmaterial des Standortes A
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Der starke exotherme Peak zu Beginn der Messung ist auf das Einfiihren der Ampulle in die

Kalorimetereinheit zuriickzufuhren. Bei der Messung 4c lag eine zeitliche Verzogerung vor.

Hier kbnnen die Werte erst nach 2 Stunden (entspricht 7200s) zur Bewertung herangezogen

werden.
25
20
£ 15 4
[
=
=
£
o 10
5 -
O T T T
2.0 25 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0
tinh
H 1a
I 1b
[ 2a
[ 12b
I 3a
I 3b
[ 4a
4b
I 4c
I 5a
I 5b

Abbildung 23: Thermische Leistung zu definierten Zeiten, Haldenmaterial des Standortes A*

* Die Balkengrafik wurde aus den Messkurven errechnet. Daflr wurde die Warmeleistung bei t= 2,5;
3,0; 4,0 und 5,0 Stunden ausgewertet. Durch zusatzliche Umrechnungen fir t= 3,5 und 4,5 Stunden

kénnen keine zusatzlichen Informationen gewonnen werden.

Seite 68



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

In der Abbildung 23 ist ein Balkendiagramm mit den thermischen Leistungen der einzelnen
Versuche bei definierten Zeiten abgebildet. Diese Darstellung bestétigt die gute Reprodu-
zierbarkeit der Versuchsreihen, insbesondere dann, wenn die Wiederholungsversuche zeit-
nah durchgefiihrt werden. Des Weiteren ist die hohe Differenzierung in den thermischen
Leistungen ersichtlich.

Der prozentuale Unterschied in der thermischen Leistung zwischen den Versuchen mit ver-

giftetem und unbehandeltem (nattrlich vorliegendem) Material liegt bei ca. 70 %.

Die Abbildung 24 zeigt den zeitlichen Verlauf der anaeroben Versuchsreihen. Die erreichten
thermischen Leistungen sind bedeutend geringer. In den Messkurven sind auf Grund der

geringen thermischen Leistung keine Unterschiede zu interpretieren (Leistungsauflésung bei
+ 1uW).

Versuche 6 - 10

4e-5

3e-5 +

2e-5

P in Watt

le-5 A

0 10000 20000 30000 40000 50000

tins

—— 64, unbehandelt

~~~~~~~~ 6b , unbehandelt

—— 7b, vergiftet

—— 8a, Zugabe MO, ohne Energiequelle

~~~~~~~~ 8b, Zugabe MO, ohne Energiequelle

— 9a, Zugabe MO, mit Energiequelle

~~~~~~~~ 9b , Zugabe MO, mit Energiequelle
10b , mit Energiequelle

Abbildung 24: Ergebnisse kalorimetrischer Messungen fir das Haldenmaterial des Standortes B
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Der prozentuale Unterschied in der thermischen zwischen den Versuchen mit vergiftetem
und unbehandeltem (natirlich vorliegendem) Material liegt bei ca. 10 %.

Besonders eindrucksvoll ist der Unterschied der mikrobiellen Aktivitat der beiden Messreihen
in Abbildung 25 zu sehen. Hier wurden Haldenmaterial 1 und 2 (unbehandelt) miteinander
verglichen. Der Unterschied im zeitlichen Verlauf ist sehr markant. Die aerobe Messreihe
zeigt ein sehr schnelles Einschwingen der thermischen Leistung auf ein hoheres Niveau als
die anaerobe Messung.

3e-5
2e-5 +
<
=
=
o 1le-5 -+
O Jﬁ
T T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000
tins
—— 6a Haldenmaterial 2, anaerob
—— la Haldenmaterial 1, aerob

Abbildung 25: Vergleich von kalorimetrischen Messungen der Haldenmaterialien Standorte A und B

Zusammenfassend kann zu den Ergebnissen der beiden Versuchsreihen ausgefihrt werden,
dass mit der gewdahlten kalorimetrischen Messmethode nach relativ kurzer Messzeit von
3 - 4 Stunden die mikrobielle Aktivitat unter aeroben Bedingungen gut erfasst werden kann.
Es ist keine aufwendige Vorbehandlung der Proben erforderlich. Durch gezielte Wahl der
Energiequelle kann die thermische Leistung erhdht und damit die Empfindlichkeit der Mes-
sung verbessert werden. Fir anaerobe Bedingungen ist diese Methode in der gegenwartigen

Form zur Bewertung der mikrobiellen Aktivitdt ungeeignet. Durch die Weiterentwicklung der
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kalorimetrischen Technik, beispielsweise die Entwicklung des TAM 48 fir einen hohen Pro-
bendurchsatz, sind 48 parallele Messungen mit hoher thermischer Empfindlichkeit durch-
fuhrbar [LEM 2002].

5.3 Vergleich der Ergebnisse der durchgefuhrten mik  robiologischen Untersu-
chungen

Nachfolgend sollen die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen der Untersuchungsme-

thoden Bodenatmung, Enzymaktivitdét und Mikrokalorimetrie vergleichend dargestellt und

hinsichtlich einer Eignung als Screeningmethode bewertet werden. Der Vergleich erfolgt da-

bei jeweils fur die 5 verschiedenen Praparationsformen:

Fur die Interpretation der Ergebnisse hinsichtlich der Relevanz von mikrobiologischen Pro-

zessen sind dabei die ersten drei von besonderem Interesse, weil:

- Der Vergleich von ,Unbehandelt* mit ,Vergiftet* verdeutlicht, ob mikrobiologische Prozes-
se fur das jeweilige Material Uberhaupt eine signifikante Rolle fir die Stoffumsatze spie-
len. Wenn ein deutlicher Unterschied zwischen ,Unbehandelt* und ,Vergiftet* besteht,
dann bedeutet dies, dass die Mikroorganismen im Ausgangsmaterial aktiv sind und damit
einen Beitrag zu den Stoffumsatzen liefern.

- Der Vergleich ,Unbehandelt* mit ,Zugabe von MO* zeigt, ob bei der Zugabe von fir das
Material geeigneten Mikroorganismen die Aktivitat signifikant zunimmt. Daraus kann ab-
geleitet werden, ob sich die mikrobiologischen Prozesse bei héheren Mikroorganismen-
konzentrationen weiter verstarken koénnen. Dabei werden aber Kenntnisse des Aus-
gangsmaterials und der fur das Material geeigneten Mikroorganismenpopulation voraus-

gesetzt.

Bei der Bewertung der Ergebnisse der durchgefiihrten Messreihen ist zu bericksichtigen,
dass die dargestellten Ergebnisse der drei Untersuchungsmethoden jeweils linear zur mikro-
biologischen Aktivitat sind. Dadurch ist es mdglich, jeweils den Messwert der unbehandelten
Probe (also des Ausgangsmaterials) als BezugsgréfRe anzusetzen und aus der Relation der
anders praparierten Proben direkt auf eine Abnahme oder Zunahme der mikrobiologischen

Aktivitat zu schlieRen.

5.3.1 Material A

In der nachfolgenden Tabelle 4 wurden Ergebnisse zum Ende der jeweiligen Messung dar-

gestellt. Im Sinne eines Vergleiches bzw. einer Normierung wird das Ergebnis der jeweiligen
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Messung zum Messwert fur die unbehandelte Probe ins Verhdltnis gesetzt. Ist der resultie-
rende Wert deutlich kleiner 1, so ist die mikrobiologische Aktivitat entsprechend geringer als
in der unbehandelten Probe. Ist der Wert gro3er 1, so hat die mikrobiologische Aktivitat zu-

genommen.

Tabelle 4: Vergleich von Ergebnissen der durchgefiihrten Screeninguntersuchungen und Dar-
stellung der Relation der Ergebnisse zur unbehandelten Probe fur das Material A (Er-
gebnisse aus 2 Messungen)

Unbehandelt Mergiftet Zugabe Zugabe von MO Zugabe

von MO | u. Energiequelle Energiequelle
Sauerstoffverbrauchsrate
[mg O,/g TS - d] 0,6 +<0,1 03+<0,1| 0,6+0,1 1,1+0,05 1,2+<0,1
Sauerstoffverbrauchsrate
Relation zu unbehandelt 1 0.5 ! 1.8 1.9
Enzymaktivitat 0,0018 0,0008 | 0,0051 0,0052 0,0015
in pg Fluoreszein/gTS-d | 40,0002 |+<0,0001 | +0,0001 +0,0001 +0,0001
Enzymaktivitat
Relation zu unbehandelt 1 04 2.8 2.9 038
Thermische Leistung
inuW /g TS -d 3,8+£0,8 1,1+<0,1| 3,1+0,6 50+1,3 4,0+0,3
Thermische Leistung
Relation zu unbehandelt L 03 038 1.3 L1

Der Vergleich der Spalten ,Unbehandelt* mit ,Vergiftet® zeigt fur alle Verfahren, dass die Ak-
tivitdt bei den vergifteten Proben auf 30-50% abgenommen hat. Daraus resultiert, dass im
Ausgangsmaterial mikrobiologische Umsetzungsprozesse vorhanden sind. Zudem ist festzu-

stellen, dass hier alle drei Untersuchungsmethoden vergleichbare Ergebnisse liefern.

Der Vergleich der Spalten ,Zugabe von Mikroorganismen“ mit ,Unbehandelt* zeigt fir das
Material A kein eindeutiges Bild. Wahrend fur die Bodenatmung und fir die Mikrokalorimetrie
nach Zugabe von Mikroorganismen in etwa analoge Ergebnisse wie fir die unbehandelten
Proben erzielt werden, nimmt die Enzymaktivitat zu. Diese Zunahme wird durch die Untersu-
chungsmethode selbst hervorgerufen, weil durch die Zugabe von ,frischen Mikroorganismen*
entsprechend viele Enzyme vorhanden sind. Diese ,frischen Mikroorganismen® sind aller-
dings noch nicht an das Material adaptiert, weshalb daraus keinerlei Aussage abgeleitet wer-

den kann.

Zusammenfassend konnen somit lediglich die Ergebnisse von Bodenatmung und Mikrokalo-
rimetrie bewertet werden. Die Zugabe der Mikroorganismen fuhrt nicht zu einer Erhéhung
der mikrobiologischen Aktivitat. Da die Messzeit jeweils auf wenige Tage begrenzt war, kén-

nen daraus allerdings auch keine Aussagen abgeleitet werden, ob langerfristig eine Erho-
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hung der mikrobiologischen Aktivitat zu erwarten ist. Dazu sind die Untersuchungen entspre-

chend langer, analog zu den Spezialuntersuchungen durchzufiihren.

5.3.2 Material B

Die Ergebnisse der drei Untersuchungsmethoden werden analog zu Material A zusammen-
fassend tabellarisch dargestellt (Tabelle 5). Auch hier wird wieder das Verhaltnis zur unbe-

handelten Probe gebildet.

Tabelle 5:

Vergleich von Ergebnissen der durchgefilhrten Screeninguntersuchungen und Dar-

stellung der Relation der Ergebnisse zur unbehandelten Probe fiir das Material B (Er-
gebnisse aus maximal 2 Messungen)

Unbehandelt Mergiftet Zugabe Zugabe von MO Zugabe
von MO | u. Energiequelle Energiequelle

Kohlendioxidproduktion 0,0025 0,0006 0,0018 0,0036 0,0019
in mmol CO,/g TS - d + 0,0001 +<0,0001 | +0,0001 + 0,0001 +0,0001
Bodenatmung
Relation zu unbehandelt ! 0.2 0.7 L4 08
Enzymaktivitat 0,0012 0,0008 0,004 0,004 0,001
in pg Fluoreszein/g TS - d +0,0003 | +<0,0001 | +0,0001 +0,0001 +0,0002
Enzymaktivitat
Relation zu unbehandelt 1 0.7 3.3 3.3 1
Thermische Leistung
inpyW /g TS -d 1,0+£0,3 0,9 0,9 15+0,3 1,0
Mikrokalorimetrie
Relation zu unbehandelt 1 0.9 0.9 L4 1

Der Vergleich fur das Material B der Spalten ,Unbehandelt* mit ,Vergiftet* zeigt zwar fir alle
Verfahren, dass die Aktivitat bei den vergifteten Proben abgenommen hat, jedoch nicht so
eindeutig wie bei Material A. Daraus resultiert, dass im Ausgangsmaterial mikrobiologische

Umsetzungsprozesse keine so entscheidende Rolle spielen wie bei Material A.

5.4 Schlussfolgerungen aus den durchgefuhrten mikro
chungen

biologischen Untersu-

Ziel der durchgefuhrten Messreihen war die Identifikation einer Methode, mit der zeitnah die
Relevanz von mikrobiologischen Prozessen in einem Haldenkdrper bewertet werden kann.
Dazu wurden die Untersuchungsmethoden Bodenatmung, Enzymaktivitat und Mikrokalori-
metrie geprift. Anhand der vergleichend durchgefiihrten Untersuchungen kénnen die folgen-

den Aussagen getroffen werden:
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Feststellungen:

Die Versuchsvariationen mit Haldenmaterial (unbehandelt, vergiftet, Zugabe von Mikro-
organismen, Zugabe von Mikroorganismen und Energiequelle, Zugabe von Energiequel-
le) zeigen, dass fir weiterfiihrende Interpretationen zur Relevanz der Mikrobiologie ein
Vergleich der gemessenen mikrobiologischen Aktivitaten zwischen unbehandelten Pro-
ben und vergifteten Proben hinreichend ist. Die Zugabe von Mikroorganismen bzw. E-
nergiequellen erbrachte keinen zusatzlichen Erkenntnisgewinn.

Der Vergleich der gemessenen mikrobiologischen Aktivitaten zwischen unbehandelten
Proben und vergifteten Proben zeigt fur alle drei Untersuchungsmethoden vergleichbare
Ergebnisse. Die mikrokalorimetrische Messmethode kann die langsam ablaufenden Pro-
zesse mit geringen thermischen Leistungen nicht abbilden (z. B. Sulfatreduktion).
Anhand dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass bei Material A mit hoher Wahr-
scheinlichkeit mikrobiologische Prozesse bei der Freisetzung von Radionukliden beteiligt
sind, wahrend dies bei Material B nicht der Fall ist. Diese Feststellung kann fur die unter-
suchten Materialien aus der detaillierten Kenntnis des Materials bestétigt werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Bodenatmung sowie der Mikrokalorimetrie zei-
gen bei allen Proben jeweils in der Tendenz vergleichbare Ergebnisse (Ausnahme Abbil-
dung sulfatreduzierender Prozesse mittels Mikrokalorimetrie).

Die Messung der Enzymaktivitat ist fir Proben bei denen Mikroorganismen zugegeben

wurden, nicht aussageféahig.

Schlussfolgerungen:

Fur einen Nachweis mikrobiologischer Aktivitéat sollten jeweils mindestens unbehandelte
Proben mit vergifteten Proben verglichen werden. Als ,relevant werden mikrobiologische
Prozesse eingestuft, wenn die mikrobielle Aktivitat der unbehandelten Probe um mindes-
tens 30% gegenlber der sterilisierten Probe erhdht ist. Das 30%-Kriterium ist zwar kein
wissenschaftlich begrindeter Wert, aber alle Versuchsergebnisse zeigen, dass ab die-
sem Quotient ein groRRer Einfluss mikrobiologischer Prozesse angenommen oder ausge-
schlossen werden kann.

Fur die Untersuchung der Aktivitat sind fur diese beiden genannten Praparationsformen
alle drei untersuchten Methoden anwendbar. Die mikrokalorimetrische Messmethode
kann die langsam ablaufenden Prozesse mit geringen thermischen Leistungen nicht ab-
bilden (z. B. Sulfatreduktion).

Die Frage, ob die Aktivitat der mikrobiologischen Prozesse weiter zunehmen kann, kann
mit den dargestellten Untersuchungen nicht geprtft werden, da der Messzeitraum zu ge-

ring ist.
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5.4.1 Anreicherung von Mikroorganismen auf Nahrmedi  en

Fur Anreicherungskulturen wurden verschiedene Néhrmedien verwandt, deren Zusammen-
setzung in Anlage 1 aufgefihrt ist. Nachfolgende Medien wurden im Sinne eines Screenings

fur die beiden Haldenmaterialien verwendet:

Fur Haldenmaterialien mit neutralen / alkalischen Boden-pH-Werten:
- R2A-Medium zur Ermittlung der Keimzahl aerober Mikroorganismen
- SGM-Medium zur Ermittlung der Keimzahl von Hefen/Pilzen

- Schaedler-Medium zur Ermittlung der Keimzahl anaerober Mikroorganismen

Fur Haldenmaterialien mit sauren Boden-pH-Werten:
- Overlay solid Medium fur acidophile Mikroorganismen nach Johnson und Hallberg
([RAW 2007]

Des Weiteren wurden Anreicherungskulturen mit den nachfolgend aufgefiihrten Medien er-

langt, die der Charakterisierung von speziellen Gattungen bzw. Arten dienen:

Abbildung vorwiegend oxidativer Prozesse:

Autotrophe Mikroorganismen:

- Modifiziertes 9K-Medium - Ermittlung der Keimzahlen eisen(ll)- und schwefeloxidierender

Mikroorganismen

- DSMZ 832-Medium" - Ermittlung der Keimzahlen von Thiobacillus denitrificans (nitratre-

duzierende schwefeloxidierende Mikroorganismen
Heterotrophe Mikroorganismen:

- DSMZ 756-Medium - Ermittlung der Keimzahl von Nitrobacter (nitritoxidierende Mikroor-

ganismen

Anreicherungsmedien fir Mikroorganismen fir vorwiegend reduzierende Prozesse:

Heterotrophe Mikroorganismen:

- Sulfolobus, DSMZ 88-Medium - Ermittlung der Keimzahl acidophiler sulfatreduzierender

Mikroorganismen

- Modifiziertes Postgate s-Medium - Ermittlung der Keimzahl sulfatreduzierender Mikroor-

ganismen

- DSMZ 579-Medium - Ermittlung der Keimzahlen von Geobacter (eisen(lll)reduzierende

Mikroorganismen

! DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, www.dsmz.de

Seite 75



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

- DSMZ 803-Medium - Ermittlung der Keimzahlen der Sphaerotilus-Leptothrix-Gruppe (ei-

sen(lllreduzierende Mikroorganismen)

- DSMZ 141-Medium - Ermittlung der Keimzahl methanogener Mikroorganismen

- Modifiziertes DSMZ 1-Medium - Ermittlung der Keimzahl von denitrifizierenden Mikroor-

ganismen
Eine Zéahlung der Zellzahlen im mikroskopischen Bild des wassrigen Eluates der Haldenma-
terialien im Verhaltnis Fest:Flissig von 1:10 erbrachte folgende Ergebnisse:
- Haldenmaterial Standort A: 1,95E+08 kbE/g TS?
- Haldenmaterial Standort A: 1,75E+08 kbE/g TS.

Wie in 5.4.1 beschrieben, wurden zunéchst Kultivierungsmedien getestet, um fiir saure bzw.
alkalische pH-Wert-Bedingungen die vorhandenen Mikroorganismenpopulation zu ermitteln.
Mit diesen Versuchen kdnnen bei der Orientierungsuntersuchung in Hinblick auf einen lang-
fristigen Austrag von Radionukliden Erkenntnisse uber die in Haldenmaterialien aktiven

Mikroorganismengruppen erlangt werden.

Die nachfolgende Tabelle fasst die Ergebnisse der Versuche mit den genannten Screening-

Medien zusammen.

Tabelle 6: Ergebnisse der Versuche mit Screening-Medien
R2A SGM Schaedler |Overlay solid Medium
aerobe |Hefen/ anaerobe acidophile
Keimzahl | Pilze Keimzahl Mikroorganismen

Haldenmaterial Standort A,
saurer pH-Wert 5,80E+02 | 4,40E+02 | 4,40E+02 2,0E+02
Haldenmaterial Standort B,
alkalischer pH-Wert 1,25E+05 | 1,18E+03 | 2,08E+03 0
pH-Wert des Mediums 7,2 5,4 7,4 2,5

Die mit den weiteren Nahrmedien erlangten Anreicherungen spezieller Gruppen bzw. Arten

sind in der Tabelle 7 zusammengestellt.

2 kbE/g TS — koloniebildende Einheiten pro Gramm Trockensubstanz
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Tabelle 7: Ergebnisse der Versuche mit Spezial-Medien
9K Sulfolobus Medi-
(1/2 Eisen) DSMZ 832 DSMZ 756 um, DSMZ 88
acidophile red. Eisen-
und Schwefelverbin- Thiobacillus
dungen Oxidierer denitrificans  Nitrobacter saure SRB
Haldenmaterial Standort A,
saurer pH-Wert 2,30E+02 0 2,30E+03 0
Haldenmaterial Standort B,
alkalischer pH-Wert 0 5,65E+05 2,30E+06 0
pH-Wert des Mediums 2,4 6,8-7,0 74-7,6 2,0
Mod.

Postgate’s DSMZ 579 DSMZ 803 | DSMZ 141 DSMZ 1

Sphaerotilus-

Sulfatreduzierer | Geobacter | Leptothrix Methanogene | Denitrifizierer

Haldenmaterial Standort A,
saurer pH-Wert 4,30E+02 0 0 0 0

Haldenmaterial Standort B,

alkalischer pH-Wert 4,30E+03 0 6,39E+05 0 9,00E+01

pH-Wert des Mediums 7,5 6,7-7 7,1 7 7,1

Die Ergebnisse der Anreicherungsversuche zeigen, dass im Haldenmaterial des Standor-
tes B Mikroorganismen aktiv sind, die auch in neutralen / alkalischen Screening-Nahrmedien
angereichert werden kénnen. Umgekehrt sind im sauren Overlay solid Medium zahlreiche

acidophile Mikroorganismen im Haldenmaterial A vorhanden.

Die Anreicherungen in den Spezialndhrkulturen unterstreichen die Dominanz bestimmter
Arten unter den vorgegebenen pH-Bedingungen. Beispielhaft sind schwefel- und eisenoxi-
dierende Mikroorganismen im sauren pH-Bereich und schwefel- und nitratreduzierende Mik-

roorganismen im alkalischen Bereich zu nennen.

Es kann aber auch festgestellt werden, dass einige Mikroorganismen unter variablen Umge-
bungsbedingungen existieren kénnen. Genannt seien hier die sulfatreduzierenden und die
nitritoxidierenden Mikroorganismen. Das unterstreicht die Aussagen, die bereits in [BMU
2005] getroffen wurden, dass sich Biozonosen aufgrund gegenseitig bedingender Wechsel-

wirkungen, z. B. bei der Lieferung von Energie, Nahrstoffen etc. einstellen kénnen.
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(CH 20)n
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At. ferrooxidans

L. ferrooxidans
Ferroplasma spp.
Acidimicrobium spp.
Ferromicrobium spp.

Acidiphilium spp.
Acidimicrobium spp.
Ferromicrobium spp

CO;

Abbildung 26: Eisen- und Schwefelzyklus

In Haldenkorpern findet eine Reihe
von biogeochemischen Reaktionen
statt, die durch biogeochemische
Zyklen miteinander verknipft sind.
So kann ein Produkt einer Reaktion
den Startpunkt fur eine weitere Re-
aktion darstellen oder im Ergebnis
einer Reaktion werden die physika-
lisch-chemischen Bedingungen so
verandert, dass eine weitere Reak-
tion stattfinden kann. Im folgenden
Schema - Eisen- und Schwefelkreis-
lauf (Abbildung 26) - wurden die
verschiedenen und wesentlichsten
Reaktionen und die sie katalysie-

renden Mikroorganismen ohne Be-

ricksichtigung sekundarer chemischer Prozesse dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung

ist der Eisenkreislauf (blau) und im oberen Teil der Schwefelkreislauf (griin) skizziert.

Die Ergebnisse der Anreicherung von Mikroorganismen aus den beiden Haldenmaterialien

sind in der Abbildung 27 graphisch dargestellt. Aus der Anwesenheit und Menge bestimmter

Mikroorganismen kann auf die zu erwartenden mikrobiologischen Prozesse geschlossen

werden, die zu einer Radionuklidfreisetzung fihren und flr weiterfUhrende Sanierungsent-

scheidungen (Wie entwickelt sich eine Halde unter bestimmten Umgebungsbedingungen?)

von Bedeutung sein konnen. Fir das saure Wasser sind das Oxidationsprozesse, fur das

alkalische Wasser vorwiegend reduzierende, aber auch oxidierende Prozesse bei neutralen

bzw. alkalischen Bedingungen (z. B. Stickstoffkreislauf).
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Anzahl der Zellen pro Gramm Trockensubstanz

10 + —
nicht nicht nicht nicht

nach- nach- nach- nallch-
gewiesen gewiesen gewiesen ~ gewiesen
1 - T T T T
Sulfatreduzierer Denitrifizierer Nitrobacter Sphaerotilus- Acidophile red. Eisen- Thiobacillus
Leptothrix und denitrificans

Schwefelverbindungen
Oxidierende

‘lStandort A, saure Sickerwéasser O Standort B, alkalische Sickerwasser‘

Abbildung 27: Ergebnisse der Anreicherung von Mikroorganismen auf Spezialmedien

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit der Verwendung der Ubersichtsme-
dien fur die relevanten pH-Bereiche die Existenz von denjenigen Mikroorganismen, die fir
die Radionuklidfreisetzung von Bedeutung sind (siehe Abschnitt 2.3), nachgewiesen werden
kann. Mit den mikrobiologischen Spezialuntersuchungen wird das Ziel verfolgt dominante
mikrobielle Populationen naher zu charakterisieren (Ermittlung von Zellzahlen) sowie Anrei-
cherungskulturen fur weitere Versuche zu erhalten. Zudem konnen diese Mikroorganismen
bei der Ermittlung von Populationsparametern bei der Freisetzungsprognose (vgl. Kapitel 7)
gezielt eingesetzt werden.

Insgesamt ist die Erlangung von Keimzahlen von Mikroorganismen eine Methode mit erhdh-
tem Zeitaufwand und kann nur bei Vorliegen mikrobiologischen Wissens und in mikrobiolo-

gisch ausgestatteten Laboratorien ausgefuihrt werden.

6 Diskussion der Ergebnisse im Hinblick auf die Abl eitung von
Handlungsempfehlungen

Das grundsatzliche Ziel der vorliegenden Studie besteht darin, eine Methodik zu entwickeln,
wie mikrobiell induzierte Freisetzungsprozesse im Leitfaden zur radiologischen Untersu-
chung und Bewertung bergbaulicher Altlasten, Leitfadenelement Grundwasser implementiert

werden konnen, ohne die Konzeption des bisherigen Leitfaden wesentlich zu verandern.
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Das Ziel dieser Weiterentwicklung hatte dabei insbesondere zwei Schwerpunkte:

1. Die Priufung, welche der vorhandenen Screeningmethoden geeignet ist, mit denen
schnell und effektiv bewertet werden kann, ob mikrobiologische Prozesse fir die Stoff-
umsatze und damit auch fur die Radionuklidfreisetzung relevant sind.

2. Die Entwicklung von Methoden fir die Spezialuntersuchungen, mit denen die mikrobiolo-
gischen Prozesse quantitativ charakterisiert werden kdénnen, so dass eine Prognose der

zukUnftigen Freisetzung maglich wird.

6.1 Schwerpunkt 1: Entwicklung von Screeningmethode n

Fur den ersten Schwerpunkt wurden zuné&chst die bekannten mikrobiologischen Untersu-
chungsmethoden zusammengestellt und charakterisiert. Auf dieser Grundlage wurden die
drei Methoden Bodenatmung, Enzymaktivitdt und Mikrokalorimetrie anhand von zwei aus-
gewdahlten Haldenmaterialien in einer Vielzahl von Messreihen angewendet und die Ergeb-
nisse verglichen. Im Ergebnis dieser Untersuchungen wurde herausgearbeitet, dass fur die
Feststellung, ob fir ein Haldenmaterial mikrobiologische Prozesse eine Rolle bei den Stoff-
umsetzungen spielen, jeweils der Vergleich zwischen unbehandelten und vergifteten Proben
aussagefahig ist. Zudem hat sich gezeigt, dass fur diesen Vergleich die Ermittlung der Bo-
denatmung und der Enzymaktivitat geeignet sind, um die Relevanz der mikrobiologischen
Prozesse nachzuweisen. Die Methode der Mikrokalorimetrie kann langsam ablaufende Pro-
zesse mit geringen thermischen Leistungen, wie sie flr anaerobe Prozesse bekannt sind,
nicht ausreichend erfassen. Daher sollte die Anwendung dieser Methode auf aerobe Prozes-

se beschrankt bleiben.

Die Untersuchungen waren dabei zundchst darauf gerichtet, mit welchen standardisierten
mikrobiologischen Laborverfahren die mikrobielle Aktivitdt adaquat ermittelt werden kann.
Aus den Ergebnissen zur mikrobiellen Aktivitat kann die Relevanz mikrobiologischer Prozes-
se bewertet werden. In diesem Schritt ist ein direkter Bezug zur Radionuklidfreisetzung noch
nicht maoglich, da hierzu langwierige Spezialuntersuchungen notwendig sind. Es wird somit
angenommen, dass eine Radionuklidfreisetzung eine direkte oder indirekte Folge der jeweils
nachgewiesenen mikrobiologischen Umsetzungsprozesse ist. Umgekehrt bedeutet dies,
dass die Mikrobiologie keine Rolle fur die Radionuklidfreisetzung spielt, wenn die Aktivitat

von Mikroorganismen insgesamt sehr niedrig bzw. nicht nachweisbar ist.
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Zusammenfassend wird eingeschatzt, dass mit den drei gepriften Untersuchungsmethoden
der Nachweis zur Relevanz mikrobiologischer Prozesse mdglich ist. Damit besteht die Mog-

lichkeit, schnell und effektiv entsprechende Screeninguntersuchungen durchzufiihren.

6.2 Schwerpunkt 2: Entwicklung von Methoden fir Spe  zialuntersuchungen

Das Ziel von Spezialuntersuchungen im Kontext des Leitfadens zur radiologischen Untersu-
chung und Bewertung bergbaulicher Altlasten besteht darin, quantitative Aussagen zum zu-
kunftigen Freisetzungsverhalten von Radionukliden abzuschatzen. Dies schlie3t auch die
Ermittlung der dominanten mikrobiellen Populationen sowie die Herstellung von Anreiche-

rungskulturen fir weitere Versuche ein.

Fur die mikrobiologischen Untersuchungen ist es dazu notwendig, die jeweiligen Adaptions-
zeiten der Mikroorganismen an das vorhandene Material zu beriicksichtigen. Diese betragen
in der Regel mehrere Wochen bis Monate. Damit war es im zeitlichen Rahmen des vorlie-
genden Projektes nicht mdglich, langwierige Saulenexperimente zur Ermittlung der Populati-
onsparameter durchzufiihnren. Deshalb beruhen die Vorschlage zu den durchzufiihrenden
Spezialuntersuchungen auf eigenen Erfahrungen, die insbesondere aus Untersuchungen zur
mikrobiell induzierten Schwermetallmobilisierung im Rahmen des BMBF-Projektes Sicker-
wasserprognose [GEOS 2006] vorliegen. Darin wurde eine Methode als Kombination von
Laboruntersuchungen und prognostischen Modellierungen entwickelt, die grundséatzlich all-

gemein anwendbar ist.

Im Rahmen des o. g. Projektes wurde die Methode allerdings nur auf die Schwermetallfrei-
setzung unter oxidierenden Verhaltnissen angewendet werden. Eine Ubertragung auf Frei-
setzungsprozesse von Radionukliden wird aus Analogieliberlegungen angenommen, ist bis-
her jedoch nicht durchgefuhrt worden. Da die beschriebene Methode allgemein giltig sein
musste, ist prinzipiell von einer Ubertragbarkeit auch auf anaerobe Prozesse auszugehen.
Allerdings steht ein Beweis zur Ubertragbarkeit dieser Methoden auf reduzierende Verhalt-

nisse weiterhin aus.

Die nachfolgend beschriebene Methode besteht aus Teilschritten, die zundchst Kenntnisse
des Haldenmaterials, der Bindungsformen der betrachteten Elemente und Radionuklide und
den daraus die ableitbaren moglichen mikrobiellen Prozesse sowie der Bestimmung des

mikrobiologischen Inventars zusammentragt. Im weiteren Abarbeitungsverlauf werden Stoff-
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freisetzungen mittels laborativer Versuche festgestellt, Parameter fir Prognoserechnungen

erlangt und die eigentliche Prognoserechnung durchgefiuhrt.

1. Chemische und physikalische Untersuchung des Materials und Analyse von Bindungs-
formen
Identifizierung maglicher Energielieferanten fur mikrobiologische Prozesse
Die Auswahl der Mikroorganismenkulturen orientiert sich an den identifizierten Energie-
quellen und nachgewiesenen Mikroorganismen. Zusatzlich werden in diesem Schritt die
Umgebungsbedingungen (oxidierend oder reduzierend, pH-Wert) festgelegt.

4. Durchfihrung von parallelen Schittelkolbenversuchen tber einen Zeitraum von ca. 1- 3
Monaten mit jeweils unterschiedlichen Beimpfungen. Dies schliel3t sowohl unbeimpfte als
auch sterilisierte (vergiftete) Proben sowie mindestens zwei unterschiedliche Beimp-
fungsmengen an Mikroorganismen mit ein. Die Schittelkolben werden wdchentlich che-
misch analysiert. Anhand der Analysen kann eingeschatzt werden, ob sich eine mikrobio-
logisch induzierte Freisetzung einstellt.

5. Die Versuche werden mit einem Freisetzungsmodell nachgerechnet und entsprechende
Parameter der Mikroorganismenpopulation identifiziert. Das Modell muss die physikali-
schen und die mikrobiologischen Prozesse, welche in den Suspensionslaugungsversu-
chen, in den Perkolationsversuchen und auch im realen System zu erwarten sind, abbil-
den.

6. Durchfuihrung von Saulenversuchen unter Beriicksichtigung der ermittelten Milieubedin-
gungen und Durchfiihrung von mdglichst wochentlichen Beprobungen. Die Durchstro-
mungsrate der Saulen sollte maximal im Bereich von etwa 1000 mm/a gewahlt werden.

7. Nachrechnung der Saulenversuche mit den Parametern aus den Schiittelkolbenversu-
chen und ggf. Prazisierung der Modellparameter.

8. Durchfiihrung von Freisetzungs- und Transportprognose innerhalb der Quelle. Dazu wird
das gleiche Vorgehen gewahlt wie bereits im Leitfaden dargestellt. Die anzusetzende
Maximalkonzentration der Radionuklide wird aus den an der Nachrechnung der Saulen-
versuche gewonnen Parametern mit einem entsprechend vereinfachten Modellansatz

bestimmt (Vernachlassigung der Adaptionsphase der Mikroorganismen).

7 Methodische Grundlagen zur Durchfiihrung der Spezi  aluntersu-
chungen

7.1 Rahmenbedingungen

Da die Durchfihrung und Verifizierung der methodischen Grundlagen fir die Durchfiihrung

von Spezialuntersuchungen zur Bestimmung des Quellterms fur die Radionuklidfreisetzung
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aulRerhalb des Rahmens des vorliegenden Projektes lag, wird auf methodische Grundlagen
zurickgegriffen, die im Rahmen des BMBF-Projektes Sickerwasserprognose [GEOS 2006]
fur die mikrobiologisch induzierte Freisetzung von Schwermetallen entwickelt wurden. Ob-
wohl die dort entwickelte Methode zunéchst allgemein gehalten ist, wurde sie im Rahmen

des o. g. Projektes lediglich im Bereich oxidierender Bedingungen getestet und Gberprift.

Trotzdem eine Ubertragung auf die Freisetzung von Radionukliden nahe liegend ist, steht

eine entsprechende Uberpriifung und Verifizierung aus und ist dringend zu empfehlen.

Die Methode beruht allgemein auf den in Abschnitt 6.2 aufgeflihrten Arbeitsschritten. Aller-
dings erfolgt in der Darstellung keine Differenzierung der dort dargestellten Arbeitsschritte 5
bis 8. Vielmehr werden in den Abschnitten 7.6 bis 7.8 die theoretischen Grundlagen fur diese
Arbeitsschritte detailliert beschrieben. Die Nachrechnung der Laborversuche und die Prog-

nose fur den Haldenkérper beruhen auf den gleichen Ansatzen.

Um diese Vorgehensweise zu illustrieren, wird in Anlage 4 ein Beispiel (Freisetzung von Zink
aus sulfidischer Matrix) aus dem o. g. BMBF-Projekt Sickerwasserprognose [GEOS 2006] fur
die Arbeitsschritte 1-8 wiedergegeben. Die nachfolgende Erlauterung ist hingegen allgemei-

ner gehalten.

7.2 Beschreibung des untersuchten Materials

Zur Beschreibung des Haldenmaterials sind fur die spatere prognostische Abschatzung
nachfolgende bodenphysikalische, chemische und mineralogische Untersuchungen notwen-
dig. Sie sollen Hinweise und eine Abschatzung Uber die Art und den Umfang einer mdglichen
mikrobiologisch induzierten Freisetzung von Radionukliden erlauben. Die bodenphysikali-
schen Parameter sind zur Konzeptionierung der Perkolationsversuche notwendig. Anhand
der chemisch-mineralogischen Parameter konnen freisetzungsrelevante mikrobiologisch
induzierte Reaktionen identifiziert werden, die gemeinsam mit den bodenphysikalischen Pa-

rametern fur die Modellierung benétigt werden.

Bodenphysikalische Untersuchungen:

- Bestimmung Trockenmasse (mg) nach DIN 38414/S2, Trockenrohdichte (bps) nach DIN
18125-2, Kornrohdichte (ps) nach DIN ISO 11508
- Ermittlung der KorngroRenverteilung DIN 18123

- Bestimmung des hydraulischen Durchlassigkeitskoeffizient nach DARCY
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Chemische Untersuchungen nach den in der Analytik geltenden DIN-Vorschriften oder Mes-

sanleitungen

Ermittlung der Hauptkomponenten (Gesamtgehalte):

- Silizium, Aluminium, Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen, Mangan, Barium,
Schwefel, Sulfat, Sulfid, Karbonat, Chlorid, Nitrat, Fluorid, Phosphat, Total Inorganic Car-
bon (TIC)

Bestimmung der Spurenelemente (Gesamtgehalte):

- Blei, Zink, Chrom, Cadmium, Cobalt, Nickel, Kupfer, Arsen, Selen, Quecksilber, Vanadi-
um, Zinn, Uran

Bestimmung der Aktivitdt der Nuklide (Gesamtgehalte )

- U-238, U-234, Th-230, Ra-226, Pb-210, P0-210, Th-232, Ra-228, Th-228, U-235,
Pa-231, Ac-227

Ermittlung von organischen Inhaltsstoffen (Gesamtge halte)

- Total Organic Carbon (TOC)

Physikochemische Eigenschaften

- Kationenaustauschkapazitat, Saurepufferungskapazitat

Mineralogische Untersuchungen

- Quantitative Rontgenphasenanalyse

- Mikroskopische Untersuchung von Dinn- und Anschliffen

7.3 Auswahl der Schadstoffe

In diesem Arbeitschritt erfolgt ein Auswertung, welche der potenziellen Energielieferanten
aus Tabelle 1, Seite 23 in den chemischen Untersuchungen mit dem Haldenmaterial detek-
tiert wurden und somit als Energielieferanten fur mikrobiologische Prozesse zur Verfligung

stehen.

Zusétzlich zu den Energielieferanten erfolgt eine Auswahl der Radionuklide, welche durch
eine Umsetzung des Energielieferanten oder von Folgereaktionen (bspw. Pufferungsreaktio-

nen) freigesetzt werden. Dieser Schritt setzt i.d.R. umfangreiches Spezialwissen voraus.
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7.4 Auswahl der Mikroorganismen

Aus der Kenntnis Uber die mikrobielle Population im Haldenmaterial sowie der vorhandenen
Energielieferanten der Haldenmatrix, kénnen die dominanten mikrobiell induzierten Prozesse
unter Einbeziehung mikrobiologischen Expertenwissens beschrieben werden. Aus diesem
Prozessverstandnis heraus kénnen die an den chemischen Prozessen beteiligten Mikroor-
ganismenkulturen identifiziert und fur weiterfihrende Elutionsversuche ausgewahlt werden.
Dieser Untersuchungsschritt schlief3t die Festlegung der Milieubedingungen (oxidierend oder

reduzierend, pH-Wert) mit ein.

7.5 Versuchsdurchfihrung

Fur die Bestimmung der Ausgangsparameter werden zum einen Suspensionslaugungen

(Schuttelversuche) und zum anderen Perkolationslaugungen (Saulenversuche) durchgefihrt.

Mit der Durchfiihrung von Suspensionsversuchen kann abgeschatzt werden, ob sich eine
mikrobiologisch induzierte Freisetzung einstellt. Die Suspensionsversuche sollten mit Hal-
denmaterial der KorngroRenfraktion < 20 mm durchgefiihrt werden. Es werden Suspensions-
laugungen Uber einen Zeitraum von 1- 3 Monaten mit jeweils unterschiedlichen Beimpfungen
unter den relevanten Umgebungsbedingungen (aerob / anaerob) durchgefihrt. Dies schlief3t
sowohl unbeimpfte als auch sterilisierte (vergiftete) Proben sowie unterschiedliche Beimp-
fungsmengen (mindestens zwei unterschiedliche Zellzahlkonzentrationen) an Mikroorganis-
men mit ein. Die Suspensionlaugung erfolgt analog zur DIN 38414-S4 im Fest:Flussig-
Verhaltnis von 1:10. Die chemische Analyse erfolgt wdchentlich auf die ermittelten dominan-
ten chemischen Prozessparameter, auf die relevanten Radionuklide und auf pH-Wert, Sau-
erstoffgehalt, Leitfahigkeit sowie Redoxpotential. Anhand der Analysen kann eingeschéatzt
werden, ob mikrobiologische Prozesse einen relevanten Beitrag zur Radionuklidfreisetzung
beisteuern. Bei der Dimensionierung der Versuche ist zu beachten, dass fur die genannten
Analysen ausreichend Eluat zur Verfigung gestellt werden kann. Die unbeimpften und be-
impften Eluate werden nach Versuchsende auf die dominanten Mikroorganismenkulturen
untersucht. Die mitgeflhrten vergifteten Versuchsansatze werden auf Keimfreiheit Gberprift.
Hierzu werden folgende Nahrmedien mit Eluat der Suspensionslaugung beimpft und beo-

bachtet, ob sich Mikroorganismen entwickeln:
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- R2A-Medium zur Ermittlung der Keimzahl aerober Mikroorganismen

- SGM-Medium zur Ermittlung der Keimzahl von Hefen/Pilzen

- Schaedler-Medium zur Ermittlung der Keimzahl anaerober Mikroorganismen.

Fur die Durchfihrung der Perkolationslaugungen (Saulenversuche) wird idealerweise eine
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Berieselte Kolonne:
ungesattigte Bodenzone

Geflutete Kolonne:
gesattigte Bodenzone

Messblock mit )
Aufzeichnung von in-
situ-Parametern

Vorratsgefaf
Elutionsmittel

Sickerwasser
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100 kg

Klimabox eingesetzt, die heben
der Temperierung des Innen-
raumes die Einstellung der at-
mosphérischen  Umgebungs-
bedingungen zulasst. Fur die
Versuchsdurchfihrung kdnnen
Saulen mit einem Fassungs-
vermdgen von ca. 5 kg einge-

setzt werden.

Die Saulen sind mit abnehmba-
ren Abdeckungen ausgestattet,
die Zuleitung des Elutionsmit-
tels erfolgt Uber eine Dosier-
pumpe aus dem Vorratsgefal
in die Saulen. Das Sickerwas-
ser wird in Schraubflaschen
aufgefangen und woéchentlich
analysiert.

Die dotierten

werden moglichst naturnah, der

Bodenproben

natirlichen Lagerungsdichte
entsprechend, in die Saulen
eingebaut.

Die Beaufschlagung der Saulen

mit dem Elutionsmittel wurde unter Annahme einer Niederschlagsmenge von 1000 mm ein-

gestellt. Sie betragt fur die Oberflache von 0,015 m2 1,7 ml/h.
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Zusatzlich zu den Saulen mit ca. 5 kg Fassungsvermogen sind im Sinne der Absicherung der
Mal3stabslbertragung auch gréRere Saulen (Fassungsvermogen ca. 100 kg mit ca. 1,00 m
Lange) zu empfehlen.

Wie in den kleineren Saulen wird fir die Elutionsmittelzugabe ein Niederschlag von
1.000 mm nachempfunden und als entsprechende Rate Uber die Kolonnen mittels Dosier-

pumpe beaufschlagt.

7.6 Theoretische Grundlagen Modellierung mikrobiolo gischer Stoffumséatze

7.6.1 Klassifizierung der Ansatze

Die Oxidation von sulfidischen Verbindungen erfolgt unter Beteiligung von Mikroorganismen,
speziell durch den Bakterienstamm Acidithiobacillus. Diese Tatsache ist bereits seit ca. 100
Jahren bekannt und kommt in zahlreichen kommerziellen Laugungsprozessen zur Anwen-
dung. Dennoch tragt die quantitative Beschreibung in der Regel phanomenologischen Cha-
rakter. Aus der Literatur [Projektarbeit GEOS 2003, RORNER 1996] sind unterschiedliche
Ansatze bekannt, die nachfolgend kurz umrissen werden sollen. Es soll dabei unterschieden
werden zwischen:

- empirischen Ansétzen

- Ansatzen ohne Wachstum der Population

- Ansatzen mit Wachstum der Population.

7.6.1.1 Empirische Ansétze

Diese Ansatze besitzen insbesondere eine historische Bedeutung, weil die im Untergrund
ablaufenden Prozesse des mikrobiellen Stoffabbaus nur wenig phanomenologisch begrindet
waren. Nach [HAMAKER 1972] gilt:

Gleichung 30
_Os_ v=k*g"
dt
Dabei sind:
V - Stoffabbaurate

k - Stoffabbaukonstante

tn

- Stoffkonzentration bzw. Stoffgehalt

m - Ordnung der Reaktion
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Spezialfélle dieses Ansatzes sind Reaktionen nullter (m=0) und erster (m=1) Ordnung. Bei
Reaktionen nullter Ordnung ist die Stoffabbaurate konstant. Damit nimmt die Stoffkonzentra-
tion linear mit der Zeit ab. Bei Reaktionen 1. Ordnung unterliegt die Stoffkonzentration einem

Exponentialgesetz.

Gleichung 31
s=s,*exp(-k*t)

Eine Anpassung der Parameter k und sg kann Uber Regression erfolgen.

Diese Ansiatze sind im Zusammenhang mit dem Abbau organischer Stoffe durch Mikroorga-
nismen entwickelt worden und deshalb fir die Beschreibung der Auflésung sulfidischer Bo-
denkdrper, die bei Haldenmaterialien eine bedeutende Rolle spielen, nur eingeschrankt an-

wendbar.

7.6.1.2 Modellanséatze ohne Wachstum

Bereits 1913 wurde durch [MICHAELIS & MENTEN 1913] ein starker phanomenologisch

begriindeter Modellansatz vorgeschlagen. Dieser lautet:

Gleichung 32
ds S

— —\ = *
7 = V= Vi

dt K._+s

m

Dabei sind:

\Y/ - maximale Stoffabbaurate

max
K. - Halbsattigungskonstante

S

Es wird unterstellt, dass die Anzahl von Mikroorganismen konstant ist. Fir den Stoffabbau

wird nachfolgend beispielhaft eine Kurve mit zunachst willkirlichen Parametern fiir sdmtliche

Parameter dargestellt.
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Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der Stoffabbaurate nach der Michaelis-Menten-Kinetik mit beispiel-
haften Parametern
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Abbildung 31: Zeitlicher Verlauf des Stoffgehaltes nach der Michaelis-Menten-Kinetik mit beispielhaf-
ten Parametern

Es wird sowohl die Abbaurate als auch der Feststoffgehalt des Energielieferanten als Funkti-

on der Zeit dargestellt.

Seite 89



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer

tung bergbaulicher Altlasten

7.6.1.3 Ansatze mit Wachstum

Hierbei wird davon ausgegangen, dass durch den Oxidationsprozess zusatzlich Biomasse

produziert wird. Die Mikroorganismenpopulation wird durch ihre Dichte x beschrieben. Es

wird angenommen:

Gleichung 33
ds_ _ 1 dx
—_ = V - -
dt Y dt
Dabei sind:

VvV - Stoffabbaurate
X - Populationsdichte der Mikroorganismen
< - Stoffkonzentration bzw. Stoffgehalt

Y - Ertragskoeffizient

Das Populationswachstum wird als eine Reaktion 1. Ordnung dargestellt:

Gleichung 34
dax _
—_= X
a

Hierbei ist u die spezifische Wachstumsrate der Mikroorganismen. Diese kann in einem

geschlossenen System ohne Stofftransfer in verschiedene Phasen unterteilt werden:
Phase I: lag-Phase in der sich die Mikroorganismen adaptieren

Phase II: exponentielles Wachstum entsprechend Gleichung 34

Phase lllI: stationare Phase in der Wachstumsrate gleich der Absterberate ist

Phase IV: Absterberate ist grof3er als die Wachstumsrate

Diese Phasen sind schematisch in nachfolgender Abbildung 32 aus [ROBNER 1996] darge-

stellt.
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lag-Phase exponentielle Stationére Absterbe-
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Abbildung 32: Phasen in der Populationsentwicklung von Mikroorganismen

Nach [SCHMIDT 1992] kann die spezifische Wachstumsrate als Funktion der Populations-
dichte aufgefasst werden:

Gleichung 35

M= ﬂmax(l- i]
Xmax

wobei:

Moy - Maximale Stoffabbaurate

Xmax - Maximale Populationsdichte der Mikroorganismen

Dieses Modell besagt, dass die spezifische Wachstumsrate Null wird, sobald die maximale
Populationsdichte der Mikroorganismen erreicht ist. Es gelingt mit diesem Modell in der Re-
gel gut, das Populationswachstum in Batchversuchen zu beschreiben. Es liefert jedoch kei-
nen Ansatz, das Verhalten der Populationsentwicklung aus ph&nomenologischer Sicht bes-
ser zu verstehen.

Ein starker phdnomenologisch begrundetes Modell fir die Beschreibung der spezifischen
Wachstumsrate ist das von [MONOD 1949]:
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Gleichung 36

u=po >
maxKS+S

wobei:

Moo - Maximale Stoffabbaurate

K, - Halbsattigungskonstante

Die Ansatze, welche eine Entwicklung der Mikroorganismenpopulation unterstellen, besitzen
zwei getrennt unabhangige Variablen. Dadurch ist es im Gegensatz zur Michaelis-
Menten-Kinetik nicht mdglich, sadmtliche Parameter anhand des beobachteten Stoffabbaus
Uber Anpassung zu ermitteln. Zur vollstandigen Prozessbeschreibung wird deshalb eine un-
abhangige Modellgleichung bendtigt. Eine solche wurde von [SIMKINS & ALEXANDER

1994] in Form einer Massenbilanzgleichung formuliert:

Gleichung 37
wobei:

S, - Stoffausgangskonzentration

X, - Ausgangspopulationsdichte

q= % - inverse Ertragskoeffizient (Umsetzung an Metallsulfid)

Das Produkt g* X, entspricht der Stoffmenge, die notwendig ist, um die Ausgangspopulati-
onsdichte X, zu produzieren. Analog ist q* X die Stoffmenge die, notwendig ist, um die Po-

pulationsdichte X zu produzieren.

Unter Bertcksichtigung der Gleichung 33 und Gleichung 34, Gleichung 36 und Gleichung 37

kann die Abhangigkeit von der Populationsdichte eliminiert werden. Im Ergebnis entsteht:
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Gleichung 38
d Lres
S— * S *1* + — * Y
-—= = -s)¥)= sT—
at = Fet ey Do (S sl = ST
N J N\ J

Y Y
Zunahme Biomasse Substratbedarf fiir Biomasse gesamt

Diese Gleichung bildet den Ausgangspunkt zur Anpassung von Stoffabbaukurven ohne die

explizite Kenntnis des tatsachlichen Populationswachstums der Mikroorganismen.

7.7  Grundlagen fur die Parameterbestimmung

Neben der Vielzahl, der im Rahmen des BMBF-Projektes Sickerwasserprognose [GEOS
2006] durchgefuhrten Untersuchungen, kénnen aus vorlaufenden Untersuchungen Aussa-
gen zu Schliisselparametern abgeleitet werden. Dies betrifft insbesondere Aussage zu ma-
ximalen Wachstumsraten der Mikroorganismen, wie sie insbesondere in den Monod-Ansatz

einflieRen.

So sind aus der Literatur Daten zu maximalen Wachstumsraten der Mikroorganismenpopula-
tion in Abhéangigkeit vom verwendeten Substrat angegeben. Dabei ist allerdings zu berick-
sichtigen, dass die Ubertragbarkeit nur eingeschréankt gegeben ist. So sind bspw. in [Projekt-
arbeit GEOS 2003] maximale Verdopplungszeiten von Acidithiobacillus von 5-6 h fir Eisen-
und von ca. 180 h fir Schwefelsubstrate angegeben. Die maximale Wachstumsrate kann

aus der minimalen Verdopplungszeit entsprechend:

Gleichung 39

1
=—*In(2
/'lma)( T ()

2

berechnet werden. Darin ist;

T, - minimale Verdopplungszeit

Als Ausgangspunkt kdnnen jeweils maximale Wachstumsraten in Abhangigkeit vom Energie-

lieferanten aus der Literatur enthommen werden. Wie aus Gleichung 38 deutlich wird, ist das

X

Zeitverhalten der Freisetzung von X, bzw. von Y nur vom Quotienten v abhangig. Damit

kann auch nur dieser Quotient an den Experimenten parametrisiert werden.
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Es wird davon ausgegangen, dass der Ertragskoeffizient unabhangig von der vorhandenen

Populationsdichte ist. Damit kann dieser zunachst willkirlich festgelegt werden. Die Anpas-

sung erfolgt anhand der Ausgangspopulationsdichten X, .

Zusatzlich wird angenommen, dass die Halbsattigungskonstante K, sowie die maximale

Stoffabbaurate (£, nicht vom Substrat abhangen.

Damit erfolgte die Anpassung der maximalen Stoffabbaurate (/. , der Halbsattigungskon-

stanten K, sowie des Ertragskoeffizienten Y an alle Experimente (wie dargelegt ist die

Wahl von Y willkdrlich). Die tatséchliche Freisetzungskinetik wurde anhand der Ausgangs-

populationsdichte X, fur jedes Substrat angepasst.

7.8  Beschreibung des Modells

%, Die Grundlage fur die

—+§ -3 .

—§:l*ﬂmx* 3 (x0+(sD—S)Y):,umx*SY modellhafte =~ Beschrei-
Ll £ ts K +s bung bildet Gleichung

38. Diese wurde in
GOLDSIM implemen-

¢ b s, WV tiert. Obwohl Gleichung
' pAd 38 lediglich die Dynamik

Dia_x_und s der Feststoffumsetzung

beschreibt, wurde auf
der  Grundlage der
Gleichung 33 und

mue d_dt X
Gleichung 34 auch die
* . .
‘_ﬂ, f [ \/W Dynamik der Populati-
X < onsdichte berechnet. Die
f C_beimpft Dia_c Implementierung auf der
Abbildung 33: Beispielhafte Darstellung der Implementierung der Mo- | Grundlage einzelner
nod Kinetik in GOLDSIM (Bildschirmfoto) GOLDSIM- Elemente

Die Linien zwischen den einzelnen Elementen veran- . - .
schaulichen die gegenseitige Abhéngigkeit der einzel- wird beispielhaft in nach-
nen Parameter, mit denen die oben im Bild dargestellte folgender Abbildung 33
Formel numerisch umgesetzt wird. Der Parameter f ist
ein Hilfsparameter mit dem ein Zwischenergebnis be- | veranschaulicht.
rechnet wird.
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7.9 Vereinfachung des Modellansatzes fur den Quellt  erm

Nachdem die mikrobiologischen Parameter anhand der Nachrechnung der Laboruntersu-
chungen bestimmt wurden, kommt es darauf an, unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse
mdglichst einfache Ansatze fir die Prognose zu entwickeln. Um eine Kompatibilitat mit den
im , Leitfaden zur radiologischen Bewertung bergbaulicher Altlasten* dargestellten Prognose-
ansatzen herzustellen, sollten die Parameter dazu genutzt werden, um insbesondere die zu
erwartenden Maximalkonzentration der einzelnen Radionuklide im Sickerwasser vorherzu-

sagen.

Diese Maximalkonzentration kann dann als zu erwartende Sickerwasserkonzentration ange-
setzt und mit dem Ausschlusskriterium verglichen werden. Insbesondere kann diese Kon-
zentration zusammen mit dem unterirdischen Abfluss als Randbedingung fur eine Ausbrei-

tung von Radionukliden im Grundwasser verwendet werden.

Die Umsetzungsrate fur den fir das Wachstum der Mikroorganismenpopulation maf3gebli-
chen Energielieferanten wird entsprechend Gleichung 38 berechnet. Nach erfolgter Anpas-

sung resultiert daraus eine maximale Umsetzungsrate entsprechend:

Gleichung 40

Dabei wurde angenommen, dass die maximale Abbaurate zu erwarten ist unter der Bedin-

gungs=s,. Diese Annahme setzt voraus, dass die Mikroorganismenpopulation an den

Standort / Substratverhaltnissen adaptiert sind. Ist diese Voraussetzung nicht erfillt, so ist

keine Vereinfachung der Ansatze moglich.

Die Freisetzungsrate a, fir die Radionuklide i wird aus der Stéchiometrie der Stoffgehalte

bzgl. des Energielieferanten umgesetzt. Wie erlautert, ist diese Methode nicht anwendbar fur
solche Radionuklide, die nicht an die Freisetzung des dominanten Energielieferanten oder
entsprechender Folgereaktionen (bspw. Pufferreaktionen) angekoppelt sind, d.h. mit diesem
proportional freigesetzt werden. Dabei muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass
diese Vorgehensweise eine Analyse der Bindungsformen der Radionuklide voraussetzt. In
praktischen Fallen kann es sich beim Energielieferanten bspw. um sulfidische Bindungsfor-

men (z.B. Pyrit) handeln.
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Gleichung 41
d
da _, s
dt dt
mit:
aQ; - Stochiometrie des Radionuklides zum Energielieferanten

8 Uberarbeitung des Leitfadens zur radiologischen U ntersuchung
und Bewertung bergbaulicher Altlasten - Leitfadenel ement
Grundwasserpfad bei Halden des Alt- und Uranbergbau s

Untersuchungen zum Nachweis der Existenz und der mdglichen Auswirkung mikrobiologi-
scher Prozesse sollten sowohl in der geochemischen Orientierungsuntersuchung als auch
der Hauptuntersuchung des Leitfadens (Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Be-
wertung bergbaulicher Altlasten - Leitfadenelement Grundwasserpfad bei Halden des Alt-

und Uranbergbaus) implementiert werden.

Ausgehend von der vorgeschlagenen Methodik der Orientierungsuntersuchung zum Sicker-
wasserpfad (Abbildung 34 aus [GRS 2003]) sind die beiden Falle:

Fall 1
Sickerwasser-pH > 6 + Boden-pH > 6 + Karbonat-Pufferkapazitat > 3x Saurebil-

dungspotential

Fall 2
Sickerwasser-pH < 4,5 + Boden-pH < 4,5 + Karbonat-Pufferkapazitat < Saurebil-
dungspotential

genannt, bei denen keine langfristige Erhéhung eines Schadstoffaustrages zu erwarten ist.

Im Ergebnis der Studie von [BMU 2005] war aber zu sehen, dass es sowohl in den Berei-
chen pH-Wert <4,5 und pH-Wert >6 zu Veranderungen bzw. zu einer Erhéhung des Austra-

ges an Radionukliden durch mikrobielle Prozesse kommen kann.

Da das mit Sicherheit nicht in jedem Fall zu erwarten ist, sollen bereits wahrend der Orientie-
rungsuntersuchung Erkenntnisse zur mikrobiellen Aktivitat an den Haldenstandorten erlangt

werden, bei denen hierdurch eine Veranderung bzw. eine Steigerung der Radionuklidfreiset-
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zung zu erwarten ist (Abbildung 34). Als qualifizierte Methoden werden hierfir die Ermittlung
der Atmungsaktivitat (die Bestimmung der aktuellen Bodenatmung) bzw. mikrokalorimetri-
sche Messungen vorgeschlagen®.

n‘::;:sr::ﬂ::t «+— | Datenrecherche und Relevanzprifung
¥
(—
- Geochemlsche Orientierungsuntersuchung
.L D
e Geochemische Hauptuntarsuchung - ::mm:::‘;;;::
¥ v c Einbindung
Spezialuntersuchungen (Laborversuche, Modellierung) E;'::'::;; tE mikrobiolog i_
v 4 o scher Unter-
= .
Bewsrlung des langfristigen Freisetzungsverhaltens al | S_UChungen In
7 -3 ‘ die Ggsamt-
ol | methodik zur
Festlegung der akiuellen/potentiellen Sickerwasserkonzentration C, ® E g Charakterisie-
¥ i3 rung der ra-
Vergleleh mit Ausschlusskriterium C,, “E E lelOngChen
Bt Relevanz des
Wasserpfad oosE R
nicht relevant C.<C,, > Lk " gesamten
Soeiam l Grundwas-
serpfades
Abschiitzung der RN-Konzentration -ﬁ'ﬁ—f"-'i Radlunﬁl?ﬁ:?;c?ng::maUnn g’ von Halden
Im GW (ber die Radionuklid-Fracht R i g:
| ! g
g
Vergleich mit Ausschiusskriterium C,, @
N
I Q
Wasserpfad
nicht relevant €..<C.. l Cow, > C, %
Transportmodellierung
Dosisberechnung Wasserpfad

Abbildung 34: Einbindung der Orientierungsuntersuchung in die Gesamtmethodik zur Charakterisie-
rung der radiologischen Relevanz des gesamten Grundwasserpfades von Halden
[GRS 2003]

® Die mikrokalorimetrische Messmethode kann die langsam ablaufenden Prozesse mit geringen ther-

mischen Leistungen nicht abbilden (z. B. Sulfatreduktion).
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Abbildung 35:

Recherche von bestehenden Standortdaten

Sickerwasser- )
probennahme Substratkartierung
| |
Gliederung in oberflachen- Gliederung in oberflachen-
nahe hydraulische nahe geochemische
Homogenbereiche (Hydrotope) Homogenbereiche
| |
Ubersichts- Feststoff-
Haldenhydraulikmodell Probennahme
|
I | 1
. Messung Messung
Sickerwasser- Berechnung der Messung Séaure- Karbonat-
Vollanalyse Infiltrationshéhe Boden-pH || bildungs- Puffer-
potential kapazitat
I I | I
. Vergleich mit Abschatzung des Pufferpotentials
Sickerwassermenge

Plausibilitatsprifung und

Beurteilung des langfristigen Freisetzungsverhalten s

Fall 1: Fall 2:
Sickerwasser-pH > 6 Sickerwasser-pH < 4,5
+ +
Boden-pH >6 Boden-pH <4,5
+ +

Karbonat-Pufferkapazitat >
3x Saurebildungspotential

Karbonat-Pufferkapazitat <
Saurehbildungspotential

Alle
anderen
Falle

Ermittlung der Relevanz mikrobiell ablaufender Proz esse,
die das langfristige Freisetzungsverhalten beeinflu ssen

Keine langfristige Erhéhung des
Schadstoffaustrages zu erwarten

Messung der Radionuklidkonzentrationen im Sickerwas ser

Keine eindeutige
Beurteilung
maglich

Vergleich mit Ausschlusskriterium

Hauptunter -
suchung einschl.

Schema zur Methodik der Orientierungsuntersuchung zum Sickerwasserpfad

Mikrobiologie

Fur den Fall 1, der Prozesse im neutralen / alkalischen Bereich abbilden soll, sollen die Ver-

suche dahingehend ausgerichtet werden, z. B. nachfolgende ausgewahlte Fragen zu beant-

worten:
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Kann durch mikrobielle Sulfatreduktion Radiumsulfat reduziert und somit Radium freige-
setzt werden?

Kann Uran durch freigesetztes Karbonat / Hydrogenkarbonat aus dessen Verbindungen
nachgelaugt und damit auch im neutralen bis alkalischen Milieu emittiert werden?
Welche Rolle spielen Phosphationen? Kann es bei einem Phosphatangebot zu einer
Freisetzung durch Uranylphosphat kommen?

Welche weiteren Radionuklide kdnnen in diesem pH-Bereich freigesetzt werden, z. B.
Thoriumkarbonat neben Uranylkarbonat?

Sind oxidative Prozesse zur verstarkten Freisetzung von Radionukliden durch einen

mikrobiellen Stoffumsatz denkbar?

Fur den Fall 2, der Prozesse im sauren Bereich abbilden soll, sollen die Versuche dahinge-

hend ausgerichtet werden, z. B. nachfolgende ausgewahlte Fragen zu beantworten:

Ist eine U-Freisetzung von der Fe**-Konzentration oder der Mikroorganismenkonzentrati-
on abhangig? Werden losliche Komplexe, wie Uranylsulfate gebildet? Ist diese Bildung
von der Fe**-Genese abhangig.

Kann Uran durch andere Komplexbildner wie Huminsduren, Fettsduren mobilisiert wer-
den?

Wird Radium in Abwesenheit von Sulfat mobil?

Welche weiteren Radionuklide kénnen in diesem pH-Bereich freigesetzt werden?

Ist eine Remobilisierung von Radium aus RaSO, unter reduktiven Verhéaltnissen poten-

ziell maglich?

Fur den Fall 3 (alle anderen Falle) des vorliegenden Leitfadens wird aufgrund keiner eindeu-

tigen Beurteilung eine Hauptuntersuchung empfohlen. Diese sollte die Prifung auf mikrobiel-

le Prozesse bzw. die Anwesenheit von Mikroorganismen enthalten.

Eine Ubersicht tiber geochemische Beschaffenheiten, bei denen mogliche mikrobielle Radi-

onuklidfreisetzungs- und Fixierungsprozesse ablaufen kénnen und die durch Versuche ab-

gebildet werden sollten, zeigt Abbildung 36. In diese Abbildung wurden milieuanzeigende

Elementspecies mit aufgenommen. Die Species in héheren Oxidationsstufen stehen fir ab-

laufende oxidierende Prozesse, die Species in niedrigen Oxidationsstufen stehen fur ablau-

fende reduzierende Prozesse.

Seite 99



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

Geochemisches Milieu
Boden / Wasser

Neutral / alkalisch Sauer
1 1 1 1
- Oxidierend
Oxidierend Reduzierend Uran .
Uran ) Reduzierend
] Uran Blei )
Blei . . Radium
. Radium Thorium
Thorium )
Bismut
l | CN-HCOy, Fe?" As® Mn2* Fe3* As5+, Mn4+ l | Fez+ As3+ Mn2+

Komplexbildung, z. B.
- Huminstoffe

- Fettséuren

- Eisenhydroxisulfate

Komplexbildung, z. B.
- Siderophore
- Huminstoffe

Abbildung 36: Ubersicht iber geochemische Milieus, unter denen mikrobielle Freisetzungs- und Fi-
xierungsprozesse ablaufen kdnnen

Neben der Ermittlung der mikrobiellen Aktivitat im Haldensubstrat bzw. Sickerwasser ist da-
her eine chemische Analyse von groRRer Bedeutung fir das Prozessverstandnis mdglicher
mikrobiologischer Umsetzungsreaktionen. Fir mikrobiologische Lebensprozesse sind insbe-
sondere die Gehalte der Komponenten (C organisch / C anorganisch, N, P, Wassergehalt),
Sulfat, Sulfid, Nitrat, Eisen sowie die Kenntnis tiber das geochemische Milieu, z. B. Eh- und
pH-Wert (oxidierend oder reduzierend) oder CSB - als Hinweis auf oxidierbare Bestandteile

wichtig.

Bei positiven, auf mdgliche mikrobielle Prozesse deutende oder mikrobielle Prozesse zulas-

sende, Ergebnissen erfolgen in der Hauptuntersuchung (Abbildung 37):

- der Nachweis von aeroben chemolithotrophen Mikroorganismen (z. B. eisen- bzw. sulfid-
oxidierende Mikroorganismen)

- der Nachweis von anaerob lebenden Mikroorganismen (z. B. sulfatreduzierender, denitri-

fizierender, methanogener Mikroorganismen).

Hierfir konnen neben der Methode der Anreichung in Nahrmedien und der nachfolgenden
Keimzahlbestimmung, mikroskopische Untersuchungen und die Durchfihrung von DNA Ana-

lysen empfohlen werden.
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Ergebnisse der Orientierungsuntersuchung

Sickerwasser-

probennahme [ Bohrungen

Gliederung in vertikale
geochemische
Homogenbereiche

Gliederung in vertikale
hydraulische
Homogenbereiche (Hydrotope)

Detailliertes Feststoff-
Haldenhydraulikmodell Probennahme
1 1
Sick Berechnung von M Messung Messung
{c/: I<Iarwa|sser- hypoderm. Abfluss : ((ajssungly_| Saure- Karbonat-
ollanalyse u. GW-Neubildung oden-p blldungs- Puffe.r:
potential kapazitét
< . Vergleich mit Abschatzung des Pufferpotentials
Sickerwassermenge
Plausibilitatspriifung und Beurteilung des langfrist igen

Freisetzungsverhaltens einschl. Mikrobiologie

Keine Mdglichkeit Langfristige Keine langfristige
reprasentativer Erhdhung des Erhéhung des
Sickerwasser- Radionuklidaustrages Radionuklidaustrages
beprobung nicht auszuschlie3en Zu erwarten

Technische Sicker-

Freisetzungs-Prognose

Messung d. Radionuklid-
konzentrationen im

wassergewinnung/ einschl. Mikrobiologie §
Elutionsversuche erforderlich Sickerwasser
erforderlich (Istzustand)
Spezialuntersuchungen Vergleich mit

Ausschlusskriterium

Abbildung 37: Schema zur Methodik der Hauptuntersuchung zum Sickerwasserpfad

Die empfohlenen Hinweise und Erganzungen wurden bei der Ausarbeitung einer Anlage
Mikrobiologie fur den ,Leitfaden zur radiologische Untersuchung und Bewertung bergbauli-
cher Altlasten - Leitfadenelement Grundwasserpfad bei Halden des Alt- und Uranbergbaus*
bertcksichtigt. Diese Anlage wurde dem Bundesamt fir Strahlenschutz in einem separaten
Dokument tibergeben.
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In die Abbildung 38 gehen die aus dem vorliegenden Bericht erlangten Erkenntnisse ein,
sodass eine unabhangig vom jeweiligen mikrobiologischen Prozess durchzufihrende Vorge-
hensweise in folgende Schritte unterteilt werden kann:

1. Prifung der Voraussetzungen zur Mitwirkung mikrobiologischer Prozesse bei der Frei-
setzung von Radionukliden anhand vorliegender Informationen zu den Milieubedingun-
gen sowie zum Inventar an Mikroorganismen und Radionukliden — Relevanzverdachts-
prifung. Fehlen geeignete Wachstumsbedingungen, kénnen weitere mikrobiologische
Untersuchungen entfallen.

2. Durchfuihrung einfacher experimenteller Untersuchungen zur Bestéatigung oder Zurtick-
weisung des Relevanzverdachts.

3. Ist im Ergebnis dieser Untersuchungen die Relevanz nachgewiesen, so wird die Durch-
fuhrung von Spezialuntersuchungen zur Quantifizierung der mikrobiologischen Prozesse
notwendig.

4. Parameterbestimmung zur Quelltermbeschreibung auf der Grundlage der Spezialunter-
suchungen.

5. Prognose von Freisetzung und Transport innerhalb der Quelle.

Prifung der Voraussetzungen zur Mitwirkung
mikrobiologischer Prozesse bei der Relevanzverdacht
Freisetzung von Radionukliden nicht vorhanden

Relevanzverdacht
vorhanden

Fortfiihrung Orientierungsuntersuchung
Sickerwasser entsprechend
Leitfadenelement Grundwasser

Durchfiihrung einfacher experimenteller
Untersuchungen zur Ermittlung Mikrobielle Aktivitat
der mikrobiellen Aktivitat nicht nachgewiesen

Mikrobielle Aktivitat
signifikant nachgewiesen

Durchfiihrung von Spezialuntersuchungen
zur Quantifizierung der mikrobiologischen
Prozesse und Gewinnung von Anreicherungskulturen

Parameterbestimmung zur
Quelltermbeschreibung aus
Suspensions- und Perkolationsversuchen

Prognose von Freisetzung und
Transport innerhalb der Quelle

Beriicksichtigung der Ergebnisse
bei der Orientierungsuntersuchung
Sickerwasser entsprechend
Leitfadenelement Grundwasser

Abbildung 38: Gesamtmethodik zur Ermittlung der Relevanz von mikrobiologischen Prozessen auf
die Freisetzung von Radionukliden aus Haldenmaterial

Seite 102



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

9 Quellenverzeichnis

9.1 Verwendete Quellen

[BAR 2007] Barros, N.; Gallego, M.; Feijoo, S. Sensitivity of calorimetric indicators of soil
microbial activity. Thermochimica Acta (2007), 458(1-2), 18-22.

[BAR 2007a] Barros, N.; Salgado, J.; Feijoo, S. Calorimetry and soil. Thermochimica Acta
(2007), 458(1-2), 11-17

[BEN 1988] Bennett P.C., Melcer M. E., Siegel D.I., Hassett The dissolution of Quartz in di-
lute aqueous solution of organic acids at 25T, Geochim. Cosmochim. Acta
52:1988) 1521 - 1530

[BER 1973] Bernhardt K., Damm W., Hydrometallurgie des Urans Teil Il Technologische
Grundlagen, Lehrmaterial fur die Berufsausbildung SDAG Wismut 1973

[BMU 2005] Methodische Weiterentwicklung des Leitfadens zur radiologischen Untersu-
chung und Bewertung bergbaulicher Altlasten und Erweiterung des Anwen-
dungsbereiches, Schriftenreine Reaktorsicherheit und Strahlenschutz BMU-
2005-672

[BRAND 2007] Brandl H., Lehmann St., Faramarzi M. A., Mobilisation of silver, gold and
platinum from solids materials by HCN - forming microorganisms in: Advanced
Materials Res. Vol. 20 — 21 (2007) 50- 53 / Biohydrometallurgy: from the single
cell to the environment, Proceedings of the 17th international Biohydrometallurgy
Symposium 2 — 5 Sept. 2007 Frankfurt / Main Germany Eds: A. Schippers, W.
Sand, F. Glombitza, S. Wilscher ISSN 1022-6680

[BRI 1988] Brinckman F.E., Olson G.J., Global Biomethylation of the Elements: Its Role in
the Biosphere Translated to New Organometallic Chemistry and Biotechnologyin:
The Biological Alkylation of Heavy Elements Eds.: P.J. Craig, F. Glockling Royal
soc. of Chemistry 1988 pp 168 - 196, ISBN 0 - 85186 - 716 - 2

[BROO 1988] Brookins D.G., Eh-pH Diagrams for Geochemistry Springer Verlag Berlin, Hei-
delberg, New York 1988 ISBN - 3-540-18485-6

[BUNDESTAG 1998] Gesetz zum Schutz vor schadlichen Bodenveranderungen und zur Sa-
nierung von Altlasten (Bundes-Bodenschutzgesetz- BBodSchG), 17.3.1998

[BUNDESREGIERUNG 1999]: Bundes - Bodenschutz- und Altlastenverordnung
(BBodSchV), 12.7.1999

[CLAW 1913] Clawson B.J., Young C.,C., J. Biol. Chem. 15(19913) p 419

[CRI 2001] Critter, Silvana A. M.; Airoldi, Claudio. Application of calorimetry to microbial bio-
degradation studies of agrochemicals in oxisols. Journal of Environmental Quality
(2001), 30(3), 954-959

[CRI 2004] Critter, Silvana A. M.; Freitas, Sueli S.; Airoldi, Claudio. Microcalorimetric meas-
urements of the metabolic activity by bacteria and fungi in some Brazilian soils
amended with different organic matter. Thermochimica Acta (2004), 417(2), 275-
281.

Seite 103



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[DELE 2002] Delecaut G., De Canniere P., Wang L., Maes N., Solubility of an uranium(I1V)
amorphous phase under geochemical conditions reprensentive for the direct dis-
posal of spent nuclear fuel in Boom Clay in: Uranium in the aquatic environment -
Eds.: B.J. Merkel, B. Planer — Friedrich, Chr. Wolkersdorfer Proceedings of the
int. Conference Uranium Mining and Hydrology Ill Freiberg — 15 — 21 September
2002 Springer Verlag ISBN 3 — 540-43927-7, Springer- Verlag Berlin Heidelberg
New York pp. 197 — 206

[DePablo, 1999] De Pablo, J. et al.: The oxidative dissolution mechanism of uranium dioxide,
Geochimica et Cosmochimica Acta, Vol. 63, No. 19/20, pp. 3097-3103, 1999

[DISP 1981] DiSpirito A.A., Tuovinen O.H., Oxygen uptake coupled with uranous sulfate oxi-
dation by Thiobacillus ferrooxidans and T. acidophilus. Geomicrobiol. J. 2:275-
291 (1981)

[DISP 1982] DiSpirito A.A., Tuovinen O.H., Uranous ion oxidation and carbon dioxide fixation
by Thiobacillus ferrooxidans, Arch. Microbiol. 133:28-32 (1982)

[DODG 1997] Dodge C.J, Francis A.J.,Environ. Sci. Technol. (1997) 31:3062-3067

[DUTR 1976] Dutrizac J.E., MacDonald R. J., Ferric lon as a Leaching Medium Miner Sci
Eng 6 (1976) 59

[ECK 1980] Eckardt F.E., Webley M., Scott R.O., Microbial degradation of silicates, Release
of cations from alumosilicate minerals by yeasts and filamentous fungi. pp 107 -
116 in: Biodeterioration, the proceedings of the fourth international Biodeteriora-
tion symposium Eds.: Oxley T.A. Becker G., Allsop D., Berlin, Pitman, London
1980

[EHRL 1996] Geomicrobiology Ehrlich H. L. 3 rd Edition, (1996) Marcel Decker Inc. NY ISBN
0-8247-9541-5

[ELB 2000] Elberling, B.; Schippers, A.; Sand, W.. Bacterial and chemical oxidation of pyritic
mine tailings at low temperatures. Journal of Contaminant Hydrology (2000),
41(3-4), 225-238

[FAR 2004] Faramarzi M.A., Stagars M., Pensini E., Krebs W., Brandl H. J. Biotechnol 113
(2004) 321 - 326

[FRAN 1992] Francis A.J., Dodge C.J., Gillow J.B., 1992 Nature 356:140-142

[FRAN 2002] Microbial transformation of Uranium Complexed with Organic and Inorganic
Ligands in: Uranium in the aquatic environment - Eds.: B.J. Merkel, B. Planer —
Friedrich, Chr. Wolkersdorfer Proceedings of the int. Conference Uranium Mining
and Hydrology 1l Freiberg — 15 — 21 September 2002 Springer Verlag ISBN 3 —
540-43927-7, Springer- Verlag Berlin Heidelberg New York pp. 447 - 454

[FRI 1990] Fritzsche W. Mikrobiologie, UTB - Uni -Taschenblcher Gustav Fischer Verlag
Jena 1990, ISBN 3 - 334 - 00236 - 5

[GANE 1997], Ganesh R., Robinson K. G., Reed G. R., Saylor G. S., Appl. Environ. Microbi-
ol. (1997) 63: 4385-4391

[GASS 1985] Gassen H. G., Martin A., Bertram S., Gentechnik, Einfihrung in Prinzipien und
Methoden, VEB Gustav Fischer Verlag Jena 1985

Seite 104



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[GEI 2003] Geil3ler A., Molekulare Analyse der bakteriellen Diversitat in Uranbergbauhalden,
Diplomarbeit TU Bergakademie Freiberg 2003

[GEIP 2002 ] Geipel G., Bernhard G., Brendler V., Complex formation of Uranium IV with
Phosphate and Arsenate in: Uranium in the aquatic environment - Eds.: B.J.
Merkel, B. Planer — Friedrich, Chr. Wolkersdorfer Proceedings of the int. Confer-
ence Uranium Mining and Hydrology Il Freiberg — 15 — 21 September 2002
Springer Verlag ISBN 3 — 540-43927-7, Springer- Verlag Berlin Heidelberg New
York pp. 367 — 376

[GEOS 2006] Analyse mikrobiologischer Prozesse und Wechselwirkungen mit anorgani-
schem Material zur Freisetzung und Fixierung von anorganischen Schadstoffen
und modellhafte Darstellung der Ergebnisse zur Vervollstdndigung der Sicker-
wasserprognose, Abschlussbericht 17.02.2006, G.E.O.S. Freiberg Ingenieurge-
sellschaft mbH, Auftraggeber BMBF

[GLOM 1987] Glombitza F., 1987 Geobiotechnologie - unverdffentlichtes Manuskript

[GLOM 1995] F. Glombitza, L. Eckardt, A. Hummel, Biosorption of the separation of radionu-
clides from drainage and process waters of the uranium mining industry. - ASME
1995 (1451 - 1454) Eds: S. Slate, R. Baker, G. Benda
ISBN: 0-7918-1219-7

[GRS 2003] Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewertung bergbaulicher Altlas-
ten - Leitfadenelement Grundwasserpfad bei Halden des Alt- und Uranbergbaus.
Im Auftrag des BfS im Rahmen des Forschungsvorhabens 4295. Mai 2003

[HAMAKER 1972] Decomposition: quantitative aspects In: Goring, C.A.l. and J.W. Hamaker
(eds.) Organic Chemicals in Soil Environment. New York, Marcel Dekker, 1972

[KAL 2002] Kalin M., Smith M. P. et. Al., Ecosystems restoration incorporating minerotrophic
ecology and Stoneworts that accumulates *°Ra, in: Uranium in Aquatic Environ-
ment Eds., Merkel B. J., Planer-Friedrich, B., Springer Verlag 2002, pp 495-504,
ISBN 3-540-43927-7

[KIE 2004] Kiel3ig, G., Kunze, Chr., Kichler, A., Zellmer, J., Kalin. M., Kostengtinstige passi-
ve Nachsorgelésungen mit einem constructed wetland auf der Grundlage von
Prognosen der Entwicklung des Flutungswassers der Grube Po6hla, in: Procee-
dings 55. Berg- und Hittenmé&nnischer Tag, 18.06.2004, Treatment Technologies
for Mining Impacted Water, TU Bergakademie Freiberg, Institut fir Geologie,
Eds.: B. Merkel, H. Schaeben, Chr. Wolkersdorfer, A. hasche, 113 — 118

[KOGA 2003] Koga, Kunimasa; Suehiro, Yasutaka; Matsuoka, Shun-Taro; Takahashi, Katsu-
tada. Evaluation of growth activity of microbes in tea field soil using microbial ca-
lorimetry. Journal of Bioscience and Bioengineering (2003), 95(5), 429-434.

[KOGA 2001] Koga, Kunimasa; Hiraoka, Shinichi; Kim, Yeong Su; Hagiwara, Daisuke; Sue-
hiro, Yasutaka; Sakamoto, Yasuko; Takahashi, Katsutada. Calorimetric studies
on the ability of organic matter decomposition by microbes in different kinds of
soils. NetsuSokutei 28(2), 54-61 (2001)

[KORA] Kontrollierter natirlicher Rickhalt und Abbau von Schadstoffen bei der Sanierung
kontaminierter Grundwésser und Bdden. BMBF- Forderschwerpunkt. 2002 —
2007. www.natural-attenuation.de

Seite 105



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[LAC 1970] Lacey, D.T., Lawson, F.: Kinetics of the liquid-phase oxidation of acid ferrous
sulfate by the bacterium Thiobacillus ferrooxidans. Biotechnology and Bioenge-
neering. 12 (1970), 29 — 50

[LAGA 1994] Mitteilungen der Landerarbeitsgemeinschaft Abfall LAGA (1994): Anforderun-
gen an die stoffliche Verwertung von mineralischen Reststoffen / Abféallen —
Technische Regeln — Erich Schmidt Verlag

[LANE 1985] Lane D. J., Stahl D. A., Olsen G. J., Heller D. J., Face N. R., J. Bacteriol. 136
(1985) 75-81

[LEM 2002] Lemke, Thomas. Microcalorimetry with high sample throughput. LaborPraxis
(2002), 26(2), 68-69.

[LITT 1997] Little B.J., Wagner P. A., Lewandowski Z., Reviews in Mineralogy Vol. 35 (1997)

[LUBW 1991] Landesanstalt fir Umweltschutz Baden-Wurttemberg: Handbuch Mikrobiologi-
sche Bodenreinigung, Kapitel 8.5 Methoden der Aktivitdtsbestimmung, Materia-
lien zur Altlastenbearbeitung, Band 7, April 1991

[MCR 1980] Mc Ready R.G., Hydrometallurgy 5, 109 - 116 (1980)
[MICHAELIS & MENTEN 1913] Kinetics of invertase action. Z. Biochem. 49, 1913
[MONOD 1949] The growth of bacterial cultures. Annu. Rev. Microbiol. 3 (1949), S. 371-394

[MUL 2005] Miller-Graff K., Siderophore Fe** Aufnahme durch Bakterien Pilze und Pflan-
zenwurzeln, Vortrag "Anorganisch - Chemisches Fortgeschrittenen Praktikum"
Ltg. Prof. Kramer 06.05.2005

[NOR 1990] Norris P., Acidophilic Bacteria and their Activity in Mineral Sulfide Oxidation, in
Microbial Mineral Recovery Eds: H. L. Ehrlich, C. L. Brierley McGraw-Hill Publish-
ing Company ISBN 0 - 07 - 007781 - 9 1990, pp 3 - 28

[OHL 2001] Ohlander, B., Carlsson, E., Holmstréom, H., Elander P., MiMi — Characterization
of the tailings and the till cover in impoundments 1 und 1B, Kristineberg mine,
northern Sweden, Report MiMi 2001:2, revised 2004, The MISTRA-programme
MiMi, Mitigation of the environmental impact from mining waste, Lulea, Schwe-
den, 2004

[POST 1966] Postgate J.R., Laboratory Practice 1966 15 No 11 239

[PRA 2003] Prado, Alexandre G. S.; Airoldi, Claudio. A toxicity view of the pesticide picloram
when immobilized onto a silica gel surface. Analytical and Bioanalytical Chemis-
try (2003), 376(5), 686-690.

[Projektarbeit GEOS 2003] Grundlagen, Kinetik, Stdchiometrie, Zusammenhange der Eisen
Il Oxidation durch eisenoxidierende Bakterien (Acidithiobazilli)

[RAW 2007] Rawlings D. E., Johnson D. B., Biomining, Springer-Verlag, 2007, ISBN-13 987-
3-540-34909-9

Seite 106



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[ROD 2007] Rodriguez-Anon, J.; Proupin-Castineiras, J.; Villanueva-Lopez, M.; Nunez-
Fernandez, O.. Development of an experimental procedure to analyse the soil
health state' by microcalorimetry. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry
(2007), 87(1), 15-19.

[RONG 2007] Rong, Xing-Min; Huang, Qiao-Yun; Jiang, Dai-Hua; Cai, Peng; Liang, Wei.
Isothermal microcalorimetry: a review of applications in soil and environmental
sciences. Pedosphere (2007), 17(2), 137-145.

[RORNER 1996] Dissertation, Proceedings des Dresdner Grundwasserforschungszentrums
e.V., Kinetik mikrobieller Stoffumwandlungsprozesse im Grundwasserleiter mit
Hilfe von Labormodellen, 1996

[SAC 2006] Sachs S., Geipel G., Mibus J., Bernhard G., Impact of humic acid on the uranium
migration in the environment, in: Uranium in the environment - Mining Impact and
the Consequences, Eds.: B.J. Merkel, A. Hasche — Berger, Springer Verlag ISBN
3 —540-28363-8, Springer Berlin Heidelberg New York 2006 pp 107 — 116

[SCHI 1995] Schippers, A., Mikrokalorimetrie als Kurzzeit-Mel3verfahren zur Bestimmung
mikrobieller Laugungsaktivitat in Bergbaualtlasten. DECHEMA-Jahrestagungen
"95, Wiesbaden, 1995

[SCHI 2000] Schippers. A., Jozsa, P.-G., Sand, W., Kovacs, Zs. M., Jelea, M., Microbiologi-
cal Pyrite Oxidation in a Mine Tailings Heap and Its Relevance to the Death of
Vegetation, Geomicrobiology 17 (2000), 151 — 162

[SCHI 2001] Schippers. A; Jozsa P G; Kovacs Z M; Jelea M; Sand W Large-scale experi-
ments for microbiological evaluation of measures for safeguarding sulfidic mine
waste. Waste management (New York, N.Y.) (2001), 21(2), 139-46

[SCHI 2005] Schippers. A, Kock, D., Geomicrobiological investigation of two different mine
waste tailings generating acid mine drainage, in: IBS 2005 Cape Town, 25. — 29.
September 2005, Proceedings of the 16" International Biohydrometallurgy Sym-
posium, Eds.: S.T.L. Harrison, D.E. Rawlings, J. Petersen, 667 — 676, ISBN 1-
920051-17-1

[SCHMIDT 1992] Models for studying the population ecology of microorganism in natural
systems. In Hurst, Ch.J. (ed.): Modelling the metabolic and physiologic activities
of microorganism. New York: Wiley & Sons, 1992

[SCHR 1993] Schroeter, Achim W.; Sand, W.. Estimations on the degradability of ores and
bacterial leaching activity using short-time microcalorimetric tests. FEMS Micro-
biology Reviews (1993), 11(1-3), 79-86.

[SEL 2002a] Selenska - Pobell S., Diversity and activity of bacteria in uranium waste piles in:
Interactions of microorganisms with radionuclides Eds.: Keith-Roach, Livens 225
- 254

Seite 107



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[SEL 2002b] Selenska - Pobell S., Flemming K., Tzvetkova T., Raff J., Schnorpfeil M., Geil3-
ler A., Bacterial communities in Uranium mining waste piles and their interaction
with heavy metals in: Uranium in the aquatic environment - Eds.: B.J. Merkel, B.
Planer — Friedrich, Chr. Wolkersdorfer Proceedings of the int. Conference Ura-
nium Mining and Hydrology Il Freiberg — 15 — 21 September 2002 Springer Ver-
lag ISBN 3 — 540-43927-7, Springer- Verlag Berlin Heidelberg New York pp.455 -
464

[SIMKINS & ALEXANDER 1994] Models for mineralization kinetics with the variables of sub-
strate concentration and population density. Appl Environ. Microbiol. 47 (1984),
S. 1299 - 1306

[SILV 1959] Silverman M.P., Lundgren D.C., Studies on the chemoautotrophic iron bacterium
Ferrobacillus feroooxidans. I. An improved medium and a harvesting procedure
for securing high cell yields. J. Bacteril. 77:642-647, 1959

[SKL 2003] Sklodowska A., Golan M., Matlakowska R., The role of microorganisms in dis-
persion of thallium compounds in the environment, in: Proceedings of the 15 th
international Symposium on Biohydrometallurgy IBS 14. — 19. 09. 2003 Athen, "A
sustainable technology in evolution" Part Il Eds.: M. Tsezos, A. Hatzikioseyian, E.
Remoundaki , National technical University of Athens, Electronic means of pro-
duction - pp. 1237 - 1245, N. J. Zographakis ISBN - 960 - 88415-2 - 6

[STAH 1987] Stahl D.A., Lane D. J., Olsen G.J., Heller D.J., Schmidt T.M., Pace N.R., Inter-
nat. J. of System. Bacteriol. 37 ( 1987 ) 116 - 22

[STO 2007] Storch A., Troger K., Hoth N., Knéller K., First Evidenve of Active Sulphate re-
duction in a lignite Mine Dump Site at Low pH values - the Plessa Site, in: Ad-
vanced Materials Res. Vol. 20 — 21 (2007) 2001- 2004 / Biohydrometallurgy: from
the single cell to the environment Proceedings of the 17 th international Biohy-
drometallurgy Symposium 2 — 5 Sept. 2007 Frankfurt / Main Germany Eds: A.
Schippers, W. Sand, F. Glombitza, S. Wilscher ISSN 1022-6680

[STU 1972] Stumm-Zollinger, E. Die bakterielle Oxydation von Pyrit. Archiv fir Mikrobiologie,
83 (1972), 110 - 119

[TSEZ 1990] Tsezos, M. Engineering Aspects of Metal Binding by Biomass in: Microbial Min-
eral Recovery, Eds.: H. L. Ehrlich, C. L. Brierley, McGraw - Hill Publishing Com-
pany pp. 325 — 339 (1990) ISBN 0 — 07 — 007781 - 9

[TUOV 1986] Tuovinen O.H. Some characteristics of iron-oxidizing Thiobacilli isolated from
uranium mine leach liquors pp 56 - 63 in: Biogeotechnology of metals Eds. : G.1I.
Karavaiko, S.N. Grouedev UNEP 1985, Moscow centre of international Projects
GKNT

[VAN 1994] Vandevivere P., Welch S. A., Ullmann W. J., Kirchman D. L. enhanced dissolu-
tion of silicates minerals by bacteria at near-neutral pH Microb. Ecol. 27:1994 241
- 251

[WALT 2002] Walter M., Arnold T., Funke H., Reich T., Bernhard G., Sorption of Uranium
(VI) onto Schwertmannite — EXAFS investigations in: Uranium in the environment
- Mining Impact and the Consequences, Eds.: B.J. Merkel, A. Hasche — Berger,
Springer Verlag ISBN 3 — 540-28363-8, Springer Berlin Heidelberg New York
2006 pp. 395 - 398

Seite 108



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[WEN 1994] S. Wentzien, R. Hallmann, W. Sand (1994). Mikrokalorimetrische Zellzahlbe-
stimmungen von acidophilen litho-autotrophen Bakterien. In: Texte 29/94 - Uber-
wachungsmethoden Gentechnik, W. Dubbert, J.M. Lopez Pila (Hrsg.) Umwelt-
bundesamt, Berlin, Seite 297-305

[WOES 1984 ] Woese C.R., Weisburg W. C., Paster B. J.,Hahn C. M., Tanner R. System
Appl. Microbiol. 5 ( 1984) 327 - 36

[YAO 2007] Yao, Jun; Xu, Chaogian; Wang, Fei; Tian, Lin; Wang, Yanxin; Chen, Huilun; Y-
ong, Zhou; Choi, Martin M. F.; Bramanti, Emilia; Maskow, Thomas. An in vitro mi-
crocalorimetric method for studying the toxic effect of cadmium on microbial activ-
ity of an agricultural soil. Ecotoxicology (2007), 16(7), 503-509.

[YAO 2008] Yao, Jun; Tian, Lin; Wang, Yanxin; Djah, Atakora; Wang, Fei; Chen, Huilun; Su,
Chunli; Zhuang, Rensheng; Zhou, Yong; Choi, Martin M. F.; Bramanti, Emilia. Mi-
crocalorimetric study the toxic effect of hexavalent chromium on microbial activity
of Wuhan brown sandy soil : An in vitro approach. Ecotoxicology and Environ-
mental Safety (2008), 69(2), 289-295

[ZANK 2002] Zanker H., Richter W., Hiittig G., Moll H., Colloid borne Uranium in Mine Wa-
ters, in: Uranium in the aquatic environment Eds.: B. J. Merkel, B. Planer-
Friedrich, Chr. Wolkersdorfer, Springer Verlag Berlin Heidelberg New York 2002
pp. 399 — 406 ISBN 3 — 540-43927 - 7 28363-8

9.2 Weiterfuhrende Literatur

[GANE 1999] Ganesh R., Robinson K. G., Chu L., Kucsmas D., Reed G. R., Wat. Res.
(1999) 33:3447-3458

[GLOM 1979] F. Glombitza, B. Heinritz, Thermodynamik mikrobieller Prozesse, Ztschrft. All-
gem. Mikrobiologie 19 (3) 171 - 179 (1979)

[GLOM 1984] F. Glombitza, B. Heinritz, M. Ringpfeil, Die Verwendung thermodynamischer
und kinetischer GesetzmaRigkeiten zur Interpretation des Begriffes physiologi-
scher Zustand Acta Biotechnologica 4 (1984) 101 — 108

[GLOM 1984 a] Dr. F. Glombitza, Die Abh&ngigkeit der Ausbeutekoeffizienten von der Um-
welt bei aeroben Zellsubstanzsynthesen und deren biochemisch-energetische
und thermodynamische Interpretation, Dissertation zum Dr. sc. nat., Forschungs-
bereich Chemie der Akademie der Wissenschaften der DDR am 24. 10. 1984

[HEIN 1980] B. Heinritz, E. Stichel, T. Bley, A. Steudel, F. Glombitza, W. Babel, Yield coeffi-
cients in dependence on milieu conditions and cell states, Ztschrft. Allgem. Mik-
robiologie 20(4) 283 (1980)

[HEIN 1981] B. Heinritz, E. Stichel, T. Bley , A. Steudel, F. Glombitza, W. Babel,
Influence of the perturbation on continuous steady state cultivation of the yeast
Lodd. elong. on Hydrocarbons, Ztschrft. Allgem. Mikrobiologie 21 (8) 581 — 86 (
1981)

Seite 109



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

[HEIN 1982] B. Heinritz, E. Stichel, G. Rogge, T. Bley , F. Glombitza, Theoretische Berech-
nungen von energetischen Wirkungsgraden biologischer Stoffwandlungen in
Biomasse und Vergleich mit experimentellen Werten, Ztschrft. Allgem. Mikrobi-
ologie 22 (8) 535 — 544 (1 1982)

[HEIN 1983] B. Heinritz, P. Stoll, F. Glombitza, Heat flow measurements in aerobic microbial
growth processes with a non isothermal calorimeter operating directly in the fer-
mentor, Acta Biotechnologica 3(1) 85 - 89 (1983)

[IAEA 2002] The Uranium Production Cycle and the Environment, Proceedings of the inter-
national Symposium of the IAEA and OECD Vienna 2 — 6 10. 2000, printed by
the IAEA 2002 ISSN 1011- 4289

[MER 2002] Uranium in the aquatic environment - Eds.: B.J. Merkel, B. Planer — Friedrich,
Chr. Wolkersdorfer Proceedings of the int. Conference Uranium Mining and Hy-
drology Il Freiberg — 15 — 21 September 2002 Springer Verlag ISBN 3 — 540-
43927-7, Springer- Verlag Berlin Heidelberg New York

[MER 2006] Uranium in the environment - Mining Impact and the Consequences, Eds.: B.J.
Merkel, A. Hasche — Berger, Springer Verlag ISBN 3 — 540-28363-8, Springer
Berlin Heidelberg New York 2006

[SCHN 1982] J. Schneider, F. Glombitza, M. Ringpfeil, Einfluss von Prozessvariablen auf die
Ausbeute- und Erhaltungskoeffizienten bei Zellsubstanzsynthesen Abh. AdW der
DDR N2 (1982) S. 139 - 147

Seite 110



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer

tung bergbaulicher Altlasten

10 Glossar

acidophil

aerob

anaerob

ARDRA

Atmungsaktivitat

Autolyse

autotroph

Bodenatmung

Card-Fish

chemolithotroph

Chemotroph

DGGE
DNA

Ertragskoeffizient

Organismen, die optimal an einen niedrigen pH- Wert (pH 4 und nied-
riger) angepasst sind

Bezeichnung fiir die Lebensweise von Organismen, die zum Leben
Sauerstoff bendtigen

Bezeichnung fiir die Lebensweise von Organismen, die zum Leben
keinen freien Sauerstoff bendtigen

Abkirzung far Amplified rDNA restriction analysis, PCR-Methode zur
molekularen Typisierung von Mikroorganismen

beschreibt den biochemischen Sauerstoffbedarf und gibt die Menge
an Sauerstoff an, die Mikroorganismen in einer Probe in einem be-
stimmten Zeitraum bei einer Temperatur von 20° C verbrauchen, um
die Inhaltsstoffe der Probe aerob abzubauen

bezeichnet die Zersetzung der mikrobiellen Zelle durch zelleigene
Enzyme

Aufbau zelleigener Kohlenstoffverbindungen aus anorganischen Koh-
lenstoffquellen (CO5)

Atmungsaktivitat einer Bodenprobe, Veranderung des Sauerstoffge-
haltes und/oder des CO, Gehaltes in einer Bodenprobe, hervorgeru-
fen durch mikrobielle Prozesse. Es wird zwischen der potenziellen
und der aktuellen Atmungsaktivitdt unterschieden. Die potenzielle
stellt die maximal mogliche Atmungsaktivitat nach Zugabe aller Nahr-
stoffe dar, die aktuelle Atmungsaktivitdt erfasst die Veréanderungen
der Konzentration in der Bodenluftzusammensetzung durch die Mik-
roorganismen ohne irgendwelche Zusétze.

Analysenmethode, Weiterentwicklung der klassischen Fluoreszenz in
situ Hybridisierung, bei der an die Sonde statt des tblichen Fluores-
zenzfarbstoffs ein Enzym gekoppelt wird, dass fir ein starkeres Farb-
signal sorgt und somit die Untersuchung von Umweltproben deutlich
erleichtert.

sind Mikroorganismen, die ihre Energie aus der Oxidation anorgani-
scher Substanzen gewinnen

Ernéhrungsform bei der Mikroorganismen ihre Energie aus der Oxi-
dation anorganischer Substanzen gewinnen

Analysenmethode, Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese
Abkiirzung fur Desoxyribonukleinsdure
Parameter, der den Zusammenhang der Zuwachsgeschwindigkeit der

Mikroorganismen mit der Abbaugeschwindigkeit des Substrates be-
schreibt, Er gibt an, wie viel Biomasse pro Masseneinheit des Ener-
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exprimieren

FISH

fototroph

gielieferanten bei dessen mikrobiologischer Umsetzung produziert
wird.

Im engeren Sinne bezeichnet Genexpression die Biosynthese von
RNAs und Proteinen aus den genetischen Informationen

Analysenmethode, Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Ernéhrungsform bei der Mikroorganismen ihre Energie aus der Um-
wandlung des Sonnenlichtes bei der Fotosynthese gewinnen

Halbsattigungskonstante  Parameter in Monod-Termen, der die Konzentration des Energie-

heterotroph

lithotroph

organotroph

Overlay solid Medium

PCR

PLFA-Profil

Populationsdichte von

Postgate’s Medium

RAPD

Rate

RNA

lieferanten angibt, bei der die Substrat limitierte Wachstumsge-
schwindigkeit die Halfte ihres Maximalwertes erreicht.

Aufbau zelleigener Kohlenstoffverbindungen aus organischen Koh-
lenstoffquellen

Ernéhrungsform, bei der Mikroorganismen ihren Wasserstoff aus an-
organischen Verbindungen erhalten

Ernahrungsform, bei der Mikroorganismen ihren Wasserstoff aus or-
ganischen Verbindungen erhalten

Né&hrmedium fir acidophile Mikroorganismen nach Johnson, D. B.,
Hallberg, K.. in Rawlings D. E., Johnson D. B., Biomining, Springer-
Verlag, 2007

Analysenmethode, Polymerase-Kettenreaktion, aus dem engl. Poly-
merase Chain Reaction, um die Erbsubstanz (DNA) zu vervielfaltigen
ohne den lebenden Organismus selbst zu benutzen

Ermittlung des Profiles von Phospholipidfettséauren, die Bestandteile
der Zellwande von Mikroorganismen sind, aus dem engl. phospholi-
pid fatty acids

Mikroorganismen Parameter zur Beschreibung der Grol3e einer
Population in Bezug auf den betrachteten Raum oder die betrachtete
Flache

Néhrmedium nach Postgate zur Kultivierung von sulfatreduzierenden
Mikroorganismen [POST 1966]

Abkurzung fur Andomly Amplified Polymorphic DNA, PCR-Methode

GroRRe eines Stoffumsatzes pro Zeiteinheit. Es kann sich sowohl um
Abbau (Abbaurate) als auch um Wachstum (Wachstumsrate) han-
deln, Wichtige Raten im Bereich der Dynamik mikrobiologischer Po-
pulationen sind die Abbaurate des Energielieferanten sowie die
Wachstumsrate der Mikroorganismenpopulation. An die mikrobiologi-
sche Entwicklung angekoppelt sind in der Regel Freisetzungsraten
von Radionukliden.

Abkirzung fur Ribonukleinsaure

Seite 112



Leitfaden zur radiologischen Untersuchung und Bewer tung bergbaulicher Altlasten

SSCP

Stoffabbaurate

Stoffabbaukonstante

Stoffkonzentration

TGGE

T-RFLP

Ungleichférmigkeit

Wachstumsrate

9-K Medium

16S-rRNA-Gen

Analysenmethode, DNA- Einzelstrang- Konformations- Polymorphis-
mus- Analyse, aus dem engl. Single Strand Conformation Poly-
morphism analysis

Parameter zur Beschreibung der Abnahme einer Verbindung je Zeit-
einheit

Stoffspezifische Abbaukonstante

bzw. Stoffgehalt gibt die Konzentration eines Reinstoffes in einem
Stoffgemisch an

Analysenmethode, Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese

Analysenmethode, Terminaler Restriktionslangenpolymorphismus,
aus dem engl. Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

Kennwert zur Charakterisierung der Korngréf3enverteilung eines Bo-
dens

Zunahme der Zellenanzahl oder der Zellenmasse einer Population je
Zeiteinheit

Né&hrmedium nach Silverman, M. P., Lundgren, D. G. zur Kultivierung
von Acidithiobacillus ferrooxidans [SILV 1959]

in allen Organismen vorhandene Nukleotidsequenz zur Klassifizie-
rung von Organismen. Diese Sequenz enthdlt phylogenetische Infor-
mation.
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Zusammensetzung der Nahrmedien (Abschnitt 5.4.1.)

Zusammensetzung R2A- Medium

Inhaltsstoff Masse

Hefeextrakt 0,59
Proteose Pepton 0,59
Casamino Sauren 0,59
Glucose 0,59
Starke 0,59
Natriumpyruvat 0,39
KoHPO, 0,39
Agar Agar 1509
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 7,2

Zusammensetzung SGM- Medium

Inhaltsstoff Masse
Pepton aus Casein 5049
Pepton aus Fleisch 8,09
D(+)-Glucose 10,0 g
Maltose 10,0 g
Agar Agar 1509
Destilliertes Wasser 1000,0 ml
pH-Wert 5,4

Zusammensetzung Schaedler- Medium

Inhaltsstoff Masse
Pepton aus Casein 10,0 g
Pepton aus Fleisch 10,0 g
Hefeextrakt 509
Glucose 10g
Aminosauren + Tris-Puffer 209
NaCl 509
Haemin 5,0 mg
Vitamin K 0,5 mg
Agar 140¢9
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 5,4

in anaerober Atmosphére
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Zusammensetzung des Overlay solid Medium fir acidophile Mikroorganismen nach Johnson

und Hallberg

Medium Energiequelle pH - Isolate

Code Wert

Acidiphilium SJH in the gel underlayer

iFeo Eisen (I1) ~2.5 obligate Eisen-Oxidierer

Feo Eisen (I)/TSB* ~2.5 Eisen-Oxidierer (auch einige Heterotrophe)

FeSo Eisen (ll)/Tetrathionat/TSB ~2.5 Eisen-Oxidierer und Schwefel-Oxidierer (auch
einige Heterotrophe)

FeTo Eisen (Il)/Thiosulfat/TSB ~4.0 moderate acidophile Eisen-Oxidierer, Schwefel-
Oxidierer und Heterotrophe

Alle in obiger Tabelle aufgefihrten Medien werden mit Agarose (z. B. Sigma Type 1) bis zur
Endkonzentration von 0,5 % (w/v) angemacht. In den meisten Fallen werden drei separate
Ldsungen hergestellt: (i) Basalsalze/TSB (oder Hefeextrakt)/(Tetrathionat oder Thiosulfat),
angesauert auf pH 2.5 und hitzesterilisiert; (i) Eisen(ll)sulfat (1 M (pH 2.0) als filter-
sterilisierte Stammldsung); (i) 2%ige hitzesterilisierte Agarose-Ldsung. Nach Abkuhlung auf
45°C werden die drei Losungen gemischt und auf ihre Endkonzentrationen eingestellt. Im
Falle von Eisen(ll) sind dies 25 mM (iFeo, Feo and FeSo Medien), 5 mM (FeTo Medium) and
500 uM (Hefeextrakt overlay Medien). Die Endkonzentration von Tetrathionat im FeSo Medi-
um ist 2,5 mM und von Thiosulfat (im FeTo Medium) ist 10 mM. TSB wird in einer Endkon-
zentration von 0,025% (w/v) in den Feo, FeSo und FeTo Medien und Hefeextrakt in einer
Endkonzentration von 0,02% zugegeben. Die kombinierten Medien werden mit Acidiphilium
SJH und als dinne Gele in Petrischalen gegossen. Nach Verfestigung wird die sterile Top-
schicht aufgebracht.

Arbeitsschritte zur Herstellung eines Overlay solid mediums

inoculation with

Agar at low pH acidophilic heterotrophs

Sterile top over-layer

Agar at low pH acidophilic heterotrophs

inoculation with
iron-oxidisers

'TSB - Tryptone Soya broth
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Gesamtprozess

Iron
oxidizer

-} ~idophilic
heterotroph

Organics from

Acidophilic heterotrophs consume organics
that othenwise inhibit iron oxidizers

Zusammensetzung Modifiziertes 9K- Medium

Inhaltsstoff Masse
FeSO, - 7 H,0O 22,1g
(NH4),SO4 309
KH,PO, 0,59
KCI 01lg
MgSO, - 7 H,0O 0,59
Ca(NOs), - 4 H,0O 0,02 ¢
H,SO, 0,59
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 2,4

Zusammensetzung DSMZ 832-Medium

Inhaltsstoff Masse
Kaliumhydrogenphosphat 189
Natriumhydrogenphosphat 12¢g
Magnesiumsulfat 01lg
Ammoniumsulfat 0,19
Calciumchlorid 0,039
Mangansulfat 0,029
Eisen(ll)-chlorid 0,029
Natriumthiosulfat 1009
Natriumhydrogencarbonat 0549
Kaliumnitrat 5049
Agar 1509
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 6,8-7,0
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Zusammensetzung DSMZ 756-Medium
Inhaltsstoff Masse
Hefeextrakt 159
Pepton 159
Natrium-Pyruvat 0,559
Spurenelementlésung 1,0 ml
Grundldsung 10,0 ml
Destilliertes Wasser 899,0 ml
pH-Wert 7,4
Grundldsung

Calciumcarbonat 0,07g
Natriumchlorid 509
Magnesiumsulfat 0,59
Kaliumhydrogenphosphat 15¢9
Destilliertes Wasser 1000 ml

Zusammensetzung DSMZ 88-Medium

Inhaltsstoff Masse
(NH4)>SO4 139
KH,PO, 0,289
MgSO, - 7 H,O 0,259
CaCl, - 2 H,O 0,07 g
FeCl; - 6 H,O 0,02 g
MnCl, - 4 H,0O 1,8 mg
NazB407 -10 H20 4,5 mg
ZnSO.x- 7 H,O 0,22 mg
CuCl, - 2 H,O 0,05 mg
Na,MoO, - 2 H,O 0,03 mg
VOSO, - 2 H,O 0,03 mg
CoS0O, 0,01 mg
Hefeextrakt 10g
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 2,0

in anaerober Atmosphére
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Zusammensetzung Modifiziertes Postgate's- Medium
Inhaltsstoff Masse
Basismedium

KH,PO, 059
NH,CI 109
MgSQO, - 7 H,0 209
CaS0, 1049
Hefeextrakt 10g
Natrium-Acetat 259
Zusatze

FeSO, 0,59
Vitamin C 0,19
Agar 159
Natriumdithionit 0,02g
Natriumthioglycolat 0,1g
Resazurin (Farbindikator) 1,0 mg
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 7,5

in anaerober Atmosphére

Zusammensetzung DSMZ 579 - Medium

Inhaltsstoff Masse
Eisen(lll)-citrat 13,79
Natriumhydrogencarbonat 259
Ammoniumchlorid 159
Natriumhydrogenphosphat 0,649
Kaliumchlorid 0,19
Natriumacetat 259
Vitaminlésung aus DSMZ 141 10 ml
Spurenelemente aus DSMZ 141 10 ml
Natriumwolframat 0,25 mg
Destilliertes Wasser 980 ml
pH-Wert 6,7-7,0

in anaerober Atmosphére

Zusammensetzung DSMZ 803 - Medium

Inhaltsstoff Masse
Hefeextrakt 10g
Pepton 150 ¢
MgSO, - 7 H,O 0,20 ¢
CaCl, 0,059
Eisen(lll)ammoniumcitrat 0,50 g
MnSO,4 x H,O 0,05¢g
Eisen(l)sulfid 0,59
Agar 20,049
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 7,1
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Zusammensetzung DSMZ 141-Medium
Inhaltsstoff Masse
Kaliumchlorid 0,335¢g
Magnesiumchlorid 4,009
Magnesiumsulfat 3459
Ammoniumchlorid 0,259
Calciumchlorid 0,14 ¢
Kaliumhydrogenphosphat 0,14 g
Natriumchlorid 18,0 g
Spurenelementlésung 10 ml
Vitaminlésung 10 ml
Ammoniumeisen(l)-sulfat 2,0 mg
Natriumhydrogencarbonat 509
Natriumacetat 10g
Hefeextrakt 209
Trypton 209
Resazurin 1,0 mg
Cystein- HCI 0,50 g
Natriumsulfid 0,50 g
Destilliertes Wasser 980 ml
pH-Wert 7,0

in anaerober Atmosphére

Zusammensetzung DSMZ 1-Medium

Inhaltsstoff Masse
Pepton aus Fleisch 789
Pepton aus Casein 789
Hefeextrakt 2849
Natriumchlorid 5649
D+Glucose 10g
Kaliumnitrat 10g
Destilliertes Wasser 1000 ml
pH-Wert 7,0
in anaerober Atmosphére
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Charakterisierung der Haldensickerwésser am Standort A

Die Sickerwasser in einer der Sickerwasserfassungen weisen saure pH-Werte zwischen 2,9
und 3,1 auf und sind durch erdalkalische, sulfat- und chloridreiche Mineralisation bis 5 g/L
gekennzeichnet. Die Sickerwasser sind hydrogenkarbonatfrei. Die Urankonzentrationen wer-
den Ende 2003 mit 6,5 mg/L bestimmt. Die zweite Sickerwasserfassung wird durch infiltrierte
Niederschlage beeinflusst und zeigt aufgrund der Verdinnung geringere Stoffkonzentratio-
nen (neutrale pH-Werte um pH-Wert 7, Leitfahigkeiten zwischen 2 bis 3 mS/cm) im Vergleich
auf. Weitere im Haldenbereich befindliche Sickerwassermessstellen weisen ebenfalls eine
variable hydrogeochemische Signatur der migrierenden Wasser auf. Standortabhangig
schwanken die pH-Werte, der Salz- und der Schadstoffgehalt innerhalb des Haldenko6rpers
stark.

Zwischen der Zeit der Aufschuttung der Halde ab 1965 bis zum Beginn des Monitorings An-
fang der 90iger Jahre liegen keine analytischen Daten zu austretenden Sickerwassern vor.
Die Urankonzentrationen des Haldenwassers weisen eine fallende Tendenz auf. Deshalb

wird vermutet, dass die Konzentrationen vor dieser Zeit auch héher gewesen sein kdnnen.
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Zeitlicher Verlauf der Urankonzentrationen am Haldensickerwasserablauf des Standortes A

(MP — Messpunkte von Sickerwasseraustrittsstellen)
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Die Ende 2003 ermittelten Haldensickerwasserkonzentrationen sind aus der nachfolgenden

Tabelle ersichtlich.

Aktuelle Zusammensetzung von Haldensickerwassern am Haldenstandort A

Mess- Mess- Mess- Mess-
punkt 1 punkt 2 punkt 3 punkt 4
Parameter Einheit
pH-Wert 6 3,1 6,3 3
Eh-Wert mV 370 690 280 610
0,-Gehalt mg/L 9,3 10,1 0,5 0,2
Leitfahigkeit mS/cm 2,08 55 7,2 5,8
Filtrattrockenriickstand mg/L 2000 4600 5300 4900
Abfiltrierbare Stoffe mg/L 17 kleiner Nach- 14 160
weisgrenze
Natrium mg/L 21,2 390 720 425
Kalium mg/L 8,4 8 46,2 24,9
Magnesium mg/L 47,9 120 154 84,3
Calcium mg/L 424 552 698 535
Eisen geltst mg/L 7,41 68,9 7,13 313
Mangan geldst mg/L 3,88 20,4 6,34 17,1
Ammonium mg/L 1,03 18,5 3,72 36,4
Aluminium mg/L 1,94 40,8 0,06 7,25
Chlorid mg/L 25 567 1240 588
Sulfat mg/L 1280 2420 1830 2620
Nitrat mg/L 5 54 11 kleiner Nach-
weisgrenze
Hydrogenkarbonat mg/L 45 kleiner Nach- 217 kleiner Nach-
weisgrenze weisgrenze
Karbonat mg/L kleiner Nach- | kleiner Nach- | nicht nicht
weisgrenze weisgrenze bestimmt bestimmt
Phosphat mg/L kleiner Nach- | kleiner Nach- | kleiner Nach- 0,109
weisgrenze weisgrenze weisgrenze
Arsen gelost pg/L kleiner Nach- | kleiner Nach- | kleiner Nach- 21,9
weisgrenze weisgrenze weisgrenze
Cadmium gelést pg/L 50 86 5 35
Kobalt geldst pg/L 197 740 37 428
Kupfer geldst pg/L 56 263 2 34
Nickel geldst pg/L 482 1240 63 747
Zink gelést pg/L 11100 35600 647 22900
Uran geldst mg/L 1,96 5,15 1,88 3,19
Ra-226 geldst mBg/L 63 15 243 279
Ac-227 gelbst mBg/L nicht nicht nicht 730
bestimmt bestimmt bestimmt
Pb-i210 geldst mBg/L nicht nicht 86 749
bestimmt bestimmt
Chemischer Sauerstoffbedarf | mg/L kleiner Nach- 41 31 77
weisgrenze
Total Organic Carbon mg/L 1,1 2 4,2 4,4
Dissolved Organic Carbon mg/L nicht nicht 3,5 2,1
bestimmt bestimmt
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Charakterisierung der Haldensickerwasser am Standort B

Am Standort B gibt es mehrere Sickerwasseraustrittsstellen, die hohe Leitfahigkeiten bis ca.
2 mS/cm (Magnesium, Calcium, Sulfat, Hydrogenkarbonat), alkalische pH-Werte bis ca. 8
und oxidierendes Umgebungsmilieu Eh-Werte zwischen 400 und 500 mV sowie Sauerstoff-
sattigung aufweisen. Die Urankonzentrationen im Sickerwasser schwanken stark und errei-
chen im Zeitraum von Ende 1993 bis Anfang 2007 Maximalwerte von 2,6 mg/L. Zwischen
der Zeit der Aufschittung der Halde ab Anfang der 50iger Jahre bis zum Beginn des Monito-

rings Anfang der 90iger Jahre liegen keine analytischen Daten zu austretenden Sickerwas-
sern vor.
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Zeitlicher Verlauf der Uran- und Hydrogenkarbonatkonzentrationen am Haldensickerwasser-
ablauf des Standortes B
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Beispielhafte Darstellung der Spezialuntersuchungen

Beschreibung des untersuchten Materials

Wassergehalt (w,) und Rohdichte (p,)

Vor der Versuchsdurchfihrung wurde an ungestort entnommenem Probengut die Rohdichte
und der Wassergehalt bestimmt. Diese Parameter wurden ermittelt, um in den nachfolgen-
den Saulenversuchen das Material moglichst der entsprechenden naturnahen Lagerung

wieder einbauen zu kbénnen.

Rohdichte und Anfangswassergehalt der untersuchten Bodenproben aus Kaltwasser

Probe Rohdichte in g/cm3 Wassergehalt
Oberboden (K 1) 1,91 0,08
Unterboden (K 2) 1,86 0,04

Reindichte (Korndichte, p.)

Die Korndichte ist in erster Linie von der mineralogischen Zusammensetzung des Bodens
abhangig, d. h., sie entspricht der mittleren Dichte der Gesteinsminerale, aus denen sich die
einzelnen Bodenkorner zusammensetzen. Fir die untersuchten Feststoffproben des Kalt-
wasser Bodens wurden die Reindichten: Oberboden 2,66 g/cm3 und Unterboden 2,65 g/cm?3
ermittelt. Im Vergleich hierzu seien die Dichten der Minerale genannt, die die Zusammenset-
zung der Bodenmaterialen dominieren: Quarz besitzt eine Dichte von 2,65 g/cm3, die Dichte
von lllit schwankt in Abhéngigkeit von der Elementfiihrung zwischen 2,76 und 3,10 g/cm3.
Kalifeldspat weist eine Dichte von 2,54 g/cm? auf. Plagioklase haben je nach Zusammenset-

zung (Mischreihe von Albit und Anorthit) Dichten zwischen 2,65 und 2,8 g/cms.

KorngréfRenverteilung und k-Wert-Ermittlung

Unter der Annahme, dass sich die untersuchten Bodenproben vornehmlich aus nicht bindi-
gen Bestandteilen zusammensetzen, wurde fur die Ermittlung der KorngréRenverteilung eine
Siebanalyse ausgefiihrt. Die Ungleichférmigkeit U des untersuchten Materials ist mit Werten
bis ca. 5 gering. Im Ergebnis dieser Untersuchungen muss festgestellt werden, dass das
untersuchte Bodenmaterial einen sehr geringen Feinkornanteil von weniger als 10 Masse-%

(d < 63 um) aufweist. Damit werden optimale Randbedingungen fur Sdulenversuche erreicht.
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Entsprechend der DIN 18123 wurde vor Ermittlung der Kornverteilung der Boden der organi-
sche Anteil durch Behandlung mit H,O, zerstort. Der entsprechende Masseverlust wies fur
den Oberboden einen Anteil an organischer Substanz von 2,2 Masse % aus. Der Unterbo-

den war frei von organischer Substanz.

Der Durchlassigkeitsbeiwert wurde fiir den Oberboden Kaltwasser mit 2,110 m/s und fir
den Unterboden mit 3,46010° m/s ermittelt. Die Materialien sind nach DIN 18130 als durch-
lassig anzusprechen. Auf der Grundlage der Kornverteilungskurve kann das Material als

sandig charakterisiert werden.

Rontgenphasenanalyse

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Rontgenphasenanalyse sind aus der nachfolgenden Ta-

belle ersichtlich.

Ergebnisse der quantitativen Rontgenphasenanalyse (Angaben in Masse-%) der untersuch-

ten Bodenproben aus Kaltwasser

Probe Kaolinit |lllit IJlit‘Montmorillonit- Chlorit | Plagioklas | Kalifeldspat | Quarz
Wechsellagerung

Oberboden (K 1) | Spuren | 2-3 Spuren Spuren 3 5 89

Unterboden (K 2) 1 2-3 Spuren Spuren 3 4 89

Die mineralogische Zusammensetzung wird durch Quarz und Feldspéate dominiert. Hauptmi-
neral ist der Quarz. Die Feldspate wurden summarisch zwischen 7 und 8 Masse-% ermittelt.
Untergeordnet treten lllit sowie in Spuren Kaolinit, Zwei- und Dreischichtmineralwechsellage-

rungen und Chlorit (4-Schicht-Gitter-Minerale) auf.

Chemische Elementanalytik

Die bereits oben diskutierte mineralogische Zusammensetzung spiegelt sich zwangslaufig

auch in der chemischen Zusammensetzung des Materials wider.
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Ergebnisse der chemischen Elementanalytik der untersuchten Bodenproben aus Kaltwasser

Parameter Einheit K1 K2
Oberboden Unterboden

<2 mm <2 mm

Bestimmung in Feststoffprobe

Schwefel ges. % <0,1 <0,1

Kohlenstoff ges. % 1,40 0,05

Stickstoff ges. mg/kgTS 1110 70

Phosphor ges. mg/kgTS 972 117

pH -Wert CaCl, 4,6/21,5C 5,0/22,5C

pH -Wert Wasser 5,4/23,8C 5,9/23,8C

Bestimmung in Feststoffprobe nach Elution

Eisen wasserlosl. mg/kgTS 1,7 25

Eisen oxalatldsl. mg/kgTS 1360 280

Eisen dithionitlosl. mg/kgTS 2735 690

Bestimmung im Flusssaureaufschluss

TiO, % <0,1 <0,1

SiO, % 95,2 97,5

AlL,O3 % 2,4 1,4

Fe,0s % 0,49 1,1

CaO % 0,19 0,10

MgO % <0,1 <0,1

K,O % 0,40 0,10

Na,O % <0,1 <0,1

Bestimmung im Aufschluss nach DIN 38414-S7

Arsen mg/kgTS 2,8 2,1

Blei mg/kgTS 0,33 <0,2

Cadmium mg/kgTS <0,03 <0,03

Chrom mg/kgTS 52 4,2

Mangan mg/kgTS 56 14

Zink mg/kgTS 34 4,4
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Bestimmung der potenziellen Kationenaustauschkapazitat KAK und der austauschbaren

Kationen des Bodens aus Kaltwasser nach DIN ISO 13536

Parameter Verfahren Einheit K1 K2
(DIN) Oberboden <2 mm |Unterboden <2 mm
Kationenaustauschkapazitat |ISO 13536 cmol+/kgTS 7,3 2,0
austauschbare Kationen
Calcium EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 1,7 0,50
Magnesium EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 0,16 0,080
Kalium EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 0,044 0,036
Natrium EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 0,048 0,044
Eisen EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 0,012 0,0013
Aluminium EN ISO 11885 | cmol+/kgTS 0,025 0,0038
H+-lonen ISO 13535 cmol+/kgTS 5,8 1,2

Die nachfolgende Abbildung verdeutlicht, dass mehr als 95 Masse-% des Bodens durch
SiO,, durchschnittlich 2 Masse-% durch Al,Os;, und weniger als je 1 Masse-% durch Fe,Os,
CaO und K,O zur chemischen Zusammensetzung beitragen. Uberschlagige Priifungen zeig-
ten, dass die ermittelten chemischen Analysen mit der theoretischen chemischen Zusam-

mensetzung der ermittelten Minerale korrespondieren.

100%

90%

80%

70% -

60% OK20
dOcCa0
OFe203
OAI203
dsio2

50% -

40%

30%

20%

10% +

0%

Oberboden K1 Unterboden K2

Zusammensetzung der Hauptkomponenten der untersuchten Bodenproben aus Kaltwasser
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Nur wenige Prozent des in den Bodenproben befindlichen Eisens war mit den Losungsmit-
teln Wasser, Oxalséure und Dithionit l6slich.

100%

100%

100%

90%

80% +

70%

60%

D Eisen wasserlosl.
B Eisen oxalatlosl.
OEisen dithionitlosl.
EFe gesamt

50% +

40%

30% +

20%

10% -

6%
3%

0,007% 0011% 1%

0%

Oberboden K1 Unterboden K2

Bestimmung der Eisenldslichkeiten in den Bodenproben aus Kaltwasser

Von den Spurenelementen wurde kein Element in nennenswerter GroRenordnung ermittelt.
Die ermittelten Schadstoffe Arsen, Blei, Cadmium, Chrom und Zink gehen spéter in die Bi-
lanz der den Saulen zudotierten Schadstoffe mit ein.

Auswabhl der Schadstoffe

Fur die Untersuchung der Freisetzung und Fixierung von anorganischen Schadstoffen wur-
den die Metalle Zink, Cadmium, Blei sowie Arsen und Chrom vorgeschlagen. Da das Ziel der
Arbeiten in einer verbesserten Prognose von Stoffeintragen aus festen, schwach belasteten
LAbfallen zur Verwertung” in das Grundwasser besteht, wurden als Schadstoffkonzentratio-
nen Gehalte zum Ansatz gebracht, die zwischen den Vorsorgewerten fir Béden der Bundes
- Bodenschutz- und Altlastenverordnung (BBodSchV) [BUNDESREGIERUNG 1999] und den
Zuordnungswerten Z 1.1 fur Feststoffe der LAGA [LAGA 1994] liegen. Diese Konzentratio-
nen wurden gewahlt, da zum einen das Bundesbodenschutzgesetz (BBodSchG) [BUNDES-
TAG 1998] dem Boden ,natirliche Funktionen als Abbau-, Ausgleichs- und Aufbaumedium

fur stoffliche Einwirkungen auf Grund der Filter-, Puffer- und Stoffumwandlungseigenschaf-
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ten, insbesondere auch zum Schutz des Grundwassers ..." (8 2) zuerkennt und hierfur Vor-
sorgewerte fir Boden auch zum Schutz des Grundwassers entwickelt wurden. Zum anderen
wurden die Zuordnungswerte Z 1.1 der LAGA herangezogen, da hier fur den eingeschrénk-
ten offenen Einbau von Bdden Richtwerte entwickelt wurden, die davon ausgehen, dass ,....
selbst unter unginstigsten hydrogeologischen Voraussetzungen .... keine nachteiligen Ver-

anderungen des Grundwassers auftreten®.

Vorsorgewerte flr Metalle der BBodSchV, Zuordnungswerte Z 1.1 fur Boden der LAGA und

eingesetzte Schadstoffkonzentrationen fur die Saulenversuche

Vorsorgewerte fur Metalle Zuordnungswerte Eingesetzte Schadstoff-
BBodSchV Feststoff konzentrationen
(in mg/kg Trockenmasse, Fein- |fur Boden Z 1.1 aus Mineralen
boden, Kénigswasserauf- (in mg/kg Trockenmasse) | (in mg/kg Trockenmasse)
schluss)
Ton Lehm/ |Sand
Schluff
Arsen 30 32
Blei 100 70 40 200 205
Cadmium 1,5 1 0,4 1 2,7
Chrom 100 60 30 100 108
Zink 200 150 60 300 313

Die Zugabe erfolgt in Form von Mineralen. Da in den Versuchsreihen Mikroorganismen
(Acidithiobacilli) eingesetzt wurden, die insbesondere reduzierte Schwefelverbindungen oxi-
dieren, wurden hierfir Zinkblende ZnS (als Trager fur Zn, As, Pb und Cd), Bleiglanz PbS (als
Trager fur Pb) und Chromit (Fe,Mg)Cr,O, (als Trager fur Cr) ausgewahlt (Fir Cr existieren

keine sulfidischen Minerale).

Auswahl der Mikroorganismen

Im Projekt wurden oxidierende Verhdltnisse im Sickerwasser nachgebildet. Als Mikroorga-
nismen wurden daher Acidithiobacilli ausgewéhlt. Bei den interessierenden Bakterien handelt
es sich um gramnegative, nichtsporenbildende Stabchen, die meist polar begeil3elt sind. Sie
leben chemolithoautotroph, d. h. sie gewinnen ihre Energie durch die Oxidation von elemen-
tarem Schwefel und Schwefel- und Eisenverbindungen. Bei der Umsetzung von Schwefel
bzw. Schwefel- und Eisenverbindungen, in denen die beiden Elemente niedrige Oxidations-
zahlen aufweisen, handelt es sich Prozess, bei dem die Sauerstoffdiffusion im Wasser den
limitierenden Schritt darstellt. Acidithiobacilli verwenden das in Wasser geldste Kohlendioxid

der Luft als Kohlenstoffquelle. Acidithiobacilli bevorzugen ein saures Milieu.
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Das Gebiet der bakteriellen Pyritoxidation hat fir den Aufschwung der Untersuchungen zur
bakteriellen Laugbarkeit von Mineralen eine Schlisselstellung erlangt. Die Hauptursachen
dafiir sind die haufige Vererzung dieses Minerals mit den interessierenden Metallverbindun-
gen in der Natur. Die Geschwindigkeit der bakteriellen Pyritoxidation liegt im Vergleich zur
rein chemischen etwa 103 bis 106 mal héher [LAC 1970]. Fur die in der Natur beobachtete

oxidative Auflosung von Pyrit wird eine Halbwertszeit von 10 Jahren angegeben (pH 3, pO,

20,265 kPa, 25C) [STU 1972].

Versuchsdurchfihrung
Die Laugungsversuche wurden in unterschiedlichen Dimensionen und bei unterschiedlichen
pH-Werten durchgefuhrt. Dies waren zum einen Suspensionslaugungen (Schittelversuche)

und zum anderen Perkolationslaugungen (Séulenversuche).

Die ersten Laugungsversuche wurden mit Einzelmineralen und Mineralgemischen durchge-
fuhrt. Sie dienten zunachst dazu, die eingesetzten Acidihiobacilli an die veranderten Schad-
stoffkonzentrationen zu adaptieren. Wie aus der nachfolgenden Abbildung ersichtlich, ben6-
tigten die Bakterien mindestens 40 Tage, um sich an die neuen Umgebungsbedingungen zu
gewohnen. Erst ab diesem Zeitpunkt setzte ein deutliches Wachstum ein, dass mit einem

Absinken des pH-Wertes verbunden war.

1,00E+09

1,00E+08
*

Zellzahl/ml

1,00E+07

1,00E+06
0 1 0 30 40 50 60 70 80 90

Laugungsdauer in Tagen

‘ —e— Sphalerit —&— Galenit —@— Chromit —l— Sphalerit, Galenit and Chromit ‘

Wachstum von Acidithiobacilli auf verschiedenen Mineralen und —gemischen
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pH-Wertentwicklung wahrend des Wachstums

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellzahlen mit der herkommlichen Bakterienzahlkam-
mer nach THOMA mit einer Kammertiefe von 0,01 mm ermittelt. In der Zahlkammer erfolgt
eine direkte Auszahlung der lebenden Keime im mikroskopischen Durchlicht. Nach Auszah-
len von je vier Grol3quadraten, welche jeweils 16 Kleinquadrate enthalten, wird in der Diago-
nale der Mittelwert fir ein Grol3quadrat errechnet und die Anzahl der Bakterien je ml Lésung

nach folgender Formel bestimmt:

N= Anzahl der Bakterien je Grol3quadrat07 : 4
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Kle‘rinquadrut

Grofiquadrat

Bakterienzahlkammer nach Thoma

Die wahrend der Adaptionsversuche an die Einzelminerale gewthnten Acidithiobacilli wur-

den in den weiteren Laugungsversuchen eingesetzt.

Suspensionslaugungen (Schittelversuche)
Fur die Schittelversuche wurden folgende Versuchsreihen angesetzt:
Oberboden und Unterboden Kaltwasser:

+ 50 g Boden und 0,4 g Zinkblende: Acidithiobacilli und steril
+ 50 g Boden und 0,05 g Galenit: Acidithiobacilli und steril

+

50 g Boden und 0,15 g Chromit: Acidithiobacilli und steril
50 g Boden und 0,4 g Zinkblende, 0,05 g Galenit, 0,15 g Chromit: Acidithiobacilli und

+

steril.

Die Schiittelversuche wurden im Fest-Flussig-Verhaltnis von 1 : 10 angesetzt.

Die aufgefuihrten Schuttelversuche wurden das erste Mal nach 50 Tagen Laugung auf die
freigesetzten Elemente untersucht. Das Ergebnis der Analyse ist fur das Gemisch aus Spha-
lerit, Galenit und Chromit mit dem Unterboden Kaltwasser (sandiges Substrat) aus der nach-

folgenden Abbildung ersichtlich.
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100
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Konzentrationen in mg/l

0,1

0,01

As Cd Pb Zn

‘DKaItwasser, Sphalerit, Galenit, Chromit, nicht beimpft B Kaltwasser, Sphalerit, Galenit, Chromit, Acidithiobacilli

Elementgehalte im Schittelversuch nach 50 Tagen Laugung

Da die Schadstoffkonzentrationen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem beimpften
und dem unbeimpften Versuch zeigten, wurden die Keimzahlen in den verschiedenen Ansat-
zen ermittelt und die Versuche wiederholt. Interessant war die Feststellung, dass im unbe-
impften Bodenmaterial bereits a priori existierende Mikroorganismenkeime eine hohere Me-
tallfreisetzung bewirken. Problematisch stellte sich die langerfristige Sterilfihrung der Versu-
che dar. Um sterile Bedingungen zu erlangen, wurden mehrere Varianten erprobt. Zum einen
wurde versucht, die Boden zu erhitzen (Autoklav). Dabei wurde allerdings die Bodenmatrix
verandert. Versuche mit Ethylenoxid und Natriumdodecylsulfat fihrten ebenfalls nicht zum

Erfolg. Auf die Mitfuhrung von Sterilproben bei den Langzeitversuchen wurden daher im Wei-
teren verzichtet.
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Fur die vorliegende Berichterstellung wurde im Weiteren das Material Kaltwasser - Unterbo-
den als Fallbeispiel aus allen untersuchten Bodenproben ausgewahlt. Hierzu werden die
erlangten Ergebnisse sowohl fir die Quelltermermittlung als auch fir die Prognoserechnun-
gen detaillierter dargestellt. Insbesondere wird die Interpretation auch auf das Schwermetall
Zink fokussiert, um den Rahmen des Berichtes nicht zu sprengen.

14

12 A

10 A

E Unterboden
O Oberboden

Zn gel. - Gehalte in mg/l

2 ﬂ
oA

15d 37d 59d 109 d 121d 15d 37d 59d 109 d 121d
unbeimpft beimpft

Stofffreisetzungsdynamik Zink am Material Unter- und Oberboden Kaltwasser, Schiittellau-
gung

Wie die obige Abbildung zeigt, wird wahrend der Elution aus dem Material Kaltwasser Ober-
boden wesentlich weniger Zink aus dem zudotierten Zinksulfid freigesetzt als aus dem Mate-
rial Kaltwasser Unterboden. Mogliche Ursachen hierflr werden nachfolgend diskutiert. Die
Abbildung zeigt aber auch, dass die mikrobiell katalysierte Freisetzung von Zink aus dem
Unterboden wahrend des 121-tagigen Versuchs offensichtlich zu diesem Zeitpunkt noch

nicht das Maximum erreicht hat.
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Perkolationslaugungen (Séulenversuche)

.Kleine* Kolonnen (Saulen)

Fur die Durchfihrung der Kolonnenversuche wurde eine Klimabox gebaut, die neben der
Temperierung des Innenraumes die Einstellung der atmosphéarischen Umgebungsbedingun-

gen zulasst.

Das Fassungsvermdégen der Kolonnen betréagt ca. 5 kg. Die Kolonnen sind 30 cm hoch und
haben einen Innendurchmesser von 13,8 cm. Die Kolonnen sind mit abnehmbaren Abde-
ckungen ausgestattet, die Zuleitung des Elutionsmittels erfolgt Gber eine Dosierpumpe aus
dem Vorratsgefald in die Kolonnen. Das Sickerwasser wird in Schraubflaschen aufgefangen

und 14-tagig analysiert.

Vorratsgefal Die dotierten Bodenproben wur-
Someecttom phtWert den méglichst naturnah, der natiir-
(zur Zeit pH 3)

lichen Lagerungsdichte entspre-
geschlossene Abdeckungl;

e — =T chend, in die Kolonnen eingebaut.

gl\ <

8 EA 13,8 cm .

2l & — Die Beaufschlagung der Kolonnen

= .

S| @ L Pumpe , , ,

K] ¥ °B pumplEsting i mit dem Elutionsmittel wurde unter
c o =

=| © ] . .

S| 3 § g Annahme einer Niederschlags-

ol 0 =

<| = =< .

2l s 3% menge von 1000 mm eingestellt.

% S Sie betragt fur die Oberflache von

o]

VB m— 0,015 m* 1,7 mi/h.

v
“Sickerwasser Entsprechend der Arbeitshypothe-
¥ . .
weitere Analyse se, dass fur die spatere Praktika-

Schematischer Aufbau der kleinen Kolonnen bilitat die Kolonnenversuche nicht

langer als 3 Monate dauern soll-
ten, wurden die ersten Versuchsreihen mit den ,kleinen Kolonnen konsequent nach dieser
Versuchsdauer abgebrochen. Wie die nachfolgende Abbildung zeigt, erreicht die mikrobiell
katalysierte Freisetzung von Zink offensichtlich zu diesem Zeitpunkt noch nicht das Maxi-
mum. Daher wurden, mit Verzicht auf Sterilversuche und der Einfiihrung unbeimpfter Ver-

gleichsversuche, die Versuchszeiten ab diesem Zeitpunkt erheblich verlangert.
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Zink in mg/l
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Stofffreisetzungsdynamik Zink am Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,kleinen”
Kolonnen, pH-Wert 3
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O beimpft =@ nicht beimpft

Stofffreisetzungsdynamik Zink am Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,kleinen”
Kolonnen, pH-Wert 5

Am Beispiel der Kolonnenfuhrung bei einem pH-Wert von 5 mit einer Versuchsdauer von 250

Tagen wurde erneut das Maximum an freisetzbarem Zink nicht erreicht.
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,Grofe* Kolonnen (Séaulen)

Zwei ,grol3e” Kolonnen (Fassungsvermogen ca. 110 kg mit einer Abmessung von 1,00 m
Lange und 0,285 m Durchmesser) wurden mit der Absicht installiert, Mal3stabsubertragun-
gen vom Schittelkolben tber die ,kleinen* Kolonnen auf die ,grof3en“ Kolonnen und spater-
hin auf die Ergebnisse der Lysimeterversuche des SIWAP-Projektes mittels Prognoserech-

nungen vornehmen zu kénnen.

Die Kolonnen wurden mit einer Mischprobe sandigen Materials (Kaltwasser — Unterboden),
das zuvor mit den Schadstoffen dotiert wurde, beschickt. Eine der ,groRen“ Kolonnen simu-
liert ungesattigte, eine zweite gesittigte Bodenverhdltnisse. Beide Kolonnen sind mit Aci-

dithiobacilli beimpft. Sterile bzw. nicht beimpfte Vergleichskolonnen wurden nicht mitgefihrt.

Wahrend der Ver-

Berieselte Kolonne: .
suchszeit von ca. 3

ungesattigte Bodenzone
Jahren wurden pH-

Geflutete Kolonne: Wert, Redoxpotential
gesattigte Bodenzone

und Leitfahigkeit mit-

Messblock mit )
Aufzeichnung von in- tels Datenlogger auf-
situ-Parametern _

gezeichnet und 14-

Vorratsgefal tagig Eluatproben
Elutionsmittel

: analysiert.
Sickerwasser

Blick auf die ,groRen” Kolonnen

Wie in den kleineren
Kolonnen wird fir die Elutionsmittelzugabe ein Niederschlag von 1.000 mm nachempfunden

und als entsprechende Rate Uber die Kolonnen mittels Dosierpumpe beaufschlagt.

Die Sauerstofflimitierung fuhrt bei Flutung der gesattigten Kolonne zu keiner Zinkfreisetzung
fuhrt, wahrend in der ungesattigten, zeitweise berieselten Kolonne die Zinkfreisetzung be-
deutende Konzentrationen erlangt, die bis zum derzeitigen Versuchsstatus andauert. Diese
erhdhte Zinkfreisetzung fuhrt auch zu einer héheren Leitfahigkeit des Eluates, wahrend die
Sauerstofflimitierung in der gesattigten Kolonne zu niedrigeren Redoxpotentialen fihrt als in

der ungesattigten.
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Leitfahigkeit: Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,grof3en* Kolonnen, pH-Wert 5,

Vergleich gesattigte und ungesattigte Bodenverhaltnisse
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Eh-Wert: Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,gro3en“ Kolonnen, pH-Wert 5, Ver-

gleich gesattigte und ungesattigte Bodenverhaltnisse
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Stofffreisetzungsdynamik Zink am Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,grof3en*

Kolonnen, pH-Wert 5, ungesattigte Bodenverhaltnisse
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Stofffreisetzungsdynamik Zink am Material Unterboden Kaltwasser, Laugung mit ,grof3en”

Kolonnen, pH-Wert 5, gesattigte Bodenverhaltnisse

Ergebnisse der Anpassung fir das Material Kaltwasse  r Unterboden (KU)

Der Zeitverlauf der Konzentrationsentwicklung bei den durchgefuhrten Schuttelkolbenversu-

chen wurde bereits ausfuhrlich dargelegt. Bei der Nachrechnung dieser Versuche erfolgte

eine Beschrankung auf die Freisetzungskinetik von Zink. Dies ist insbesondere deshalb sinn-
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voll, weil ZnS im vorliegenden Fall als Hauptenergielieferant fir das Wachstum der Mikroor-
ganismenpopulation angesehen werden kann. Damit kann die Kinetik des Wachstums direkt
anhand der Zinkkonzentration in Losung beobachtet werden. Die Freisetzung der weiteren
Schwermetalle, insbesondere Blei und Cadmium ist stark an die Freisetzung von Zink ent-
sprechend der Feststoffstéchiometrie gekoppelt. Eine Beeinflussung der Populationsentwick-
lung ist nicht zu erwarten. Aus der Freisetzungsdynamik wird deutlich, dass sich lediglich
Arsen nicht dem durch Zink vorgepragten Trend entsprechend verhélt. Es muss daher ver-
mutet werden, dass die Freisetzung von Arsen nicht an die Populationsentwicklung von Aci-

dithiobacillus gekoppelt ist.

Fur die Nachrechnung erfolgte zunachst eine Beschrankung auf die Untersuchungen, bei

denen nur Zinkblende zugegeben wurde.

Dieses Substrat wurde bewusst als erstes betrachtet, weil bei diesem an den Experimenten
eine sehr deutliche Wachstumsdynamik erkennbar war. Die nachfolgenden Bilder stellen fir
die

- sterile

- unbeimpfte

- beimpfte

Probe jeweils die zeitliche Entwicklung der Zinkkonzentration im Vergleich zwischen Modell
und Experiment dar. Die Modellkurven sind jeweils die durchgezogenen schwarzen Linien.
Die unterschiedlich gestrichelten Kurven sind die durch Linien verbundenen experimentellen
Konzentrationen. Bei den unbeimpften und den beimpften wurden jeweils zwei Versuchsrei-
hen durchgefiihrt, wahrend bei den sterilen Proben nur eine untersucht wurde (Begriindung

siehe oben).
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Die Zusammenstellung séamtlicher Versuche zusammen mit den angepassten Modellkurven
fur das Material Kaltwasser Unterboden ist in nachfolgender Abbildung dargestellt. Deutlich
weichen die beobachteten Zeitverlaufe der beiden durchgefiihrten Versuchsreihen erheblich,
d.h. etwa um den Faktor 2, voneinander ab. Diese Tatsache lasst sich modelltechnisch tber
Verteilungsfunktionen der verwendeten Parameter im Zusammenhang mit Monte-Carlo-
Verfahren abbilden. Allerdings wird die dafiir notwendige Anzahl an Versuchen als nicht aus-

reichend betrachtet. Die nachfolgende Abbildung soll dies deshalb nur exemplarisch darstel-

len.
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Zeitentwicklung der Zinkkonzentration fir die beimpfte Probe des Materials Kaltwasser Un-
terboden unter Berucksichtigung einer Spannbreite fir die Ausgangspopulationsdichte der

Mikroorganismen

Im Ergebnis der Nachrechnung der Experimente wurden die in nachfolgender Tabelle zu-

sammengefassten Parameter ermittelt.
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Modellparameter fir das Substrat Kaltwasser Unterboden

Parameter Wert

Hiax 0.0005 h*
K, 30 ppm

Y 1

X, - steril 15

X, - unbeimpft |50

X, - beimpft 200

Hier soll nochmals betont werden, dass eine Anpassung des Ertragskoeffizienten Y und der

Ausgangspopulationsdichte X, aufgrund von nachfolgender Gleichung nicht unabhangig
mdglich ist. Deshalb wurde Y konstant 1 gesetzt und lediglich X, angepasst. Wenn Y aus

weiteren Untersuchungen bekannt ist, so ist X, lediglich entsprechend zu korrigieren.

XO
+s,—S
ds * S *1* Y
-—= — +(s,—s)Y)= *g——
at = Hret ey Do S sl ST
\ J N J
Y Y

Zunahme Biomasse Substratbedarf fir Biomasse gesamt

Mit den entsprechend der obigen Tabelle ermittelten Parametern wurden auch die Schiittel-

kolbenversuche fir die weiteren Substrate nachgerechnet. Eine Anpassung erfolgte lediglich

anhand der Ausgangspopulationsdichte X,. Es wurde davon ausgegangen, dass der Er-
tragskoeffizient Y , die maximale Wachstumsgeschwindigkeit ... und die Halbsattigungs-

konstante K lediglich von der Art der Mikroorganismen und von der Energiequelle abhén-

gig sind. Da diese bei allen Schittelkolbenversuchen mit Zugabe von ZnS identisch waren,

wurden diese Parameter konstant angesetzt.

Beim Vergleich der hier ermittelten maximalen Wachstumsgeschwindigkeit von 0.0005 h™
mit dem fiir ein vergleichbares Substrat aus der Literatur bekannten Werten von ca. 0.004 h™
ist ein Unterschied von ca. einer Grof3enordnung zu konstatieren. Die Ursache fir diese Ab-

weichung muss weitergehenden Untersuchungen vorbehalten bleiben.
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Grundsatzlich muss jedoch daraus abgeleitet werden, dass das Adaptions- und Wachstums-
verhalten der Mikroorganismen von einer Vielzahl von Faktoren abhangig ist. Dies wurde
bereits in [Projektarbeit GEOS 2003] dargestellt. Da es derzeit weder theoretisch noch expe-
rimentell gelingt, den Einfluss der einzelnen Faktoren ausreichend zu separieren, ist die
Durchfiihrung von Experimenten fur das jeweils konkrete Substrat nach Auffassung der Au-

toren alternativlos.

Kaltwasser Unterboden
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Vergleich der Modellkurven der Zinkkonzentrationen mit den experimentellen Werten fir die

verschiedenen Fahrweisen der Schittelkolbenversuche des Materials Kaltwasser

Unterboden
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