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Abstrakt

Mikrobieller Phenanthrenabbau mit Tensidzusatz

Schippers, Christopher

Mikrobiologische Verfahren eignen sich gut zur Sanierung von mit leichtloslichen Schadstoffen
kontaminierten Boden. Problematisch ist dagegen der Bioabbau schwerloslicher und damit kaum
bioverfiigbarer Schadstoffverbindungen. Eine Losung ist der Einsatz von oberflachenaktiven Sub-
stanzen, welche in der Praxis mit unterschiedlichem Erfolg zur Anwendung kommt: Die Spanne
der Angaben aus der Fachliteratur reicht von toxischen Effekten {iber Sequestering bis hin zu
exzellenten Schadstoffabbauergebnissen. Um den Wirkungsmechanismus aufzukldaren und damit
einen effizienteren Einsatz der Tenside bei Bodensanierungen zu erreichen, sind weitere Unter-
suchungen notig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher zuerst ein System etabliert, mit dem der Einflul von
Tensiden auf den mikrobiellen Schadstoffabbau untersucht werden konnte.

Zu Beginn muflten geeignete Systemkomponenten gefunden werden. Als schwerloslicher Schad-
stoff wurde dabei ein trizyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff, das Phenanthren, gewdhlt.
Das ubiquitédr verbreitete GRAM-negative Bakterium Sphingomonas yanoikuyae B1 erwies sich
nach Wachstumsversuchen als am geeignetsten fiir weitere Untersuchungen. Als ober-
flichenaktive Substanzen wurden das synthetische Texapon® N25 - ein Natriumdodecylether-
sulfat - und ein Biotensid vom Glycolipidtyp, ndmlich Sophoroselipid, intensiver bearbeitet. Aus
Braunschweig stammte der in der Arbeit eingesetzte sandige Schluffboden. Ein Teil der
Kultivierungen wurde mit einem Biostat B-Reaktor durchgefiihrt, der zur effektiven Schaum-
zerstorung mit einem neu entwickelten Begasungssystem ausgestattet wurde. Im Laufe der Arbeit
wurden ferner eine Reihe alter Analysemethoden modifiziert und neue etabliert, um phenanthren-,
tensid- und/oder bodenhaltige Proben untersuchen zu konnen. Nach der Ermittlung verschiedener
chemisch-physikalischer aber auch biologischer Parameter der eingesetzten Komponenten wurden
erste Kultivierungsexperimente in Schiittelkolben durchgefiihrt.

Ein Schwerpunkt bei diesen Versuchen lag in der Ermittlung der Toxizitdt der eingesetzten
Tenside. In Konzentrationen bis 75 mg/L zeigten weder Texapon® N25 noch Sophoroselipide
bakteriotoxische Wirkungen; bei hoheren Konzentrationen hingen wachstumshemmende Effekte
von den konkreten Versuchsbedingungen ab. Im weiteren wurde bestimmt, ob und bei welchen
Konzentrationen die Tenside den Phenanthrenabbau von S. yanoikuyae B1 férdern konnen. Beim
Texapon” N25 wurde in Konzentrationen von 1 - 15 mg/L, bei Sophoroselipiden von 1 -
1.000 mg/L in Schiittelkolben ein besserer Phenanthrenabbau nachgewiesen als in der Referenz
ohne Tensidzusatz. Bei dem synthetischen Tensid, das unterhalb seiner CMC den Abbau fordert,
war dieses Resultat auf die Erhohung der Bioverfiigbarkeit zuriickzufiihren. Bei den Sophorose-
lipiden konnte aufgrund eines starken Proteinzuwachses nicht zweifelsfrei gezeigt werden, ob der
verbesserte Abbau durch die gesteigerte Bioverfiigbarkeit des Schadstoffs oder einfach durch die
hohere Biomasse verursacht wurde. Dariiber sollten Experimente im Bioreaktor, bei denen mehr
Analytik eingesetzt werden konnte, Aufschlufl geben.



Durch fluoreszenzspektroskopische Analysen konnte bei den Flussigkultivierungen im 2 L
Mal3stab gezeigt werden, d&3 yanoikuyad31l apparent - also mizellar und wassrig - gelostes
Phenanthren sehr schnell aufnehmen und verstoffwechseln kann. Da die Sophoroselipide den
Schadstoff unter den eingesetzten Kultivierungsbedingungen effektiv I6sen konnten, wurde damit
bewiesen, das - neben dem untersuchten synthetischen Tensid - auch durch das Biotensid die
Bioverfugbarkeit des Schadstoffs erhdht wird. Im Vergleich zur Kultivierung ohne Zugabe einer
oberflachenaktiven Substanz konnten mit Tensidzusatz niedrigere Restmengen und auch
schnellere Abbauraten gemessen werden. Daran anschlieende Kultivierungen zeigten dies
- zumindest fUr das Biotensid - auch in 10%iger Bodensuspension.

Diese Resultate haben fir die Praxis eine groRe Bedeutung: Haufig Uberwiegen namlich bei
Altlasten mit schwerldslichen Schadstoffen die Befuirchtungen von Auftraggebern, biologische
Verfahren kénnten zu lange dauern oder die vorgegebenen Grenzwerte kdnnten nicht erreicht
werden, so dal} eine alternative Technik angewendet wird. Mit dem im Laufe der Arbeit etablier-
ten System kdénnen nun weitere Untersuchungen zum grundlegenden Mechanismus, aber auch
solche mit mehr Praxisrelevanz durchgefiihrt werden, was zur Akzeptanzsteigerung von natir-
lichen, biologischen Reinigungsverfahren auch in schwierigen Fallen fuhren kann.

Abstract

Microbial degradation of phenanthrene with addition of surfactants

Microbiological techniques are well fitting for remediation of soils contaminated with easily
soluble pollutants. The biodegradation is nevertheless problematic in the case of poorly soluble
and hence, hardly bioavailable compounds. A solution is the use of surface active agents, which is
applied with different success in practice. A literature review reveals a span from toxic effects
over sequestering up to excellent degradation results. In order to facilitate a more effective use of
surfactants, more research is necessary to clarify the mechanism of action.

At first, a system to examine the influence of surfactants on the microbial degradation had to be
established within the framework of the thesis presented here.

Suitable system components had to be found in the beginning. Therefore the tricyclic aromatic
hydrocarbon phenanthrene was chosen as poorly soluble pollutant. Due to preliminary tests, the
ubiquitous spread RAM-negative bacteriunsphingomonas yanoikuyd&l proved to be the

most suitable one. As surface active agents, the synthetic TeXag@be a sodium lauryl ether
sulfate - and a biosurfactant of the sophorolipid type, namely sophorolipid, were used for the
further examination. The soil was sandy silt coming from Braunschweig. A part of the cultivations
were done with a Biostat B-Reactor, which was equiped with a new developed aeration system
for effective foam disruption. Earlier analytical methods had to be adapted and new ones
established in the course of the study, for being able to examine phenanthrene-, surfactant- and/or
soil containing samples. First cultivation experiments in shake flasks were done after different
chemico-physical and biological parameters of the components had been determined.



Special emphasis in this experiments was laid in the determination of the toxicity of the
surfactants. Up to 75 mg/L, neither Texapoh&5 nor sophorolipids revealed any bacteriotoxic
effect. At concentrations higher than this, the effects depended on experimental conditions. The
following step was to determine, if at all and when, at which concentrations could the surface
active agents enhance the degradation of phenanthréheybyoikuya®1.With Texaponé N25

in concentrations between 1 to 15 mg/L and with sophorolipids in concentrations between 1 to
1000 mg/L, an improved degradation of the pollutant was measured in shake flask experiments
compared to a reference without any addition of surfactant. In the case of the synthetic surfactant,
which enhanced degradation below its cmc, this result was put down to an augmentation in the
bioavailability. Due to a strong increase of protein values in the shake flasks with addition of
sophorolipids, it could not be shown beyond any doubt, if the higher degradation was caused by
the increased bioavailability of the pollutant or simply by the higher amount of biomass. This was
the reason for carrying out more experiments with a bioreactor, with which it was possible to
record more parameters and furthermore to measure them throughout the entire course of
cultivation.

It was shown through liquid cultivations in 2 L scale with fluorescence spectroscopy measure-
ments, thatS. yanoikuyadl is able to take up and metabolise apparently - that means micellar
and aqueous - dissolved phenanthrene with a very high rate. Since the sophorolipids were able to
dissolve effectively the pollutant at the actual culture conditions, it could be proven that - as the
synthetic surface active agent mentioned before - the biosurfactant was likewise able to augment
the bioavailability of the pollutant. With addition of surfactants, lower residual amounts and
higher degradation rates were achieved compared to a reference cultivation without any surface
active agent. Subsequent cultivations revealed, that - at least for the biosurfactant - this was also
true in 10% soil suspension.

These results have great impact on practical application: Biological techniques for soil re-
mediation are often rejected from possible customers due to time and residual amount reasons.
With the system elaborated during this work it is possible to carry out more experiments to clarify
basic mechanism on the one hand, and to gain more practical reference with real contaminated soil
on the other. This could increase the acceptance of natural, biological soil remediation techniques
also in more sophisticated cases.

Schlagworte:
Mikrobieller Phenanthrenabbau - Texapon - Sophoroselipide
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Microbial phenanthrene degradation - Texapone - sophorolipids
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1 Einleitung und Zielsetzung

Der Rat von Sachverstindigen fiir Umweltfragen hat in seinem Bericht ,,Altlasten II* (1995) die
Zahl der Altlastenverdachtsflachen, von denen moglicherweise ,.eine Gefahr fiir die offentliche
Sicherheit oder Ordnung ausgeht®, auf 143.300 beziffert, wovon 73.600 auf die alten und 69.700
auf die neuen Bundeslinder entfallen [MURL 1991, UBA 1994A/B zit. in SRU 1995]. Diese
vorldufigen Zahlen zeigen, dal das Thema Altlasten und deren Sanierung nach wie vor eins der
akuten Probleme unserer Zeit ist, welches sich ebenfalls in den Schlagzeilen der Medien
widerspiegelt. ,,Aus den Augen, aus dem Sinn - Altlasten” [MULL 1995], ,,Das Erbe der Sorg-
losigkeit* [STANDORT CHEMIE 1996], ,.Die ‘Siinden der Vergangenheit’ kosten Millionen* [HAZ
1997] und ,Biologische Bodensanierung kontra Bodendeponierung - (k)eine Kostenfrage
(mehr)?!* [SPROER 1997] sind da nur einige charakteristische Beispiele.

Innerhalb der verschiedenen Sanierungsverfahren haben sich biologische Ansitze etabliert: Sie
sind kostengiinstig, umweltvertraglich, bodenschonend und gesellschaftlich akzeptiert. Die Liste
der mit diesen Methoden erfolgreich durchgefiihrten Reinigungsmafnahmen wird tagtédglich
umfangreicher. Eine der groten Herausforderungen ist jedoch die Sanierung von Boéden, die mit
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) kontaminiert sind. Diese Stoffklasse,
ubiquitédr verbreitet und in zahlreichen Altlastboden in hohen Konzentrationen nachzuweisen, ist
umweltpolitisch aufgrund ihrer zahlreichen mutagenen bzw. carcinogenen Vertreter relevant. Die
Fahigkeit, PAK abzubauen, ist bei Mikroorganismen weit verbreitet. Jedoch steht deren geringe
Wasserloslichkeit und gute Adsorptionsfihigkeit an Bodenpartikel haufig einem effizienten Abbau
entgegen. Viele Sanierungstechnologien haben zum Ziel, die physikochemisch bedingt geringe
Bioverfiigbarkeit der PAK zu erhohen, etwa durch Zusatz von Tensiden. Eine Reihe von
Untersuchungen zu diesem Themenkomplex sind publiziert worden, wobei sowohl abbau-
fordernde, abbauhemmende als auch keine Wirkungen beschrieben wurden. Die zugrunde-
liegenden Mechanismen sind nur ungeniigend verstanden; allgemeingiiltige Aussagen konnen
bisher nur sehr eingeschrinkt getroffen werden.

Um Aussagen zum mikrobiellen Schadstoffabbau mit Tensidzusatz zu ermdéglichen, soll in der
Arbeit ein System entwickelt werden, mit dem sich entsprechende Fragestellungen bearbeiten
lassen. Dazu sollen in einem ersten Schritt sowohl geeignete Komponenten, wie Mikro-
organismus, Schadstoff, Tensid und Boden ausgewdhlt und charakterisiert, als auch neue
Versuchs- und Analysemethoden am Institut etabliert werden.

Darauf aufbauend sind in einem weiteren Schritt Versuche in Schiittelkolben und mit Agarplatten
durchzufiihren, um grundlegende biologische Parameter zu bestimmen. Die Ergebnisse sind dann
relevant fiir Bioreaktorexperimente, die zuerst in Fliissigkultur, anschlieBend mit Bodensus-
pension den erfolgreichen Einsatz von Tensiden beim mikrobiellen Schadstoffabbau belegen
sollen.

Aufgrund der geschilderten Fragen, die in der Literatur bei diesem Thema auftauchen, sollen
durch geeignete Analysemethoden dariiber hinaus Antworten zur tensidgeforderten Aufnahme
von schwerloslichen Schadstoffen gefunden werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Bodensanierung: ein Uberblick

Hat sich nach griindlicher Voruntersuchung eines Gelidndes der Verdacht des Vorliegens einer
Altlast erwiesen, so steht im allgemeinen dessen Sanierungsbediirftigkeit auler Frage. In Anbe-
tracht einer gesellschaftlichen Sensibilisierung fiir die Umwelt haben Industrie und Wissenschaft
mit einem Innovationsschub reagiert [CARRERA und ROBERTIELLO 1992, MACDONALD und RAO
1998, OkX et al. 1996]. Heute steht daher eine grofle Zahl von Sanierungsverfahren zur Verfiigung
[einen guten Uberblick geben beispielsweise BOHNKE et al. 1990, DECKWER und WEPPEN 1987,
FRANZIUS 1993, HAMBY 1996, NEUMAIER und WEBER 1996 oder RULKENS et al. 1998]. Abb. 1
zeigt die gebriuchlichsten Techniken, wobei Aspekte sowohl der Art des Schadstoffs und dessen
Verbleib als auch der der Bodenwiederverwertbarkeit beriicksichtigt werden. Da das Thema der
Arbeit die biologische Bodensanierung ist, werden in der folgenden Ubersicht die dazu ge-
horenden Schliisselbegriffe grau unterlegt.

Sanierung

/ l \\A

Sicherung Umlagerung
(nicht Vernichtung, je- Dekontamination (Deponierung des ausge-
doch Verhinderung der kofferten Bodens)

Verbreitung einer Kont.)

Schadstoffvernichtung Schadstoffseparierung
(Organische Kont.) (Org. u. anorg. Kont.)

v N N

Der Boden Der Boden Der Boder.l wird 1n Abh: der
bleibt erhalten. wird zerstort. Methode teils zerstort, teils er-
halten.

Mikrobiologische Verfahren Thermische Verfahren chemisch-physikalische
+ ,Landfarming* Trenn- und Umwandlungs-
» Miete verfahren
« Insitu-Spiilkreislaufe  Adsorption- oder Desorp-
* Bioreaktor tionsverfahren

« Extraktion/Dispersion

« nalchemische Aufbereitung
« Elektrokinetische Methoden
 chemische Umwandlung

Abb. 1:  Ubersicht der wichtigsten Bodensanierungsver-
fahren veridndert nach [SRU 1995], weitere Informationen auch in [SRU 1989].
Abkiirzungen: Kont. = Kontaminationen / org. = organische / anorg. = anorganische / Abh. = Ab-
hingigkeit
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Die Abbildung ist im wesentlichen auf einer vom Rat der Sachverstindigen fiir Umweltfragen
(SRU) im Altlasten II Sondergutachten publizierten Darstellung aufgebaut [SRU 1995]. Die Um-
lagerung stellt dabei im engeren Sinne keine eigentliche Sanierungsmethode dar, denn der Kon-
taminationsort wird lediglich rdumlich verlagert. Des ofteren wird der Begriff Sanierung auch
synonym mit dem Wort Dekontamination gebraucht, so dal damit - anders als in Abb. 1 -
Sanierungs- und Sicherungsverfahren gegeniibergestellt werden [BOHNKE et al. 1990]. Die De-
kontaminationsverfahren werden vom SRU, vereinfachend dargestellt, in mikrobiologische,
thermische und chemisch-physikalische Verfahren unterteilt. Ebenso ist die grundsitzliche Unter-
teilung in Insitu-, Onsite- und Offsite-Verfahren gebrduchlich, womit der Verbleib des schad-
stoffhaltigen Bodens wihrend der Behandlung im Vergleich zum Ursprungsort charakterisiert
wird [BOHNKE et al. 1990]. Bei Insitu-Techniken bleiben die natiirlichen Untergrundverhiltnisse
erhalten, wihrend bei den beiden anderen Erdaushubarbeiten vorgesehen sind. Bei Onsite-
Verfahren wird der Boden danach direkt vor Ort, bei Offsite-Methoden erst nach Abtransport zu
einem entfernt liegenden Bodenbehandlungszentrum gereinigt.

Nach dieser allgemeinen Einfiihrung in die Bodensanierung werden nun einige spezielle Aspekte
mikrobieller Verfahren behandelt. Mikroorganismen spielen eine eminent wichtige Rolle im
Kohlenstoffkreislauf, da sie als sogenannte Destruenten den weitaus iiberwiegenden Teil orga-
nischer Substanz mineralisieren. Dabei sind diese Organismen biochemisch omnipotent, d. h. sie
bauen alle Verbindungen, von wenigen Ausnahmen abgesehen, ab [KNACKMUSS 1996, SCHLEGEL
1992]. Biologische Verfahren, schon seit Jahrzehnten erfolgreich in der Abwasserreinigung ange-
wendet, setzen darauf, diese Selbstreinigungskraft in Storfillen zu aktivieren. Dies ist bei der Sa-
nierung von Boden in erster Linie meist ein technisches Problem: zu hohe Schadstoffkonzentra-
tionen miissen verdiinnt, schwerlosliche Schadstoffe mobilisiert, Néahrstoffe zugesetzt oder der fiir
den Bioabbau in der Regel notwendige Sauerstoff in den Boden eingebracht werden. Es kann
auch der Einsatz von speziell adaptierten Mikroorganismen notwendig werden. Die biologischen
Bodensanierungstechniken werden in Insitu-Methoden, Landfarming, Mieten- und Bioreaktor-
verfahren unterteilt [LFU 1991, LUA NRW 1998].

In Europa lassen sich Lander mit geringer Aktivitdt bei der Altlastensanierung, wie etwa die
Schweiz oder Spanien, deutlich von anderen differenzieren, in denen jéhrlich iiber 2.000 Sanie-
rungen durchgefiihrt werden, beispielsweise die Niederlande oder Deutschland. In der Bundesre-
publik werden dabei vorwiegend thermische Verfahren oder Deponierung/Sicherung eingesetzt,
zusitzlich die Bodenwische. Zu einem gewissen Grad kommen auch biologische Bodensa-
nierungsmethoden zur Anwendung [OVERCASH 1996]. Aktuelle Schitzungen der spezifischen
Kosten verschiedener Verfahren im Vergleich zu ilteren Daten zeigen im Allgemeinen eine
fallende Tendenz, was den Verdringungswettbewerb auf dem Altlastensanierungsmarkt do-
kumentiert [SRU 1995, KOCHLING 1996]. Tabelle 1 gibt einen reprisentativen Uberblick der
Preise in DM pro Tonne gereinigten Bodens fiir verschiedene wichtige Dekontaminationsver-
fahren im Vergleich zur Deponierung wieder.



20 Theoretischer Teil

Tab. 1: Spezifische Kosten verschiedener Dekontaminati-
onsverfahren im Vergleich zur Deponierung
[BRINKMANN 1997].

Dekontaminationsverfahren DM/t

Extraktions-

und Waschverfahren 100 - 200

Thermische Verfahren 150 - 250

Biologische Verfahren Insitu 30 - 60
" Onsite 80 - 150

Deponierung 10 - 120

Tabelle, veriandert nach [SRU 1995]

Die angegebenen Preisspannen der verschiedenen Verfahren sind vergleichsweise grof3, da sehr
viele Faktoren bei der Kostenermittlung beriicksichtigt werden miissen. Darunter fallen bei-
spielsweise die Eigenschaften des zu sanierenden Bodens, die konkrete Anlage, die angestrebten
Sanierungsziele, Energie- und Personaleinsatz sowie genehmigungs- und informationstechnische
Aspekte. Die angegebenen spezifischen Kosten sollen daher eher einen Eindruck der ungefihren
GroBenordnungen vermitteln [SRU 1989]. Laut Tab. 1 liegen biologische Dekontaminations-
verfahren weitgehend in der Preisspanne der Deponierung, die iibrigen angegebenen Techniken
meist dariiber. Die Deponierung stellt in vielen Féllen aus Zeit- und Kostengriinden die
gegenwdrtig in der Bundesrepublik Deutschland praktikabelste ,,Losung® dar [SELL 1998]. Wird
jedoch eine tatsédchliche Sanierung bevorzugt, sind unterschiedliche Vor- und Nachteile der
einzelnen Verfahren abzuwigen: Nicht jedes Verfahren eignet sich fiir jeden Anwendungsfall. In
der Praxis werden deshalb des oOfteren kombinierte Verfahren, etwa Waschverfahren mit an-
schlieBender biologischer Behandlung, eingesetzt.

Biologische Bodensanierungsverfahren bieten neben dem giinstigen Preis, dem vergleichsweise
geringen Energieverbrauch und der Schadstoffelimination weitere Vorteile. So kann etwa der
Boden erhalten und anschliefend rekultiviert werden. Dariiber hinaus kann das zu sanierende
Gelidnde u. U. wihrend der MaBnahme weiter genutzt werden. Ebenso werden die biologischen
Verfahren von der Bevolkerung eher akzeptiert. Nachteile biologischer Verfahren sind die
begrenzte Einsatzfihigkeit und eine hdufig lange Sanierungsdauer, die u. a. durch eine lange
Vorversuchsphase bedingt ist [LFU 1991].

Lange Zeit waren jedoch die Voraussetzungen zum Schutz des neben Luft und Wasser dritten
Umweltmediums Boden noch nicht bundeseinheitlich geregelt. Dieser Mangel wurde nun durch
die Verabschiedung des Bundes-Bodenschutzgesetzes, welches insgesamt am 01. Mirz 1999 in
Kraft getreten ist, behoben. Durch das neue Gesetz - in dem u.a. DekontaminationsmafSnahmen
Vorrang vor anderen Sanierungsmafnahmen eingraumt wird - werden nun neue Impulse fiir den
Altlastensanierungsmarkt erwartet [DELMHORST 1996, FAZ 1997, FRANZIUS 1998, KOCHLING
1996, THOENES 1998].
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2.2 Mikrobielle Sanierung PAK-kontaminierter Boden

2.2.1 Was ist Boden?

Der Begriff ,Boden” bezeichnet den obersten Bereich der Erdrinde, der nach unten durch Gestein
und nach oben durch eine Vegetationsdecke oder die Atmosphare begrenzt wird. Er setzt sich aus
anorganischen mineralischen und organischen humosen Bestandteilen zusammen, die - in charak-
teristischer Weise raumlich angeordnet - mit Bodenldsung und -luft durchsetzt sind. Im Boden
wurzeln nicht nur hdéhere Pflanzen. Auch finden eine Vielzahl von Organismen wie Bakterien,
Pilze, Algen, Protozoen bis hin zu Gliederfu3lern, Weich- und Wirbeltieren dort ihren Lebens-
raum. Hauptsachlich durch deren Aktivitat und klimatische Einfliisse ist der Lebensraum Boden
standigen Veranderungen unterworfen; er stellt also ein dynamisches System dar.

2.2.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) als weitverbreitete Umwelt-

gifte
Unter dem Sammelbegriff PAK werden Verbindungen zusammengefalt, die aus zwei oder mehr
kondensierten Benzolringen aufgebaut sind. Sie kdnnen auf natlrlichem Wege entstehen, bei-
spielsweise im Boden durch Kondensationsprozesse von Huminsduren, biogen durch spezielle
Stoffwechselvorgange in Zellen oder aber auch bei Waldbrandemfg 1976]. Da PAK bei
praktisch allen Verbrennungsprozessen gebildet werden, ist ihr Anteil in der Umwelt in den letzten
100 - 150 Jahren, anthropogen bedingt, standig gestiegerddt al. 198 undB]. So werden
etwa in der Nahe stark frequentierter Straflen bis zu 10 mg PAK/kg Boden gefunden, in
landlichen Gegenden dagegen 1,6 mg PAK/kg [$HACHTSCHABEL et al.1989, dNESet al.
1989 A/8]. Doch nicht nur in Béden, auch im Wasser und der Luft lassen sich PAK regelmalig
nachweisen und sind daher ubiquitar auf der Erdoberflache verbreietrfKet al. 1988,
SIMMLEIT undHERRMANN 1987, beide zit. in SHACHTSCHABEL et al.1989]. LEGERet al.[1987,
zit. in KASTNER et al. 1993] vermuten aufgrund astrophysikalischer Beobachtungen sogar, dal3
PAK die am weitesten verbreitete organische Stoffklasse im Universum darstellt. Im Unterschied
zu diesen Hintergrundkontaminationen finden sich erhthte PAK-Konzentrationen bis hin zu
mehreren g/kg in Boden von Gelanden, auf denen mit Kohle oder Mineralélen bzw. deren Deri-
vaten umgegangen wurde. Hierzu gehdren besonders ehemalige Gaswerke und Kokereien, aber
auch Tankstellen, Mineraldllager, Pipelines und DeponiemrR@GHT undLEE 1994, LFU 1991,
WILSON undJONES1993].
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe kdnnen durch Inhalation im gasférmigen Zustand
oder von belasteten Partikeln, durch Nahrungsmittel inklusive Wasser oder durch Hautresorption
aufgenommen werden BSTNER et al. 1993]. Durch den Metabolismus werden die PAK ver-
andert. Ein Grof3teil wird in Form von Sulfaten, Glucoroniden oder Glutathion-Konjugaten Uber
Harn und Faezes ausgeschieden, ein Teil kann jedoch auctrditseDihydrodiole zu karzino-
genen Diol-Epoxiden metabolisiert werden HMENFELS 1990]. Dartber hinaus ist fur einige
PAK nachgewiesen worden, dal3 sie Mutagene sind oder die Wirkung anderer karzinogener Sub-
stanzen verstarken konnen [LFU 199A 8t undREGITZ 1992]. Zum Schutz sind daher vielfach
Grenzwerte festgelegt worden.
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2.2.3 Mikrobieller PAK-Abbau

Eine Reihe von Faktoren sind in der Natur fiir die Verminderung von PAK-Konzentrationen in
Boden relevant. Durch Verdunstung, Auslaugung und Adsorption kénnen sie - chemisch unver-
andert - diesem Umweltmedium entzogen werden. Sie konnen jedoch auch durch chemische oder
photolytische Prozesse modifiziert werden. Dariiber hinaus spielen auch biotische Abbauprozesse
eine eminent wichtige Rolle.

2.2.3.1 Definition des Begriffs ,,Abbau‘

,,Abbau* ist bei oberfldchlicher Betrachtung ein klar definierter Begriff, in der Praxis jedoch sehr
schwer nachzuweisen. Die komplette Zerlegung, also der eigentliche Abbau eines Schadstoffs in
seine anorganischen Bestandteile - vorwiegend CO,, CH; und H,O - wird als ,,Mineralisation*
bezeichnet. Die Begriffe End- oder Totalabbau werden in der Regel synonym dazu gebraucht. In
der Realitét ist die Mineralisation meist sehr schwer und nur mittels radioaktiver Methoden nach-
zuweisen, da ein Teil des organischen Eduktes in die Zellsubstanz oder die Huminstoffmatrix des
Bodens eingebaut und damit erst zeitlich stark verzogert Monate oder Jahre spiter freigesetzt
wird. Praxisnaher ist der Begriff ,,vollstindiger (biologischer) Abbau®, der die Umsetzung eines
Eduktes in anorganische Verbindungen und hohermolekulare Intermedidrprodukte umfaf3t, die in
den klassischen mikrobiellen Stoffwechsel aufgenommen werden konnen. In verschiedenen
Quellen wird dieser Begriff auch mit Mineralisierung gleichgesetzt [KASTNER et al. 1993]. In der
Umweltbiotechnologie hat sich zudem die Bezeichnung ,,umweltvertraglicher biologischer Abbau
(environmentally acceptable biodegradation) eingebiirgert, womit der Abbau eines Schadstoffs mit
angemessenen Abbauraten zu harmlosen umweltvertrdglichen Substanzen gemeint ist. Nicht
deutlich voneinander zu trennen sind die Begriffe ,,Primédrabbau‘ und ,,funktioneller Abbau‘: Bei
ersterem ist die Originalsubstanz analytisch nicht mehr nachzuweisen, bei letzterem verliert sie
eine charakteristische Eigenschaft. Nach den allgemeinen Begriffsdefinitionen nun Konkreteres.
KASTNER et al. [1993] unterscheiden drei unterschiedliche Typen des mikrobiellen PAK-Abbaus:

1) Unspezifische radikalische Oxidation

Diese Art des Abbaus findet sich bei Weillfaule-Pilzen, die mittels eines extrazelluliren Enzym-
systems den Ligninanteil des Holzes abbauen. Simultan kénnen dabei vorhandene Schadstoffe ra-
dikalisch aktiviert werden, was zu unspezifischen Folgereaktionen fiihrt. Verschiedene Unter-
suchungen haben gezeigt, dal meist nur ein geringer Teil von < 20% des Schadstoffs mineralisiert
wird. Demgegeniiber werden in der Regel viele Metabolite gebildet, die teilweise sogar toxischer
als die Ausgangsprodukte sein konnen.

2) Kometabolische Transformation

Diese 1d6t sich sowohl bei Pilzen als auch bei Bakterien nachweisen. Der polyzyklische aroma-
tische Kohlenwasserstoff wird dabei mikrobiell erst nach Zugabe eines anderen, leichter verstoft-
wechselbaren Substrats angegriffen. Auch bei der kometabolischen Transformation reichern sich
hiufig teiloxidierte Zwischenprodukte an.

3) Vollstindige Mineralisierung

Die vollstindige Mineralisierung fiihrt idealerweise zu anorganischen Endprodukten, wie es im
ersten Abschnitt dieses Kapitels beschrieben wurde. Treffender ist jedoch der Begriff ,,voll-
standiger biologischer Abbau®, denn in der Regel gilt der Nachweis des Wachstums eines
Mikroorganismus auf einem PAK als alleiniger Energie- und Kohlenstoffquelle als wichtigstes
Kriterium fiir die Einordnung in diesen PAK-Abbautyp.
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2.2.3.2 Bioabbau von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen

Bereits MIYOSHI [1895] beschrieb, dal Kohlenwasserstoffe durch Mikroorganismen abgebaut
werden konnen, wihrend ZOBELL [1946] einen Review {iiber ,,Action of microorganisms on
hydrocarbons* publizierte. In den 60er Jahren veroffentlichten Gibson, aber auch andere Autoren
Grundlegendes iiber den ,Mikrobiellen Abbau aromatischer Verbindungen* [ROGOFF 1961,
GIBSON 1968, weiteres in ATLAS 1981, CERNIGLIA 1984A/B, CERNIGLIA und HEITKAMP 1989,
SIMS und OVERCASH 1983, WILSON und JONES 1993]. Die Abbauwege fiir die Imw PAK (low-
molecular-weight) Naphthalin, Anthracen und Phenanthren wurden im besonderen untersucht.
Lange Zeit vernachldssigt, wird in letzter Zeit zunehmend der Metabolismus hoher anellierter
PAK (hmw: high-molecular-weight) bearbeitet.

Obwohl verschiedentlich der Bioabbau von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
unter anaeroben Bedingungen beschrieben wurde, iiberwiegt doch der Anteil aerober biologischer
Abbaumechanismen in der Natur bei weitem [ATLAS 1981, FERDINANDY-VAN VLERKEN 1998,
MIHELCIC und LUTHY 1988]. Fiir den Abbau von PAK lassen sich einige generelle Grundsitze
aufstellen. Der erste Schritt ist der Einbau eines oder zweier Sauerstoffatome in das Substrat.
Eukaryonten wie Pilze und Sdugetiere verfiigen zumeist iiber Monooxygenasen, die ein Sauer-
stoffatom auf den Benzolring iibertragen, was zu karzinogenen Metaboliten fiihren kann (s. Kap.
2.2.2). Prokaryonten wie die Eubakterien verfiigen iiberwiegend iiber Dioxygenasen: Ein
Benzolring des Substrats wird zu cis-Dihydrodiol hydroxyliert und anschlieBend durch eine
Dehydrogenase zu einem Dihydroxyderivat dehydriert. Nach der Ringspaltung werden das oder
die Reststiick/e iiberwiegend als Sduren eliminiert, die in den normalen Intermedidrstoffwechsel
der Zelle eingeschleust werden konnen. Dann wird iiber den gleichen Mechanismus sukzessiv der
nichste Benzolring angegriffen. Die Abbauwege der PAK miinden in die drei Zwischenprodukte
Catechol, Protocatecholsdure und Gentisinsdure (letztere ist 2,5-Dihydroxybenzoesédure, sonstige
s. Abb. 2). AnschlieBend werden diese monoaromatischen Verbindungen nach Ringspaltung zu
Succinat, Fumarat, Pyruvat oder Acetat sowie Acetaldehyd abgebaut: Produkte, die in den
normalen Stoffwechsel eingeschleust werden konnen. Alle Metabolite konnen zum Aufbau der
Zellsubstanz oder zur Energiegewinnung herangezogen werden, was zur Produktion von CO, und
H,O fiihrt [SIMS und OVERCASH 1983, WILSON und JONES 1993].

OH
Pseudomonas-Weg
pommmesesememeeeaan > <A N | B e >
OH
‘ oH Catechol
COOH
O‘ -----> ---------

Protocatecholsdure
Abb. 2:  Phenanthren-Abbauwege [vereinfacht nach CERNIGLIA 1981]
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Beim Phenanthren, dem hauptsichlich in dieser Arbeit eingesetzten PAK, lassen sich zwei Abbau-
wege unterscheiden, die von dem charakteristischen Zwischenprodukt 1-Hydroxy-2-naphtoesiure
ausgehen. EVANS ET AL [1965] beschrieben den ,,Pseudomonas-Weg*, KIYOHARA und NAGAO
[1978] den ,,Aeromonas-Weg* (s. Abb. 2) [s. auch CERNIGLIA und HEITKAMP 1989, KASTNER et
al. 1993].

Die Fahigkeit von Bakterien, auf PAK mit vier Ringen als alleiniger Kohlenstoff- und Energie-
quelle zu wachsen, wurde vielfach gezeigt, wihrend die Mineralisation von hoherkondensierten
PAK noch nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte [KASTNER et al. 1993, LI et al. 1996].
In den letzten Jahren wurden auch vermehrt Untersuchungen des Abbaus von PAK-Mischungen
mit Rein- und Mischkulturen untersucht [HUGHES et al. 1997]. YE et al. [1996] konnten beispiels-
weise zeigen, daB3 Sphingomonas paucimobilis EPA 505 in der Lage ist, auch 5-Ring PAK wie
Benzo[a]pyren in Gegenwart anderer Vertreter dieser Stoffklasse kometabolisch abzubauen.

2.2.4 Tenside zur Erhohung der PAK-Wasserloslichkeit
2.2.4.1 Grundlagen

Wihrend der Verdauung wird durch die Gallenblase bei Bedarf eine bittere, alkalisch reagierende
Fliissigkeit in den Darm sezerniert, die u. a. Gallensduren enthilt. Diese wirken als biologische
Tenside und ermoglichen die Emulgierung der Fette und damit deren Aufnahme in das wissrige
System des Korpers [FABRY 1991]. Tenside spielen immer dann eine eminent wichtige Rolle in
der Natur, wenn Grenzflichen in biologischen Systemen modifiziert oder Abgrenzungen durch
Membranen geschaffen werden sollen. Der von E. Gotte 1964 vorgeschlagene Begriff ,,Tenside*
leitet sich vom lateinischen Wort ,tensio® = Spannung ab. Anschaulich ist auch dessen englische
Ubersetzung ,surfactant®, welches eine Wortkonstruktion aus ,,surface active agents darstellt.
Tenside sind amphiphile Molekiile; sie besitzen mindestens einen hydrophilen und einen lipophilen
Anteil. Die GroBlen dieser Teile miissen in einem bestimmten Gleichgewicht zueinander stehen.
Sie sind fiir viele Eigenschaften wie etwa die Loslichkeiten in Ol oder Wasser entscheidend. (Der
sogenannte HLB-Wert (Hydrophilie-Lipophilie-Balance-Wert) gibt die Molmasse der hydrophilen
Gruppe im Vergleich zum Gesamtmolekiil wieder [GRIFFIN 1949, 1954, zit. in SCHMID, 1996].)
Tenside lagern sich bevorzugt an Grenzflichen an, wobei sich die hydrophilen Anteile zur
wissrigen, die lipophilen zur Olphase hin ausrichten. Das wirkt sich insbesondere in einer
Herabsetzung der Grenzflichenspannung oder - bei Systemen mit fliissigen und gasformigen
Phasen - der Oberflichenspannung aus. Die meisten Tenside, seien sie synthetischen oder bio-
genen Urspungs, reduzieren beispielsweise die Oberflachenspannung des Wassers von 72,8 mN/m
auf Werte zwischen 25 - 40 mN/m [BECHER 1973, GEORGIOU et al. 1992, GUTNICK und MINAS
1987]. Neben der Anreicherung an Phasengrenzflichen und der Erniedrigung der Grenz-
flachenspannung ist die Mizellbildung eine weitere charakteristische Eigenschaft dieser Substanz-
klasse. In fliissig-gasformigen Systemen wie etwa Wasser/Luft reichern sich die Tenside bei zu-
nehmender Konzentration an der Oberfliache an; zusétzlich liegt ein gewisser Anteil gelost vor.
Irgendwann ist die Wasser-Luft-Grenzfliche vollstindig mit Tensidmolekiilen bedeckt, so daf}
sich diese in der wissrigen Phase zu Mizellen zusammenlagern: die hydrophilen Anteile sind zum
Wasser, die hydrophoben Anteile zum Zentrum hin ausgerichtet (s. Abb. 3). Im Inneren der Mi-
zellen lassen sich hydrophobe Molekiile solubilisieren, Feststoffe suspendieren oder normaler-
weise nicht mischbare Fliissigkeiten emulgieren. Dabei wird die Gesamtmenge eines hydrophoben
Stoffes in wissriger und mizellarer Phase als apparente Loslichkeit bezeichnet. Der Begriff CMC
(critical micelle concentration) bezeichnet die Tensidkonzentration, bei der die Mizellbildung ein-
setzt.
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Tenside konnen daher beim Waschen, Benetzen, Emulgieren, Reinigen und Dispergieren einge-
setzt werden, weshalb diese Substanzgruppe eine breite Anwendung in der Industrie gefunden hat
[FALBE und REGITZ 1992, FCI 1992, GEORGIOU et al. 1992]. Die Reinigungswirkung der Tenside
ist schon seit dem frithen Altertum bekannt: Damals stellten die Sumerer (um 2.500 v. Chr.)
seifendhnliche Substanzen durch das Verkochen von Olivenol mit Holzasche her [FABRY 1991].

2.2.4.2 Die verschiedenen Tensidtypen

Tenside werden je nach Art der Darstellung in synthetische und biogene eingeteilt. Wihrend
erstere auf rein chemischem Wege hergestellt werden, umfalit die zweite Gruppe oberflichen-
aktive Substanzen biologischer Herkunft. Im engeren Sinne sind mit dem Begriff Biotensid die
von manchen Mikroorganismen beim Wachstum auf hydrophoben Substraten gebildeten ober-
flachenaktiven Substanzen gemeint [LANG und WAGNER 1987]. Diese stellen jedoch nur eine
kleine Gruppe aller der in der Natur vorkommenden grenzfldchenaktiven Stoffe dar.

Die synthetischen Tenside sind in der Regel nach dem typischen Kopf-Schwanz-Modell aufge-
baut, d. h. sie haben eine hydrophile ,,Kopf-*“ und eine hydrophobe ,,Schwanzgruppe*. Diese wer-
den in schematischen Darstellungen jeweils mit einem Kreis bzw. einem Strich symbolisiert (s.
Abb. 3). Tabelle 2 gibt die verschiedenen synthetischen Tensidgruppen wieder, die im Allge-
meinen nach der Ladung des hydrophilen Molekiilanteils bei Dissoziation in wissriger Losung
eingeteilt werden.

Tab. 2: Die unterschiedlichen Gruppen synthetischer Tenside mit Beispielen.

Tensidtyp Beispiel(e) Quelle(n)
anionische o)
Tenside R—O—ls,l— o X' BRUSCHWEILER 1975,
I FABRY 1991
(Aniontenside) O
primires Fettalkoholsulfat
(R = Clo-Czo-AlkylreSt,
X=Na", K*, NH,", org. Basen)
kationische RI\ R
Tenside N+\ X FALBE und REGITZ
7
. . R; Rs 1990, FCI 1992
(Kationtenside) quartire Ammonium-Verbindung

(z. B. Dimethyldistearylammoniumchlorid mit R, , =
Cis-Alkylrest, R; 4, = Methylgruppe, X = CI')

nichtionische T. R— CHzO-ECHg—CHz—O}H

n BRUSCHWEILER 1975,

(Rl = Clo-Clz-AlkylreSt, R2’3 = Methylgruppe)

(Niotenside) primirer Fettalkoholpolyglycolether FABRY 1991,
R = Cy-C o-Alkylrest,n =3 - 15 MULLER 1996
amphotere Ry
(zwitteriqnische) R,—N*CH,—C00" FALBE und REGITZ
Tenside | 1989, MULLER 1996
R;
(Amphotenside) lineare Betaine
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Die hydrophoben Gruppen sind in der Regel unpolare Kohlenwasserstoffreste, die linear, ver-
zweigt oder cyclisch sein konnen. Gelegentlich kommen hier auch Heteroatome vor.

Demgegeniiber sind die Biotenside nicht so einfach zu klassifizieren, da sie meist wesentlich kom-
plexer und vielfiltiger aufgebaut sind. Die bei den synthetischen oberflichenaktiven Substanzen
gebriduchliche Einteilung nach Ladung ist nicht anwendbar, weil es Beispiele gibt, bei dem
dasselbe Tensid bei gleichem pH sowohl geladen als auch ungeladen vorkommen kann [ROSEN-
BERG 1986]. Biotenside werden daher iiberwiegend nach ihrer biochemischen Natur eingeteilt.
Tabelle 3 gibt eine typische Einteilung wieder, die von DESAI und DESAI [1993] aufgestellt wurde.

Tab. 3: Die verschiedenen Biotensidgruppen mit reprisentativen Beispielen.

Biotensidtyp Beispiel(e) Quelle(n)
Glycolipide CH,OH CH,OH (,3H3
0 0 O—(|:H verdndert nach
OH
OH (CHy)ss C.OO.PER et al. 1979,
HO HO COOH zit. in COOPER und
OH 0 ZAJIC 1980
Sophoroselipid
s. auch Abb. 5, Kap. 3.3.
Phospholipide 0
und Fettsauren R,—C—O0—CH; STRYER 1990,
Ry—C—O— ol o COOPER und ZAJIC
»—C—O0—
I | I 1980

0  HC—0—P—O—CH—CH,—NH,
I8

Phosphatidylethanolamin
(R 2 = Alkylsubstituenten)

Lipopeptide und 0
-proteine CH GEORGIOU et al.
CH—(CH,)y—CHCH,—C—L-Glu—L-Leu
cny” (l) o Eﬁ 1992, GUTNICK und
(darunter auch | T | MINAS 1987
oberfliachenaktive L-Leu=—D-Leu—L-Asp—L-Val
Antibiotika) Surfactin
Polymere -3)=0-L-Rhap=(1-3)=0-Manp=(1-3)=0-L-Rhap
Biotenside % (1| -3)  |nihere Informationen
1 a-L-Rhap | und weitere Literatur:

0 L-Rhap=(1-4)=-D-GleAp (1%3) GUTNICK und MINAS

-1)-B-D-Gkp | 1987
Polysaccharid-Protein-Komplex

von Acinetobacter calcoaceticus BD4
Dargestellt ist nur die sich wiederholende Heptasaccharid-Einheit. Es
ist nicht klar, ob der amphiphile Charakter durch interagierende Pro-
teine oder Konformationsédnderungen des Komplexes erreicht wird.
Die Substanz ist ein guter Emulgator.

besondere Vesikel, ganze Zellen, Sporen oder Fimbrien | DESAT und DESAI
,, Tenside* 1993
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Der hydrophobe Anteil eines Biotensids wird iiberwiegend durch eine oder zwei Kohlen-
wasserstoffkette/n von Fettsduren repriasentiert [FIECHTER 1992, LANG und WAGNER 1987]. Fiir
weitere Informationen sei ebenfalls auf COOPER und ZAJIC 1980, GEORGIOU et al. 1992, GUTNICK
und MINAS 1987 verwiesen.

2.2.4.3 Anforderungen an und Uberblick der Tenside fiir den mikrobiellen Schadstoffabbau

Bei der Auswahl von Tensiden, die zur biologischen Bodensanierung eingesetzt werden konnen,
sollten folgende Eigenschaften beriicksichtigt werden:

- Loslichkeit - Produktionskosten
- Toxizitit - Solubilisierungs- bzw. Emulgierkapazitit
- Abbaubarkeit

Der iiberwiegende Teil der Untersuchungen zum tensidvermittelten mikrobiellen Abbau von
hydrophoben organischen Verbindungen wurde mit synthetischen nichtionischen Vertretern
durchgefiihrt [ROUSE et al. 1994, VOLKERING et al. 1998]. Weniger Ergebnisse sind dagegen iiber
ionische Tenside zu erhalten. Da kationische Vertreter hdufig vergleichsweise toxisch und an die
meisten Boden stark sorptiv sind, sind daher vor allem anionische Tenside interessant. Zu deren
wichtigsten Vertretern zédhlen die aus nachwachsenden Rohstoffen preiswert herzustellenden
Fettalkohole und Fettalkoholethersulfate. In den letzten Jahren werden vermehrt Biotenside bear-
beitet, da sie im Vergleich zu synthetischen Tensiden immer kostengiinstiger produziert werden
konnen. Dariiber hinaus zeichnen sie sich durch bessere Losungs- und Abbaueigenschaften aus.
Zusitzlich werden Biotenside von der Gesellschaft aufgrund der umweltfreundlichen Herstellung
und dem umweltvertriaglichen Einsatz favorisiert [FIECHTER 1992, NIEBELSCHUTZ 1996, OBER-
BREMER et al. 1990]. Meist werden bei den Untersuchungen zum Schadstoffabbau mit biogenen
Tensiden mikrobiell synthetisierte eingesetzt, doch auch solche pflanzlichen Ursprungs werden
getestet [SOEDER et al. 1996].

2.2.5 Tensideinsatz beim mikrobiellen Abbau schwerloslicher Verbindungen

2.2.5.1 Mikrobiologisch-okologische und physiologische Aspekte

Im natiirlichen Biotop miissen fast alle Nahrungsstoffe von den Mikroorganismen zunéchst
modifiziert werden, um aufgenommen und damit verstoffwechselt werden zu konnen. Die Kon-
frontation mit einer groBen Menge schnell verwertbarer C-Quelle, wie beispielsweise Glucose mit
optimaler Nahrsalzversorgung, ist meist nur im Labor gegeben. In der Natur unterliegen die
Mikroorganismen in der Regel einem starkem Nahrstoffmangel. So betrdgt in aquatischen Lebens-
rdaumen die Konzentration eines Nahrstoffs iiberwiegend weniger als 10 pg/L [Schlegel 1992].

Demgegeniiber ist hdufig die Investition einer vergleichsweise grolen Menge an Stoffwechsel-
energie notig, um Nahrungsstoffe verfiigbar zu machen. Polymere Substanzen wie Lignin oder
Cellulose werden beispielsweise zunédchst extrazelluldr unter Sekretion und damit méglichem Ver-
lust an Enzymen oder anderen zelluldren Substanzen in kleinere Einheiten zerlegt, bevor sie auf-
genommen werden konnen. N, kann von einigen Mikroorganismen nur unter hohem ATP-Einsatz
fixiert werden. Eine Reihe von Mikroorganismen synthetisieren Biotenside, die die Loslichkeit
kaum wasserloslicher Stoffe wie PAK erhdhen oder - durch Anderung der Zellhydrophobizitiit -
die Adsorption an Grenzflichen ermoglichen. Die physiologische Rolle gerade der Biotensidpro-
duktion ist ein sehr komplexes Themengebiet, denn sie ist nicht unbedingt mit der Erhohung der
Bioverfiigbarkeit hydrophober Substanzen gekoppelt. So bildet etwa der Stamm Pseudomonas
aeruginosa GL1 auch beim Wachstum auf 16slichen Substraten - in diesem Falle etwa Glycerol -
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Glycolipide [ARINO et al. 1998]. Ein Screening von diversen von Altlasten isolierten Mikroorga-
nismen zeigte, da} sie Biotenside beim Wachstum auf schwerloslichen Kohlenwasserstoffen eher
selten produzieren [HENNE et al. 1995]. WILLUMSEN und KARLSON [1997] beschrieben - aufgrund
einer Untersuchung von fiinf von PAK-kontaminierten Boden isolierten Bakterienstimmen -
dagegen ein signifikantes Potential zur Produktion oberflichenaktiver Substanzen. Diese fiel je-
doch nicht mit der Fahigkeit einzelner Stimme zum PAK-Abbau zusammen. Auch ARINO et al.
[1998] fanden heraus, dafl von einem Stamm sekretierte Biotenside den Phenanthrenabbau durch
einen anderen Bakterienstamm fordern kann.

Im Prinzip lassen sich drei Erklirungsmoglichkeiten fiir die physiologische Rolle der Biotensid-

produktion heranziehen.

1. Im Rahmen des Energiestoffwechsels kann der Mikroorganismus durch Aufnahme energie-
reicher Substrate entweder netto Energie gewinnen, oder - wie im Falle von sekundédren Meta-
boliten aber auch von Biotensiden diskutiert - Energie abgeben, wenn ein andere als die zum
Wachstum notwendige C-Quelle ins Minimum geraten ist [ARINO et al. 1996, DAVILA et al.
1992].

2. Daneben kann die Produktion von Biotensiden auch auf die Gewinnung wertvoller Zellbau-
steine, zum Beispiel N-Verbindungen, zuriickgefiihrt werden. So beschrieb NEU [1996] die
Anderung der Zellhydrophobizitit durch Rhamnolipidproduktion unter stickstofflimitierten Be-
dingungen.

3. Dariiber hinaus wird aber auch postuliert, daf freigesetzte Produkte toxische Wirkungen fiir
andere Organismen haben konnen und daher dem synthetisierenden Mikroorganismus einen
Wachstumsvorteil verschaffen [ITOH et al. 1971, HAFERBURG et al. 1986].

Fiir den mikrobiellen biotensidgestiitzten PAK-Abbau lassen sich darauf aufbauend folgende
weitere Aussagen treffen. Durch die Mineralisation der vergleichsweise stark reduzierten poly-
zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe kann der Mikroorganismus Energie gewinnen. Dem-
gegeniiber mull zur Synthese von Enzymen und Tensiden Energie verbraucht werden. Bei den
oberflachenaktiven Substanzen muf3 ebenfalls beachtet werden, da3 sie ausgeschieden werden
konnen und damit der Zelle unter Umstidnden verloren gehen. Es ist also fraglich, in welchen
Fillen eine positive Energiebilanz fiir den synthetisierenden Mikroorganismus erreichbar ist.

In der Natur liegen vielfach heterozyklische oder substituierte PAK vor, so daf} die Bildung von
Biotensiden zum Gewinn neuer Stoffe im Unterschied zum Abbau homozyklischer Verbindungen
durchaus denkbar ist. Dabei mufl jedoch beachtet werden, inwieweit die Biotenside selbst bei-
spielsweise N-Atome enthalten, wie dies etwa bei Lipopeptiden oder -proteinen der Fall ist.
Demgegeniiber sollten in einem PAK-Altlastboden toxische Effekte durch Biotenside keine grof3e
Rolle spielen, da diese auch an Boden- und Schadstoffpartikel adsorbieren und daher andere
Mikroorganismen erst in hoheren Konzentrationen schiadigen wiirden.

Beim Zusatz von Tensiden zur Forderung des Bioabbaus geringloslicher Kohlenwasserstoffe
sollten die in diesem Kapitel gemachten Ausfiihrungen beriicksichtigt werden. Der Theorieteil
schlieBt im folgenden mit einer Ubersicht dieses Arbeitsgebietes, wobei der Abbau von PAK
besonders betont wird.
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2.2.5.2 Erklarungsansitze fiir den Schadstoffabbau in Gegenwart von Tensiden

In der Literatur wurde vielfach dokumentiert, da3 Tenside die Loslichkeit hydrophober Substan-

zen und damit die ,,apparente Loslichkeit* erhohen oder eine Anderung der Zellhydrophobizitit

bewirken konnen. Zum genauen Wirkmechanismus von Tensiden auf den mikrobiellen Schad-
stoffabbau schwerloslicher Verbindungen, die molekular, in fester Form oder als separate fliissige

Phase im Boden vorliegen, konnen dabei jedoch nur vergleichsweise wenige allgemeingiiltige

Aussagen getroffen werden: Es sind sowohl hemmende, fordernde als auch keine Auswirkungen

bekannt [ CARMICHAEL und PFAENDER 1997, LAHA et al. 1995, ROUSE et al. 1994, VOLKERING et

al. 1998]. So zeigten LAHA und LUTHY [1991, 1992], daB3 verschiedene Niotenside in Konzen-
trationen iiber der CMC den Phenanthrenabbau durch ein PAK-abbauendes Mikroorganismenkon-
sortium in einem Boden-Wasser-System komplett inhibierten, wihrend Konzentrationen unterhalb
der CMC keine nennenswerten Auswirkungen zeigten. Demgegeniiber wiesen ARONSTEIN et al.

[1991] durch Versuche in zwei unterschiedlichen Boden nach, daf3 sich der Phenanthrenabbau

einer Mischkultur durch Zusatz verschiedener Niotenside in Konzentrationen unterhalb der CMC

steigern laBt.

Ein Vergleich der Untersuchungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen ist jedoch schwierig:

- Zum ersten werden Begriffe nicht einheitlich verwendet, die Problematik wurde am Beispiel
des ,,Abbaus* in Kap. 2.2.3.1 beispielhaft erldutert.

- Zum zweiten sind Versuchsvorschriften bisher nur wenig standardisiert. So wird z. B. die Be-
stimmung der CMC meist unter versuchsnahen Bedingungen durchgefiihrt, wodurch Ver-
gleiche der Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen erschwert werden.

- Zum dritten wird eine Fiille unterschiedlicher Systeme mit verschiedenen Rahmenbedingun-
gen verwendet, was die Gegeniiberstellung kompliziert macht.

- Zum vierten fehlen analytische Verfahren oder sie werden nicht eingesetzt. Zum Beispiel ist
es sehr schwer festzustellen, welcher Anteil des Schadstoffs oder des Tensids zu einem
gewissen Zeitpunkt an den Boden adsorbiert ist oder in der mizellaren bzw. wissrigen Phase
gelost vorliegt.

Fiir die tensidgesteigerte Aufnahme von schwerloslichen Schadstoffen wie PAK lassen sich aus

der Literatur drei Erkldrungsansitze ableiten (s. Abb. 3):

1. Die Mikroorganismen konnen den Schadstoff direkt aus der mizellaren Phase aufnehmen, d.
h. durch die Mizellen wird der hydrophobe Stoff solubilisiert und zur Zelle transportiert, wo
dann eine Wechselwirkung stattfindet. Dies kann beispielsweise die Fusion mit der Zell-
membran sein, wie es MILLER und BARTHA [1989] postulierten. Sie konnten zeigen, dall der
Alkantransport in gewissen Grenzen durch Liposomen, Vesikeln mit wissrigem Inneren und
einer Lipiddoppelschicht, gesteigert wird.

2. Die Zelloberfliche der Mikroorganismen wird hydrophobisiert, so daf ein direkter Kontakt
mit der Oberfliche der Kohlenwasserstofftropfchen oder -kristalle erméglicht wird.
NEUFELD et al. [1980] zeigten beispielsweise, daB3 Acinetobacter calcoaceticus beim
Wachstum auf Hexadecan oberflichenaktive Verbindungen produziert, die den Bakterien
den Kontakt zum Substrat ermoglichen. In Gegenwart von Boden kann durch Tensidzusatz
dementsprechend auch die Adsorption der Mikroorganismen an mit Schadstoff besetzte
Bodenpartikel erreicht werden, wodurch ebenfalls eine erleichterte Aufnahme moglich
werden konnte [LAOR et al. 1996, POETON et al. 1999, TANG et al. 1998].
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3. Die Mikroorganismen verwerten nur die
Schadstoffe, die in der wissrigen Phase ge-
lost sind, wobei durch die Tenside der
Massentransfer beschleunigt wird. ALMGREN
et al. [1979] konnten zeigen, dal} die Ver-
weilzeit verschiedener Arene wie etwa Naph-
thalin, Anthracen und Pyren in Mizellen ver-
schiedener ionischer Tenside zwischen 1 und
100 ps liegt, demzufolge eine schnelle
Gleichgewichtseinstellung ~ zwischen = mi-
zellarer und wissriger Phase moglich ist.

In Gegenwart von Boden muf} ein weiterer Aspekt
beachtet werden. Tenside adsorbieren an den Bo-
den und desorbieren dadurch Schadstoffmolekiile,
wodurch der Massentransfer erhoht werden kann
[TiEHM 1997]. Dariiber hinaus konnten durch die
Tenside auch in Poren vorhandene Stoffe heraus-
gelost werden, wie dies etwa von der tertidren
Erdolforderung bekannt ist [ZHANG et al. 1998].

Negative Effekte auf den mikrobiellen Schadstoff-
abbau durch Tensidzusatz werden u.a. auf deren
Toxizitdt zuriickgefiihrt [ARONSTEIN et al. 1991]
(s. auch Kap. 2.2.5.1). Dariiber hinaus wird immer
wieder beschrieben, dafl das Tensid bevorzugt ab-
gebaut wird und daher der Schadstoffabbau zum
Erliegen kommt [ROUSE et al. 1994]. Daneben
wiesen GRIMBERG und AITKEN [1995] im Gegen-
satz zu den Ergebnissen von ALMGREN et al.
[1979] darauf hin, daB mizellar geloster Schadstoff
in bestimmten Fillen fiir die Mikroorganismen
nicht bioverfiigbar ist. Dieses Phinomen wird als
»dequestering bezeichnet. Entsprechend Punkt 2
der zuvor gegebenen Erlduterungen wird in einigen
Féllen auch die Erkldarung favorisiert, dal durch
Tensidzusatz der direkte Kontakt zwischen Mikro-
organismus und hydrophobem Schadstoff ver-
hindert wird [FOGHT et al. 1989].

Fazit der Ausfiihrungen ist, da3 noch weitere
intensive Forschung auf dem Gebiet des Tensidzu-
satzes beim mikrobiellen Schadstoffabbau notwen-
dig ist, um einen in allen Fillen effizienten Einsatz
in der Praxis zu gewdhrleisten [JAHAN et al. 1997,
VOLKERING et al. 1998].

Bakterienzelle
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Abb. 3:  Erkldrungsansitze zur tensidvermit-
telten Aufnahme von Schadstoffen

(weitere Erlduterungen im Text).
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Material und Methoden

3.1 Phenanthren und andere verwendete PAK

Die in der Arbeit eingesetzten polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe sind in Tabelle 4
aufgelistet. Die Mehrzahl der Versuche wurde mit Phenanthren durchgefiihrt, da es sich durch
eine vergleichsweise geringe Toxizitat und einen fir die Stoffgruppe exzellenten Modellcharakter
auszeichnet. Dartber hinaus wurde ein Mikroorganismenkonsortium auf einem Drei-PAK-Ge-
misch angezogen, welches neben Phenanthren auch Pyren und Benzo[ghi]perylen enthielt. Anthra-
cen wurde nicht fir Abbauversuche verwendet, kam aber, aufgrund seiner Strukturverwandschaft
zum Phenanthren, als interner Standard bei der GC-Analytik zum Einsatz.

Tab. 4: Daten der in der Arbeit eingesetzten PAK.
Bezeichnung Phe- Anthracen Pyren Benzo-
nanthren [ghi]perylen
Strukturformel OO OOO OO ‘O
9 LU ()
J
Summenformel CuiH1o CiHio CieH1o CaoHio
Leitsubstanz EPA EPA EPA EPA
DIN
Molmasse 178,23 g/mol | 178,23 g/mo 202,26 g/mol 276,34 g/m
Schmelzpunkf” |  100,5°C 216,4°C 150,4°C 278,3°C
Siedepunk{?? 338°C 340°C 393°C 542°C
Dampfdruck 9,1x10°Pa 2,610°Pa 9,%10°Pa 1,310%Pa
(Zooc)(4)
Laslichkeit in 7,2 umol/L 0,37 umol/L | 0,72 ymol/L| 0,02 pmol/L

H.0 (20°C}”

Anmerkungen zu EPA und DIN:
Aufgrund der Vielzahl in der Umwelt vorkommender polyzyklischer aromatischer Ver-
bindungen wurden von der EPA (Environmental Protection Agency) 16 haufig vor-
kommende Vertreter ausgesucht, die als Leitsubstanzen fur analytische Zwecke heran-
gezogen werden [EPA 1979,AKCHER et al. 1985 und1988]. In der Bundesrepublik
Deutschland werden in diesem Zusammenhang gemafd DIN-Vorschriften sechs PAK
erwahnt [DIN 38409 #iL 13 undDIN 38407 TeiL 8].

Literaturhinweise:

(1) KarcHER et al. 1988 / (2) GIMMER 1983 / (3) WAITE 1986 / (5) BARLMAN et al.
1984; alle zit. in KKRcHER et al. 1988 und BRINKMANN 1996 / (4) 8vs und O/ERCASH

1993

ol
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3.2 Mikroorganismen

Mikrobielle Reinkulturen unterschiedlichster Gruppen wurden fiir Abbau- und Toxizitdtsunter-
suchungen eingesetzt. Zudem wurde eine Mischkultur auf einem Medium angezogen, das drei
PAK-Komponenten enthielt (s. Kap. 3.7.4).

Zu Beginn der Arbeiten wurde ein Bakterienstamm gesucht, der einerseits iiber eine gute Phe-
nanthrenabbaukapazitit verfiigt und andererseits moglichst ubiquitdr verbreitet ist. Tabelle 5 gibt
einen Uberblick iiber die im Rahmen dieser Versuche getesteten Mikroorganismen und deren Ab-
bauvermogen.

Tab.5:  Test der Phenanthrenabbaukapazitit verschiedener Bakterien.

Nr. | Mikroorganismus Herkunft GRAM- Phenanthren-

Verhalten abbau

1 Sphingomonas yanoikuyae B1 DSMZ, Nr. 6900 negativ 100%

2 | Arthrobacter polychromogenes Mikrobiol., Ms positiv 84%

3 Rhodococcus ruber DSMZ, Nr. 7512 positiv 72%

4 Rhodococcus ruber DSMZ, Nr. 7511 positiv 68%

5 Sphingomonas paucimobilis DSMZ, Nr. 7526 negativ 56%

6 | Pseudomonas putida DSMZ, Nr. 8368 negativ 44%

7 Pseudomonas putida P8 Mikrobiol., Ms negativ 0%

Versuchsdurchfiithrung:

Die Bakterien von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
schweig) wurden aus einer Tiefkiihlkultur, die Stimme des mikrobiologischen Institutes direkt von einer
Agarplatte zuerst auf Standard I-Agar (St I Agar) ausgestrichen und anschlieBend dreimal sukzessive auf
100 mg/L Phenanthren enthaltende MMg,,,-Agarplatten vereinzelt (Doppelansatz, s. Kap. 7.2). Die
Inkubation erfolgte jeweils bei 28°C im Brutschrank. Das Wachstum von auftretenden Einzelkolonien,
welches direkt mit dem Phenanthrenabbau korreliert, wurde repréisentativ vermessen, protokolliert und in
die angegebenen Prozentwerte umgerechnet.

28°C stellt den Durchschnitt der fiir die einzelnen Stimme angebenen Temperaturen dar, die von 25 - 30°C
variieren. MMg,,,. ist das im DSMZ-Katalog am hiufigsten fiir Phenanthrenabbauer angegebene Mineral-
salzmedium.

Anmerkungen:

Die mit ,,Mikrobiol., Ms* bezeichneten Stimme wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Rehm, Institut
fiir Mikrobiologie der Westfilischen Wilhlems-Universitdt Miinster, fiir diese Untersuchungen zur Ver-
fiigung gestellt.

Unter den vorgebenen Bedingungen wichst das Bakterium S. yanoikuyae B1 (ehemals Beijerin-
ckia spec. strain B1 [KHAN et al. 1996]) am besten und war daher fiir die weiteren Versuche am
geeignetsten.

Die Gattung Sphingomonas wurde 1990 von YABUUCHI et al. beschrieben, 1993 wurden durch
TAKEUCHI et al. Verbesserungen vorgenommen. Einige allgemeine Merkmale dieser Gattung sind
nachstehend aufgelistet.
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Morphologische und biochemische Charakteristika der Gattung
Sphingomonas [BALKWILL et al. 1997]

e GRAM-negative, nicht sporenbildende Stibchen

o weitgehend unbeweglich, wenn beweglich: monopolar monotrich, d. h. eine polare
GeiBlel liegt vor

o gelb

e obligat aerob, Katalase vorhanden

e Sidureproduktion (oxidativ) bei Wachstum auf Pentosen, Hexosen und Disacchariden,
aber nicht auf Polyalkoholen und Inulin

e Ubiquinon Q-10 = Hauptquinon der Atmungskette

e Hauptbestandteile der zelluldren Lipide: 18:1 und 20H14:0 / Namensgebend ist das
Sphingoglycolipid

e G+C Gehalt der genomischen DNA: 61,6 - 67,8 mol%

Sphingomonaden sind in Boden und Gewéssern weit verbreitete Bakterien. Sie zeichnen sich
durch sehr breite Abbaukapazititen aus. Der Stamm S. yanoikuyae B1 wurde aus einem ver-
schmutzten Flufl in Austin (Texas) isoliert und kann u. a. mit Anthracen, Biphenyl, Naphthalin,
Phenanthren, m-Xylen als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen und eine Reihe
weiterer PAK kometabolisieren [DSMZ 1993 und 1995, GIBSON et al. 1973, KHAN et al. 1996
und dort zit., KiM et al. 1997]. Deshalb ist eine ganze Reihe von Untersuchungen zu Abbauwegen
und zur Genetik von Sphingomonaden publiziert worden [CERNIGLIA 1993, EATON et al. 1996,
JERINA et al. 1984, KiM et al. 1996, 1997, RESNICK und GIBSON 1996, ZYLSTRA und KiMm 1997].

Die Mikroorganismen, die im Rahmen von Toxizitdtsuntersuchungen eingesetzt wurden, sind an
entsprechender Stelle niher beschrieben (s. Kap. 5.1.3).

3.3 Getestete Tenside: Texapon® N25 und Sophoroselipide

Zu Beginn der Arbeit wurden S. yanoikuyae-Wachstumstests mit Phenanthren unter Zusatz
zweier verschiedener anionischer synthetischer Tenside durchgefiihrt. Dabei wurden, bezogen auf
spatere Versuche, relativ hohe Tensidkonzentrationen von 0,33, 0,67 und 1 g/ eingesetzt. Es
resultierte eine fiir Natriumdodecylethersulfat (Texapon® N25) im Vergleich zur Natriumdodecyl-
benzolsulfonsdure wesentlich geringere wachstumshemmende Wirkung [BUSCH 1995]. Das Na-
triumdodecylethersulfat wurde daher, stellvertretend fiir die synthetischen Tenside, nidher be-
arbeitet.
Texapon” N25 findet in der Industrie als preisgiinstiger Grundstoff breite Anwendung, etwa in
Schaumbiddern, Shampoos oder fiir kosme-
tische Produkte. Es wird von der Firma Hen- 9
kel KGaA aus Diisseldorf hergestellt und Wov}f—i_o e
wurde freundlicherweise von N. Buschmann o
vom Lehrstuhl fiir Analytische Chemie der Mov}o—%—o Nat o 50%
Universitdat Miinster fiir die Untersuchungen > 0
zur Verfiigung gestellt. Die Strukturformeln ~ Abb-# Te’,(apon@) N25 _

- die hydrophobe Alkylkette besteht zu je

der \./erschled.enen.Komponenten des Tensu.i— 50% aus C,- und C,,-Resten
gemisches sind in Abb. 4 dargestellt, in - je zwei Ethoxylatgruppen sind im Mittel
Tab. 6 sind einige Daten zum Texap0n® N25 je Molekiil vorhanden

zusammengefalt.
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Tab. 6: Daten zu Texapon® N25 [Henkel 1985]
CTFA-Bezeichnung | Sodium Laureth Sulfate
Beschaffenheit gelbliche Fliissigkeit
Waschaktive
Substanz 27 - 29%

Molmasse 382,0 g/mol

Aniontensid min. 0,693 mval/g

Natriumchlorid max. 1,5%

Natriumsulfat max. 1,0%

pH-Wert

(10%ige Losung) ca.6,4-17,5

Viskositit (20°C) 2500 - 2900 mPas

Dichte (20°C) ca. 1,05 g/em’

biologische

Abbaubarkeit gut

Lagerung bei Temperaturen unter 30°C in
verschlossenen Gebinden
mindestes 3 Jahre haltbar

Neben dem synthetischen Texapon® N25 wurde in der Arbeit ein Biotensid untersucht. Dabei fiel
die Wahl auf Sophoroselipid, ein Tensid vom Glycolipidtyp, welches durch Candida-Arten syn-
thetisiert wird (s. Abb 5). Das Biotensid-Rohprodukt wurde durch eine zweistufige Kultivierung
von C. bombicola ATCC 22 214 auf Glucose und Sonnenblumendl produziert und anschlieBend

durch Zentrifugation des Fermenta-
tionsmediums gewonnen. Diese Ar-
beiten wurden von H.-J. Daniel, der
im Arbeitskreis von Herrn Prof. Reuss
am Institut fiir Bioverfahrenstechnik
der Universitdat Stuttgart titig ist,
durchgefiihrt [DANIEL et al. 1998 a/
b].

Um einen hoheren Reinheitsgrad zu
erreichen, wurde das gelieferte Ge-
misch vor der Verwendung in 3 Tei-

A CH,OR (Ij]-[3
o O0—CH
OH
HO
CHOR (CHo)n
O O
OH
OH
O C=0
Abb. 5:

[ASMER 1988])

B

HO

HO

CHOR

OH

OH

CHOR

OH

{0)

G

—CH

Ha)n

COOH

Strukturformeln von Sophoroselipiden (verdndert nach

A. Lacton-, B. Saureform, R = H oder Ac,n=10 - 20

len HyOpigesr. aufgenommen und zweimal mit Essigsdureethylester extrahiert [DANIEL 1996]. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und im Rotationsverdampfer (OB 2001, Fa. Heidolph) bei
50 mbar und einer Wasserbadtemperatur von 50°C eingeengt. Im Anschlul daran wurde die
hochviskose braunliche Fliissigkeit noch fiir 48 - 72 h in einem Drehschieberpumpen-Vakuum
getrocknet. Durch Wiederaufnahme des Riickstands - eines gelb-braunlichen, pulver- bis karamel-
artigen Feststoffs - in H,Opi4esr. Wurde eine Stammlosung hergestellt, die im Kiihlschrank bei 4°C

gelagert wurde.

Das auf diese Art gewonnene Sophoroselipid ist jedoch kein einheitliches, reines Produkt, da

1. ein Gemisch verschiedener Sophoroselipide vorliegt. TULLOCH et al. [1962] und ASMER
et al. [1988] fiihrten die grundlegenden Untersuchungen zur Strukturaufkldrung durch: die
Biotenside konnen einerseits als offenkettige (,,Saureform®), andererseits als geschlossene
Form (,,Lactonform®) vorliegen. Je nach Kultivierungsbedingungen treten zudem noch
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verschieden lange Fettsaureketten und unterschiedliche Acetylierungsgrade der Sophorose-
einheit auf. Abb. 5 gibt verschiedene Strukturformeln der Sophoroselipide wieder. Nihere
Angaben zu dem im verwendeten Gemisch vorliegenden Sophoroselipiden konnen noch
nicht gemacht werden [DANIEL 1997].

2. noch Verunreinigungen in Form von Mono- und Diglyceriden und auch freien Fettsduren
vorhanden sind. Sie haben ihren Ursprung im Kultivierungsmedium und koénnen durch die
Aufarbeitung nicht zu 100% abgetrennt werden [DANIEL 1996].

In Absprache mit dem Institut fiir Bioverfahrenstechnik der Universitdt Stuttgart wurde von einer

weiteren Aufarbeitung aus anwendungstechnischer Sicht abgesehen.

Sophoroselipide finden, da sie immer kostengiinstiger hergestellt werden konnen, zunehmend

breitere Anwendung. So wurden sie u. a. erfolgreich bei der Insitu-Sanierung eines Hydraulikol-

schadens eines Berliner Geldndes eingesetzt [NIEBELSCHUTZ 1996], werden zur Herstellung von

Korperpflegeprodukten verwandt [INOUE et al. 1979] oder dienen in der Medizin als Tumor-

suppressoren [ISODA et al. 1997].

3.4 Der verwendete Boden

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Boden eingesetzt, der freundlicherweise durch Herrn M. Leh-
mann vom ehemaligen Arbeitskreis Wagner des Instituts fiir Biochemie der Technischen Uni-
versitdt Braunschweig zur Verfiigung gestellt wurde. CZESCHKA [1995] fiihrte die Gewinnung,
Siebung und die in Tabelle 7 angegebene Charakterisierung der verwendeten Bodencharge durch.

3.4.1 Gewinnung

Im Friihjahr 1993 - vor Beginn der Wachstumsperiode - wurde der Boden an einer Stelle, die sich
unmittelbar neben der vielbefahrenen Autobahn A 391 in der Nihe der Gebdude der Gesellschaft
fiir biologische Forschung (GBF) in Braunschweig / Stockheim befand, entnommen. Dazu wurde
die oberste Schicht von 5 cm abgetragen und das Erdreich anschlieBend etwa 30 cm tief aus-
gehoben.

3.4.2 Siebung, weitere Vorbehandlung und Lagerung des Bodens

Der derart gewonnene Boden wurde durch ein Sieb der Maschenweite 2 mm von groben Bestand-
teilen, wie groferen Partikeln und Pflanzenteilen, getrennt und bei 4°C in geschlossenen Be-
hiltnissen gelagert. Vor der Verwendung wurde der Boden fiir 24 h bei 105°C bis zur volligen
Gewichtskonstanz getrocknet, um das reproduzierbare Einwiegen zu ermoglichen. Des weiteren
konnte dadurch eine deutliche Reduktion der vorhandenen Keime von durchschnittlich 9,0 * 10°
auf 1,7 * 10? KBE/g trockenem Boden, was 99,98% entspricht, bewirkt werden. (Durchfiihrung
nach ALEF 1994 mit minimalen Anderungen, Platten mit Phenanthren als C-Quelle.) Die festge-
stellte Ausgangszahl an Kohlenwasserstoff-abbauenden Mikroorganismen liegt im Grenzbereich
zwischen denen fiir unkontaminierte und kontaminierte Boden [SCHLEGEL 1992, BOSSERT und
BARTHA 1984].
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3.4.3 Kurzcharakteristik

Tabelle 7 gibt einige der von Czeschka bestimmten Parameter des in der Arbeit eingesetzten Bo-
dens wieder.

Nach MUCKENHAUSEN [1957] kann der vorhandene Boden aufgrund seiner Korngréenverteilung
und seines ki-Wertes als sandiger Schluff charakterisiert werden [CZESCHKA 1995]. Kontaminierte
Boden mit k-Werten im Bereich > 10" - 10°® konnen ggf. mit Insitu-Sanierungstechniken
gereinigt werden [BOUWER 1992, CZESCHKA 1995, THOMAS und WARD 1989, WERNER 1992].

Tab.7: Zusammenstellung einiger grundlegender Bodenparameter (verdndert nach [CZESCHKA 1995]).

Parameter Bestimmungsmethode
pH-Wert nach DIN 19 684 TEIL 1 7,3+0,1
Gliihverlust nach DIN 19 684 TEeIL 3 35+0,1 Gew.-%
maximale Wasserhaltekapazitit | nach [KLEIN 1992] 335+ 1,0 Gew.-%
Porenvolumen (Bodenfestbett) in [CZESCHKA 1995] k. A. 55,9 Vol.-%
Wasserleitfihigkeit in Anlehnung an DIN 19 683 TEIL 8,4 %10° mxs'
(k-Wert nach Darcy) 9, MefBaufbau nach Hubbert +05%107°
[MATTHESS und UBELL 1983]
elektrische Leitfdhigkeit nach DIN 19 684 TEIL 11 70+02 mS *cm’
KorngroBenverteilung in [CZESCHKA 1995] k. A. Sand 31 Gew.-%
Schluff 59 Gew.-%
Ton 10 Gew.-%
BSB; in Anlehnung an 1,8 £ 0,5 mgo, * I % gTS'l
DIN 38 414 TEIL 6
CSB Kiivettentests LCK 014 und LCK 435123 go,* kgTS"
114 der Fa. Dr. Lange, Berlin

Abkiirzungen: k. A.: keine Angaben

3.5 Offline-Analytik

3.5.1 Bestimmung des mikrobiellen Wachstums

Wachstum ist die Zunahme der lebendigen Substanz - bei Mikroorganismen der Zellzahl und/oder
-masse. Entsprechend lassen sich Bestimmungen der Zahl (etwa Gesamtzellzahl, Lebendzellzahl)
und der Masse ableiten, wobei letztere noch in direkte (beispielsweise Proteingehalt) und indirekte
Methoden (etwa optische Dichte, Dehydrogenaseaktivitit) aufgeteilt werden konnen [SCHLEGEL
1992]. Die beispielhaft genannten Verfahren wurden in der Arbeit eingesetzt und sind in den
folgenden Kapiteln beschrieben.

3.5.1.1 Mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl wurde durch mikroskopische Auszédhlung mittels einer Zihlkammer ermittelt.
Dazu wurde ein Olympus BH-2 Durchlichtmikroskop (Olympus Optical Co., Ltd., Japan) mit
400facher Vergroerung und eine Helber-Zahlkammer benutzt. Um statistisch abgesicherte Werte
zu erhalten, wurden nach Méglichkeit je vier diagonal auf dem Zihlkreuz liegende Groquadrate
ausgezihlt. Die Proben wurden so mit Mineralsalzlosung Brunner (MMg,,,) verdiinnt, daf} sich
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ein Wert von 30 - 80 Zellen pro GroBquadrat ergab. Lag die Zellzahl jedoch bereits bei der Ori-
ginalsuspension unter 30 Zellen / GroBBquadrat, wurden entsprechend mehr Gro3quadrate ausge-
zdhlt. Die Zellzahl pro mL wurde nach Gleichung 1 berechnet.

2.G0
2z | = = KF -VF (1)
wobei
Z7Z/mlL = Zellzahl pro mL KF = Kammerfaktor
GQ = Zihlergebnis eines Grofquadrats VF = Verdiinnungsfaktor

X Anzahl gezéhlter GroBquadrate

Der angegebene Kammerfaktor wird geméll Gleichung 2 bestimmt und betrégt fiir die eingesetzte
Helber-Zshlkammer 1,25 # 10°.

1000 uL

KF =— - (2)
(Tiefe « Fld che+16)

mit

KF = Kammerfaktor Tiefe/

Imm’ = 1pL Fliche = Daten von der Zihlkammer

3.5.1.2 Ermittlung der Lebendzellzahl mittels Ausplattierungsmethode

Zur Bestimmung der lebensfihigen Keimzahl von Bodenproben werden iiblicherweise Platten-
guB3verfahren eingesetzt [ALEF 1994].

Mit den Proben, die von den Kultivierungen mit 10% Bodensuspensionen stammen, wurden daher
Verdiinnungsreihen mit MMg,,, unter sterilen Bedingungen angelegt. Von den Verdiinnungs-
stufen, die eine Zellzahl zwischen 10" und 10° je mL erwarten lieBen, wurden zweimal jeweils
100 pL mit einem Drigalsky-Spatel auf St I-Agar verteilt (Doppelbestimmung). Die Agarplatten
wurden 24 - 36 h bei 28°C im Brutschrank inkubiert und die entstandenen Kolonien anschlie3end
ausgezdhlt.

Bei der Untersuchung der Phenanthrenabbaustabilitit von S. yanoikuyae B1 wurde im Prinzip wie
bei den Bodenproben verfahren, jedoch wurde nicht auf St I-Agar, sondern auf MMg,,,, -Agar aus-
plattiert (s. Kap. 3.7.5.2). Dabei wurden zwei verschiedene Chargen von Platten eingesetzt: als
Kohlenstoffquelle wurde entweder 150 mg/LL Phenanthren (5 d) oder 1 g/L. Glucose (48 h)
hinzugefiigt. Die Zahlen in Klammern geben die durchschnittliche Inkubationszeit bei 28°C bis zur
Auswertung an.

3.5.1.3 Messung des Proteingehaltes

In der Mikrobiologie wird die Proteinkonzentration von Kultivierungsproben héaufig mit Testver-
fahren bestimmt, deren Prinzipien in den Veroffentlichungen von BRADFORD [1976] und LOWRY
[1951] beschrieben sind. Die darauf basierenden Standardmethoden lieferten jedoch bei den vor-
liegenden Proben keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Daher wurde der Bio-Rad Detergent
Compatible Protein Assay” getestet, der laut Herstellerangaben durch viele Tenside, etwa SDS,
Triton X-100°, Tween® 20, Brij®—35 in Konzentrationsbereichen bis zu 1%, aber auch einer
groBBen Zahl anderer Substanzen nicht beeinfluit wird [BIO-RAD LAB. 1994].

Die in der Arbeit eingesetzten Tenside und der Schadstoff wurden von der Herstellerfirma Bio-
Rad nicht auf einen storenden Einflu} auf den Proteintest untersucht. Das wurde in dieser Arbeit
durch eine Reihe von Kompatibilitdtsexperimenten bewiesen, bei denen die Testsubstanzen in fiir
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die realen Proben typischen Konzentrationsbereichen eingesetzt wurden. Dazu wurden Protein-
kalibrationsgeraden unter Zusatz je einer definierten Menge der zu testenden Substanz mit dem
Bio-Rad DC Protein Assay® vermessen und die Ergebnisse mit den Referenzwerten ohne Test-
substanzzugabe verglichen (Sophoroselipide [MULLER 1996], Texapon® N25 [MENGE 1996],
Phenanthren (Daten nicht gezeigt)).

Der Bio-Rad Detergent Compatible Protein Assay” basiert wie der Lowry-Test, von dem er
abgeleitet ist, auf zwei Reaktionen: Im ersten Schritt reagieren Proteinbestandteile, vor allem
Tyrosin und Tryptophan, daneben aber auch Cystein, Cystin und Histidin, mit dem Kupfer in
einem alkalischen Medium. In der Folge wird das Folinreagenz durch das Kupfer-behandelte
Protein reduziert, wodurch Verbindungen mit charakteristischer blauer Farbe gebildet werden
[BIO-RAD LAB. 1994].

3.5.1.3.1 Vorbereitung der Proben fiir den Bio-Rad DC Protein Assay®

Vorbereitung von Fliissigkultivierungsproben:

Da die Proteinkonzentrationen von Proben aus Fliissigkultivierungen vergleichsweise niedrig
waren, wurden diese vor der Vermessung im Verhéltnis 1:10 ankonzentriert. Dazu wurde je 1 mL
Probe in ein 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefif} pipettiert und bei 14.000 rpm 10 min zentrifugiert
(Zentrifuge 5415C, Geritebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf). AnschlieBend wurden je 900 pL
Uberstand verworfen, zum Riickstand 2 pL 3 M HCI zur Lyse der Zellen und Konservierung
zugesetzt und die Proben bei +4°C gelagert.

In Zusammenarbeit mit Miiller wurde untersucht, ob durch eine Trocknung der Proben und an-
schlieBender Zugabe von 100 pL H»Opiss bessere Ergebnisse zu erreichen sind. Die sechs ver-
messenen Proben wiesen dabei jedoch Streuungen der Proteinkonzentration bis zu 45% vom
Mittelwert auf, wihrend die Resultate der durch Zentrifugation ankonzentrierten Proben sich nur
bis zu maximal 3% vom Mittelwert unterschieden [MULLER 1996].

Vorbereitung von Bodensuspensionsproben:

Die Proteinbestimmungen der Proben, die gemill den fiir Fliissigkultivierungen gemachten Aus-
filhrungen durch Zentrifugation ankonzentriert wurden, fiihrten zu keinem zufriedenstellenden
Ergebnis. Zur Messung der Proteinkonzentration wurde deshalb je ca. 1 mL Suspension in ein
Eppendorfreaktionsgefif iiberfiihrt und anschlieBend mit 20 pLL 3 M HCl versetzt, was einen aus-
reichenden Abfall des pH-Wertes bewirkte. Bis zur Durchfiihrung des Bio-Rad DC Protein As-
says” wurden die Proben bei -20°C im Tiefkiihlschrank gelagert.

3.5.1.3.2 Durchfiihrung des Proteintests

Laut Herstellerangaben kann der Test sowohl mit Mikrotiterplatten, als auch in Kiivetten durch-
gefiihrt werden. Beide Methoden wurden in der Arbeit eingesetzt, jedoch mit Variationen: bei-
spielsweise wurde das Probevolumen jeweils an die vorliegende Problemstellung optimiert. Fiir
den Test werden drei Losungen A, B und S benétigt, wobei die Reagenzlosungen S und A kurz

vor der Proteinbestimmung im Verhiltnis 1:50 zur Losung A’ vermischt werden (Nzdhere Anga-
ben s. Kap. 7.3).

Mikrotiterplattentest fiir Proben aus Fliissigkultivierungen:

Zunichst wurden sieben verschiedene Kalibrationslosungen, die Protein (Rinderserumalbumin) in
Konzentrationen zwischen 0,1 und 1,2 mg/mL enthielten, angesetzt. Dies wurde entsprechend der
Vorgehensweise bei den Kultivierungsproben in Eppendorfreaktionsgefilen mit MMg,,, unter
Zusatz von je 20 pL 3 M HCI durchgefiihrt. Als Blindwert wurde reines MMg,,, mit der gleichen
Konzentration Salzsidure eingesetzt. Jeweils zweifach wurden je 20 pL dieser angesetzten Lo-
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sungen und der zu vermessenden Proben in eine neue Kaverne der Mikrotiterplatte pipettiert
(Doppelbestimmung). Durch Zugabe von 25 pL. Reagenz A’ und 200 pL. Reagenz B in jede Ver-
tiefung wurde die Reaktion gestartet und die Losungen durch Schwenken der Platte gut ver-
mischt. 15 - 60 min spiter wurden die Extinktionen bei 620 nm mit dem Immunoreader NJ-2000
(Nippon InterMed K. K., Japan) gemessen. Eine typische Kalibrationsgerade ist:

Protein [g/L] = (1,49 £ 0,054) * Es20nm - (0,02 £0,018)
mit R* = 0,99609, S = 0,02283, N = 5 (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 g/L Protein)

Kiivettentest fiir Proben der Kultivierungen mit 10% Bodensuspension:

Wihrend die Proben auftauten wurde eine Kalibrationsreihe in Eppendorfreaktionsgefilen mit
10% Bodensuspension und Proteinkonzentrationen zwischen 0,1 bis 1,4 mg/mL angesetzt. Durch
Zugabe von 20 pL 3 M HCI je mL Volumen wurden den Realproben entsprechende Verhiltnisse
erreicht. Als Blindwert diente ein Ansatz mit Bodensuspension ohne Protein-, jedoch mit Salz-
sdurezugabe. Je ca. 100 pL dieser Referenzansitze und der Proben wurden jeweils zweifach in
neue 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefif3e iiberfiihrt, wobei iiber die Gewichtsdifferenz der Wagung
vor und nach der Befiillung das genaue Volumen berechnet werden konnte. 1 g des verwendeten
Bodens nimmt ein Volumen von 0,4 mL ein, wihrend 1,03 g dem Gewicht von 1 mL MMgy,,
entspricht. Durch Zugabe von 125 pL Reagenz A’ und 1000 pL Reagenz B wurde die Nach-
weisreaktion gestartet. In der Reaktionszeit von 15 - 30 min wurden die Ansidtze wiederholt mit
einem Vortex (Reax 2000, Fa. Heidolph) intensiv gemischt. AnschlieBend wurden die Ansitze
10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Geridtebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf)
und der Uberstand in Quarzglaskiivetten bei 750 nm im Spektralphotometer (UVIKON 922, Fa.
Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen. Dies erfolgte spitestens 60 min nach dem Start der
Nachweisreaktion. Eine repriasentative Geradengleichung ist:

Protein [g/L] = (0,68 £ 0,045) * E750m - (0,54 £ 0,046)
mit R* = 0,97841, S = 0,06949, N = 7 (0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 g/L Protein)

3.5.1.4 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Kultivierungslosungen zur Bestimmung der Biomasseentwicklung
wird in der Regel im Wellenlingenbreich zwischen 540 - 600 nm gemessen. Dieses weit
verbreitete Verfahren war in der vorliegenden Arbeit nur eingeschrinkt einsetzbar, da vielfach
nicht-mikrobielle Feststoffpartikel wie etwa Phenanthrenkristalle und Bodenbestandteile sowie
Tensidmizellen die turbidometrischen Messungen extrem storten oder gar unmoglich machten
[SCHEPER 1991].

Die OD wurde beispielsweise bei einigen Toxizitéatstests durch Messung der Extinktion bei
546 nm bestimmt. Dazu wurde 1 mL Probe in eine Kiivette iiberfiihrt und die Extinktion gegen
einen Blindwert mit MMp,,, in einem Zweistrahl-Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron
Instruments, Neufahrn) bestimmt. Bei OD-Werten tiber 1 wurde die Probe verdiinnt.

Zur OD-Messung bei Experimenten zum Test des Einflusses von Dichlormethan auf das mikro-
bielle Wachstum wurde eine probenahmefreie Variante eingesetzt: Die Kultivierungen wurden in
300 mL Zwei-Schikane-Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, an die seitlich an den oberen Teil ein
kleines Reagenzglas angeschmolzen ist (sogenannte ,,Pinocchio-Kolben®) (s. Kap. 5.1.2). Diese
Erweiterung paBt, wenn der Kolben um 90° gekippt wird, genau in den Kiivetteneinsatz eines
tragbaren Kleinphotometers (LKB Biochrom Novaspec, Model 4049, Cambridge).
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3.5.1.5 Messung biologischer Aktivitit in Boden mittels Dehydrogenase-Test

Dehydrogenasen sind in Organismen ubiquitdr vorkommende Enzyme, die formal die Wasser-
stoffatom-Abspaltung von ihren Substraten katalysieren. Zum einen sind sie Komponenten von
Elektronentransportketten (Atmungsketten), katalysieren andererseits aber auch viele andere
wichtige Stoffwechselreaktionen. Von zentraler Bedeutung ist etwa ihre Beteiligung an der Oxi-
dation von Pyruvat zu Acetyl-CoA bei allen aeroben Organismen (Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex), wodurch die aus dem Hexoseabbau stammenden C3-Korper in den Tricarbonséure-
cyclus (TCC) eingeschleust werden [SCHLEGEL 1992, STRYER 1990]. Doch auch am TCC selbst
und einer sehr groflen Zahl weiterer kataboler Stoffwechselwege inklusive schadstoffabbauender
sind Dehydrogenasen involviert. So wurde kiirzlich eine cis-Biphenyl-Dihydrodiol-Dehydrogenase
aus S. yanoikuyae B1 nédher untersucht [EATON et al. 1996].

Der Dehydrogenaseaktivititstest wird hidufig dann eingesetzt, wenn beispielsweise die Lebens-
fahigkeit mikrobieller Kulturen getestet oder aber die mikrobielle Aktivitdt von Belebtschlamm-
oder Bodenproben ermittelt werden soll. Es existieren verschiedene Testvorschriften, die im
Prinzip auf dem Zusatz eines geeigneten Elektronenakzeptors beruhen (etwa TTC (Triphenylte-
trazoliumchlorid) oder INT (2-p-lodophenyl-3-p-nitrophenyl-5-phenyl-tetrazolium-chlorid)).
Dieser wird durch die Dehydrogenasen der Mikroorganismen reduziert, wobei die Reaktion
kolorimetrisch erfaBt werden kann. Eine gute Ubersicht der verschiedenen Methoden gibt ALEF
[1991].

Das eingesetzte Verfahren wurde von Ewald fiir Belebtschlammproben ausgearbeitet [EWALD et
al. 1987, STROTMANN et al. 1992] und von Oberbremer zur Messung der biologischen Aktivitit
von Bodensuspensionsproben adaptiert [CZESCHKA 1995, OBERBREMER 1990].

3.5.1.5.1 Vorbereitung von Bodensuspensionsproben

Die Kultivierungsproben wurden zuerst 10 min bei 5000 g (Kiihlzentrifuge Sigma 3K20, Braun,
Melsungen) zentrifugiert und der Riickstand in 1 mL Sepawet CE 5432-Losung (3 mg/L in
Pyrophosphatpuffer 2,8 g/L, pH 7) wiederaufgenommen und griindlich gemischt (1 min, Reax
200, Heidolph, hochste Stufe). Die Mikroorganismen hydrophobisieren in Gegenwart von
Kohlenwasserstoffen ihre Zellwédnde, deshalb mufte dieser Spiilvorgang zur Erleichterung des
Transportes des hydrophilen Farbstoffs in die Zellen durchgefiihrt werden [OBERBREMER 1990].
Nach erneuter Zentrifugation unter oben genannten Bedingungen wurde der Riickstand in 1 mL
H,0.s. wiederaufgenommen und direkt weiterverwendet.

3.5.1.5.2 Durchfiihrung des Dehydrogenaseaktivitdtstests

Die gewaschenen Bodenproben wurden in Reagenzgliser iiberfiihrt und 1 mL Resazurinlosung,
0,5 mL Pufferlosung A und 5 mL H,0O. zugegeben. Die Proben wurden anschlieBend bei 37°C
und 225 rpm im Brutschrank (Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert. Ebenso wurde eine
Blindprobe, die statt der Bodensuspension 1 mL H,Og. und zusitzlich bereits 1 mL Pufferlo-
sung B enthielt, angesetzt und inkubiert. Je Probe wurde zudem parallel ein zusitzliches Reagenz-
glas angesetzt, bei dem durch Zugabe von zwei Tropfen m-Kresol die biologische Reduktion des
Resazurins unterbunden wurde. So konnte die chemische Aktivitdt nach LIU und STRACHAN
[1977] festgestellt werden (zu den Losungen s. Kap. 7.3).

Nach erfolgter Verfarbung der Reaktionslosungen von blau nach rosa wurde die Reaktion durch
Zugabe von je 1 mL Pufferlosung B gestoppt. Die Proben wurden dann 20 min bei 5300 rpm zen-
trifugiert (Her#eus, Labofuge) und der Uberstand aller Ansitze in Quarzglaskiivetten bei 615 nm
im Spektrophotometer (Uvikon 922, Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen.
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Die Dehydrogenaseaktivitdat wurde nach folgender Gleichung berechnet:

o (EB/ind B Ege&) ((EBlmd - Echem.) J
Dehydrogenaseaktivitit=|| —————*R |-| ————* R [|* 1000 3)
Vol.x t Vol.x t
Egina = Extinktion der Blindprobe bei 615 nm
Eges. = Extinktion der Probe ohne m-Kresol bei 615 nm
Egem = Extinktion derselben Probe mit m-Kresol bei 615 nm
Vol. = Volumen in mL der Bodensuspensionsprobe
t = Inkubationszeit in h
R = mg Resazurin in der Probe ( = 0,075)

Die Dehydrogenaseaktivitit wird in der Einheit
[mg reduziertes Resazurin/LL Bodensuspension * h] angegeben.

Um festzustellen, wie gut der Test fiir die im Laufe der Arbeit erwarteten Bodensuspensions-
proben geeignet ist, wurde eine Kalibrationsgerade mit unterschiedlichen Zellzahlen/mL erstellt:

Dehydrogenaseaktivitit [mg red. Resaz./L Bodensusp. * h] =

(2,92 % 107'° £ 0,084 * 10™'°) * zugesetzte Zellzahl/mL + (0,28 + 0,005)
mit R*=0,995, S = 0,00754, N = 8 (0,5; 1; 2; 4; 5; 6; 8; 10 (jeweils * 108 Zellen/mL))

3.5.2 Bestimmung physikalischer und chemischer MefBigroen

3.5.2.1 Messung der Oberflichenspannung

Die Bestimmung der Oberflichenspannung ist in Arbeiten zum Schadstoffabbau mit Tensidzusatz
die gebriuchlichste Methode, um Aussagen iiber den Abbau des Tensids selbst zu gewinnen
[CZESCHKA 1995]. Eine Moglichkeit zu deren Online-Messung in Kultivierungslosungen ist je-
doch nicht bekannt [BUSCHMANN 1997]. Offline-Messungen haben jedoch den Nachteil, dal} die
tatsidchlichen Verhiltnisse im Bioreaktor nicht einwandfrei repriasentiert werden konnen.

Die Messungen der Oberflichenspannung wurden mittels der Ringmethode (nach Du Noiiy) mit
dem LAUDA Tensiometer TE (MeBgeridte-Werk Lauda, Lauda-Konigshofen) durchgefiihrt. Ein
MefBring (Platin-Iridium-Legierung, 6 cm Umfang) wird aus der zu messenden Losung heraus-
gezogen. Die dabei auf ihn wirkende Kraft wird mittels eines induktiven Kraftaufnehmers
registriert und das Signal in eine analoge Gleichspannung umgewandelt, die {iber einen y/t-Schrei-
ber als Melkurve ausgegeben wird. Die Bestimmungen erfolgten zweifach automatisch bis zum
Lamellenabrif3, wobei jeweils die Differenz zwischen dem Maximalwert und dem Nullwert (unbe-
netzter, frei in Luft hiangender Ring) fiir die Berechnung der Oberflichenspannung ¢ zugrunde-
gelegt wurde (gemidfl Lauda Tensiometer Bedienungsanleitung). Die Kalibration mit HyOpiges.
wurde wie die librigen Messungen bei 28°C durchgefiihrt und der Schreiberausschlag auf den
entsprechenden kalibrierten Skalenwert angeglichen. Nach LIDE und KEHIAIAN 1994 ist Gu,0, 23°c =
71,5 mN/m. Die berechneten Oberflachenspannungen wurden nach der Gleichung

Gkorr. = OmeB. - Ac (4)

mit dem Harkins-Jordan-Faktor Ac, der aus der Anleitung zu entnehmen war, korrigiert.
Zur Bestimmung der Oberflichenspannung wurden je 9 mL Probe direkt nach der Entnahme in
ein Glasschilchen pipettiert, auf die Kultivierungstemperatur von 28°C gebracht und vermessen.
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Nach der Bestimmung wurden sdmtliche mit der Probe in Kontakt gekommenen Bestandteile
dreifach mit H,O.5 und Aceton gereinigt. Weitere Informationen sieche GESNER 1997, MENGE
1996 und MULLER 1996.

3.5.2.2 Durchfiihrung der 2D-Fluoreszenzmessungen

Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Hilmer und Marose durchgefiihrt, weshalb
fiir eine ausfiihrlichere Darstellung auf folgende Literaturstellen verwiesen wird [HILMER 1996,
MAROSE 1995 und 1999].

Fiir die Untersuchungen wurde das kommerziell erhiltliche Fluoreszenz-Spektralfluorometer
F-4500 (Hitachi, Ltd., Tokyo) eingesetzt. Urspriinglich nur fiir Messungen mit Kiivetten aus-
gelegt, wurde es durch Ankopplung eines 1 m langen Fliissiglichtwellenleiters (Typ 300, Lumatec,
Denzlingen) auch moglich, aulerhalb der MeBkammer Fluoreszenzspektren aufzunehmen.

Zur Messung wird prinzipiell eine Exzitationswellenldnge auf die Probe gestrahlt und das Emis-
sionsspektrum aufgenommen, dann wird die Exzitationswellenldnge einen Schritt erhoht und
erneut die Emission registriert usw. Das Resultat a6t sich graphisch als ein 3D-Diagramm dar-
stellen, bei dem die beiden Wellenldingen Ag, und Ag, auf der X- bzw. Y-Achse liegen, wihrend
die Fluoreszenzintensitit in der Z-Achse aufgetragen wird (s. Abb. 6).

Offline-Messungen wurden sowohl mit einer Fluoreszenzkiivette (Hellma) als auch in einem
neuen 10 mL MeBreaktor durchgefiihrt [MAROSE 1999], wihrend fiir die Online-Aufnahme von
Fluoreszenzspektren am Bioproze3 eine DurchfluBmeRzelle eingesetzt wurde [SCHEPER 1991].
Durch einen PC 486 DX/2-Computer kann das Fluoreszenz-Spektralfluorometer konfiguriert und
die anfallenden Daten gespeichert und fiir eine erste vorldaufige Betrachtung visualisiert werden.
Bei den Offline-Messungen wird dabei das BioView-Programm benutzt, welches Daten im
ASCII-Format liefert, die mittels Microsoft Excel weiterverarbeitet werden konnen. Damit lassen
sich farbige 2D-Fluoreszenzspektren graphisch darstellen, deren Perspektive verdndern oder
Fluoreszenzintensitidtsverinderungen eines Wellenldngenpaares (Ag./Aex) iber verschiedene
Messungen extrahieren. Tabelle 8 gibt die verwendeten Geriteeinstellungen bei den Offline-
Messungen wieder, wihrend Abb. 6 Fluoreszenzdaten in unterschiedlichen Darstellungsformen
zeigt.

Tab. 8: Einstellung der Geriteparameter des Fluoreszenz-
spektrophotometers wihrend der Offline-Mes-
sungen.

Kiivette / 10 mL MeBreaktor
Photomultiplierspannung 700 V
Scangeschwindigkeit 30000 nm/min

Exzitation Emission
erfalite Wellenldngen 230 -500 nm | 250 - 650 nm
Schrittweite 10 nm 10 nm
Slit 10 nm 20 nm

Auf Abweichungen wird an entsprechender Stelle hingewiesen.
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Abb. 6:  Isometrische Projektion (oben) und die in der Arbeit verwendete Form des
Konturliniendiagramms (unten) am Beispiel einer Probe von MMg,,, mit
100 mg/L Phenanthren.
Bereiche gleicher Fluoreszenzintensitit sind mit der gleichen Farbe ver-
sehen. Bei den quer durch die Graphiken laufenden Maxima (Ex. = Em.
und Ex. = 2 * Em.) handelt es sich um Streulicht. Die drei Fluoreszenz-
maxima von Phenanthren sind bei Ag, =350, 330, 310 nm und Ag, =
400 nm zu erkennen.
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3.5.2.3 Messung des pH-Wertes

pH-Bestimmungen wurden offline mit einer Gelelektrode (Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz)
durchgefiihrt, die an die Steuereinheit des Biostat B-Bioreaktors (Braun, Melsungen) an-
geschlossen war. Die Kalibration wurde mittels entsprechender Pufferlosungen im neutralen bis
sauren Bereich (pH 7,0 / pH 4,01 oder pH 5,0) vorgenommen.

Zur Bestimmung des pH-Wertes wurde eine Probe von mindestens 1 mL genommen und ziigig
gemessen. Zwischenzeitlich wurde die Elektrode in 3 M Kaliumchloridlosung aufbewahrt.

3.5.2.4 Bestimmung der Phosphationenkonzentration

Zur Messung der Phosphatkonzentration wurde der Merck (PMB) Phosphortest eingesetzt, mit
dem sich selektiv Phosphat nachweisen ld3t. Das Prinzip beruht auf zwei Reaktionsschritten. Zu-
erst bildet sich in schwefelsaurer Losung aus Phosphat- und Molybdat-Ionen Molybdato-phos-
phorséure, die anschlieBend mit Ascorbinsdure zu Phosphormolybdédnblau (PMB) reduziert wird.
PMB wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 712 nm erfa3t; mittels einer Kalibrations-
geraden kann dann der Phosphatgehalt der Probe bestimmt werden.

3.5.24.1 Vorbereitung der Arbeitsgerdite und Probenahme

Glasgerite wurden mit einem phosphatfreien Reinigungsmittel gespiilt. Ca. 1,3 mL der Boden-
suspensionsproben wurden sofort 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Gerite-
bau Eppendorf GmbH, Engelsdorf) und der Uberstand bei -20°C tiefgefroren (s. Kap. 3.7.5.5.3).

3.5.24.2 Durchfiihrung der Phosphatanalytik

Nach dem Auftauen wurden die Proben im Verhiltnis 1:400 mit H,Opizes. verdiinnt und je 1 mL
der resultierenden Losung in einer Plastikeinmalkiivette mit 1 Tropfen Reagenzlosung P-1A ver-
mischt. Im Anschlufl daran wurde in alle Proben die gleiche Menge Reagenz P-2A zugesetzt, von
dem vorher eine wissrige Losung hergestellt worden war (Reagenzien s. Kap. 7.3). Laut Arbeits-
anweisung sollte in jeden Testansatz eine kleine Spatelspitze des Reagenzes zugesetzt werden. Es
wurde jedoch festgestellt, das sich durch Herstellung einer Stammlosung und definierterer Zugabe
bessere Ergebnisse erzielen lassen. Parallel dazu wurde auch ein Blindwert, bei dem statt der
Probe 1 mL H,Opiqs. vorgelegt worden war, angesetzt. Alle Ansidtze wurden griindlich gemischt
und innerhalb von 10 bis 30 min bei 712 nm im Spektrophotometer (Uvikon 922, Kontron
Instruments, Neufahrn) vermessen.

Zum Ansatz des Phosphat-Standards wurde 0,2866 g bei 105°C getrocknetes KH,PO, mit
H,Opigesr. unter Zusatz von 2,5 mL H,SO, (p = 1,84 g/mL) auf 1000 mL aufgefiillt (entspricht
200 mg PO,”) und daraus durch geeignete Verdiinnung die Kalibrationswerte von 0,5 bis
12,5 mg/L angesetzt. Eine typische resultierende Geradengleichung war:

Phosphat [mg/L] = (6,37 £ 0,025) * E712 wm - (0,009 £ 0,0259)
mit R* = 0,99991, S = 0,04961, N = 8 (0; 0,5; 1; 2; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/L Phosphat)
3.5.2.5 Bestimmung des Gehalts anorganischer Stickstoffverbindungen

3.5.2.5.1 Ermittlung des Nitritgehaltes

Nitritgehalte iiber 0,6 mg/L storen den Nitratnachweis (s. Kap. 3.5.2.5.2). Daher wurde stich-
probenartig gemall der DIN-Vorschrift 38 405, Teil 10 (iibergegangen in DIN EN 26 777) der
Nitritgehalt verschiedener Kultivierungsproben bestimmt. Der Test basiert auf der Diazotierung
von Nitrit und Sulfanilamid bei einem pH-Wert von 1,9 und anschlieBender Kupplung mit Naph-
thylamin unter Bildung eines rosa gefarbten Azofarbstoffs, der photometrisch erfait werden kann.
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Probenahme und -aufbereitung erfolgte gemill den Angaben in Kap. 3.5.2.4 zur Phosphatanalytik.
1000 pL Probelosung oder fiir den Blindwert H,Opiqe. Wwurde in Plastikeinmalkiivetten mit 25 pL
Reagenzlosung vermischt und 225 pL H;PO4 bzw. ggf. HyOpigesr. zugesetzt, so dal der pH-Wert
1,9 betrug (s. Kap. 7.3). Nach 20 - 120 min wurden die Extinktionen der gut gemischten
Losungen bei 540 nm gemessen (in Doppelbestimmung). Fiir die Bezugsgerade wurden geeignete
Verdiinnungsstufen einer NaNO,-Losung hergestellt und wie oben angegeben vermessen:

NO> [mg/L] = (1,23 £0,007) * Es49 mm + (0,006 £ 0,0017)
mit R* = 0,99981, S = 0,00327, N = 8 (0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,7 mg/L NaNO,)
In den untersuchten Proben konnte kein Nitrit nachgewiesen werden (s. Kap. 5.3.1 und 5.3.2).

3.5.2.5.2 Bestimmung des Nitratgehaltes

Der Nitratgehalt von Kultivierungsproben wurde nach der DIN 38 405, TEIL 9 bestimmt: In
schwefel- und phosphorsaurer Losung reagieren die Nitrat-Ionen mit zugesetztem 2,6-Dimethyl-
phenol zu 4-Nitro-2,6-dimethylphenol, welches photometrisch bei 324 nm vermessen werden
kann.

Probenahme und -aufbereitung erfolgte ebenfalls wie bei der Phosphatanalytik beschrieben.
150 pLL Probe wurde in Plastikeinmalkiivetten pipettiert und durch Zugabe von 1200 pL Saure-
mischung und 150 pL Dimethylphenol-Losung die Nachweisreaktion gestartet (in Doppelbestim-
mung) (s. Kap. 7.3). Auf die Vorbehandlung der Proben mit Amidosulfonsdure zur Reduktion des
den Nachweis storenden Nitrits konnte, wie im Kapitel 3.5.2.5.1 beschrieben, verzichtet werden.
Die Reaktionslosung wurde gut vermischt und nach 10 - 60 min die Extinktion der Losungen bei
324 nm vermessen. Eine Kalibrationsreihe wurde durch geeignete Verdiinnungen einer KNO;-L6-
sung aufgestellt, die typischerweise wie folgt zu beschreiben war:

NOs [mg/L] = (80,10 £ 2,596) * Ez24 nm + (10,76 £ 3,740)
mit R* = 0,99686, S = 4,6482, N = 5 ((0); 13,3; 66,7; 106,7; 146,7; 200 mg/L KNO5)

Bei der Auswertung wurde der Fehler durch Verwendung von Plastikeinmalkiivetten ebenfalls be-
riicksichtigt, in dem die Extinktion vor Zugabe der Nachweislosung bestimmt und vom gemes-
senen Endwert abgezogen wurde.

3.5.25.3 Messung des Gehaltes an Ammonium

Die Bestimmung von NH;" wurde gemiB der DIN 38 406, TEIL 5 durchgefiihrt. Bei einem pH
von 12,6 reagieren die vorliegenden Ammoniumionen mit Hypochlorit- und Salicylationen zu
einem photometrisch bei 655 nm zu detektierenden blauen Farbstoff. Natriumpentacyanonitrosyl-
ferrat dient dabei als Katalysator. Die Hypochloridionen werden im Alkalischen durch die Hydro-
lyse der Ionen der Dichlorisocyanursidure gebildet.

Die Probenahme und -aufbereitung erfolgte wie in Kap. 3.5.2.4 beschrieben. Die Proben wurden
vor der Analyse 1:100fach verdiinnt und je 1 mL in eine Plastikeinmalkiivette pipettiert. Nach
Zusatz von 100 pL der Salicylat-Citratlosung und der gleichen Menge frisch angesetzter Rea-
genzlosung wurden die Ansidtze gemischt und nach 1 bis max. 3 h photometrisch vermessen (s.
Kap. 7.3). Als Blindprobe wurde wieder 1000 pL H,Opiqes. €ingesetzt. Der Kiivettenfehler wurde
auch hier gemill den Angaben im Kap. 3.5.2.5.2 beriicksichtigt. Zur Kalibration wurden Di-
ammoniumsulfatlosungen in Konzentrationen von 0 - 1,4 mg/L unter mit den Proben identischen
Bedingungen vermessen:

NH," [mg/L] = (1,27 £ 0,005) * Esssun - (0,01 £0,003)
mit R* = 0,99991, S = 0,00528, N = 8 (0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; (0,8); 1; 1,2; 1,4 mg/L (NH,),SO,)
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3.5.2.6 Bestimmung des Glucosegehaltes

Die Glucosekonzentrationen von Kultivierungsproben der Vorkulturuntersuchung wurden mit
einem enzymatischen UV-Test der Firma Boehringer, Mannheim gemessen. Dabei wird zuerst der
Analyt Glucose durch Hexokinase unter ATP-Verbrauch zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert,
welches dann durch eine spezifische Dehydrogenase unter NADP*-Reduktion zu D-Gluconat-6-
phosphat oxidiert wird. Die entstehenden, photometrisch me3baren Reduktionsdquivalente sind
zur D-Glucosekonzentration der Probe dquivalent, welche dann mittels einer Berechnungsformel
bestimmt werden kann (s. D-Glucose/D-Fructose UV-Testkit, Best. Nr. 139 106, Boehringer
Mannheim).

Die Anwendbarkeit des Tests bei den phenanthrenhaltigen Proben wurde durch verschiedene, in
der Anleitung aufgefiihrte Erkennungsmethoden fiir Stérungen verifiziert (gemall Kap. 7.1 - 7.3
Testkit-Anleitung).

Je 1 mL Probelosung wurde direkt nach der Probenahme bei -20°C tiefgefroren und gelagert. Vor
der Bestimmung wurden alle Eppendorfreaktionsgefile gemi3 der Testvorschrift fiir 15 min auf
80°C erhitzt, um alle enzymatischen Reaktionen zu stoppen. Die Messung erfolgte in Plastik-
kiivetten gemdll der Durchfiihrungstabelle aus der Anleitung, jedoch mit halbiertem Volumen.
Mittels eines Zweistrahl-Spektralphotometers (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn)
wurden die Extinktion Eas ., bestimmt und dann der Glucosegehalt berechnet.

3.5.2.7 Bestimmung des PAK-Gehaltes

Im Rahmen der Arbeit wurden die Abbauversuche hauptsichlich mit Phenanthren durchgefiihrt.
Zur Charakterisierung des angereicherten Konsortiums wurden jedoch auch Abbauversuche mit
einem Drei-Komponenten-Gemisch, welches zusitzlich noch Pyren und Benzo[ghi]perylen
enthielt, vorgenommen. Da in verschiedenen Gefilen zu unterschiedlichen Zwecken mit
differierenden Schadstoffen diverse Kultivierungen durchgefiihrt wurden, werden im folgenden
mehrere Vorgehensweisen beschrieben.

3.5.2.7.1 Entnahme und Vorbereitung von schadstoffhaltigen Proben

Eine représentative und reproduzierbare Analytik von PAK-haltigen Medien gelingt nur, wenn
diese zum Zeitpunkt der Probenahme optimal durchmischt werden. Das kann bei Schiittelkolben-
versuchen im Gegensatz zu Bioreaktorexperimenten nicht gewihrleistet werden. Daher wurde,
mit Ausnahme der Wachstumsuntersuchung von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur (s. Kap. 5.1.1),
auf die Methode der Aufarbeitung eines ganzen Kolbeninhalts je Probenahme zuriickgegriffen
[KEUTH 1990]. Dazu wurden 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben eingesetzt, die zur Ver-
hinderung des Austrags von PAK mit Schraubdeckeln und Teflondichtungen verschlieBbar waren.
Bei der Probenahme wurden durch Zugabe von 20 pL. 3 M HCI je mL Kultivierungsmedium die
biologischen Prozesse abgestoppt und eine definierte Menge Anthracen-Stammlosung (3 mg/mL
in CH,Cl,) zugesetzt. Bis zur Aufarbeitung wurden die Kolben im Kiihlschrank bei +4°C gelagert.
Im Gegensatz dazu wurden zur Untersuchung des Wachstums von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur
jeweils 6 mL Kultivierungsmedium aus 500 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben entnommen und
zur Bestimmung des Schadstoffgehalts eingesetzt. Nach Zusatz von HCI und Anthracen-Standard
wurden die Probeflaschen bis zur Aufarbeitung bei +4°C gelagert.

Bei den Fliissigkultivierungen im Bioreaktor wurden von der Probe je 10 mL in mit 200 uL 3 M
HCI versehene Braunglasflaschen pipettiert. Zur Erfassung des noch an den Glaswandungen der
Pipette adsorbierten Phenanthrens wurde der Schadstoffrest mit etwas H,Og.. in die Braun-
glasflasche gespiilt. Den Proben wurde dann wieder eine definierte Menge Anthracen-Stamm-
16sung als interner Standard zugesetzt und bei +4°C kurzzeitig gelagert.
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Die Menge der mit der abgestumpften Glaspipette gezogenen 10%igen Bodensuspensionen wurde
durch Differenzwégung der Braunglasflasche vor und nach der Probenahme bestimmt. Nach Zu-
satz einer entsprechenden Menge 3 M HCI sowie des Anthracen-Standards wurden die Fldsch-
chen bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C im Tiefkiihlschrank eingefroren.

Die Proben, die im Rahmen von Voruntersuchungen anfielen, wurden nach Zusatz des internen
Standards direkt extrahiert.

3.5.2.7.2 Extraktion der PAK

Proben mit fliissigem Medium:

Die Proben wurden im 50 mL Scheidetrichter dreimal fiir 1 min per Hand mit dem insgesamt
gleichen Volumen Dichlormethan ausgeschiittelt, wobei die organischen Phasen in einem 100 mL
Spitzkolben vereinigt wurden. Vor allem bei hoheren Tensid- und / oder Biomassekonzentra-
tionen traten dabei Emulsionen auf, die sich entweder bei lingerem Stehenlassen auflosten oder
durch fiinfminiitiges Gefrieren bei -20°C gebrochen werden konnten. Das Dichlormethan wurde
anschlieend mittels eines Rotationsverdampfers (OB 2001, Fa. Heidolph) bei 600 mbar und 40°C
bis fast zur Trockene abgezogen und der verbleibende Riickstand einer Festphasenextraktion zu-
gefiihrt.

Proben mit 10%iger Bodensuspension:

Die Proben der Kultivierungen mit Bodensuspension wurden zur Extraktion der PAK aus den
Braunglasflaschen in 100 mL Mensuren quantitativ iiberfiihrt. Diese wurden dann auf einem
Reziprokschiittler (Lab-Shaker, Fa. Adolph Kiihn AG) befestigt und fiir 30 min bei 170 rpm
extrahiert. AnschlieBend wurde die untere organische Phase iiber einen mit einem Wattestopfen
versehenen Glastrichter in einen Spitzkolben iiberfiihrt. Dieser Schritt diente zur Sicherheit, um
eventuell aus der Mensur abgelassenen Boden aufzufangen. Die Extraktion wurde noch zweimal
mit je 10 mL Dichlormethan wiederholt. Zum Abschlufl wurde der Wattefilter noch dreimal mit je
2 mL Dichlormethan gespiilt. Dann wurde das im Spitzkolben vereinigte Losemittel, wie im vor-
hergehenden Absatz beschrieben, abgezogen und der Riickstand durch Festphasenextraktion auf-
gereinigt.

Zur Bestimmung der zeitlichen Adsorption des Phenanthrens an den Boden wurde der gesamte
Inhalt eines 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolbens (47 mL Suspension) direkt nach dem Ver-
such in die Mensur iiberfiihrt und der Kolben mehrfach mit insgesamt 20 mL. Wasser und 15 mL
Dichlormethan gereinigt. Nach Zugabe dieser Spiilfliissigkeiten wurde der Anthracen-Standard
mit einer Hamilton-Spritze zugesetzt (51 pL pro Mensur, 10 mg/mL in Dichlormethan) und, wie
bereits bei den Kultivierungsproben mit 10% Bodensuspension beschrieben, mit der Aufarbeitung
fortgefahren. Statt 10 wurden dabei aber jeweils 15 mL Dichlormethan eingesetzt und fiir 2 h ex-
trahiert.

In Zusammenarbeit mit GEBNER [1997] wurde nach der beschriebenen Methode die kiirzeste
Schiittelzeit fiir Bodensuspensionsproben bestimmt. Danach wird nach 3mal 1 min Schiitteln per
Hand nur 68,8 + 2,5 Prozent des eingesetzten Phenanthrens, bei 3 mal 30 min per Schiittler aber
77,5 £ 3,1 Prozent wiedergefunden. Durch eine Steigerung der Schiittelzeit auf 3 mal 2 h konnte
keine weitere Erhohung der Ausbeute erreicht werden.
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Durchfiihrung der Festphasenextraktion:

Der nach dem Abrotieren im Spitzkolben verbliebene Riickstand wurde in 1 mL Dichlormethan
wiederaufgenommen und auf die mit 1 mL Methanol und anschlieBend 4 mL Dichlormethan kon-
ditionierte Silikagelsdule (200 mg/ 3 ml, Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL und spiter ICT,
Internationale Chemie-Technik GmbH, Bad Homburg) gegeben. Die Probe wurde in einem 50 mL
Spitzkolben aufgefangen und durch Zusatz von ca. 4 - 5 mL Dichlormethan unter leichtem Druck
(max. 100 mbar) geflasht. Im Anschlufl daran wurde das Dichlormethan am Rotationsverdampfer
abgezogen und der Riickstand in 5 mL Dichlormethan wieder aufgenommen, wovon ca. 4 mL als
Reserve in ein Braunglasflischchen und 1 mL in ein Autosamplervial {iberfiihrt wurden. Bis zur
Messung wurden die Proben bei +4°C, bei langerer Lagerung bei -20°C aufbewabhrt.

Die Festphasenextraktion diente dazu, polare Substanzen, die die GC-Sdule oder das MS
schddigen konnten, zu eliminieren [SCHNABEL 1995]. Durch den Einsatz der Silikagelsdulchen
werden die polaren Bestandteile zuriickgehalten, wihrend apolare Substanzen wie die PAK
nahezu quantitativ eluiert werden konnen.

3.5.2.7.3 Bestimmung des Schadstoffgehaltes mittels GC-MS

Die PAK-Analytik wurde mit einer von BRINKMANN [1996] und SCHNABEL [1995] etablierten,
leicht modifizierten Meflmethode an einem GC-MS durchgefiihrt. Die beiden Komponenten
stammen von der Firma Hewlett-Packard (Waldbronn):

Gaschromatograph: Modell 5890 2
Quadrupol-Massenspektrometer: Modell 5972 A

Die Probenaufgabe erfolgte durch einen von der gleichen Firma gelieferten Autosampler.
Autosampler: Modell 5960

Das dazu von HP gelieferte Progammpaket, das einerseits zur Geritesteuerung und andererseits
zur Datenerfassung bzw. -verarbeitung dient, wurde auf einem 486 PC installiert.
Software: HP G1034C MS ChemStation C.02.03

In Tabelle 9 sind die Geriteeinstellungen fiir die Bestimmung der Proben mit Phenanthren und mit
den Drei-PAK-Komponenten aufgelistet.

Durch Vermessung von Kalibrationsstandards mit Phenanthren und Anthracen wurde die Me-
thode getestet. Eine typische Geradengleichung ist:
Phenanthren [mg/L] = (7,46¢”" +1,430e®) * Area - (0,854 +0,942)

mit R* = 0,9978, S = 1,9171, N = 8 (0,0 (0); 0,002 (1); 0,01 (5); 0,02 (10); 0,05 (25); 0,1 (50); 0,15 (75); 0,2 (100)
g/L (mg/L) Phenanthren mit je 0,08 g/L (10 mg/L) Anthracen

(Die Zahlen in Klammern geben die Ursprungsgehalte im Kultivierungsmedium wieder.)

Die Wiederfindungsraten von Phenanthren in Fliissigproben war 86,4% =+ 0,8%, die der Boden-
suspensionsproben 35,8% + 0,3%.
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Tab.9:  Geriteeinstellungen des GC-MSD (modifiziert nach [SCHNABEL 1995] und [MENGE 1996])
Phenanthren Phenanthren, Pyren,
Benzo[ghi]perylen

Injektionsvolumen 1 pL 1 pL

Liner Single Taper Liner Single Taper Liner
Injektortemperatur 300°C 300°C

Split splitless 30 mL/min
Chromatographiesiule HP-5MS, 30 m % 0,25 mm HP-5MS, 30 m * 0,25 mm
Carriergas Helium 4.6 Helium 4.6

Trigergasdruck/-fluBrate

104 kPA/ 1,68 mL/min

104 kPA/ 1,68 mL/min

Temperaturprogramm

60°C: 1 min
20°C/min bis 150°C
5°C/min bis 210°C
20°C/min bis 310°C
310°C: 10 min

60°C: 1 min
20°C/min bis 150°C
5°C/min bis 210°C
20°C/min bis 310°C
310°C: 15 min

Solvens Delay

5 min

5 min

Elektronen-Multiplier-Spannung

gemdl Standard Sensitive
Autotune

gemil Standard Sensitive
Autotune

Modus

Gruppe 1 Dwell: 65 ms
Gruppe 2 Dwell: 45 ms
Gruppe 3 Dwell: 65 ms
Gruppe 4 Dwell: 33 ms
Gruppe 5 Dwell: 65 ms
Gruppe 6 Dwell: 45 ms
65 ms
Gruppe 8 Dwell: 26 ms

Gruppe 7 Dwell:

SIM

ab 5 min: 136/128/64

ab 7,5 min: 154/153/152/76

ab 9 min: 166/165/83

ab 10,5 min: 178/176/152/89/76
ab 13,5 min: 202/200/101

ab 18 min: 228/226/114/101

SIM

ab 5 min: 136/128/64

ab 7,5 min: 154/153/152/76

ab 9 min: 166/165/83

ab 10,5 min: 178/176/152/89/76
ab 13,5 min: 202/200/101

ab 18 min: 228/226/114/101

ab 22 min: 252/250/126

ab 28 min:
278/276/274/139/138/137

3.5.2.8 Bestimmung des Tensidgehaltes

3.5.2.8.1 Analytik von Texapon® N25

Das synthetische Tensid Texapon® N25 wurde nach der Europiischen Norm EN 903 ,Be-
stimmung von anionischen oberflichenaktiven Stoffen durch Messung des Methylenblau-Index
MBAS®, die den Status einer Deutschen Industrie Norm hat, bestimmt. Das Verfahren eignet sich
besonders fiir Sulfate und Sulfonate und wird sowohl bei der Trink-, Oberflichen- als auch bei der
Abwasseranalyse eingesetzt.

Das Prinzip des Verfahrens beruht auf der Bildung eines Tensid-Methylenblau-Komplexes. In
alkalischer Losung bilden sich Salze aus dem Farbstoff und Texapon® N25. Zur Beseitigung von
Storungen wird die Probe mit Chloroform extrahiert und diese dann mit einer sauren
Methylenblau-Losung geschiittelt. Die Extinktion des blauen Komplexes in der organischen Phase
wird bei 650 nm photometrisch ermittelt. Uber eine mit Natriumdodecylsulfat aufgestellte
Kalibrationsgerade kann dann der Methylenblau-Index MBAS in mg/L ermittelt werden.
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Ausfiihrung und Vorbereitung der Arbeitsgerite:

Um Tensidverluste durch Adsorption zu minimieren, bestanden die zur Analytik von Texapon®
N25 eingesetzten Gefidle und Gerite aus Glas. Alle wurden vor dem Einsatz mit einer Methanol /
Salzsdurelosung (1/1 (v/v)) von anderen oberflichenaktiven Stoffen gereinigt und - nach
intensiver Spiilung mit H,Oy. - getrocknet.

Vorbereitung von Kultivierungsproben:

Die aus den Kultivierungen stammenden, mit HCI konservierten Proben wurden zur Entfernung
von storenden Zellbestandteilen und anderen Schwebstoffen mittels einer Glasmembranfiltrations-
anlage (250 mL, Fa. Sartorius AG, Géttingen) im Wasserstrahlpumpenvakuum durch eine Teflon-
Membran (0,22 pm Porendurchmesser, Typ GVWP, Millipore) filtriert. Die Membran wurde
dann mit 70 - 80 mL H,Oy. gespiilt, Original- und Spiillosung wurden anschlieBend in einem
MefBkolben auf 100 mL aufgefiillt. Da die Konzentration der oberflichenaktiven Substanzen in
diesem Volumen 20 - 200 pg betragen sollte, wurden - je nach zu erwartender Tensidkonzentra-
tion - Probeldsungen zwischen 1 und 15 mL eingesetzt.

In Zusammenarbeit mit MENGE [1996] wurde festgestellt, dal die Membranfiltration zu einer
deutlichen Verbesserung der Ergebnisse fiihrt: Proben gleicher Tensidkonzentration, aber unter-
schiedlicher Zellzahlen wurden unfiltriert und filtriert vermessen. Die Standardabweichung bei
fiinf Ansdtzen konnte dadurch von 9,12% auf 2,42% gesenkt werden (Doppelbestimmung).
AuBerdem konnte gezeigt werden, daf3 durch Zelllyse keine die Analytik storenden Substanzen
freigesetzt werden bzw. der Teflonfilter keine Tenside adsorbiert.

Durchfiihrung der Tensidanalytik:

Die jeweiligen Probelosungen oder 100 mL H,Opg.. als Blindwert wurden in einen 250 mlL-
Scheidetrichter {iiberfiihrt, der nach Zusatz von 5 mL neutraler Methylenblau-Losung, 10 mL
Na,CO,/NaHCO;-Pufferlosung und 15 mL Chloroform gleichmifig eine Minute lang in waage-
rechter Position geschiittelt wurde (s. auch Kap. 7.3). AnschlieBend wurde die organische Phase
in einen zweiten Scheidetrichter, in dem 110 mL H,Ogy. und 5 mL saure Methylenblau-Losung
vorlagen, abgelassen und wie zuvor geschiittelt. Nach dem Ablassen der organischen Phase in
einen 50 mL MefBkolben wurde sowohl die neutrale als auch die saure Methylenblau-Ldsung noch
je zweimal mit 10 mL Chloroform ausgeschiittelt und alle organischen Phasen im Mefkolben
vereinigt. Zur Adsorption von Wasserresten wurde das organische Losemittel dabei immer iiber
einen mit Chloroform getrankten Wattefilter in den MeBkolben filtriert. Nach Auffiillung bis zur
Eichmarke wurde die Losung bei 650 nm im Zweistrahl-Spektrophotometer (Uvikon 922,
Kontron Instruments, Neufahrn) gegen Chloroform vermessen.

Zur Kalibration wurde Natriumdodecylsulfat in unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt. Die
folgende Gleichung gibt eine Kalibrationsgerade wieder:

Tensid [g/L] = (1,35 £ 0,015) * Ess0m + (0,011 £0,010)
mit R* = 0,99961, S = 0,01259, N = 5 (0; (0,1738); 0,3476; 0,6952; 1,0428; 1,3904 g/L SDS)

MENGE [1996] stellte durch den Vergleich von Kalibrationsgeraden von H;Og.y mit denen von
MMg,.,. fest, dal das Medium keinen Einflufl auf die Tensidanalytik ausiibt.

3.5.2.8.2 Qualitativer Nachweis der Sophoroselipide mittels Diinnschichtchromatographie

Zur Erfassung qualitativer Verdnderungen der Sophoroselipidmischung wurde die Diinnschicht-
chromatographie eingesetzt. Dazu wurden zwei Methoden verwendet, die auf unterschiedlichen
Chromatographieplatten und verschiedenen Laufmitteln basieren. Diese sind in Tabelle 10a
wiedergegeben.
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Tab. 10a:  Zur Diinnschichtchromatographie eingesetzte Methoden

Chromatographieplatte | DC-Fertigplatten RP-18 Fys,S DC-Alufolien Kieselgel 60 Fys4
(E. Merck, Darmstadt) (E. Merck, Darmstadt)
Laufmittel Methanol / Wasser (9/1 (v/v)) Chloroform / Methanol / Wasser
(65/15/20 (v/v/v))

Die wissrigen Kultivierungsproben und die Sophoroselipidstammlosungen wurden dabei in
unterschiedlichen Mengen auf die Chromatographieplatte aufgetragen (zwischen 5 - 100 pL, je
nach Konzentration), die dann entwickelt wurden.

Tab. 10b:  Anfarbung der Chromatographieplatten

Anfirbung - entwickelte und getrocknete Platten werden kurz in eine Losung
aus Anisaldehyd / Schwefelsdure / Essigsdure (1/2/100 (v/v/v))
getaucht und anschlieend

- mit einem HeiBluftgebldse solange im Luftstrom auf ca. 150°C
erhitzt, bis die Spots sichtbar werden

Literatur KREBS et al. [1967]

3.5.2.8.3 Quantitativer Nachweis der Sophoroselipide mittels Anthronmethode

Der Einsatz von Anthron zur Messung von Kohlenhydraten ist schon seit geraumer Zeit bekannt
[MOMOSE et al. 1957, JERMYN 1975]. Wodarczak und Buschmann etablierten darauf aufbauend
ein MeBverfahren zur quantitativen Bestimmung von Alkylpolyglucosiden [BUSCHMANN und
WODARCZAK 1995, WODARCZAK und BUSCHMANN 1995]. Die Methode basiert auf der Hy-
drolyse des Tensides in stark saurer Losung und anschlieBender Reaktion mit Anthron zu einem
griin gefiarbten Komplex, der photometrisch bei 620 nm erfal3t werden kann.

Probenahme und Vorbereitung:

Bei den Fliissigkultivierungen mit Sophoroselipidkonzentrationen iiber der CMC wurden 2 mlL,
bei denen unterhalb der CMC 10 mL Probe in Braunglasflaschen gefiillt, zur Konservierung je
20 pL 3 M HCl/mL Volumen zugesetzt und bis zur Analyse bei 4°C gelagert. Bei den Bodensus-
pensionskultivierungen wurden etwa 2 mL in eine 4 mL Braunglasflasche abgefiillt und bei -20°C
gelagert. Die Vorbereitung der GlasgefiBe wurde entsprechend den Angaben zur Texapon® N25-
Analytik durchgefiihrt (s. Kap. 3.5.2.8.1). Am Vortag wurde jeweils die Anthronreagenzldosung
angesetzt (s. Kap. 7.3).

Durchfiihrung der Anthronmethode:

Je 1 mL Probe wurde in einen 100 mL Erlenmeyerkolben gegeben. Bei den Proben der Kulti-
vierung unterhalb der CMC wurden die gesamten 10 mL in den Kolben iiberfiihrt, durch Er-
hitzung auf 60°C das Wasser moderat abgedampft und der Riickstand in 1 mL H;Opize. Wieder-
aufgenommen. Bei den Bodensuspensionsproben wurden jeweils 1,2 g eingewogen.

Im Anschluf} daran erfolgte die Zugabe von 1 mL konz. Salzsdure, 100 pL. konz. Ameisensidure
und 8 mL Anthronreagenzlosung. Die Kolben, die zur Verminderung von Verdampfungsverlusten
mit Glasplatten abgedeckt worden waren, wurden fiir genau 12 min in ein siedendes Wasserbad
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gestellt und anschlieBend in einem Eisbad abgeschreckt. Bei den fliissigen Proben wurde ein Teil
der griinblau gefarbten Losung in Glasflaschchen tiberfiihrt, die dann 5 - 15 min im Ultraschallbad
zur Entfernung storender Gasblasen behandelt wurden. Demgegeniiber wurde ein Aliquot der
Losung der Bodensuspensionsproben in ein Eppendorfreaktionsgefil3 iiberfiihrt, zentrifugiert
(10 min bei 14.000 rpm (Labofuge, Fa. Eppendorf)) und anschlieBend 10 min im Ultraschallbad
entgast.

Die Extinktion der Losungen wurde bei 620 nm mit einem Zweistrahl-Spektrophotometer (UVI-
KON 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen.

Als Blindwert wurde 1 mL MMg,,, anstelle der Probe eingesetzt. Die Kalibration erfolgte mit
Glucose in MMg,,, (bei den zehnfach ankonzentrierten Proben wurden jeweils zehnfach konzen-
trierte Saline eingesetzt):

Glucose [mg/L] = (246,66 £ 1,70) * Es29 m + (0,09 = 0,968)
mit R* = 0,99976, S = 1,57754, N = 7 (0; 25; 50; 100; 150; 200; 250 mg/L Glucose)

Die Methode wurde nach den Angaben von WODARCZAK und BUSCHMANN [1995] durchgefiihrt
und ist ein spezifischer Nachweis fiir Hexosen [KAKAC und VEIDELEK 1977]. Dieser Test diente in
erster Linie zur Bestimmung der Sophoroselipidkonzentration der Stammlosung und der Vorver-
suche. Bei den Kultivierungen wurde der Gesamtgehalt an Hexosen bestimmt, da nicht abtrenn-
bare Bakterienbestandteile ebenfalls Glucosereste oder andere mef3bare Zucker aufweisen konnen.

3.5.2.9 Messung des gelosten organischen Kohlenstoffs (DOC)

Die Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs von Uberstandsproben aus den Boden-
suspensionskultivierungen wurden mit dem TOCOR 3 (H. Maihak AG, Hamburg) durchgefiihrt.
Dabei wird die Probe in einen Reaktor, der mit Schwefelsdure vom pH 2,0 - 2,5 gefiillt ist, einge-
spritzt. Durch die anliegende Sauerstoffbegasung wird zuerst der geloste anorganische Kohlen-
stoff (DIC, dissolved inorganic carbon) ausgetrieben. Durch Aktivierung einer UV-Licht
emittierenden Hg-Niederdruckdampflampe werden die organischen Bestandteile der Probe photo-
chemisch zu CO, oxidiert und iiber den Sauerstoffstrom ebenfalls ausgetrieben. Durch einen Infra-
rot-Gasanalysator UNOR wird der CO,-Gehalt gemessen und in ein proportionales elektrisches
Signal umgewandelt. Die Mef3daten werden iiber einen mit einer A/D-Karte versehenen PC 486
aufgenommen und gespeichert. Durch die Ermittlung der Integrale einer Kalibrationsgeraden mit
einer Glucoselosung, die im Bereich 0 - 150 oder 200 mg/L DOC angelegt wurde, konnte dann
der DOC einer Probe bestimmt werden. Eine reprisentative ermittelte Geradengleichung ist:

DOC [mg/L] = (2,34 £0,037) * Integral - (2,75 £ 1,442)
mit R* = 0,99878, S = 2,06287, N = 7 (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 mg/L DOC)

Dabei wurden jeweils 900 pL Standard oder Probe eingespritzt. Die Vorbereitung der Proben
erfolgte wie in Kap. 3.7.5.5.3 beschrieben.

3.6 Online-Analytik
3.6.1 Messung des pH-Wertes

Zur Online-Analytik wurde die bereits erwihnte Gelelektrode eingesetzt. Die sterilisierbare pH-
Elektrode wurde jeweils vor dem Autoklavieren, wie im Kap. 3.5.2.3 beschrieben, kalibriert.
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3.6.2 Erfassung des Gelostsauerstoffgehaltes

Der Gehalt an gelostem Sauerstoff von Kultivierungsmedien wurde mit einer autoklavierbaren
pO:-Elektrode (Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz) erfa3t. Die Messung basiert auf dem ampero-
metrischen Prinzip (Clark-Prinzip).

Die Kalibration der Sauerstoffelektrode erfolgte nach der Sterilisation und anschlieBender, min-

destens sechsstiindiger Polarisation direkt im Bioreaktor und zwar

a) bei den Reaktorldufen mit dem Standardbegasungsring in Form einer Zwei-Punkt-Kalibra-
tion mit Stickstoff (0%-Wert) und Druckluft (100%-Wert) unter Einhaltung der Kulti-
vierungsbedingungen (bzgl. Temperatur, Riihrerdrehzahl, Begasungsrate),

b) bei Versuchen mit einem modifizierten Schaumzerstorungsbegasungsring mittels einer Ein-
Punkt-Kalibration mit Druckluft, da die Gleichgewichtseinstellung verlangsamt war. Diese
Moglichkeit wird ebenfalls durch die Bedienungsanleitung des Bioreaktors vorgegeben (s.
Betriebshandbuch Biostat, B. S. 5 - 9, Kap. 5.4.2, Braun, Melsungen).

Die Ergebnisse werden als relative Werte zwischen den beiden Kalibrationswerten angegeben (rel.

O,-Sittigung [%]).

3.6.3 Durchfiihrung der 2D-Fluoreszenzmessungen iiber den Bypass

Bei einigen Fliissigkultivierungen im 2 L Bioreaktor wurden online 2D-Fluoreszenzspektren auf-
genommen, in dem ein Bypass mit DurchfluBmefBzelle an den Reaktor angeschlossen wurde (s.
auch Kap. 3.7.5.5.2). Das Spektralfluorometer Hitachi F-4500 wurde iiber den Lichtleiter an den
Prozel3 angekoppelt und die Daten mittels des BioView-Programms kontinuierlich aufgenommen
[HILMER 1996]. Die Weiterverarbeitung der Daten erfolgte wieder mit dem Programm Excel
(Microsoft) gemidfl den zu den Offline-Messungen gemachten Ausfiihrungen (Kap. 3.5.2.2).
Tabelle 11 gibt die Einstellung des Spektralfluorometers bei den Online-Messungen wieder.

Tab. 11:  Einstellung der Geriteparameter des Fluoreszenz-
Spektrophotometers wihrend der Online-Mes-
sungen.

Photomultiplierspannung 700 V
Scangeschwindigkeit 30000 nm/min
Exzitation Emission
erfalite Wellenldngen 230 -500 nm | 250 - 650 nm
Schrittweite 10 nm 10 nm
Slit 10 nm 20 nm

3.6.4 CO:- und O,-Abgasanalytik

Bei den Kultivierungen im 2 L Bioreaktor wurden ebenfalls online der Sauerstoff- und Kohlen-
dioxidgehalt der Abluft bestimmt. Aufgrund des zwischenzeitlichen Wechsels des Arbeitsplatzes
wurden dabei zwei Systeme eingesetzt:

a) bei den Reaktorldufen mit dem Standardbegasungsring wurde die Abluft einem mobilen Ab-
gasanalysator (EGAS1, Braun, Melsungen) zugefiihrt. Dazu wurde ein Teilstrom mit einer
internen Pumpe aus der Abgasleitung abgetrennt und vor der Vermessung iiber einen
MefBgaskiihler mit Kondensatauffanggefi3 getrocknet. Die Sauerstoffkonzentration wurde
anschlieBend elektrochemisch iiber eine Elektrolysezelle, die Kohlendioxidkonzentration mit
einem IR-Photometer vermessen. Die Kalibration des O,-Analysators erfolgte mit Druckluft
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und einem Priifgas (1,98% CO,, 19,0% O,, Rest N,), die des CO,-Analysators mit Druck-
luft und Stickstoff jeweils bei Bedingungen, die mit denen der Kultivierung identisch waren.

b) bei den Versuchen mit dem modifizierten Schaumzerstérungsbegasungsring wurde eine fest
installierte Anlage eingesetzt. Diese besteht aus einem Riickflukiihler mit Kondensat-
auffanggefill, einem IR-spektroskopisch messenden CO,-Analysator (Polytron IR-CO,,
Driagerwerk) sowie einem nach dem paramagnetischen Prinzip funktionierenden O,-Ana-
lysator (Oxygor, H. Maihak AG, Hamburg). Das Mel3gas wird iiber eine Pumpe, die sich im
Oxygor und damit in der letzten der in Reihe geschalteten Komponenten befindet, gefordert.
Die Kalibration erfolgte wie in a) beschrieben.

3.6.5 ProzeBsteuerung und Datenerfassung bei Kultivierungen im Bioreaktor

Der Biostat B verfiigt iiber einen eigenen Frontend-Prozessor als Steuereinheit. Wahrend der

Abbauversuche wurden damit Temperatur und Riihrerdrehzahl geregelt und verschiedene Mel3-

werte iiber eine serielle Schnittstelle zur Verfiigung gestellt. Durch ein Mass-Flow-Meter (Mass-

Flow-Controller 5851, 0 - 30 L/min, Fa. Brooks) mit Controller (Modell 5876, Fa. Borse) wurde

die Begasungsrate auf einem konstanten Niveau gehalten.

Die Aufnahme der 2D-Fluoreszenzdaten erfolgte getrennt von der Erfassung der iibrigen Kulti-

vierungsdaten und wurde bereits in den entsprechenden Kapiteln beschrieben (s. Kap. 3.5.2.2 und

Kap. 3.6.3).

Im Laufe der Arbeit wurde das Datenerfassungssystem gewechselt.

a) Die Bioreaktorkultivierungen ohne Tensidzusatz wurden mit einem auf der Software Micro-
MECS (Braun, Melsungen) basierenden System aufgezeichnet. Das Programm ist auf einem
Computer (PC 486, 50 MHz) installiert, der iiber die serielle Datenschnittstelle mit der
Bioreaktorsteuereinheit verbunden ist. Der Abgasanalysator (EGAS1, Braun, Melsungen)
ist iiber ein FIS (fermenter interchanging system) an den Rechner angeschlossen. Die
Online-ProzeBmeflgroflen wurden alle 5 s erfaBBt, jedoch anschlieBend programmbedingt
tiber 10 min gemittelt und abgespeichert.

b) Zur Datenerfassung der Kultivierungen mit Tensidzusatz oder/und Boden wurde ein Haupt-
rechner (MIMAS) benutzt, auf dem das ProzeBleitsystem RISP installiert ist. Uber eine am
Reaktor aufgestellte Workstation (Vax-Station 3000, Digital), die iiber das institutseigene
local area network (LAN) mit dem Rechner verbunden ist, wurden sowohl der Daten-
erfassungsprozel} gestartet und kontrolliert als auch die anfallenden Daten visualisiert.

Die durch die Steuereinheit des Bioreaktors direkt aufgenommenen Prozef3daten, wie Tem-
peratur, Riihrerdrehzahl, Gelostsauerstoftkonzentration und pH-Wert, konnten iiber den
Hostanschluf} digital ausgegeben und somit direkt an die MIMAS weitergeleitet werden.
Demgegeniiber verfiigen die Abgasanalysengerite (CO,-IR, Oxigor) nur iiber Analog-
ausginge. Diese Daten wurden per Computer (PC 486, 50 MHz), der mit einer 12-Bit
Mehrkanal-A/D-Karte (PCL 818, Advantech) ausgestattet war, und dem Programm
Labtech Notebook aufgenommen und dann digitalisiert an den Zentralrechner weiter-
gegeben.

Die verschiedenen Prozef3daten wurden alle 2 s erfa3t und die iiber eine Minute anfallenden
30 Werte gemittelt und gesichert.
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3.7 Durchfiihrung der Kultivierungen
3.7.1 Sterilisation

Kultivierungsmedien:

Néhrboden und Fliissigmedien wurden je nach Grofe der Gefile fiir 20 - 30 min bei 121°C im
Autoklaven (Fedegrari Autoklav FV5 - 3, Integra Biosciences Tecnomara Deutschland GmbH,
Fernwald) sterilisiert. Der 2 L Bioreaktor wurde inklusive der Peripherie und des Mediums fiir
30 min bei 121°C autoklaviert. Glucoselosungen wurden stets separat autoklaviert und erst
anschliefend dem Medium zugesetzt.

Sonstige Losungen:

Die Stammlésungen der verschiedenen PAK in Dichlormethan waren autosteril. Dies galt ebenso
fiir die des Texapons; die Sophoroselipid-Stammlésung hingegen war geringer konzentriert und
weniger toxisch fiir Kontaminanten (s. Kap. 5.1.3). Da die Komponenten des Sophorose-
lipidgemisches hitzeempfindlich sind, wurden sie im Wasserbad dreimal von Raumtemperatur auf
80°C erhitzt und bei dieser Temperatur je 10 min inkubiert. Das Glycerin zum Ansatz von
Tiefkiihlkulturen wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

Mikroorganismensuspension:

Zum Ansatz der Kultivierungen ohne mikrobielle Aktivitat wurde das gemadfl Kap. 3.7.3.1 an-
konzentrierte Inokulum durch intermittierendes Erhitzen (dreifache Erhitzung von Raumtem-
peratur auf 80°C und 20 min Inkubation bei dieser Temperatur) inaktiviert. Der Erfolg wurde
durch Ausplattierung auf geeignetem Agar dokumentiert. So wurden die Zellen schnell abgetotet,
ohne daf} dabei Inhaltsstoffe denaturiert wurden.

Boden:
GEBNER [1997] fiihrte Untersuchungen zur Sterilisation des Bodens durch. Sie stellte fest, da3 es
durch
(a) Sterilisation im Autoklaven (25 min, 121°C),
(b) intermittierende Erhitzung (dreifach in direkter Folge von Raumtemperatur auf 80°C
erhitzen und diese Temperatur fiir 30 min halten),
(c) fraktionierte Sterilisation kombiniert mit intermittierender Erhitzung (wie bei (b), je-
doch zwischenzeitliche 2tdgige Inkubation bei 28°C)
entweder zu einer drastischen Veridnderung der Bodenstruktur (a) oder nicht zu einer voll-
standigen Entkeimung des Bodens (b, ¢) kommt, was Kontrollen auf St I-Platten zeigten.
Eine Alternativmethode der reversiblen Entkeimung von Boden ist der Einsatz von y-Strahlung
(“°Co) [ARONSTEIN et al. 1991, ARONSTEIN und ALEXANDER 1992]. Diese Methode wurde jedoch
nicht angewendet, da keine Bestrahlungsanlage zur Verfiigung stand.
Fiir Voruntersuchungen und Referenzkultivierungen mit Boden, die ohne mikrobielle Aktivitét
durchgefiihrt werden sollten, konnte daher nur eine Methode, die auf irreversibler Vergiftung
beruhte, eingesetzt werden. Ein Literaturiiberblick ergab, dall dazu am hiufigsten NaNj
angewendet wird [CZESCHKA 1995, TIEHM 1994]. Im Rahmen der am Anfang dieses Absatzes
beschriebenen Versuche testete GEBNER [1997] ebenfalls, ob der
(d) Zusatz von 0,1; 0,5; 1 oder 2% NaN; (w/w) zur Bodensuspension die Abtotung der
Mikroorganismen bewirkte.
Es stellte sich heraus, dal Natriumazid-Konzentrationen > 1% notig waren.
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Zuluft:
Die bei den Kultivierungen eingesetzten Gase wurden iiber keimfreie Wattefilter sterilfiltriert.

Abfiille:
Alle Abfille wurden, je nach GroBle der Gefille oder Beutel, fiir 30 - 60 min bei 121°C im Auto-
klaven sterilisiert.

3.7.2 Stammbhaltung der eingesetzten Mikroorganismen

3.7.2.1 Kurzzeitlagerung in Agarplattenkultur

Das vorrangig eingesetzte GRAM-negative Bakterium S. yanoikuyae B1 wurde alle 4 - 6 Wochen
auf phenanthrenhaltige MMg,,,-Agarplatten mittels Vereinzelungsausstrich iibertragen (s. Kap.
7.2). Damit war gewihrleistet, stidndig iiber frisch an den Schadstoff adaptierte Reinkulturen
verfiigen zu konnen. Dabei erfolgte die Uberimpfung, auch die der nachfolgend beschriebenen
Organismen, stets im Doppelansatz. Eine Agarplatte diente immer zur Entnahme von
Mikroorganismen fiir Kultivierungen, die andere wurde zum Ansatz von zwei neuen Stamm-
haltungsplatten eingesetzt. Nach der Inkubation von etwa 2 - 3 d bei 28°C im Brutschrank
(BE 200, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach) wurden die gut mit S. yanoikuyae be-
wachsenen Platten bei +4°C im Kiihlschrank gelagert.

Die auf den drei PAK angereicherte Mikroorganismensuspension wurde zur Stammbhaltung nicht
auf Agarplatten ausgebracht, da sich das Konsortium in seiner Zusammensetzung geindert hétte
und ein reproduzierbares Ubertragen auf neue Platten nicht moglich gewesen wiire. Der Inhalt des
Anzucht-Erlenmeyerkolbens wurde vielmehr gemif} Kapitel 3.7.2.2 tiefgefroren.

Die Stammbhaltung der Bakterien, deren Phenanthrenabbaukapazitit getestet wurde, erfolgte auf
entsprechenden schadstofthaltigen MMz, -Agarplatten (s. Kap. 7.2 und [DSMZ 1993/1995]). Im
Gegensatz dazu wurden die Stimme, die fiir die Toxizitédtstests eingesetzt wurden, auf reichen
addquaten Komplexmedien (St I-Agar, Casein-Sojapeptonagar oder Malzextrakt (Zusammen-
setzung s. [DSMZ 1993])) gehalten (s. Kap. 5.1.3). Dabei wurden die Bakterienstamme alle 4 - 6
Wochen {iiberimpft, wihrend die sporenbildenden Pilze nur etwa alle drei Monate auf neues
Medium iibertragen wurden. Ausreichend bewachsene Platten wurden, nach Inkubation bei 28°C,
bei +4°C im Kiihlschrank gelagert.

3.7.2.2 Langzeitlagerung als Gefrierkultur

Eine Voraussetzung fiir eine Tiefkiihlkultur ist ein ausreichend konzentriertes, frisches, nicht zu
hiufig tiberimpftes Inokulum. Um eine Reinkultur einzufrieren, wurde direkt von einer be-
wachsenen Agarplatte Biomasse entnommen und in MMg,,,, resuspendiert. Demgegeniiber wurde
die Fliissigkultur des auf dem Drei-PAK-Gemisch angereicherten Konsortiums in sterile
Zentrifugenbecher iiberfiihrt, 15 min bei 10.000 rpm zentrifugiert (Kiihlzentrifuge Sigma 3K20,
Braun, Melsungen), der Uberstand anschlieBend verworfen und die Suspensionen nach Resus-
pendierung vereinigt.

Die Suspensionen wurden dann in keimfreie Kryorohrchen iiberfiihrt, in die so viel steriles
Glycerin vorgelegt war, daf} sich nach der Mikroorganismenzugabe eine Endkonzentration von
15% (v/v) ergab.

Einfrier- und Auftauvorginge wurden langsam und schonend vorgenommen, indem sukzessive die
Temperatur von Raumtemperatur auf +4°C iiber -20°C bis zu -80°C erniedrigt bzw. erhoht
wurde. Die Suspensionen wurden fiir ca. 1 - 2 h bei den jeweiligen Zwischentemperaturen ge-
lagert.
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Etwa 2 Tage nach dem Einfrieren wurde jeweils ein Kryorohrchen eines Drei- oder Mehrfach-
ansatzes wieder auf Raumtemperatur erwarmt, ein Aliquot in Doppelbestimmung auf geeignete
Agarplatten ausgebracht und nach Inkubation die Lebensfihigkeit und die Reinheit der Kultur
begutachtet.

3.7.3 Bereitstellung des Inokulums fiir die Kultivierungen

3.7.3.1 Vorkulturen von §. yanoikuyae B1

Vorkulturen wurden in 500 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben, die mit 200 mL. MMg,,,. und
1 g/LL Glucose und 150 mg/L Phenanthren befiillt waren, angesetzt. Nach der Inokulation wurde
der Kolben fiir 3 - 5 Tage im Rotationsschiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) bei 120 rpm
und 28°C inkubiert.

Danach wurde der Inhalt des Erlenmeyerkolbens auf sterile 30 mL Zentrifugenrohrchen (aus Poly-
allomer mit Polypropylen-Schraubverschluf}) verteilt und fiir 10 min bei 8.000 rpm zentrifugiert
(Kiihlzentrifuge Sigma 3K20, Braun, Melsungen). Der GroBteil des Uberstands wurde verworfen
und die Zellen im verbleibenden Rest resuspendiert und zu einer stark ankonzentrierten Bakterien-
suspension vereinigt. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl gemall Kapitel 3.5.1.1 und zur op-
tischen Kontrolle wurde eine Probe mikroskopisch untersucht. Im Anschluff daran wurde mit der
berechneten Menge ankonzentrierter Bakteriensuspension die Kultivierung gestartet.

Die aufgefiihrten Arbeitsschritte wurden kurz vor dem Beginn eines Experimentes durchgefiihrt,
um eine zu lange Lagerung des Inokulums zu vermeiden.

3.7.3.2 Vorkulturen des auf den drei PAK angereicherten Mikroorganismenkonsortiums

Diese Untersuchungen sowie die Anreicherung selbst wurden in Zusammenarbeit mit MENGE
[1996] durchgefiihrt.
Die Vorkulturen wurden parallel den Ausfiihrungen in Kap. 3.7.3.1 immer gleichartig in 500 mL
Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben mit 200 mL MMg,,, angesetzt. Dazu wurden die Glasgefil3e
mit etwas H,Oy.. befiillt und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurde 400 pL Benzo[ghi]pery-
len-Stammlosung (5 mg/mL in CH,Cl,) zugesetzt. Dieser Kohlenwasserstoff bildete so relativ
feine Kristalle. Im Anschlul daran wurde durch leichte Erwdrmung und Begasung mit steriler
Druckluft die Fliissigkeit ausgetrieben, da die Wirkung der vergleichsweise hohen zugesetzten
Menge Dichlormethans auf die Mikroorganismen nicht einzuschitzen war. In die trockenen Kol-
ben wurden anschlieBend steril 190 mL MMg,, und 10 mL Glucoselosung (10 g/L) eingefiillt und
durch Zusatz von 40 pL einer Phenanthren/Pyren-Stammlosung (je 250 mg/mL in CH,CL) die
restlichen PAK zugegeben. Die Kolben wurden dann fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt und
anschliefend gelagert. Die Endmengen der vorgelegten Kohlenstoffquellen im Medium waren:

Phenanthren 50 mg/L Benzo[ghi]perylen 10 mg/L

Pyren 50 mg/L Glucose 500 mg/L

Nachdem 1 mL Mikroorganismensuspension aus einem aufgetauten Kryorohrchen (1 mL) unter
sterilen Bedingungen zugesetzt worden war, wurde der Erlenmeyerkolben bei 120 rpm und 28°C
im verdunkelten Schiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) so lange inkubiert, bis keine Glu-
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cose mehr nachweisbar war. Dazu wurde ein Schnelltest (Accutrend Glucose, Boehringer
Mannheim) eingesetzt. Nach sechs Tagen konnte das Kultivierungsmedium aufgearbeitet werden.
Dabei wurde wie bei der S. yanoikuyae-Vorkultur verfahren, mit der einzigen Abweichung, daf3
das Vorkulturmedium fiir 15 min bei 10.000 rpm zentrifugiert wurde. Mit der ankonzentrierten
Mikroorganismensuspension wurden dann ziigig die Versuchsansitze beimpft.

3.7.4 Gewinnung und Test eines auf Phenanthren, Pyren und Benzo[ghi]perylen ange-
reicherten Mikroorganismenkonsortiums

3.7.4.1 Anreicherung der Mischkultur

Zur Anreicherung von Mikroorganismen wird in der Regel Probematerial, in dem die ge-
wiinschten Keime vorliegen, unter selektiven Bedingungen inkubiert [ALEF 1991 und 1994,
SCHLEGEL 1992]. So werden beispielsweise PAK-Abbauer aus schadstoffbelasteten Proben in
Mineralsalzmedien unter Zusatz der entsprechenden Verbindungen angezogen und durch mehr-
faches Uberimpfen in frisches Medium angereichert.

Tabelle 12 gibt eine Liste des Probematerials wieder, das fiir die vorgenommene Anreicherung
eingesetzt wurde.

Tab. 12: Ausgangsmaterial fiir die Anreicherung eines Mikroorganismenkonsortiums auf einem
Drei-PAK-Komponentengemisch.

Nr. [Probe |Quelle zur Verfiigung gestellt | eingesetzte
durch / Literatur Menge
1 | Altlast- | Gaswerkgeldnde, [BRINKMANN 1996] lg

boden Solingen-Ohligs

2 |Altlast- | Tankstellen-Grundstiick | GEO-DATA, Garbsen 2g+2g"
boden Limmerstr., Hannover

3 | Belebt- Kléranlage, Klarwerk Herrenhausen 4 mL
schlamm | Belebtschlammstufe

Y Es handelte sich dabei um unterschiedliche Proben vom gleichen Grundstiick.

Die Proben wurden in 500 mL Erlenmeyerkolben, die mit 200 mL PAK-haltigem MMg,,, befiillt
waren, iiberfiihrt. Die Kolben fiir die ersten vier Uberimpfungen waren nach dem in Ka-
pitel 3.7.3.2 angegebenen Verfahren angesetzt worden, allerdings unsteril und ohne Glucose. Sie
wurden bei Raumtemperatur und 100 rpm in einem Reziprokschiittler (HT, Infors AG, Bott-
mingen, CH) inkubiert. Im letzten Schritt wurde die Suspension in einen 500 mL Vier-Schikane-
Erlenmeyerkolben {iberfiihrt, der nun jedoch steril angesetzt war und bei 28°C und 120 rpm
(Certomat R/H, Braun, Melsungen) geschiittelt wurde. Tabelle 13 gibt einen Uberblick der
verschiedenen Anreicherungsschritte.



Praktischer Teil I - Material und Methoden 59

Tab. 13:  Vorgehensweise bei der Anreicherung des PAK-abbauenden Konsortiums.

Nr. der | Inkuba- |auf den nichsten Kolben | Bedingungen
Uber- | tionszeit |iibertragenes Volumen
impfung
0 0d 5 mL 500 mL Emk, unsteril,
100 rpm, RT
1 14d 10 mL 500 mL Emk, unsteril
100 rpm, RT
2 28d 5 mL 500 mL Emk, unsteril
100 rpm, RT
3 48 d 5 mL 500 mL Emk, unsteril
100 rpm, RT
4 59d Gefrierkultur 500 mL Vier-Schikane-Emk,
(s. Kap. 3.7.2.2) steril
und Abbauversuch 120 rpm, 28°C
(s. Kap. 3.7.4.2 und
Kap. 5.1.4)

Anmerkung: Das Experiment wurde im Doppelansatz durchgefiihrt. Es wird nur die besser
wachsende, weiter verwertete Reihe gezeigt. (Abkiirzungen: Emk = Erlenmeyerkolben, RT =
Raumtemperatur)

3.7.4.2 Einsatz des Konsortiums beim Abbau des Drei-Komponentengemisches in Schiittel-
kolben

In 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben wurden steril 30 mL MMz, mit 50 mg/L. Phe-
nanthren und Pyren und 10 mg/L Benzo[ghi]perylen vorgelegt und eine Mikroorganismenzahl von
1 * 10® Zellen/mL eingestellt (s. Kap. 3.7.3.2). Die Kolben wurden anschlieBend bei 28°C und
120 rpm im Rotationsschiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert und nach 1 h die
erste Probenahme durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils 1 mL zur pH-Wert- und Proteinkonzen-
trationsbestimmung entnommen, die verbleibenden 28 mL zur Unterbindung mikrobieller Aktivi-
tiat mit 600 pL. 3 M HCl versetzt und bis zur PAK-Bestimmung bei +4°C im Kiihlschrank gelagert
(s. Kap. 3.5.2.7).

3.7.5 Versuche mit S. yanoikuyae B1 und anderen Reinkulturen

3.7.5.1 Testdes Wachstums von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur

Fiir diese Untersuchungen wurde die Biomasse per Impfose von der Stammhaltungs-Agarplatte
direkt in ein mit 1 mL MMg,,, befiilltes steriles Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Nach der
Bestimmung der Gesamtzellzahl gemall Kap. 3.5.1.1 konnte so in zwei Vorkulturkolben der fiir
den Standardanimpfvorgang reprisentative mittlere Ausgangstiter von 2,5 * 10° Zellen/mL ein-
gestellt werden. Die beiden Kolben wurden anschlieBend wie regulire S. yanoikuyae-Vorkulturen
inkubiert (s. Kap. 3.7.3.1). Zur Beprobung wurden 10 mL Kultivierungsmedium entnommen:
Offline bestimmt wurden der Glucose- und Phenanthrengehalt (1 bzw. 6 mL) sowie der pH-Wert
(2 mL) und die OD (1 mL).
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3.7.5.2 Untersuchung der Stabilitdt des Phenanthrenabbauvermégens von S. yanoikuyae B1

Diese Experimente wurden durchgefiihrt, um zu testen, ob S. yanoikuyae B1 auch nach mehr-
maligem Uberimpfen in nicht schadstofthaltiges Medium seine Phenanthren-Abbaufihigkeit be-
hilt. Dazu wurde in Doppelbestimmung je 200 pL einer 3 Tage alten Vorkultur in einen sterilen
100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben iibertragen, der 30 mL MMg,,, und Glucose (Arbeits-
konzentration 1 g/L) enthielt. Die beiden Kolben wurden dann bei 28°C und 120 rpm im Rota-
tionsschiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert und nach 10 min 1 mL Probe ge-
nommen. Diese diente zur Bestimmung der Gesamtzellzahl und der Zahl der KBE (kolonie-
bildenden Einheiten) auf glucose- bzw. phenanthrenhaltigem MMg,,, -Agar.

Mittels OD-Messungen konnte gezeigt werden, dal} sich die Kulturen nach 24 h Inkubationszeit in
der stationidren Wachstumsphase befanden. Nach diesem Zeitintervall wurde pro Ansatz je 200 pL
Kultivierungsmedium in einen frischen Glucose-MMg,,, -Kolben iiberfiihrt. Diese wurden dann ge-
méil den Ausfiihrungen im ersten Abschnitt erneut inkubiert und beprobt, um vergleichbare Be-
stimmungen zu erreichen. Diese Prozedur wurde in den darauf folgenden acht Tagen wiederholt,
so daB} S. yanoikuyae B1 zehnmal mit frischem glucosehaltigem Medium konfrontiert wurde.

3.7.5.3 Durchfiihrung der Toxizitétstests

3.7.5.3.1 Plattendiffusionstest

Experimente mit gelochten Filterpldttchen (Filterpapierplattentest) und ausgestanzten Lochern
(Lochplattentest), wie sie etwa bei SCHLEGEL [1992] beschrieben sind, ergaben mit den Tensid-
16sungen keine zufriedenstellenden Resultate. Der zuletzt genannte Test fiihrt nur dann zu repro-
duzierbaren Ergebnissen, wenn durch teilweise Wiederbefiillung der ausgestanzten Locher mit
Agar ein anschlieBendes Auslaufen der Tensidlosungen zwischen dem Agar und dem Petrischalen-
boden verhindert wurde.

Von den Agarplatten zur Stammbhaltung der in Kap. 5.1.3 aufgelisteten Mikroorganismen wurden
Bakterien- oder Sporensuspensionen hergestellt. Je 100 pL wurden dann auf speziell angesetzte
Agarplatten mit Vollmedien, die per EM-Dispenser (10 - 60 mL, Hirschmann Laborgeridte GmbH
& Co. KG, Eberstadt) mit 20 mL. Medium befiillt wurden, ausplattiert. AnschlieBend wurden
diese Platten auf eine Schablone gelegt. Mittels einer Pasteurpipette, deren ausgezogener Teil
abgesdgt und an die ein Wasserstrahlpumpenvakuum angeschlossen war, konnten dann Locher an
den markierten Stellen in das

Agarmedium gestanzt wer- Petrischale

den. Im Anschluf3 daran wur-

de.:.n * 25 uL gera}de n och Agaroberflache
fliissigen Agars in die Locher (mit Mikroorganismus
pipettiert und nach Erhértung bewachsen)

je 50 pL der Tensidlosungen

eingefiillt. Vertiefung fiir

AnschlieBend wurden die Testlosung
Platten bei 28°C im Brut- Hemmbhof
schrank inkubiert und konn- (kein Wachstum)

ten nach 1 - 2 d (bei Bak-

terien) und 2 - 4 d (bei Pil-

) . ( Abb. 7:  Schematische Darstellung der Hemmhofausmessung mittels
zen) nach der in Abb. 7 dar- Schublehre beim Plattendiffusionstest (je ein Doppelpfeil repri-
gestellten Methode ausge- sentiert eine Messung).

wertet werden.
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3.7.5.3.2 Test in Schiittelkolben (,,log-Wachstumstest*)

Dieser Test basiert auf der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Schadstoffen,
wie er am Institut fiir Mikrobiologie der Universitdt Miinster durchgefiihrt wurde. Dabei wird der
zu untersuchende Mikroorganismus, auf einer nichttoxischen Kohlenstoffquelle wachsend, erst in
der logarithmischen Wachstumsphase mit der zu testenden Substanz konfrontiert, wobei stindig
das Wachstum verfolgt wird.

Eine sterile 1 L Schott DURAN®-Laborflasche, die mit 320 mL. MMj,,, und Glucose (Arbeits-
konz. 1 g/L) befiillt war, wurde im ersten Schritt mit 10 pL einer S. yanoikuyae-Vorkultur
beimpft (s. Kap. 3.7.3.1). Die Flasche wurde dann bei 28°C und 120 rpm im Rotationsschiittler
(Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert und nach 16 h stiindlich die OD bestimmt, bzw. im
Falle des Sophoroselipid-Toxizitétstests ebenfalls eine Probe zur Proteinbestimmung genommen.
Beim Erreichen einer OD zwischen 0,18 - 0,2 wurden je 20 mL Kultivierungsmedium ziigig per
EM-Dispenser (10 - 60 mL, Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt) in 100 mL
Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. In diese, auf 28°C vortemperierten Kolben wurden
10 mL MMg,,,,, mit einer Glucosekonzentration von 0,5 g/L. und - in Doppelbestimmung - unter-
schiedliche Tensidkonzentrationen vorgelegt. In den jeweiligen Kolben lagen damit 1 * 10° Zel-
len/mL vor: Dies entsprach der Ausgangskonzentration der spiter durchgefiihrten Kultivierungen.
Darauthin wurde die ndchste Probenahme durchgefiihrt und die Kolben weiter bei 28°C und
120 rpm im Schiittler inkubiert. Bei den Experimenten mit Texapon® N25 konnte die OD weiter
gemessen werden. Der Sophoroselipidzusatz hatte einen starken Einflufl auf diese MeBgrofe,
weshalb das Wachstum mittels Proteinbestimmung verfolgt wurde.

3.7.5.4 Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 unter Tensidzusatz im Schiittelkolben

Diese Versuche wurden in 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, in die steril je
30 mL Medium mit 100 mg/L Phenanthren und unterschiedlichen Tensidkonzentrationen vor-
gelegt wurden. Dazu wurden 3 mL zehnfach konzentriertes MMg,,,, sowie 300 pL. Spurenele-
mentelosung SL-4 in die Kolben pipettiert und mit H,Opizesr. bei Experimenten mit Sophoroselipid
auf 20 bzw. mit Texapon® N25 auf 29 mL Volumen aufgefiillt. Durch Zugabe der Tensidlésungen
nach dem Autoklavieren wurde auf 30 mL aufgefiillt.

Bei den Experimenten mit dem Sophoroselipid wurde im Anschluf3 an die Sterilisation zuerst das
Tensid zugesetzt und dann 10 pL der Phenanthren-Stammlésung (300 mg/mL in CH,ClL,). Nach
der Verfliichtigung des Losemittels aus den 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben bei leicht
aufgedrehten Schraubdeckeln wurden diese fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt. Durch Zu-
gabe einer definierten Menge der aufbereiteten Vorkultur wurde in den Kolben eine Zellzahl von
je 1 * 10° Zellen/mL eingestellt. Der Versuch wurde mehrfach wiederholt, um statistisch abge-
sicherte Werte zu erhalten.

Bei Versuchen mit Texapon® N25 wurde der Schadstoff in sterile Kolben mit 30 mL MMg,,,, ge-
geben und diese im Anschlufl an den Abdampfvorgang ii.N. bei 90°C gut verschlossen im Ultra-
schallbad temperiert. Dadurch wurde eine homogenere und kleinere Kristallgroe erreicht. Erst im
Anschlu} wurden die entsprechend konzentrierten Tensidlosungen zugesetzt und die Versuche
durch Zusatz von S. yanoikuyae B1 gemil3 den im vorhergehenden Abschnitt gemachten Angaben
gestartet.

Alle Kolben wurden bei 120 rpm und 28°C im verdunkelten Rotationsschiittler (Certomat R/H,
Braun, Melsungen) inkubiert.
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Da die Probenahme aus den Kolben nicht reproduzierbar durchgefiihrt werden konnte, wurden
nur die Anfangs- (t = 0 h, 20 min nach Animpfung) und Endbedingungen (t = 21 - 24 h) analytisch
erfalit. Dabei wurde je ein Kolben zur Phenanthrenanalytik und der andere zur Bestimmung der
verbleibenden MeBgroflen eingesetzt (s. Kap. 5.1.6).

3.7.5.5 Untersuchung des Phenanthrenabbaus durch S. yanoikuyae B1 im Biostat B-Reaktor

Das eingesetzte Biostat B-Reaktorsystem (Braun, Melsungen) besteht aus einer Steuereinheit und
einem Glasreaktor mit 2 L. Arbeitsvolumen.

3.7.5.5.1 Optimierung des Biostat B-Beliiftungssystems fiir Experimente mit Tensidzusatz

Die Beliiftung des Kultivierungsmediums erfolgt standardméfig mittels eines direkt unterhalb des
Riihrwerks angebrachten Begasungsringes, wie er in Abb. 8 dargestellt ist. Beim Einsatz von Ten-
siden fiihrt dies erwartungsgemill zu sehr starker Schaumbildung, wobei das Medium iiber den
Abluftweg hinausgedriickt wird. Fiir das Biostat B-
Reaktorsystem (Braun, Melsungen) ist in solchen
Fillen nur eine chemische Schaumzerstorung vor- [
gesehen. Auf den Zusatz von Antischaummitteln ‘ ‘

wurde jedoch bewul}t verzichtet, da sie die Wirkung | = E Schaum-
der Tenside beeintriachtigt hitten. Da fiir den Klein- | zerstorungs-
laborreakor keine mechanische Schaumzerstorung | | begasungsring
erhéltlich war, mufite ein entsprechendes System | |

entwickelt werden. | |

Versuche mit einer an der Riihrachse befestigten =

rotierenden Scheibe, die mit sechs in 30° Winkeln

abgestellten Blittern versehen waren, fiihrten nicht Standard-
zum gewiinschten Erfolg. o | begasungsring
Da sich durch Vorversuche gezeigt hatte, dall die = ]
Aufrechterhaltung einer ausreichend hohen Sauer- v
stoffkonzentration im Medium kein Problem dar-

stellte, wurde daraufhin versucht, das Begasungs- ~ Abb.8: Lage des modifizierten Begasungs-
system zu verdndern. Durch Experimente konnte Flr;g;;] verdndert  nach  MULLER
gezeigt werden, dal nach Demontage des Schikane- '

korbes und durch Positionierung eines gro3en Be-

gasungsringes mit nach unten gerichteten Diisen eine effektive Schaumzerstorung moglich ist.
Abbildung 8 gibt die Lage des modifizierten Begasungsringes wieder (Konstruktionszeichnung
des modifizierten Begasungsringes s. Kap. 7.5).

3.7.5.5.2 Aufbau und Vorbereitung des Reaktorsystems

Der fiir die Kultivierungen mit Tensiden optimierte Gesamtaufbau des Bioreaktorsystems ist, ohne
Steuereinheit und die zur Datenerfassung notwendigen Computer, in Abbildung 9 schematisch
dargestellt.

Das Bioreaktorgefdll ist mit einem Riihrwerk aus zwei iibereinanderliegenden Scheibenriihrern
versehen. Zur Unterdriickung zu starker Schaumbildung wurde der Schikanekorb ausgebaut und
der modifizierte Begasungsring eingesetzt. An weiteren Einbauten ist ein Probenahmerohr und das
Zu- und Ablaufrohr des Bypass, iiber den bei Fliissigkultivierungen online die Fluoreszenz-
messungen durchgefiihrt wurden, vorhanden. Dazu wurde das Medium, nachdem es eine Blasen-
falle passiert hat, stindig durch die Fluoreszenzmefzelle gepumpt. Um Adsorptionseffekte des
Phenanthrens zu minimieren, war dieses System mit Glasrohren ausgestattet, die mit Norprene®-
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Schlauchen verbunden waren. Wahrend der Kultivierungen wurde das Medium mit einer Rate von
528,5 ( 8,5) mL/min Uber den Bypass, der 102{41(4) mL Fassungsvermogen hatte, gepumpt.
Zur Messung unterschiedlicher MelRgrof3en ist dartber hinaus eine pH-, giB&ki@ode sowie

ein pT100-Temperaturfiihler im Reaktor angebracht.

F-4500
17
I < —>
16 }f
—
> <
15 8
< 14
>
3
o>
C/\zg:“/ ch
roo2 4 5 10 n=
I _10-2
1 Druckluftanschluf? (1 bar) 10 Dewargefall mit Salz / Eis-Mischung
2 Mass-Flow-Meter 11 Cg@infralyt
3 Sterilfilter 12 Q-Oxigor
4 Zuluftbefeuchtungsflasche 13 Abluft (in Abzug geleitet)
5 Biostat B inklusive Ruhrwerk, pH- und pO 14 Blasenfalle
Elektroden, pT100-Temperaturfihler und
modifizierten Begasungsring
6 Probenahmerohr 15 DurchfluBmef3zelle
7 Ruckflukihler 16 Flassiglichtleiter
8 Sicherheitswaschflasche 17 Hitachi F-4500 ProzelRspektralfluorometer
9 Waschflasche mit Fritte der Porositat 2 und 18 Schlauchquetschpumpe 501U (Watson-Marlow
250 mL Toluol Ltd., Falmouth, Engl.)

Abb. 9: Schematische Darstellung des eingesetzten Reaktorsystems.

Der Zuluftstrom wird Gber ein Mass-Flow-Meter geregelt und nach Sterilfiltration und Befeuch-
tung in den Reaktor geleitet. Der Abluftstrom wird Uber den systemintegrierten Ruckflu3kihler
geleitet und gelangt von dort in einen Abzug. Ein Teilstrom wird vorher Uber einen weiteren
Ruckflukthler, den CQAnalysator und anschlieRend dasMeRgerat, welches Gber eine inter-

ne Forderpumpe verfugt, abgefihrt (s. Kap. 3.6.4). Die zyr @@ Q-Analytik fihrenden Gas-
leitungen waren aus gasdichten Teflonschlauchen. Bei einigen Kultivierungen wurden zur Er-
fassung der Menge an gestripptem Phenanthren ein oder zwei Toluolwaschflaschen, die mit einer
Salz / Eis-Mischung gekuhlt wurden und mit je einem RuckflulBkihler versehen waren, in den
Abluftstrom eingebaut. Um zu verhindern, dal3 Toluol durch Ruckschlageffekte in den Bioreaktor
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gelangt, wurde eine Sicherheitswaschflasche vor die Abgaswische eingesetzt. Die Zuleitungen
aller dieser zusétzlichen Einbauten wurden, wie beim Bypass, ebenfalls mit Glasrohren ausgefiihrt.
Wihrend eines Laufes wurden Bioreaktor, Bypass und gegebenenfalls Toluolwésche abgedunkelt,
um die photolytische Zersetzung des Phenanthrens zu unterbinden.

Zur Vorbereitung einer Kultivierung wurde der Bioreaktor mit 200 mL zehnfach MMg,,, -Saline
und 20 mL Spurenelementelosung SL-4 befiillt. Unter Beriicksichtigung der Volumina eventuell
nach dem Autoklavieren noch zuzusetzender Tensidstammlosung oder Boden wurde mit HyOpiges.
soweit aufgefiillt, das sich letztendlich ein Arbeitsvolumen von 2 L ergab.

Der gesamte Reaktor inklusive Zuluftsystem und eventuell vorhandenem Bypass wurde 30 min
bei 121°C autoklaviert. Nach Abkiihlung wurde das System mit der Steuereinheit verbunden, auf
28°C temperiert, der Riihrer in der Regel auf 500 rpm eingestellt und gegebenenfalls die ent-
sprechende Bodenmenge zugesetzt. Bei den Kultivierungen mit dem modifizierten Begasungsring
multe das Medium in der Regel iiber Nacht, mindestens jedoch fiir 6 h bis zur Gleichgewichts-
einstellung begast werden. Das Medium wurde dabei iiblicherweise mit 1 vvm beliiftet, auf ver-
dnderte Begasungsraten wird an entsprechender Stelle hingewiesen. Im Anschluf3 daran wurde
200 mg Phenanthren (Stammlosung: 300 mg/mL in Dichlormethan) und gegebenenfalls die ent-
sprechende Menge Tensid-Stammlosung zugesetzt. Vor dem Start der Kultivierung durch Zusatz
einer entsprechend ankonzentrierten Vorkulturlosung von S. yanoikuyae-Bakterien wurde eine
gewisse Wartezeit eingehalten, um die Verteilung der verschiedenen Substanzen zu gewéhrleisten
(s. Kap. 3.7.3.1). Diese Zeit mullte trotz komplexerer Gleichgewichtseinstellung bei den Kulti-
vierungen mit der Bodensuspension drastisch auf 30 min gekiirzt werden, da sonst autochthone
Bodenorganismen vermehrt angewachsen wiren [s. auch CZESCHKA 1995].

3.7.5.5.3 Durchfiihrung der Probenahmen

Vor allem bei den Kultivierungen mit Bodensuspension war die Durchfiihrung einer reproduzier-
baren Probenahme schwierig, da grobere Bodenpartikel im nicht optimal geriihrten Medium sofort
absinken.

Abbildung 10 gibt eine schematische Darstellung der Probenahme bei den Kultivierungen im Bio-
reaktor wieder. Wihrend der Kultivierungen in fliissigen Medien wurden die Proben iiber das Pro-
benahmerohr entnommen. Dazu wurde der erste Teil des Mediums verworfen und eine definierte
Menge Probe anschliefend in einem MeBkolben aufgefangen. Die Probe wurde unter stindigem
Riihren ziigig aufgearbeitet. Im Gegensatz dazu wurden die Proben bei Bodensuspensionskultivie-
rungen nicht iiber das Probenahmerohr, sondern mit einer umgedrehten sterilen 50 mL Vollpipette
entnommen. Ein Teil wurde direkt in ein steriles Eppendorfreaktionsgefil} pipettiert, mit dem die
Lebendzellzahl durch Ausplattieren bestimmt wurde. Der Rest wurde in einen 100 mL Erlen-
meyerkolben iiberfiihrt. Das Medium wurde dann wihrend der weiteren Pipettierarbeit mit einem
Magnetriihrer gut gemischt. Mittels einer 10 mL MeBpipette mit vergroBerter Offnung wurden
die vorbereiteten Probengefilie befiillt, wobei das Volumen in der Regel iiber die Bestimmung der
Gewichtsdifferenz der Gefif3e vor und nach der Zugabe berechnet werden konnte. Abschlie3end
wurden die Proben fiir die Bestimmungen von Mefgroen im reinen Fliissigmedium pipettiert, bei
14.000 rpm in einer Tischzentrifuge (5415C, Geridtebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf)
zentrifugiert und der Uberstand in neue EppendorfreaktionsgefiBe iibertragen.

Alle Proben wurden entweder sofort weiterverarbeitet (Oberflichenspannung, Lebendzellzahl-
bestimmung) oder bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C tiefgefroren. Die zur Phenanthren-,
Protein- und Tensidanalytik bestimmten Proben wurden vorher noch mit 20 pLL. 3 M HCl je 1 mL
Kultivierungsmedium zur Konservierung versetzt.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Probenahmen bei Kultivierungen im 2 L Bioreaktor.
links der gestrichelten Linie: Kultivierung in fliissigem Medium
rechts der gestrichelten Linie:  Kultivierung in 10% Bodensuspension
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4 Praktischer Teil 11
Chemisch-physikalische Voruntersuchungen

In diesem Kapitel werden Durchfiihrung und Ergebnisse aus chemisch-physikalisch ausgerichteten
Voruntersuchungen mit Tensiden und Phenanthren présentiert, die relevant fiir die Auslegung der
biologischen Experimente und fiir die Diskussion der daraus resultierenden Ergebnisse sind.

4.1 Bestimmung der Kritischen Mizellbildungskonzentrationen (CMC) von
Texapon® N25 und Sophoroselipiden

Die kritische Mizellbildungskonzentration ist ein Schliisselparameter zur Charakterisierung von
Tensiden oder Tensidgemischen und gibt an, ab welcher Konzentration eine Mizellbildung in
wissriger Losung erfolgt. Schadstoffabbausteigernde Wirkungen sind laut Literatur hdufig erst
oberhalb der CMC zu beobachten (s. Kap. 2.2.5.2).

Beim Uberschreiten der CMC verindern sich einige physikalisch-chemische Eigenschaften von
Tensidlosungen, wie etwa die Oberflichenspannung, die Leitfahigkeit oder der osmotische Druck.
Diese konnen auf verschiedene Arten, etwa photo- oder tensiometrisch erfalit werden. Darauf
aufbauend gibt es verschiedene Methoden der CMC-Bestimmung, jedoch keine in einer DIN-Vor-
schrift niedergelegte [HALBIG 1997].

Die in dieser Arbeit dokumentierten Oberflachenspannungen wurden per Ringmethode nach Du
Noiiy bestimmt (s. Kap. 3.5.2.1). Dabei wurden auch die verschiedenen Kalibrationslosungen
unter kultivierungsnahen Bedingungen (Temperatur: 28°C, Medium: MMg,,, ) vermessen, um die
Ubertragbarkeit auf die spiteren Versuchsergebnisse zu gewihrleisten. Dazu wurden ent-
sprechende Losungen im 10 mL MeBkolben angesetzt: fliissige Proben wurden nach einer kurzen
Lagerungszeit, Bodensuspensionsproben (versetzt mit 1% NaN3) erst nach 48 h Inkubation in
100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben im Schiittelschrank (Certomat R/H, Braun, Melsungen
bei 28°C und 200 rpm) vermessen. Nach intensivem Schiitteln wurden 9 mL. Probe entnommen
und die Oberflichenspannung gemall Kapitel 3.5.2.1 bestimmt. Durch die graphische Darstellung
der gemessenen Werte gegen die logarithmisch aufgetragenen Tensidkonzentrationen kann durch
Ermittlung des Schnittpunktes der Regressionsgeraden die CMC bestimmt werden. Abbildungen
11 und 12 auf der nichsten Seite geben die verschiedenen CMC-Bestimmungen wieder. In
Tabelle 14 sind die der Berechnung zugrundeliegenden Daten aufgelistet.

An alle dargestellten Kurven lassen sich zwei Regressionsgeraden - je eine mit geringer bzw.
grofler Steigung - anlegen. Oberhalb der CMC hat eine Veridnderung der Tensidkonzentration
keine nennenswerte Auswirkung auf die Oberflichenspannung. Unterhalb der CMC wirken sich
kleine Variationen des Tensidgehaltes drastisch auf diese MeBgrofle aus.

Die unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ermittelte kritische Mizellbildungskonzentration
der eingesetzten Sophoroselipide von 4,0 mg/L liegt wesentlich unter der von Texapon® N25 mit
60,6 mg/L. Unter der Voraussetzung, dall beide Tenside eine abbauférdernde Wirkung erst
oberhalb der CMC zeigen, ist das getestete Biotensid effektiver, weil es in geringeren Mengen bei
Schadstoffabbauversuchen eingesetzt werden kann.

Die CMC der Sophoroselipide im eingesetzten Boden ist mit 45,5 mg/L. mehr als zehnfach hoher
als die in Fliissigkultur bestimmte. Dies kann durch die zusitzlichen Wechselwirkungen der Ten-
sidmolekiile mit Bodenpartikeln begriindet werden.
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Die im Rahmen dieses Kapitels durchgefiihrten Arbeiten wurden in Kooperation mit MENGE
[1996] (Texapon® N25) und GESNER [1997] (Sophoroselipide) durchgefiihrt. In Zusammenarbeit
mit GEBNER [1997] wurden auch die im Kapitel 4.2 beschriebenen Untersuchungen durchgefiihrt.
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Abb. 11: Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentrationen der
beiden hauptsédchlich untersuchten Tenside im fliissigen Medium.
(Abkiirzungen: s. Tab. 14)
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Abb. 12: Vergleich der CMC des Sophoroselipidgemisches in fliissigem

Medium und in 10%iger Bodensuspension.

(Abkiirzungen: s. Tab. 14)
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Tab. 14: Die der Berechnung der CMC zugrundegelegten Regressionsgeraden.

Regressionsgeradengleichung R%, s, N
Texa Med. |o [mN/m] = R* =-0,99202
< CMC|(-24,9 £ 1,58) * Sophorosedquiv. [mg/L] s =1,20527
+(749+1,79) | N=4
Texa Med. |o [mN/m] = R*=-0,95059
> CMC | (-1,8 £ 0,29) * Sophorosedquiv. [mg/L] s =0,09299
+(33,6£0,64) | N=4
SLMed. |o[mN/m]= R* =-0,99994
< CMC|(-17,5 £ 0,13) * Sophorosedquiv. [mg/L] s =0,06449
+ (45,6 £0,04)|N=3
SLMed. |o[mN/m]= R*=-0,93981
> CMC | (-1,4 £ 0,25) * Sophoroseédquiv. [mg/L] s =0,18433
+(36,0+£0,39) | N=4
SLBod. |o[mN/m]= R*=-0,99916
< CMC|(-20,0 £ 0,41) * Sophorosedquiv. [mg/L] s =0,30145
+ (68,1 £0,37)|[N=4
SLBod. |o[mN/m]= R* =-0,99956
> CMC | (-1,8 £ 0,04) * Sophorosedquiv. [mg/L] s=0,01472
+(38,0+£0,09) | N=3
Abkiirzungen:
SL = Sophoroselipide Med. = fliissiges MMgy,,
Texa = Texapon” N25 Bod. = 10% Bodensuspension

4.2 Anteil nicht mehr extrahierbaren Phenanthrens in der Bodensuspension
in Abhangigkeit von der Zeit

In Abhingigkeit von der Zeit konnen PAK auch ohne biotischen Einflu} so an Boden festgelegt
werden, dall sie mit organischen Losemitteln nicht mehr quantitativ extrahierbar sind [ESCHEN-
BACH et al. 1994, HATZINGER und ALEXANDER 1995, POETON et al. 1999, YEOM und GHOSH
1998]. Mit diesem Versuch wurde daher fiir den vorliegenden Boden die Menge an Phenanthren
ermittelt, die auf diese Weise analytisch nicht mehr nachweisbar ist.

Dazu wurden in 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben je 50 g 10%ige Bodensuspension
(w/w), 1,0% Natriumazid (w/w) und 100 mg/L Phenanthren gefiillt. Die Kolben wurden an-
schlieBend bei 28°C und 200 rpm im Rotationsschiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) in-
kubiert. Zur Probenahme wurden jeweils zwei Kolben entnommen und der gesamte Inhalt
analysiert. Abbildung 13 zeigt die Versuchsergebnisse.



Praktischer Teil I - Chemisch-physikalische Voruntersuchungen 69

100 T T T T T T T T T T T T T T T T T

oo
(@)

[*))
o

N
(@)

wiedergefundenes Phenanthren
[% der eingesetzten Menge]
o
(@)

0 ] I ] I ] I ] I ] I ] I ] I ] I ]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Adsorptionszeit [d]

Abb. 13: Prozentualer Anteil des nach verschiedenen Inkubationszeiten aus
10%igen Bodensuspensionsproben noch zu extrahierenden Phenan-
threns.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde nur 78,3 £+ 0,6% Phenanthren wiedergefunden,
wihrend nach 22 h nur noch 75,5 + 1,2% Schadstoff erfal3st werden konnte. Ab einer Inkubations-
dauer von 4 Tagen bleibt die extrahierbare Menge des Phenanthrens vergleichsweise konstant
(4d:70,2+4,8%, 8 d: 71,8 £3,3%).

Ein vergleichbarer zeitabhidngiger Verlauf der PAK-Festlegung wurde auch von anderen Autoren
beschrieben [OU et al. 1995, WEIBENFELS et al. 1992].

4.3 Untersuchung der Adsorption von Sophoroselipiden an den Boden

Neben Phenanthren adsorbieren auch Tenside an Bodenpartikel [SWISHER 1987]. Die Stirke der
Adsorption muf3 speziell fiir jeden Anwendungsfall ermittelt werden, da sie unter anderem vom
Tensid oder vom verwendeten Boden abhéngig ist.

Die eingesetzte Versuchsmethode basiert darauf, daB Anderungen der Tensidkonzentration im
Bodensuspensionsiiberstand durch die Bestimmung der Oberflichenspannung erfallit werden
konnen. Voraussetzung ist dabei der Einsatz des Tensids in Konzentrationen unterhalb der CMC
(s. Kap. 4.1).

Die Kolben wurden - wie in Kapitel 4.2 beschrieben - angesetzt, jedoch statt Phenanthren So-
phoroselipidstammlosung zupipettiert (Versuchsansatz 1: 2,0 mg/L. Sophoroselipiddquivalente,
Versuchsansatz 2: 3,3 mg/L. Sophoroselipiddquivalente (Arbeitskonzentrationen)). Die Kolben
wurden anschlieBend ebenfalls bei 200 rpm und 28°C im Rotationsschiittler (Certomat R/H,
Braun, Melsungen) inkubiert. Zur Probenahme wurden jeweils zwei Kolben entnommen und
gemdll Kap. 3.5.2.1 die Oberflichenspannung des Mediums bestimmt. Abbildung 14 gibt die
Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche wieder.
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Abb. 14: Zeitabhingige Adsorption der Sophoroselipide an den Boden.
Die Fehlerbalken geben die Abweichungen der Doppelbestimmungen wieder.

In den ersten drei Inkubationsstunden ist, wie erwartet, bei beiden Parallelversuchen eine Stei-
gerung der Oberflachenspannung festzustellen. Ein Teil der Biotenside adsorbiert an den Boden.
Bis zur ca. 50. Stunde wird jedoch reproduzierbar ein deutlicher Abfall der Oberflichenspannung
gemessen. Beim 1. Versuch nimmt der Wert anschlieBend bis zum Versuchsende nur minimal ab,
wihrend er beim zweiten bis zur 100. Stunde wieder ansteigt und erst im folgenden abnimmt. Die
Referenzmessungen von Bodensuspensionsproben ohne Tensidzusatz bleiben im gleichen Zeit-
raum konstant.

Der Verlauf der Kurven ab der dritten Inkubationsstunde ist ungewohnlich. Vergleichbare Daten
aus der Literatur liegen nicht vor. GEBNER [1997] stellte die Theorie auf, da3 der ungewohnliche
Verlauf durch die Freisetzung oberflachenaktiver mikrobieller oder anderer Substanzen aufgrund
des Schiittelns verursacht sein konnte. Dies 148t sich jedoch eindeutig durch die Untersuchung des
Referenzansatzes widerlegen. Eine Erkldarung fiir das beobachtete Phanomen kann im Rahmen
dieser Arbeit nicht gegeben werden; dazu wiren weitere Untersuchungen notig.

4.4 Ermittlung der Phenanthren - Solubilisierungskapazitat im Medium und
in Bodensuspension durch die Sophoroselipide

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um zu kliren, wieviel Phenanthren durch welche Menge So-
phoroselipide gelost werden kann. Die Versuchsdurchfiihrung basiert auf den Angaben von
TIEHM [1994]. Dabei werden Ansitze von Schadstoff und Tensid bis zum Erreichen des Gleich-
gewichtszustands inkubiert, kristalliner Schadstoff iiber eine Membranfiltration abgetrennt und im
Filtrat die Schadstoffkonzentration bestimmt.
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In 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben wurden zum Test der Solubilisierung in fliissigem
Medium je 45 mL MMsg,, mit 200 mg/L Phenanthren und unterschiedlichen Sophoroselipid-
konzentrationen versetzt. Fiir die Bodensuspensionsproben wurden entsprechend noch 5 g Boden
und 0,5 g Natriumazid zugesetzt. Im Anschlul daran wurden die Kolben 20 h bei 28°C und
200 rpm im Rotationsschiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) geschiittelt.

AnschlieBend wurde die Membranfiltration mit Polycarbonat-Filtern (& 4,5 cm, Porengrofie
0,45 pm) und einer Filtrationseinheit aus Glas (Fa. Sartorius, Gottingen) durchgefiihrt. TIEHM
[1994] stellte fest, dal PAK an diese Filter in sehr viel geringerer Menge adsorbieren als an Mem-
branfiltern aus Celluloseacetat, Nitrocellulose oder Nylon. Auch die eingesetzte Porengrof3e ist
derselben Literaturstelle entnommen. Zur Séttigung des Filters mit Phenanthren und Sophorose-
lipiden wurde 10 mL Losung filtriert und verworfen. Daraufthin wurden 20 mL des Filtrates aufge-
fangen und gemal den Angaben im Kapitel 3.5.2.7 der Phenanthrengehalt bestimmit.

In Abbildung 15 werden die Resultate dargestellt.
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Abb. 15: Solubilisierung von Phenanthren in Abhéngigkeit von der So-
phoroselipidkonzentration in MMg,,, und 10%iger Bodensus-
pension.

Die Werte in g/L sind die Sophoroselipidkonzentrationen im Ubergang zwischen flacher und
starker Steigung. Die Angaben in mg/g stellen die Steigung der steileren Geraden dar und
repriasentieren den gewichtsbezogenen Solubilisierungskoeffizienten (GwSK) [EDWARDS et al.
1991, TiEEM 1994]. Die beiden dargestellten Graphen fiir reines Medium und Bodensuspension
lassen sich je in zwei Bereiche trennen, an die sich Regressionsgeraden unterschiedlicher Steigung
anlegen lassen. Nihere Daten zu diesen Geraden sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Tab. 15: Daten der in Abb. 15 dargestellten Regressionsgeraden.

Regressionsgeradengleichung Rs, N
MM gun. solub. Phen. [mg/L] = R?=0,99972
Ger. kleiner | (0,064 £ 0,001) * Sophoroseadquiv. [mg/L] s =0,03951
Steigung +(-0,019 £ 0,035)N = 3
MM gun. solub. Phen. [mg/L] = R?=0,99614
Ger. grof3er | (0,232 £ 0,010) * Sophoroseadquiv. [mg/L] s =2,26968
Steigung +(-8,820 £ 2,120)N = 4
Bodensus. |solub. Phen. [mg/L] = R?=0,85798
Ger. kleiner | (0,006 £ 0,001) * Sophoroseadquiv. [mg/L] s=1,20624
Steigung + (2,141 + 0,452)N = 12
Bodensus. |solub. Phen. [mg/L] = R?=1
Ger. grof3er | (0,081 £ 0,0) * Sophoroseadquiv. [mg/L] s=0
Steigung +(-108,394 £ 0,0)N = 2

(Mangels weiterer MeRpunkte kénnen zur steilen Bodensuspensions-Regressionsgeraden
keine statistisch abgesicherteren Werte prasentiert werden. Daher wurde der entsprechende
gewichtsbezogene Solubilisierungskoeffizient in Abbildung 15 auch in Klammern gesetzt.)
Abklrzung: Ger. = Gerade

Die Sophoroselipidkonzentrationen, ab denen ingyMund Bodensuspension drastische LOs-
lichkeitserhéhungen des Phenanthrens erfolgen, liegen deutlich Gber denen der CMC-Bestimmung
in Kap. 4.1 (fr MMwun, 13,2fach und Bodensusp. 33,1fach). Dies ist durch die zusatzlich vorhan-
denen Phenanthrenkristalle, mit denen die Tensidmolekiile ebenfalls wechselwirken, zu begrinden.
Der gewichtsbezogene Solubilisierungskoeffizient im flissigen Mediun288r0 mg/g sagt aus,

daR etwa 232,0 mg Phenanthren von 1 g Sophoroselipiden geldst werden kénnen. Dies ist ein im
Vergleich zu synthetischen Tensiden etwa 10fach héherer Wert; so betragt dieser beim SDS unter
vergleichbaren Bedingungen beispielsweise 21,0 mgégifl1994].

In Gegenwart von Boden erhoht sich die fur die Solubilisierung des Phenanthrens bendétigte
Tensidmenge betrachtlich. Zuerst adsorbieren die Tenside hauptsachlich an Bodenpartikel, bis
diese Uberwiegend abgesattigt sind. Erst ab dem kritischen Wert von 1,5 g/L wird die apparente
Loslichkeit des Phenanthrens merklich erhéht. Da in der Folge weiterhin auch eine geringe Menge
Tensidmolekile an den Boden adsorbiert, bleibt der gewichtsbezogene Solubilisierungskoeffizient
mit etwa 81 mg/g 2,9fach kleiner als der des Ansatzes ohne Boden [siaetkal. 1992].

Neben der CMC liegt auch der gewichtsbezogene Solubilisierungskoeffizient des Sophoroselipid-
gemischs im Vergleich zu Gblichen synthetischen Tensiden in einem optimaleren Bereich.

4.5 Fluoreszenzspektroskopische Voruntersuchungen

Zum Test der Einsatzfahigkeit des F-4500 Fluoreszenz-Spektralfluorometers (Fa. Hitachi, Ltd.,

Tokyo) bei Abbauversuchen muf3ten einige Voruntersuchungen durchgefuhrt werden. Dies ge-
schah in Zusammenarbeit mit Marose [1999]. Er fihrte ebenfalls die Auswertungen der Fluores-
zenzmessungen durch; alle im folgenden gezeigten Diagramme wurden freundlicherweise von ihm
zur Verflgung gestellt.
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4.5.1 2D-Fluoreszenzspektren von Phenanthren, Tensiden, Huminsiure und Boden in
MMBrun.

In Abbildung 20a ist ein Fluoreszenzspektrum von 100 mg/L Phenanthren in MMg,,, dargestellt,
welches bei zu den Kultivierungen vergleichbaren Bedingungen mit dem Fliissiglichtleiter auf-
genommen wurde. Phenanthren ist aufgrund seines aromatischen Charakters sehr gut fluoreszenz-
spektroskopisch zu erfassen. Bei den Messungen wurden drei Fluoreszenzpeaks hoher Intensitit
detektiert, die bei Agx. = 310, 330, 350 nm und Ag, =400 nm liegen. Festes Phenanthren fluores-
ziert im Bereich von Ag, = 280 - 380 nm/Ag, =405 nm mit einem Maximum bei Ag, = 350 nm/
Agm, =405 nm. Diese Messungen wurden von Marose mit einem speziellen Feststoffadapter
durchgefiihrt. Er untersuchte mittels der Lichtleiteranordnung ebenso die Fluoreszenz einer Phe-
nanthrenlosung (Konz. ca. 1 mg/L), deren Fluoreszenzmaximum bei Ag, =260 - 280 nm/Ag,, =
360 nm liegt (Ndheres zur Versuchsdurchfiihrung und Spektren s. [MAROSE 1999]).

Das reine Mineralsalzmediumg,,, weist dagegen keine Fluoreszenz auf (Spektrum nicht gezeigt).
Ebenso wurden die Sophoroselipide bzw. Texapon® N25 in fiir die bei Kultivierungen typischen
Konzentrationen zu MMg,,,, gegeben und mit dem Spektralfluorometer vermessen, wobei eben-
falls keine Peaks detektiert wurden (s. Strukturformeln in Kap. 3.3, Spektren nicht gezeigt).

Der iiberwiegende Teil der Messungen wurde mit dem Fliissiglichtleiter durchgefiihrt. Durch
dessen Eigenfluoreszenz konnen Signale, die unterhalb von Ag, = 240 nm liegen, nicht mehr er-
fa3t werden. Der MeBbereich ist also im Vergleich zu Messungen in der Kiivette eingeschrinkt.
Zusitzlich mufl beim Einsatz des Fliissiglichtleiters mit einer starken Intensitdtseinbulle gerechnet
werden, die die Empfindlichkeit verringert.

Da Phenanthren auch photolytisch zersetzt werden kann, wurde ein Dauerbelichtungsversuch
durchgefiihrt. Dazu wurde eine MeBzelle, die auch bei Online-Fluoreszenzmessungen von Kul-
tivierungen verwendet wurde, mit MMg,,, inklusive 100 mg/L Phenanthren befiillt, abgedichtet
und iiber einem Magnetriihrer installiert. Uber den Fliissiglichtleiter wurde diese Probe 40 min im
Peakmaximum des Schadstoffs bestrahlt. Dabei wurde eine vernachldssigbare Abnahme der
Fluoreszenzintensitidt um 1,2% in 450 h gemessen. Die Testbedingungen waren extrem. Einerseits
wurde unter normalen Kultivierungsbedingungen das Medium schnell durch die Melizelle ge-
pumpt, andererseits wurde das F-4500 Fluoreszenzspektrometer mit einer Scangeschwindigkeit
von 30.000 nm/min eingesetzt und nur alle 5 min ein Spektrum aufgenommen. Unter realen
Bedingungen wird die Probe fiir nur sehr wenige Sekunden durch eine Wellenlidnge belichtet, bei
24 h Laufzeit und Sminiitiger Messung beispielsweise insgesamt nur etwa 15 s.

In nahezu allen Boden sind Huminstoffe enthalten, die je nach ihrer Loslichkeit in Sauren und
Laugen in die Fulvosduren, die Humine und die Huminsduren unterteilt werden. Dabei handelt es
sich um sehr heterogene organische Stoffe, die u. a. auch Aromaten enthalten [SCHEFFER und
SCHACHTSCHABEL 1989] und damit die Hauptgruppe fluoreszierender Bodenbestandteile bilden
sollte. Eine Huminsdure (Natriumsalz, Aldrich) wurde stellvertretend fluoreszenzspektroskopisch
untersucht, indem eine Losung in MMg,,, im 10 mL MeBreaktor sukzessive verdiinnt und ver-
messen wurde. Erst bei einer Konzentration von 0,01% (w/w) konnten Fluoreszenzpeaks detek-
tiert werden, da bei groBeren Mengen die Losung so triibe war, dall das Fluoreszenzlicht zu stark
absorbiert wurde (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Fluoreszenzspektrum von 0,01% Huminsdure in MMg,y, .
(EX 270 - 550, 10, 10; EM 330 - 700, 10, 20; 700, auto, 240)
Zur Durchfiihrung:
5 g Huminsédure wurden mit MMg,,, unter Zusatz von 500 pL
10% NaOH auf 25 g aufgefiillt. Diese 20% Losung wurde mit
MMeg,,,. entsprechend weiter verdiinnt.

Die eingesetzte Huminsédure zeigt im Medium unter den gegebenen MeBbedingungen nur eine ver-
nachldssigbare Fluoreszenz, die erreichte relative maximale Intensitdt lag bei 6,5 Einheiten. Bei
den Messungen von Phenanthren in MMg,,,, wurden demgegeniiber beispielsweise Werte um 900
gemessen (s. Abb 20a).

Im 10 mL MeBreaktor wurde darauthin die verwendete 10%ige Bodensuspension fluoreszenz-
spektroskopisch untersucht (s. Abb 17).
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Abb. 17: Fluoreszenzspektrum einer 10%igen Bodensuspension.
(EX 270 - 550, 10, 10; EM 330 - 700, 10, 20; 700, auto,
240)
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Die Eigenschaften des verwendeten Bodens, die in Kapitel 3.4.3 aufgelistet sind, lassen darauf
schlieBen, dal dort auch Humine vorhanden sind. Mit dem eingesetzten F-4500 Mefsystem
inklusive Fliissiglichtleiter konnen jedoch nur sehr geringe Fluoreszenzintensititen, die kaum tiber
dem Signalrauschen liegen, detektiert werden. Dies wird ebenfalls auf die starke Triibung
zuriickgefiihrt, die die Reichweite des eingestrahlten Exzitationslichts so stark erniedrigt, daf}
nicht genug Molekiile zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt werden konnen (s. Kap. 4.5.3).

4.5.2 Schadstofffluoreszenz in Gegenwart von Huminsaure

Im nédchsten Experiment sollte gekldrt werden, ob neben der Huminsdure auch das Phenanthren in
MMg,,n. noch fluoreszenzspektroskopisch detektiert werden kann. Dazu wurde einer 0,01%igen
Huminsédurelosung (w/w) im 10 mL MeBreaktor 100 mg/L Phenanthren (Endkonzentration)
zugesetzt. Das Spektrum unterscheidet sich nur sehr geringfiigig von dem, welches ohne den
Schadstoff aufgenommen wurde. Durch die Berechnung des Differenzspektrums werden die
Unterschiede jedoch deutlicher (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Differenzspektrum der Zugabe von 100 mg/L Phenanthren zu
0,01% Huminsdure in MMg,yj, .
(EX 230 - 500, 10, 10; EM 260 - 600, 10, 20; 700, auto, 30000)

Im Fluoreszenzbereich des Phenanthrens wird eine Intensitidtszunahme sichtbar, die jedoch wieder
nur sehr gering ausfillt. Die Erfassung des Phenanthrens in MMg,,, in Gegenwart von Humin-
sdure mit dem derzeit etablierten MeBsystem ist daher nur eingeschrinkt praktikabel.

4.5.3 Untersuchung der Phenanthrenfluoreszenz in einer 10 %igen Bodensuspension

Der 10 mL MeBreaktor wurde mit einer 10%igen Bodensuspension befiillt und im stiindlichen
Abstand je 25 mg/L. Phenanthren zugesetzt. Vor einer erneuten Schadstoffzugabe wurde jeweils
ein 2D-Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Diese unterscheiden sich jedoch nur unwesentlich
von dem Spektrum mit reiner 10%iger Bodensuspension (s. Abb. 17). Abbildung 19 gibt ein
Differenzspektrum wieder, in dem das Ausgangsspektrum ohne Schadstoffzugabe vom Spektrum
der maximalen Menge zugesetzten Phenanthrens (100 mg/L) abgezogen wurde.
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Abb. 19: Differenzspektrum der Zugabe von 100 mg/L Phenanthren zu
10%iger Bodensuspension.
(EX 270 - 550, 10, 10; EM 330 - 700, 10, 20; 700, auto, 240)

Phenanthren 1d6t sich mit dem verwendeten MeBsystem nicht im Boden detektieren. Auch der
Zusatz von 0,01% Huminsdure zur 10%igen Bodensuspension mit 100 mg/L Phenanthren ver-
andert das Fluoreszenzspektrum nicht signifikant (Daten nicht gezeigt).

Mit dem eingesetzten F-4500 Fluoreszenzspektrometer, das iiber eine Xenon-Lampe verfiigt,
konnen in dem eingesetzten Boden keine Fluoreszenzpeaks erkannt werden. Vermutlich ist die
Kapazitit der Lichtquelle zu niedrig, die Empfindlichkeit des Detektors zu gering oder der Inten-
sitatsverlust durch den Fliissiglichtleiter zu hoch. Verschiedene Arbeitsgruppen, die sich auf
diesem Gebiet mit der PAK-Analytik in Gewdssern und Boden beschiftigen, setzen daher die

Laserfluoreszenzspektroskopie ein [KUMKE et al. 1995, KOTZICK und NIESSNER 1996 und dort
zit.].

4.5.4 Auswirkungen steigender Tensidkonzentrationen auf die Phenanthrenfluoreszenz in
MMBrun.

Nachdem bei Messungen von Phenanthren in MMg,,, deutliche Fluoreszenzpeaks detektiert
werden konnten, wurde im weiteren getestet, wie sich steigende Sophoroselipidkonzentrationen
auf diese Fluoreszenz auswirken. Die Ergebnisse repriasentativer Messungen sind in Abbildung 20
dargestellt. In Abbildung 20a ist ein Spektrum ohne Tensidzusatz wiedergegeben, das die bereits
erwihnten Fluoreszenzpeaks bei Ag, =310, 330, 350 nm und Ag, =400 nm aufweist. Mit zu-
nehmendem Tensidgehalt ist eine Verlagerung der Fluoreszenz in den Bereich niedriger
Exzitations- und Emissionswellenldngen zu erkennen. Bei Zugabe von 100 mg/L Sophoroselipid
verringert sich einerseits die Fluoreszenzintensitdt der urspriinglichen Signale, andererseits wird
ein neuer Peak bei Ag =290 nm und Ag, =360 nm detektiert (s. Abb 20b). Bei 500 mg/L hat
sich diese Tendenz noch weiter verstarkt (s. Abb 20c). Die Ausgangspeaks sind nicht mehr
nachzuweisen; die Intensitéit des neuen Peaks hat sich weiter vergrofert.
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Abb. 20: 2D-Fluoreszenzspektren von 100 mg/L Phenanthen in MMg,,,, mit steigenden Konzentrationen an
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476.5 -- 529.4
350 4235 -- 476.5
370.6 -- 4235
317.6 -- 370.6
264.7 -- 317.6
211.8 -- 264.7
300 [ 158.8 -- 211.8
I 1059 - 158.8
Il 5294 - 105.9
o - 52904
300 350 400 450 500 550 600
Emission [nm]
450 rel. Fluoreszenzintensitat
I 847.1 -- 900.0
B 794.1 -- 847.1
741.2 - 794.1
400 688.2 -- 741.2
635.3 - 688.2
582.4 -- 635.3
529.4 -- 582.4
476.5 -- 529.4
350 4235 -- 476.5
370.6 -- 423.5
317.6 -- 370.6
264.7 -- 317.6
211.8 -- 264.7
300 [ 158.8 -- 211.8
I 105.9 -- 158.8
Il 52.94 -- 105.9
o - 5294
300 350 400 450 500 550 600

Emission [nm]

Sophoroselipid.

a) Omg/L SI
b) 100 mg/L Sl
¢) 500 mg/L Sl

(EX 260 - 500, 10, 10; EM 280 - 650, 10, 20; 700, auto, 30000)
(EX 230 - 500, 10, 10; EM 250 - 650, 10, 20; 700, auto, 30000)
(EX 260 - 450, 10, 10; EM 280 - 600, 10, 20; 700, auto, 30000)

Die Spektren wurden bei den entsprechenden Kultivierungen kurz vor der Beimpfung aufgenommen (s.

Kap. 5.2.5.1).
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Diese Ergebnisse lassen sich makroskopisch mit dem Verschwinden der Phenanthrenkristalle
korrelieren. Wéhrend sie zu Beginn ohne Tensidzusatz noch deutlich sichtbar sind, kénnen nach
Zugabe von 500 mg/L Sophoroselipide keine mehr entdeckt werden.

Aufgrund der Vorversuche mit festem und gelostem Phenanthren lassen sich folgende Schluf3-
folgerungen ziehen (s. Kap. 4.5.1). In Abb. 20a fluoresziert weitaus iiberwiegend kristallines Phe-
nanthren, wihrend der geringe Anteil an wissrig gelostem Phenanthren nicht detektiert werden
kann. Durch Zusatz des Tensidgemisches wird mehr Phenanthren apparent gelost, was zu der be-
schriebenen Fluoreszenzverschiebung fiihrt.

Durch die 2D-Fluoreszenzspektroskopie 146t sich also kristallines Phenanthren von apparent ge-
16stem - also wissrigem und mizellarem - Phenanthren unterscheiden.
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5 Praktischer Teil 111
Kultivierungen

5.1 Kaultivierungsversuche in Schiittelkolben

Bevor mit den Kultvierungen im Bioreaktor begonnen werden konnte, wurden einige Vorunter-
suchungen in Schiittelkolben zur Klirung grundlegender Fragen durchgefiihrt, die im ersten Ab-
schnitt dieses Kapitels dargestellt werden.

5.1.1 Wachstum von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur

Zunichst wurde das Wachstum von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur getestet, um die kiirzest
mogliche Vorinkubationszeit bei maximalem Zellertrag und vollstindigem Verbrauch aller Koh-
lenstoffquellen zu ermitteln.

Da Vorversuche mit Phenanthren allein nicht zu einer ausreichenden Zellausbeute in einer ange-
messenen Zeit gefiihrt hatten, wurde den Vorkulturkolben als weitere Kohlenstoffquelle Glucose
zugegeben. Phenanthren wurde weiterhin eingesetzt, um die Adaptation der Zellen an den Schad-
stoff zu erhalten.

Zum Test des Wachstums von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur wurden entsprechende Kolben
unter Standardbedingungen inokuliert, inkubiert und die Konzentrationen der Kohlenstoffquellen
sowie die optische Dichte und der pH-Wert durch regelméflige Beprobung verfolgt (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Wachstum von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur.
Die Phenanthrenabbaukurve ist idealisiert dargestellt. Die Mellwerte weisen eine starke Streuung
auf, weil aufgrund der vorliegenden Schadstoffkristalle keine reproduzierbare Probenahme direkt
aus den Kolben moglich war (s. Kap. 3.5.2.7).
Ansatz in einem 500 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben mit 200 mL MMg,,,. (1 g/L Glucose,
100 mg/L Phenanthren), Ausgangszelltiter je mL: 2,5 * 10°, Inkubation bei 120 rpm und 28°C (s.
Kap. 3.7.5.1)
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Nach einer Anlaufphase von 20 h werden sowohl Phenanthren als auch die zehnmal héher kon-
zentrierte Glucose abgebaut, was mit einem Abfall des pH-Wertes einhergeht. Nach einer 14stiin-
digen exponentiellen Wachstumsphase erreicht die Kultur den stationdren Zustand, wobei Glu-
cose nach 43 h, Phenanthren nach 60 h verbraucht wurde. Eine Diauxie liegt nicht vor, da beide
Kohlenstoffquellen parallel abgebaut werden und der Verlauf der optischen Dichte die typische
sigmoide Form aufweist. Der Abfall des pH-Wertes ist wahrscheinlich auf die Ausschleusung or-
ganischer Sduren durch das Bakterium beim Abbau von Glucose zuriickzufiihren, wie es beispiels-
weise auch von E. coli-Kultivierungen bekannt ist. Beim Wachstum von S. yanoikuyae allein auf
Phenanthren sind dementsprechend keine pH-Anderungen festzustellen (s. Kap. 5.2.5). Nachdem
in der Vorkultur die eingesetzten C-Quellen fast verbraucht sind, steigt der pH-Wert wieder, was
auf die Verstoffwechselung der vorher ausgeschleusten Sduren durch das Bakterium hinweist.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Vorkulturdauer auf 60 bis 84 h festgelegt, bevor die Zellen
zentrifugiert und als ankonzentrierte Suspension den Hauptkultvierungen zugesetzt wurden.

5.1.2 Wirkung von Dichlormethan auf S. yanoikuyae B1

Die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe wurden bei den Kultivierungen in Mengen
von < 100 mg/L eingesetzt. Da wihrend der Schiittelkolbenversuche 100 mL Vier-Schikane-
Erlenmeyerkolben, die mit 30 mL Medium befiillt waren, verwendet wurden, war ein ziigiges,
keimfreies und reproduzierbares Einwiegen der erforderlichen minimalen Mengen an festem,
kristallinem Schadstoff nicht moglich.

Deshalb wurde ein bereits von KEUTH [1990] eingesetztes Verfahren genutzt, indem die PAK in
Dichlormethan gelost den Medien zugesetzt wurden. Der leichtfliichtige Chlorkohlenwasserstoff
(LCKW) ist jedoch in hoheren Konzentrationen toxisch fiir Mikroorganismen, so daf3 im Einzel-
fall Hemmphinomene individuell bestimmt werden miissen [LFU 1991].

Bei den Kultivierungen wurden die PAK-Dichlormethan-Stammlésungen (Konzentration meist
300 mg/mL) dem Medium spitestens 1 h vor der Beimpfung zugesetzt. Ein Grofteil des Dichlor-
methans konnte sich in der Zwischenzeit verfliichtigen. Um jedoch auszuschlieBen, daf3 die ver-
bleibenden Restmengen keine wachstumshemmenden Wirkungen ausiiben, wurde eine Versuchs-
reihe angesetzt.

300 mL Zwei-Schikane-Erlenmeyerkolben mit angeschmolzenem Reagenzglas (,,Pinocchiokol-
ben*) wurden mit 90 mL Medium und verschiedenen, in Tabelle 16 aufgelisteten C-Quellen
versehen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden diese Kolben, die bei 28°C und 140 rpm ge-
schiittelt wurden, inokuliert und das Wachstum iiber stiindliche Messung der OD verfolgt.
Tabelle 16 gibt einen Uberblick der verschiedenen Ansitze und des jeweiligen Wachstums-
verlaufs.
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Tab. 16:  Wachstum von S. yanoikuyae unter Dichlormethanzugabe.
Nr. | Glucose | Phenan- Zeitpunkt AOD | Beginn/Ende | Dauerder| Wachstums-
thren DCM-Zug. | (ODgy, - | der exp. Phase | exp. Pha. rate nax.
OD,,,) [h : min] [h: min] | (Zunahme OD/h)

1 0,5 g/L - - 0,33 11:10/20:10 9:00 0,037

2 0,5 g/L - log-Phase 0,34 11:00 / 19:50 8:50 0,038

3 0,5 g/LL | 100 mg/L - 0,43) 14:40 / 23:20 8:40 (0,050)

4 0,5g/L | 100 mg/L. | log-Phase 0,36 13:30/23:50 | (10:20) 0,032

5 0,5g/L | 100 mg/L | 15 minv. B. 0,37 15:20/23:20 8:00 0,042

6 0,5 g/L | 100 mg/L 1hv.B. 0,35 15:20 /24:10 8:50 0,038

Zu den Berechnungen: Die mittleren optischen Dichten der Anlaufphase und der stationidren Phase (ODg,, und
ODy,,) wurden durch Anlegung von Ausgleichsgeraden an die Graphen bestimmt. An die OD-MeBwerte der
exponentiellen Wachstumsphase wurde zur Berechnung der Wachstumsrate ebenfalls eine Gerade angelegt.
Der Beginn und das Ende der log-Phase wurde idealisiert als Schnittpunkt der jeweiligen Geraden bestimmt.
Weitere Anmerkungen: Bei allen angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte einer Doppelbe-
stimmung. Das Phenanthren in den Kolben 3 - 6 wurde separat von der Losemittelzugabe ebenfalls in Dichlor-
methanldsung zugesetzt.

Werte, die als ,,AusreiBler angesehen werden, sind eingeklammert. Zur Problematik der OD-Messung phenan-
threnhaltiger Medien sei auf Kapitel 3.5.1.4 verwiesen.

Abkiirzungen: DCM-Zug. = Dichlormethan-Zugabe, v. B. = vor Beimpfung

Die A OD aller Kolben liegen im Bereich von 0,33 - 0,37, wobei kein nennenswerter Unterschied
zwischen den verschiedenen Ansidtzen mit und ohne Phenanthren besteht. Die eingesetzte Menge
an Schadstoff ist zu gering, um zu einem gesteigerten Wachstum zu fiihren. Auch eine Verstoft-
wechselung des Dichlormethans, die etwa bei Zugabe in der log-Phase der S. yanoikuyae-Bak-
terien auftreten konnte, ist nicht nachweisbar. Die Streuung der Ergebnisse liegt in dem fiir diese
biologischen Anwendungen {iiblichen Bereich. Die Dauer der log-Phasen mit 8 - 9 h und die
maximalen Wachstumsraten (0,032 - 0,042 Zunahme der OD/h) lassen ebenfalls keinen
charakteristischen Unterschied zwischen den verschiedenen Ansitzen erkennen. Einzig der Beginn
und das Ende der log-Phasen zeigen, da3 durch Phenanthrenzusatz das Wachstum um 2:30 -
4:20 h verzogert wird. Dies kann auf einen hemmenden Einflul des Phenanthrens hindeuten,
andererseits liegen hier im Gegensatz zu den Ansidtzen mit ausschlieBlich Glucose nicht nur
geloste Verbindungen, sondern ebenfalls kristalliner Schadstoff vor, was die Vergleichbarkeit
erschwert. Die Aulenmembranen von Sphingomonaden sind ndmlich vergleichsweise hydrophob,
so daB} die Bakterien zum Teil auch in Assoziation mit den Kristallen vorliegen konnen: Ein
Wachstum auf der Oberfliche muf3 daher nicht direkt per OD sichtbar werden [CESCHKA 1995,
MAHRO 1996].

Es gibt keinen Hinweis auf einen hemmenden Einflul des Dichlormethans, weil das Wachstum
innerhalb aller Ansétze vergleichbar verldauft. Sogar bei der Zugabe des Losemittels in der expo-
nentiellen Wachstumsphase lie} sich im Rahmen dieses Tests keine Beeinflussung der Bakterien
feststellen.

Folglich konnen die PAK den Kultivierungsmedien fiir S. yanoikuyae B1 in Form einer Dichlor-
methanstammlosung in den angegebenen Mengen zugesetzt werden.
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5.1.3 Wirkung der eingesetzten Tenside auf S. yanoikuyae B1 sowie auf eine Auswahl
anderer Mikroorganismen

Tenside konnen das Wachstum von Mikroorganismen sowohl hemmen als auch fordern. Toxische
Effekte werden hauptséachlich auf zwei Mechanismen zuriickgefiihrt. Zum einen kann die Funktion
der Zellmembranen durch Einlagerung von Tensidmolekiilen gestort sein, was bei steigenden An-
teilen sogar bis zu Zelllyse fiihren kann. Zum anderen konnen Proteine wie etwa Enyzme durch
die Wechselwirkung mit intrazelldr vorliegenden Tensiden in ihrer Wirkungsweise beeintrachtigt
werden [HUGO 1965, zit. in SWISHER 1987]. Wachstumsfordernde Wirkungen koénnen dem-
gegeniiber einerseits auf der Verwertung des Tensids selbst beruhen, andererseits konnen kleine
Mengen Tenside durch Wechselwirkung mit der Membran oder Zellproteinen auch eine Stei-
gerung der Stoffwechselaktivitit bewirken [LICHTENBERG et al. 1983].

Welchen Einfluf} ein Tensid auf einen Mikroorganismus haben kann, ist daher konzentrationsab-
hingig. Daneben ist ebenfalls die chemische Struktur wichtig. So steigt beispielsweise die Bak-
terientoxizitdt mit Verldngerung der hydrophoben Kettenldnge [SCHOBERL e al. 1988]. Neben die-
sen tensidbezogenen Parametern muf} bei der Bewertung ebenfalls auch der Testorganismus, seine
Konzentration und Vorgeschichte wie auch das Testverfahren beriicksichtigt werden.

Im Hinblick auf eine spitere praktische Anwendung der Sophoroselipide und des Texapons® N25
bei der Bodensanierung wurde deren Toxizitét fiir eine grolere Anzahl von Mikroorganismen ge-
testet, die liberwiegend zur Bodenmikroflora zu zédhlen sind. Der in der Arbeit primér eingesetzte
Mikroorganismus S. yanoikuyae B1 wurde dabei zwei Testverfahren unterworfen, dem Agar-
plattendiffusionstest und dem logarithmischen Wachstumstest. Dabei sollte ermittelt werden, in
welchen Konzentrationen die Tenside bei Abbauversuchen mit diesem Bakterium einsetzbar sind,
ohne dal} toxische und damit den Phenanthrenabbau hemmende Wirkungen auftreten.

Tabelle 17a/b gibt einen Uberblick der im Rahmen von Toxizititstests eingesetzten Mikroorga-
nismen.

Tab. 17a:  Ubersicht der in den Plattendiffusionstests eingesetzten Mikroorganismen.

Stamm / Einordnung | Anmerkungen [DSMZ 1993 u. 1995, SCHLEGEL 1992, BROCK ET AL. 1994]

Enterobacter -, Zwillingsbruder* von E. coli (nur sehr wenige biochemische Unterschiede)

- im Boden héufig vorkommend

. - fakultativ anaerob

GRAM-neg. Bakterium | _ produziert vergleichsweise viel Gas (daher: aerogenes)

- zur Verfiigung gestellt durch J. Mukherjee, Jadavpur, Universitit Kalkutta

- Quelle: National Collection of Industrial Microorganisms (NCIM), Pune,
Indien

aerogenes

Escherichia coli TG1 |- beriihmtestes Bakterium, breite Anwendung in Biotechnologie/Gentechnik
GRAM-neg. Bakterium |~ Darmbewohner
- fakultativ anaerob
- TG1 ist ein Wildtypstamm
- zur Verfiigung gestellt durch das Institut fiir Biochemie der Universitidt Miinster

Sphingomonas - Isolat aus einem mit Steinkohleteer kontaminierten Boden
- obligat aerob
- schwach beweglich (daher ,,paucimobilis*)
DSMZ 7526 | . Abbau verschiedener PAK
GRAM-neg. Bakterium |- Quelle: DSMZ, Braunschweig

paucimobilis




Praktischer Teil Il - Kultivierungen

83

Tab. 17b:  Ubersicht der in den Plattendiffusionstests eingesetzten Mikroorganismen: Fortsetzung.
Sphingomonas - im Boden weit verbreitet

. - obligat aerob
yanoikuyae

DSMZ 6900
GRAM-neg. Bakterium

s. auch Kapitel 3.2
Quelle: DSMZ, Braunschweig

Micrococcus luteus
GRAM-pos. Bakterium

pigmentiertes Bakterium (,,luteus® lat. gelb)

im Boden vorkommend

obligat aerob

,.Luftkeim (vergleichsweise resistent gegen Trockenheit)
Quelle: Institut fiir Mikrobiologie, Miinster

Rhodococcus ruber
DSMZ 7511
GRAM-pos. Bakterium
und
Rhodococcus ruber
DSMZ 7512
GRAM-pos. Bakterium

beide Isolate aus einem kontaminierten Sediment
im Boden vorkommend

Kolonien rot geférbt

hohes Abbaupotential fiir eine Reihe von Stoffen
Quelle: DSMZ, Braunschweig

Arthrobacter
polychromogenes
GRAM-pos. Bakterium

Isoliert aus einer Altlast [KEUTH 1990]

im Boden verbreitet

aerob

Kokkus-Stibchen-Morphogenese: sowohl kokkoide Formen als auch unregel-
mifige Stibchen mit Zellverzweigungen

resistent gegen Trockenheit

grofles Abbaupotential

Quelle: Institut fiir Mikrobiologie der Universitit Miinster

Saccharomyces
cerevisiae H620
Bier- und Bickerhefe

urspriinglicher Lebensraum: Friichte, Fruchtsifte

fakultativ anaerobe, knospende Hefe

viele physiologische Rassen

hédufige Anwendung in der Biotechnologie/Gentechnik, kommerzielle Hefen
unterscheiden sich oft stark vom Wildtyp

Eukaryontischer ,,Modellorganismus*

- Institutsstamm
Aspergillus niger - im Boden verbreitet, aber auch beispielsweise auf verottendem Pflanzenmaterial
DSMZ 1988 und feuchten Winden
. . - aerob
Schimmelpilz - biotechnologisch interessant: Bildung von Citronensiure und anderen Produk-
(sog. ,,GieBBkannen- ten
schimmel*) - bildet typisch schwarze Sporen (,,niger* lat. schwarz)
- Quelle: DSMZ, Braunschweig
Penicillium - ebenfalls im Boden verbreitet, aber auch auf Pflanzenmaterial u. .
chrysogenum - aerob .
DSMZ 1075 - Bildung von Penicillin, aber auch anderer Produkte

Schimmelpilz (sog.
,,Pinselschimmel*)

Stamm bildet griine Sporen
Quelle: DSMZ, Brauschweig

Bei den vorgestellten Testorganismen handelt es sich - mit Ausnahme der Standardorganismen E.
coli und S. cerevisiae - um Vertreter, die sich vergleichsweise hidufig aus dem Boden isolieren
lassen.
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5.1.3.1 Wirkung der Testtenside auf Mikroorganismen im Plattendiffusionstest

Der Agarplattendiffusionstest stellt eine einfache und schnelle Methode dar, um die Wirkung ver-
schiedener Konzentrationen einer Testsubstanz auf ein groles Spektrum von Mikroorganismen zu
ermitteln.

Bei der eingesetzten Variante, dem Lochplattentest, wurden die Mikroorganismen auf Agarplatten
mit Vollmedien ausplattiert und anschlieBend in den Ndhrboden Locher gestanzt, die dann mit
neuem Agar abgedichtet wurden. AnschlieBend wurden die unterschiedlich konzentrierten Tensid-
16sungen einpipettiert und die Platten bis zum Auftreten eines geschlossenen Mikroorganismen-
rasens im Brutschrank inkubiert (s. Kap. 3.7.5.3.1).

Abbildung 22 zeigt die bei diesem Versuch erhaltenen Resultate.
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Abb. 22: Toxizitit des Texapons™ N25 (A) und der Sophoroselipide (B) fiir verschiedene Mikroorganismen im
Plattendiffusionstest.
Jeder Hemmhof wurde mit der Schublehre vierfach vermessen und diese Ergebnisse mit denen des
Parallelansatzes zu einem Mittelwert zusammengefaf3t. Mikroorganismen, bei denen keine Hemmbhofe
festgestellt werden konnten, sind jeweils im oberen Teil der Graphik in schwarzer Schrift aufgelistet.
Der Toxizitétstest mit Sophoroselipiden wurde in Zusammenarbeit mit GESNER [1997] durchgefiihrt.

Beim Texapon® N25 (Abb. 22A) lassen sich nur lineare Verliufe erkennen, die nahezu gleich-
méilig verteilt sind. Durch Verdopplung der Konzentration eines toxischen Teststoffes 1alt sich
tiblicherweise nur eine kleinere als die zweifache Vergroflerung des Hemmbhofes erreichen, was in
der Testmethode begriindet liegt. Zur Erldauterung sollte zuerst ein imaginires System aus konzen-
trischen Kreisen mit variierendem Durchmesser um das eingestanzte Loch gelegt werden. Um auf
einem weiter entfernt gelegenen Kreis die gleiche Testsubstanzkonzentration wie in einem nah am
Zentrum liegenden Kreis zu ereichen, ist dann aufgrund des groferen Umfangs eine wesentlich
hohere Ausgangskonzentration vorzulegen. Bei den durchgefiihrten Messungen mit dem Texa
pon® N25 4Bt sich jedoch kein Abfall der Graphensteigungen feststellen. Folglich wiirde eine wei-
tere Erhohung der Konzentration iiber 1 g/ also noch zu wesentlichen Vergroerungen des
Hemmbhofes fiihren.

Die Graphik der Sophoroselipide (Abb. 22B) zeigt zum Teil die erwarteten Kurvenverldufe mit
zunehmend geringer werdender Steigung. Die eingesetzten Mikroorganismen lassen sich in drei
unterschiedliche Hemmgruppen einordnen, so ist etwa bei A. polychromogenes eine starke,
demgegeniiber bei E. coli gar keine Hemmung beobachtet worden. Um die Zuordnung der Re-
sultate zu den entsprechenden Mikroorganismengruppen zu erleichtern, wurden die Ergebnisse
zusammengefalt und mit der Einordung der Mikroorganismen in Tabelle 18 aufgelistet.
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Tab. 18: Zusammenfassende Darstellung der Toxizitit von Sophoroselipiden und Texapon® N25 fiir
die eingesetzten Mikroorganismen.

Mikroorganismus Einordnung Toxizitat Toxizitat

Sophoroselipide | Texapon® N25

Arthrobacter GRAM-pos. Bakterium 100 100
polychromogenes

Micrococcus luteus GRAM-pos. Bakterium 69 2
Rhodococcus GRAM-pos. Bakterium 36 72
ruber DSMZ 7511

Rhodococcus GRAM-pos. Bakterium 33 62
ruber DSMZ 7512

Enterobacter aerogenes | GRAM-neg. Bakterium 25 22
Escherichia coli TG1 GRAM-neg. Bakterium 0 0
S. GRAM-neg. Bakterium 0 44
paucimobilis DSMZ 7526

S. GRAM-neg. Bakterium 5 0
yanoikuyae DSMZ 6900

Saccharomyces Bier- und Bickerhefe 0 0
cerevisiae H620

Aspergillus niger Schimmelpilz (sog. 0 0
DSMZ 1988 ,.GieBkannenschimmel*)

Penicillium chrysogenum | Schimmelpilz (sog. 0 0
DSMZ 1075 ,-,Pinselschimmel*)

Zur Ermittlung der prozentualen Verteilung wurden die Hemmbhofgroen jedes Testmikroorganismus
bei allen eingesetzten Tensidkonzentrationen addiert. Die héchste Summe wurde gleich hundert Prozent
gesetzt, die anderen entsprechend umgerechnet.

In der Literatur wurde beschrieben, dall GRAM-negative Bakterien aufgrund ihrer zweiten, du-
Beren Membran nicht so empfindlich gegeniiber Tensiden sind wie GRAM-positive Bakterien
[HOMMEL et al. 1987, JAMES 1965, SWISHER 1987]. Dies lat sich mit den vorliegenden Re-
sultaten bestitigen, nach denen die GRAM-positiven Bakterien iiberwiegend hohere Prozentzahlen
aufweisen. Das Bakterium A. polychromogenes etwa erwies sich bei beiden Tensiden als der
empfindlichste Testorganismus.

Wihrend der Lochplattentest bei den beiden, aus der gleichen Bodenprobe isolierten Rhodo-
coccen vergleichbare Ergebnisse lieferte, lagen sie bei den ,,Zwillingsbriidern E. coli und Entero-
bacter aerogenes weit auseinander. Bei der Gattung Sphingomonas ist beim Texapon® N25 ein
stark differierendes Resultat gemessen worden. Ergebnisse von Toxizitdtsuntersuchungen mit
oberflachenaktiven Substanzen sind hiufig stark stammabhingig. So ermittelte NAKAMURA
[1968] Mortalitdtsraten von 10 - 100% bei verschiedenen E. coli - Stammen in Gegenwart
gleicher SDS-Konzentrationen.

Bei den Pilzen, die sich als Eukaryonten morphologisch und physiologisch stark von den prokary-
ontischen Bakterien unterscheiden, etwa durch einen anderen Zellwandaufbau, konnte weder bei
Texapon® N25 noch bei Sophoroselipiden eine Hemmung festgestellt werden.
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Wegen der bei den beiden Versuchsreihen eingesetzten unterschiedlichen Tensidkonzentrationen
und der differierenden Testanséatze - beispielsweise lagen unterschiedlich konzentrierte Zellsus-
pensionen vor - sind Vergleiche innerhalb, nicht jedoch zwischen den beiden Tensiden mdglich.
Fur reale Bodensanierungen mufd3 beachtet werden, dal3 - auch im Falle der vorliegenden Bio-
tenside - toxische Effekte in keinem Fall vernachlassigbar sind. Dabei dirften jedoch die toxisch
wirksamen Konzentrationen aufgrund von Adsorptionseffekten wesentlich hdher sein.

5.1.3.2 Wirkung der beiden primar eingesetzten TensideSawfanoikuyaeBl im logarith-
mischen Wachstumstest

Im Vergleich zum Agarplattendiffusionstest ist der logarithmische Wachstumstest empfindlicher
und naher an die Verhdltnisse, wie sie in den Kultivierungen vorlagen, angepal3t. Die Zellen be-
finden sich zum Zeitpunkt der Testsubstanzzugabe in der exponentiellen Wachstumsphase; sie
sind also sehr stoffwechselaktiv und Wirkungen kénnen schneller auftreten und damit schneller er-
fal3t werden.

Beim logarithmischen Wachstumstest werden die Bakterien in einem Flissigmedium mit einer
leicht verstoffwechselbaren Kohlenstoffquelle - wie etwa Glucose - angezogen. Erreicht die OD
einen definierten Wert, wird die Kultur mit der Testsubstanz konfrontiert und die Biomasse-
entwicklung weiter verfolgt. Uber den Vergleich mit der Kontrolle kann die Wirkung des zu-
gesetzten Stoffes bestimmt werden. Des weiteren ist auch die Ermittlung der MHK (,minimale
Hemmkonzentration®, auch als ,minimale bakterio- bzw. fungistatische Konzentration"
bezeichnet) moglich: Damit wird die Konzentration der Testsubtanz bezeichnet, bei der tber einen
definierten Zeitraum ,gerade kein Wachstum erfolgt istE\l)cLOHet al. 1989, SHLEGEL 1992].

Die Resultate der log-Wachstumstests mit dem St&myanoikuya®1 in Gegenwart der beiden
Tenside sind in Abbildung 23 auf der nachsten Seite dargestellt.

Die Wachstumskurven vo®. yanoikuyad1 sind beim Versuch mit TexapoN25 bis zu einer
Konzentration von einschlielich 75 mg/L innerhalb der MelRungenauigkeit idenisch mit der des
Referenzansatzes. Eine negative Beeintrachtigung des Wachstums ist bei 100 mg/L Tensid festzu-
stellen, die sich bei steigenden Konzentrationen noch weiter verstarkt. Wahrend beim Ansatz mit
250 mg/L nach einer Adaptationsphase von 4,5 h erneut das Wachstum einsetzt, bleibt dieses bei
500 und 1000 mg/L Texap®bnN25 aus. Ein Abfall der OD unter den Ausgangswert, der
besonders bei der hochsten Tensidkonzentration auftritt, deutet auf Zelllyse hin. Dal3 die Bak-
terien in den Ansatzen mit den héheren Konzentrationen effektiv abgetdtet werden, zeigten auch
weitergehende OD-Bestimmungen: Auch spéter ist kein Wachstum in diesen Kolben mef3bar (Da-
ten nicht gezeigt). Diese Wirkung von Tensiden wurde mehrfach in der Literatur beschrieben und
wird in der Medizin auch zu Sterilisationszwecken genutzHpf_und LUTHY 1992, REHM 1996].

Die MHK von Texapofi N25 beiS. yanoikuyad1 liegt zwischen 250 und 500 mg/L, weil in
diesem Konzentrationsbereich der Ubergang vom verzogerten zum unterbundenen Wachstum
erfolgt.
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Abb. 23: Texapon®™ N25 (a) und Sophoroselipid (b) - Toxizititstest.
In den Legenden sind die eingesetzten Tensidkonzentrationen in
mg/L angegeben. Die Konfrontation der Zellen mit den Tensiden er-
folgte im Zeitpunkt t=0.
Der Texapon® N25-Toxizititstest wurde in Zusammenarbeit mit
Menge [1996], der mit Sophoroselipiden mit Miiller [1996]
durchgefiihrt.

Demgegeniiber konnte beim Versuch mit Sophoroselipiden keine hemmende Wirkung festgestellt
werden [s. a. POREMBA et al. 1991]. Bis zu einer Konzentration von 100 mg/L. Sophoroseiqui-
valenten lassen sich keine signifikanten Unterschiede zur Referenz feststellen. Beim Ansatz mit
1 g/LL Tensid ist sogar eine wachstumsfordernde Wirkung mefbar: Im Vergleich zu den Kolben
mit niedrigeren Tensidkonzentrationen steigt der Proteingehalt auf das etwa 1,9fache an. Die Bak-
terien konnen folglich das Tensidgemisch, das aus den Sophoroselipiden und einem gewissen
Grad an Verunreinigungen besteht, als zusitzliche C-Quelle nutzen (s. Kap. 3.3). Im Ansatz mit
der hochsten Konzentration ist eine lag-Phase dabei nicht zu erkennen, da bereits die erste
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Bestimmung nach Zugabe des Tensids einen erhohten Proteingehalt aufweist: Die zusitzliche
Kohlenstoffquelle kann offensichtlich gleich verwertet werden. Da die Zellen auf Glucose
wachsen, sind die katabolen Stoffwechselwege fiir Hexosen, in die auch C3-Korper etc. einge-
schleust werden konnen, aktiviert, so daf} eine physiologische Umstellung nicht notig erscheint.
Beim Vergleich der Ergebnisse dieses Versuchs mit denen des Plattendiffusionstests sind Unter-
schiede feststellbar. So konnte auf den Agarplatten keine hemmende Wirkung von Texapon® N25
auf S. yanoikuyae B1 festgestellt werden, wihrend bei den Sophoroselipiden von einer, wenn
auch kleinen hemmenden Wirkung im Diffusionstest ausgegangen werden muf}. Die unter-
schiedlichen Ergebnisse beim synthetischen Tensid lassen sich durch die bereits in der Einleitung
dieses Kapitels beschriebene hohere Empfindlichkeit des logarithmischen Wachstumstests er-
kldaren. Demgegeniiber konnte der Schliissel fiir die Begriindung der differierenden Ergebnisse mit
dem Biotensid in der unterschiedlichen Zellphysiologie liegen, da die Zellen bei den beiden an-
gewendeten Tests in unterschiedlichen Wachtumsphasen mit dem Tensid konfrontiert werden.
Wihrend bei exponentiell wachsenden Zellen das Biotensid offenbar schnell verstoffwechselt
werden kann und somit die Konzentration bei fortlaufend steigender Biomasse schnell abnimmt,
verzogert das Sophoroselipid bei S. yanoikuyae B1 in der lag-Phase offenbar den Beginn des
Wachstums.

Fiir die Kultivierungsversuche mit Phenanthren in Fliissig- und Bodensuspensionskultur sind auf-
grund der Toxizitatsuntersuchungen folgende Schlu3folgerungen zu ziehen: Bei Konzentrationen
beider Tenside bis 75 mg/L sind bei den Experimenten keine inhibitorische Effekte zu erwarten.
Bei hoheren Konzentrationen ist das Auftreten wachstumshemmender Effekte von den jeweiligen
konkreten Versuchsbedingungen abhingig.

5.1.4 Mikrobieller Abbau von Phenanthren, Pyren und Benzo[ghi]perylen durch das iso-
lierte Konsortium

Bei der Untersuchung des mikrobiellen Abbaus von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasser-
stoffen im Labor werden neben Einzelverbindungen neuerdings auch vermehrt komplexe Schad-
stoffgemische eingesetzt. Dabei wurden je nach Einzelfall verschiedene Wirkungen des Zusatzes
weiterer PAK ermittelt, die Inhibition, Cometabolismus, Abbauférderung oder keine Effekte um-
fassen [HUGHES et al. 1997 und dort zit., TIEHM und FRITSCHE 1995].

Im Laufe der Arbeit wurde ein Mikroorganismenkonsortium aus einer Altlasten- und Belebt-
schlammischprobe durch wiederholtes Uberimpfen auf frisches Fliissigmedium mit Phenanthren,
Pyren und Benzo|[ghi]perylen als Kohlenstoffquellen isoliert (s. Kap. 3.7.4). Langfristig sollen da-
mit Versuche zum Abbau von weiteren PAK unter Tensidzusatz durchgefiihrt werden.

Zum Test der Abbaufihigkeit dieses Konsortiums wurde es auf den drei PAK und 0,5 g/LL Glu-
cose angezogen (s. Kap. 3.7.3.2). 100 mL Erlenmeyerkolben, die mit 30 mL MMz, und je
50 mg/L Phenanthren und Pyren sowie 10 mg/L. Benzo[ghi]perylen versehen waren, wurden dann
mit je 1 * 10® Zellen/mL beimpft. Die Ansiitze wurden wie iiblich inkubiert und der gesamte Inhalt
eines Kolbens je Probenahme analysiert (s. Kap. 3.5.2.7). Abbildung 24 auf der folgenden Seite
gibt die Ergebnisse dieses Versuchs wieder.

Phenanthren wird innerhalb von 7 d zu 97,5%, Pyren zu 71,5% abgebaut, wihrend der Ben-
zo[ghi]perylen-Gehalt unveridndert bleibt. In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, da3 Zwei-
und Drei-Ringaromaten in Gemischen schneller abgebaut werden als solche mit vier Ringen, was
meist auf die unterschiedlichen Wasserloslichkeiten zuriickgefiihrt wurde [HUGHES et al. 1997,
WALTER et al. 1990]. Die Graphen in Abbildung 24 zeigen, dal die Pyrenmenge erst dann
abnimmt, wenn Phenanthren schon zum Grof3teil abgebaut ist. Dies wurde auch von WALTER et
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al. [1990] beschrieben, die den Abbau eines Anthracenols, welches u. a. Pyren und Phenanthren
enthielt, untersuchten. Benzo[ghi]perylen gilt als sehr persistent und wird deshalb sogar in
Versuchen zum mikrobiologischen Abbau von komplexen PAK-Gemischen in realen Boden als
interner Standard fiir die GC-Analytik eingesetzt [BRINKMANN 1996A].
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Abb. 24: Abbau des Drei-PAK-Komponentengemisches durch das angereicherte Mikroor-
ganismenkonsortium [s. auch Menge 1996].

Der pH-Wert blieb wihrend der Kultvierung im Bereich um 6,91 + 0,02 konstant, wie dies auch
beim Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 beobachtet wurde (s. Kap. 5.2.5). Der
Proteingehalt stieg demgegeniiber von durchschnittlich 3,4 mg/L innerhalb der ersten 5d auf
6,0 mg/L zum Versuchsende (Daten nicht gezeigt). Dieser Anstieg der Biomasse ist nur durch den
Bioabbau der PAK zu begriinden.

Das isolierte Mikrorganismenkonsortium ist folglich in der Lage, Phenanthren und Pyren abzu-
bauen; innerhalb der Versuchszeit wird Benzo[ghi]perylen jedoch nicht angegriffen.

5.1.5 Phenanthrenabbau von S. yanoikuyae B1 bei mehrmaligem Uberimpfen auf nicht-
schadstoffhaltiges Medium

S. yanoikuyae B1 enthilt die zwei Plasmide pKG1 (=~ 230 kb) und pKG2 (~ 30 kb). KIYOHARA et
al. [1983] zeigten, daB} das kleinere Plasmid beim Wachstum auf Benzoat verloren gehen kann.
Dies korrelierte damit, daf3 der Stamm nicht mehr mit Phenanthren oder Biphenyl als alleiniger
Kohlenstoffquelle wachsen konnte. KIM und ZYLSTRA [1995] zeigten jedoch, daB} die Struktur-
gene fiir den Biphenylabbau nicht auf pKG2 liegen. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daf}
diese Gene auf dem Bakterienchromosom vorhanden sind, wihrend analoge Gene bei aus der
Tiefsee isolierten Sphingomonas spec. auf dem groflen Plasmid liegen [KIM et al. 1996]. Der
Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 wurde - abgesehen von den ersten beiden Schritten,
die zu einer cis-Dihydrodiolbildung fiihren - noch nicht im Detail untersucht. Bisher sind iiber 30
Gene, die fiir mono- oder polyzyklische aromatische Verbindungen abbauende Enzyme kodieren,
charakterisiert worden. Es miissen aber noch einige gefunden werden [ZYLSTRA und Kim 1997].
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Aufgrund der Unklarheiten sollte mit einem Versuch gekliart werden, wie viele Bakterien auch
nach mehrmaligem Wachstum in schadstofffreiem Medium noch in der Lage sind, Phenanthren
abzubauen. Liegen alle Gene der fiir den Phenanthrenabbau codierenden Enyzme bei S. yanoi-
kuyae B1 auf dem Bakterienchromosom, so sollte die Zahl der auf schadstoffhaltigen Agarplatten
wachstumsfihigen Bakterien iiber den Versuchszeitraum konstant bleiben. Sind die Abbauenyzme
jedoch teilweise oder vollstindig plasmidkodiert, so sollten sich wéihrend des Versuches Bakterien
durchsetzen, die aufgrund des Plasmidverlustes schneller wachsen konnen, so dal3 es zu einer
deutlichen Reduktion der koloniebildenden Einheiten (KBE) auf Phenanthrenplatten kommen soll-
te.

Fiir den Versuch wurde der Stamm S. yanoikuyae B1 jeweils tédglich in frisches MMgyy, -Néhr-
medium mit 1 g/ Glucose iiberimpft und zu Beginn die Gesamtzellzahl und die Anzahl der KBE
auf glucose- und phenanthrenhaltigen Agarplatten bestimmt (s. Abb. 25).

9 ' ' ' ' ' " P Gesamtzellzahl
A I KBE (Phenanthren)
8 |- [] KBE (Glucose) -~

Zellzahl
[* 10 Zellen/mL Kulturmedium ]

1 2 3 4 5 i 6 7 8 9 10
Anzahl der Uberimpfungen

Abb. 25: Wachstum von S. yanoikuyae B1 nach mehrfacher Anzucht in phenanthrenfreiem Medium.
Die Gesamtzellzahlen wurden mikroskopisch gemifl Kap. 3.5.1.1 bestimmt, die KBE durch
Ausplattierung entsprechender Verdiinnungen auf Agarplatten mit Phenanthren oder Glucose
ermittelt (s. Kap. 3.5.1.2).

Die Fehlerbalken ergeben sich aus den Ergebnissen der Doppelbestimmungen.
Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit MENGE [1996] durchgefiihrt.

Mit Ausnahme des dritten Ansatzes liegen alle Gesamtzellzahlen in einem Bereich zwischen
5.8 - 7,8 * 10’ Zellen/mL. Die Anzahl der KBE auf beiden Kohlenstoffquellen bleibt wihrend der
Versuchsdauer konstant zwischen 1,5 - 2,8 * 107 Zellen/mL, was 22 - 47% der Gesamtzellzahl
entspricht. Alle wachstumsfiahigen Bakterien sind wéhrend der gesamten Versuchsdauer in der
Lage, Phenanthren zu verstoffwechseln.

Aufgrund der erhaltenen Resultate liegt die Vermutung nahe, dal die fiir den Phenanthrenabbau
codierenden Enyzme wahrscheinlich auf dem Bakterienchromosom liegen.
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SALEH [1995] fiihrte einen Plasmidstabilitétstest nach gleichem Prinzip mit einem E. coli-Stamm
durch, der zwei gegen verschiedene Antibiotika Resistenz vermittelnde Plasmide trug. Er fand
heraus, daB nach spitestens sechs Ubernachtkulturen keine plasmidtragenden Bakterien mehr vor-
lagen. Dies zeigt, wie schnell sich plasmidfreie Bakterien in diesem System durchsetzen konnen.
MAHRO et al. [1995] iiberimpften bis zu dreifligmal drei verschiedene Stimme, darunter auch
Sphingomonas spec. BA 2, auf schadstoffreies Fliissigmedium und erzielten dabei @hnliche
Ergebnisse wie die fiir S. yanoikuyae B1.

Aus den Resultaten 148t sich folgern, da3 der Einsatz von Glucose als zusitzlicher Kohlenstoff-
quelle in den Vorkulturen ohne Auswirkung auf die Anzahl der zum Phenanthrenabbau befihigten
Bakterien bleibt. Wenn fiir reale Bodensanierungsvorhaben S. yanoikuyae B1 in grolen Mengen
angezogen werden soll, kann auf den Zusatz von Schadstoffen verzichtet werden.

5.1.6 Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 unter Zusatz von Tensiden

Nachdem durch die verschiedenen Voruntersuchungen grundlegende Daten zu den Tensiden er-
mittelt worden waren (s. Kap. 4), sollten darauf aufbauend Versuche in Schiittelkolben Aufschluf}
tiber deren Wirkung auf den Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae Bl geben. Durch die Ana-
Iytik einer Vielzahl von MeBgrolen - neben dem Phenanthrengehalt wurde die Proteinkon-
zentration, der MBAS-Index oder der Gesamtzuckergehalt, der pH-Wert und die Oberfldchen-
spannung bestimmt - sollten die Abbauergebnisse bestétigt bzw. weitergehende Aussagen ermog-
licht werden. Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Versuchsreihen sollten anschlieBend Kulti-
vierungen im 2 L Bioreaktor durchgefiihrt werden.

Fiir die Experimente wurden 100 mL Erlenmeyerkolben mit 30 mL MMsg,, und 100 mg/L
Phenanthren mit unterschiedlichen Tensidkonzentrationen versetzt, mit 1 * 10° Zellen/mL
inokuliert und unter Standardbedingungen inkubiert (s. Kap. 3.7.5.4). Zu Beginn und nach einer
definierten Inkubationszeit wurden je zwei Kolben pro Ansatz entnommen. Der eine diente zur
Analytik des Phenanthrens, der andere zur Bestimmung der restlichen Mefgrof3en.

5.1.6.1 Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen an Texapon® N25

Die Resultate der mit verschiedenen Texaponkonzentrationen durchgefiihrten Versuche sind in
Abbildung 26 auf der nichsten Seite dargestellt.

Zum Versuchsbeginn sind die in den Kolben gemessenen pH-Werte anndhernd gleich. Im Verlauf
von 21 h ist der pH-Wert ohne erkennbare RegelmaBigkeit in allen Ansidtzen um 0,05 - 0,13 Ein-
heiten gesunken.

Der Proteingehalt ist in nahezu allen Ansdtzen iiber den Versuchszeitraum gestiegen. Die Zu-
nahmen sind, bis auf zwei Ausnahmen, grofler oder gleich dem des Kontrollansatzes. Im Ansatz
mit 70 mg/L Tensid wurde eine, wenn auch geringe Abnahme des Proteingehaltes gemessen.
Diese beruht wahrscheinlich entweder auf einem MeBfehler oder auf der durch die Versuchs-
durchfiihrung bedingten Proteinkonzentrationsbestimmung (t, und ty;) in zwei unterschiedlichen
Kolben. Beim Ansatz mit 100 mg/L Tensid wurde eine im Vergleich zu den anderen Ansitzen
geringere Zunahme des Proteingehaltes registriert. Generell wurde beim Versuchsansatz mit den
hoheren eingesetzten Tensidkonzentrationen auch durchschnittlich hhere Zuwichse verzeichnet.
Die im Vorversuch ermittelte CMC von 60,6 mg/L 148t sich bestitigen, wenn die zu Beginn des
Versuchs bestimmten Werte der Oberflichenspannung einer Regressionsanalyse unterzogen
werden (s. Kap. 3.5.2.1). Bis zu einer Konzentration von 50 mg/L fillt diese MeBgroe namlich
stark ab, wihrend ab dem Ansatz mit 70 mg/L nur noch schwache Abnahmen zu verzeichnen sind.
Die mathematische Bestimmung der CMC von Texapon® N25 bei diesem Versuch ergab
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61,5 mg/L. Das ist eine Abweichung von nur 1,5% gegeniiber dem zuvor bestimmten Wert (s.
Kap. 4.1). Die Abweichung ist auf die variierten Versuchsbedingungen zuriickzufiihren: Bei der
CMC-Bestimmung im Vorversuch wurde - anders als bei diesem Experiment - nur reines Medium
ohne Phenanthren und Bakterien verwendet. Die Oberflaichenspannungen aller Ansidtze mit
Tensidzusatz steigen iiber den Versuchszeitraum an: Bei Texapon® N25-Ausgangskonzen-
trationen bis 5 mg/L um 2 - 2,5 mN/m, bei hoheren Anfangsmengen um 7,5 - 9 mN/m. Beim An-
satz mit 100 mg/L Texapon® wurde sogar eine Zunahme von 12,5 mN/m gemessen.
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Abb. 26: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae Bl unter Zusatz von Texapon™ N25 in Schiittel-
kolben.
Der Abbildung liegen zwei unterschiedliche Versuchsreihen zugrunde (1 - 15 mg/L und 25 -
100 mg/L mit jeweils einem eigenen Referenzwert, der in der Abbildung fiir alle MeBgrofen
gemittelt aufgetragen wurde.) Die Anfangsprobe wurde jeweils nach 1 h, die Endprobe nach
21 h Inkubationszeit genommen.
Die Sdulen der oberen vier Teildiagramme geben die Zu- oder Abnahmen der jeweiligen
MeBgroBen wieder. Unter den jeweiligen Sdulen sind bei Oberfldchenspannung und MBAS-
Index jeweils die Anfangswerte wiedergegeben. Beim pH-Wert und Protein sind die Mittel-
werte aller Ansidtze, und in Klammern die der jeweiligen Versuchsreihe (links niedrigere,
rechts hohere Konzentrationen), angegeben. Diese Art der Darstellung wurde gewihlt, um
einen iibersichtlichen Vergleich aller gemessenen Mefgroflen zu ermdglichen.
Die Experimente wurden in Kooperation mit MENGE [1996] durchgefiihrt.

Die Anfangswerte der MBAS-Indizes zeigen die Zuverlassigkeit dieser Bestimmungsmethode, da
bei der Berechnung der Regressionsgeraden ein Koeffizient R* von 0,99772 erreicht wurde. Die
Abnahme dieser Mel3grof3e liber den Versuchszeitraum steht zudem in einem linearen Zusammen-
hang zur jeweils eingesetzten Tensidkonzentration: Je hoher diese ist, desto groBer ist auch der
Abfall iiber den Versuchszeitraum. Die Ergebnisse beider Tensidbestimmungsmethoden weisen,
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wie erwartet, die gleiche Tendenz auf, d.h. ein abnehmender A MBAS-Index korreliert mit einer
Zunahme der Oberflachenspannung. Durch beide Verfahren wird jedoch - wie auch bei der
Phenanthrenanalytik - nur der Primérabbau bestimmt (s. Kap. 2.2.3.1).

In den Ansitzen ohne Tensidzusatz wird im Mittel 46,5% des eingesetzten polyzyklischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffs abgebaut. Mit Texapon” N25-Zusatz lassen sich drei Kategorien
unterscheiden. Im Konzentrationsbereich zwischen 1 - 15 mg/L. wird mehr, bei Mengen um
25 mg/L etwa genausoviel und zwischen 50 und 100 mg/L. weniger Phenanthren abgebaut. Die
Regressionsanalyse der Ergebnisse von 5 - 100 mg/L zeigt, daB3 die zugesetzte Tensidmenge um-
gekehrt proportional zum abgebauten Phenanthren steht (R* = 0,97925, wenn die Tensidkon-
zentrationen 10 und 85 mg/L nicht in die Berechnung miteinbezogen werden).

Vor allem der Vergleich der Phenanthrenmengen mit den A MBAS-Indizes zeigt, da} bei niedri-
gen Tensidkonzentrationen (< 25 mg/L) eher Phenanthren, bei hoheren (> 25 mg/L) eher Tensid
abgebaut wird. Interessant dabei ist, da} die MelBwerte beider MeBgrolen ab Tensidkonzen-
trationen von iiber 5 mg/L linear verlaufen. Texapon® N25 fordert den mikrobiellen Phenanthren-
abbau in Konzentrationen weit unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration, wie es
bereits fiir andere Tenside beschrieben wurde (s. Kap. 2.2.5.2, [ARONSTEIN et al. 1991]). In den
bei diesem Versuch getesteten hoheren Konzentrationen wird das eingesetzte synthetische Tensid,
das sich durch gute biologische Abbaubarkeit auszeichnet, selbst abgebaut. Die Zunahme des
Proteingehaltes in nahezu allen Kolben deutet darauf hin, daf} inhibitorische Effekte bei der
Betrachtung der Ergebnisse vernachlissigt werden konnen. Beim logarithmischen Wachstumstest
wurden fiir Texapon® N25-Konzentrationen iiber 75 mg/L toxische Effekte fiir S. yanoikuyae B1
zwar nicht ausgeschlossen, dort lagen jedoch keine Phenanthrenkristalle vor, an die Tensid-
molekiile zusétzlich noch hitten adsorbiert sein konnen. Toxische Einfliisse sollten sich beim be-
trachteten Versuch daher erst bei hoheren Tensidkonzentrationen (iiber 100 mg/L) bemerkbar
machen. Der linear gestiegene Anteil an abgebautem Tensid laut MBAS-Index und die parallel ge-
stiegene Oberflachenspannung beim Ansatz mit 100 mg/L Tensid unterstiitzt diese Vermutung.
Zelllytische Prozesse sind mit einer Zunahme des pH-Wertes verbunden, da basische Inhaltsstoffe
freigesetzt werden: In allen Ansitzen fillt jedoch der pH-Wert [BALFANZ 1989]. Die beim Kolben
mit 100 mg/L Texapon® N25 gemessene Zunahme des Proteingehalts ist vermutlich zu niedrig
bestimmt worden, da fallender pH-Wert und starker Tensidabbau auf Wachstum schlielen lassen.
Texapon® N25-Konzentrationen bis 15 mg/L steigern den Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae
B1 bei Experimenten in Schiittelkolben, weshalb diese Mengen ebenfalls bei Fliissigkultivierungen
im Bioreaktor getestet werden sollen.

5.1.6.2 Wirkung verschiedener Konzentrationen an Sophoroselipiden

Abb. 27 auf der folgenden Seite zeigt die Veridnderungen wichtiger MeBgro3en beim Phenan-
threnabbau durch S. yanoikuyae B1 in Schiittelkultur in Abhédngigkeit verschiedener Sophorose-
lipidkonzentrationen.
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Abb. 27: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 in Schiittelkultur in Abhéngigkeit verschiedener
Sophoroselipidkonzentrationen.
Wie in Abb. 26 geben die Sdulen der oberen vier Teildiagramme die Zu- oder Abnahmen der
jeweiligen MeB3grofien wieder. Die Anfangs-pH- und Proteinwerte wurden gemittelt und unter
die entsprechenden Teildiagramme gedruckt, wihrend die Werte Oberflichenspannung und
Gesamtzuckerkonzentration unter die Sdulen geschrieben wurden. (n.b. = nicht bestimmt, da
aullerhalb des MefB3bereiches)
Diese Versuche wurden zeitlich vor denen mit Texapon® N25-Zusatz durchgefiihrt. Die
Schwankungen der MeBergebnisse sind iiberwiegend auf nicht homogen grofle Phenanthren-
kistalle zuriickzufiihren, die bei den spdteren Versuchen mit dem synthetischen Tensid durch
eine modifizierte Versuchsvorbereitung erreicht werden konnte (s. Kap. 3.7.5.4). Dargestellt
sind die Ergebnisse dreier unterschiedlicher Versuche, die in Kooperation mit MULLER [1996]
durchgefiihrt wurden. Die erste Probenahme erfolgte 20 min nach der Beimpfung, wihrend
die Endprobe nach 22 oder 24 h gezogen wurde.

Wie bei dem Versuch mit Texapon® N25 weisen die Anfangs-pH-Werte nur eine geringe Streu-
ung auf. Uber den Versuchszeitraum fillt der pH-Wert in allen Kolben. Tendenziell ist der Abfall
um so grofler, je hoher die vorgelegte Sophoroselipidkonzentration ist. So ist er bei 0,1 mg/L re-
lativem Sophoroselipidgehalt mit 0,06 Einheiten am kleinsten, wihrend bei 1.000 mg/L Tensid ein
Abfall von iiber 0,4 Einheiten gemessen werden konnte.

Die Proteingehalte liegen anfianglich, wie erwartet, in der gleichen GroB3enordnung wie bei der
Parallelversuchsreihe mit dem synthetischen Tensid. Uber den Versuchszeitraum sind jedoch
wesentlich groflere Zunahmen meBbar, die noch deutlicher als beim pH-Wert mit steigender
Tensidkonzentration anwachsen. So wurde beim Ansatz mit 1.000 mg/L rel. Sophoroselipidgehalt
eine Zunahme von 147,3 mg/L gemessen, wihrend in der Referenz eine Steigerung um 21,7 mg/L
Protein verzeichnet wurde.

Die Oberflichenspannungen zu Beginn des Versuchs fallen im Konzentrationsbereich von 0,1 bis
5 mg/L drastisch auf 39,0 mN/m ab. Ab dem nichsthoher konzentrierten Ansatz bleibt dieser
Wert konstant bei 35,0 mN/m. Die kritische Mizellbildungskonzentration unter diesen Versuchs-
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bedingungen liegt im Bereich zwischen 5 und 30 mg/L relativer Sophoroselipidkonzentration. Sie
ist somit hoher als die im Vorversuch (4,0 mg/L) bestimmte, was wiederum auf das Vorliegen von
bakteriellen Zellen und Phenanthrenkristallen zuriickgefiihrt werden kann. Bei den Parallelver-
suchen mit Texapon® N25 war ebenfalls eine Steigerung der kritischen Mizellbildungskonzen-
tration im Vergleich zu den Ergebnissen des Vorversuchs festgestellt worden.

Die gemessenen Gesamtzuckerkonzentrationen zu Beginn des Versuchs steigen zwar mit hoherem
Sophoroselipidgehalt an; sie stehen damit jedoch nicht in dem erwarteten direkten Zusammen-
hang. Uber die Kultivierungszeit nimmt diese MeBgroBe in allen Kolben zu, wobei bei hoheren
Konzentrationen an eingesetztem Sophoroselipid auch héhere Zuwéchse zu verzeichnen sind. Die
Messung des Gesamtzuckergehalts wurde hauptsidchlich zur Bestimmung des relativen So-
phoroselipidgehaltes von Stammldsungen durchgefiihrt. Zum Einsatz in Schiittelkolbenexperi-
menten ist sie weniger gut geeignet, was einerseits auf die nicht-reproduzierbare Probenahme auf-
grund von Flocken u.a. Inhomogenititen im Kultivierungsmedium zuriickzufiihren ist [s. auch
MULLER 1996]. Andererseits beschrieben KAKAC und VEJDELEC [1997], dal auch andere
bakterielle zelleigene Stoffe wie die verschiedenen Desoxyribo- und Ribonukleinsduren die
Messung des Gesamtzuckergehaltes durch Anthron stéren konnen.

Im Parallelversuch mit Texapon® N25 im getesteten Konzentrationsbereich von 0 - 100 mg/L
wurde beziiglich des Phenanthrenabbaus eine typische Optimumkurve erhalten. In Gegenwart von
Sophoroselipiden baut S. yanoikuyae B1 demgegeniiber in nahezu allen eingesetzten Tensid-
konzentrationen mehr Phenanthren ab als in der Referenz ohne Tensid. Lediglich bei 0,1 mg/L
Sophoroselipidzugabe konnte kein verbesserter Abbau festgestellt werden. Wihrend bei den An-
sdtzen mit 1 bis 30 mg/L ein Anstieg an abgebautem Phenanthren von 72 auf 85% gemessen
wurde, sind im Konzentrationsbereich von 55 bis 1.000 mg/L. durchschnittlich Werte iiber 90%
erreicht worden. In der Referenz wurde im gleichen Zeitraum 61% des Phenanthrens abgebaut.
Dabei wird das Sophoroselipidgemisch im betrachteten Zeitraum offenbar auch als zusitzliche
Kohlenstoffquelle genutzt. Hinweis dafiir sind die starken Zuwéchse des Proteingehaltes und die
deutlich fallenden pH-Werte vor allem bei den Ansdtzen mit den hoheren Konzentrationen. Der
hier mefBbare starke Anstieg des Gesamtzuckergehaltes reprisentiert ebenfalls die Zunahme an
Biomasse: Verunreinigungen des Sophoroselipidgemisches, die Alkylkettenreste der Tenside und
das Phenanthren konnen in Hexosen umgebaut werden, so dal trotz des Abbaus von Sophorose-
lipiden ein Netto-Gesamtzuckerzuwachs plausibel ist. Die Anderungen der Oberflichenspan-
nungen zeigen bei den Kolben mit relativen Sophoroselipidgehalten unterhalb der vorliegenden
kritischen Mizellbildungskonzentration, da3 Tenside verstoffwechselt werden. Jedoch ist die
Zunahme an Biomasse in diesen Kolben so hoch, dal neben dem Sophoroselipidgemisch nach-
weislich auch das Phenanthren als Kohlenstoffquelle genutzt wird. Toxische Effekte des Tensid-
gemisches sind, iibereinstimmend mit den Ergebnissen des logarithmischen Wachstumstests, nicht
zu beobachten.

Der Zusatz von Texapon® N25 fiihrt zu einem verbesserten Schadstoffabbau bei nur minimal vari-
ierenden Biomassezuwichsen, was eindeutig auf einen positiven Einflul des Tensids hinweist.
Demgegeniiber kann bei den gemessenen drastischen Proteinzuwéchsen mit dem Sophoroselipid-
gemisch nicht zweifelsfrei gezeigt werden, ob die Steigerung des Phenanthrenabbaus durch tensid-
bedingte Erhohung der Bioverfiigbarkeit, oder/und einfach durch die wesentlich groflere Bio-
masse verursacht wurde. Auffillig ist in diesem Zusammenhang auch, dall bereits bei Werten
unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration im Vergleich zur Referenz mehr Schadstoff
abgebaut wurde, ein Phinomen, das bisher fiir diese Tensidgruppe noch nicht in der Literatur be-
schrieben wurde. Zur Klarung dieses Sachverhaltes wurden weitere Versuche mit weitergehender
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Analytik notig, die im folgenden beschrieben werden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
sollten dabei Konzentrationen von iiber 55 mg/L getestet werden, um einen optimalen Phenan-
threnabbau zu erreichen (s. Kap. 5.2.5).

5.2 Ergebnisse der Fliissigkultivierungen von S. yanoikuyae B1 im Bioreak-
tor

Durch chemisch-physikalische und biologische Voruntersuchungen wurde gezeigt, dal der Ein-
satz von Sophoroselipiden und Texapon® N25 fiir weitere Experimente vielversprechend ist. Um
praxisnaher zu arbeiten und um mehr Moglichkeiten fiir Analytik, wie etwa die Online-2D-
Fluoreszenzspektroskopie, nutzen zu konnen, wurde nun mit einem 2 L Bioreaktorsystem
gearbeitet. In einem ersten Schritt sollten die Bedingungen gefunden werden, mit denen
Kultivierungen unter Zusatz von Tensiden in einem vertretbaren Zeitrahmen durchfiihrbar sind.

5.2.1 Phenanthrenabbau in Abhingigkeit variierender Animpfdichte

Zu Beginn der Arbeiten mit dem vorhandenen Biostat B-Reaktorsystem (Braun, Melsungen) mit
einem Arbeitsvolumen von 2 L wurden einige Parameter beibehalten, andere aufgrund von
Erfahrungswerten neu festgelegt. Wie bei den Schiittelkolbenversuchen wurde das Mineral-
salzmedium (MMg,,,) verwendet und die Kultivierungstemperatur auf 28°C geregelt. Diese Be-
dingungen sind einerseits laut DSMZ-Katalog [1993] fiir den eingesetzten Stamm S. yanoikuyae
optimal, andererseits war so die Vergleichbarkeit mit den geschilderten Vorversuchsergebnissen
gewihrleistet. Die Begasungsrate wurde bei den ersten Arbeiten mit dem Originalbegasungsring
auf 1 - 2 vvm und die Riihrergeschwindigkeit auf 500 rpm festgelegt. Die einzusetzende Phe-
nanthrenmenge wurde mit 100 mg/L auf einen Wert weit iiber dem Loslichkeitsprodukt fest-
gesetzt, um die Wirkung des Tensidzusatzes ermitteln und den Abbau analytisch gut erfassen zu
konnen. Um die Kultivierungsdauer zu verdndern wurde daher die Animpfmenge variiert.

Die Resultate von Reaktorldufen mit differierenden Anfangszellzahlen, die in Kooperation mit
BuscH [1995] durchgefiihrt wurden, sind in Abbildung 28 anhand der Phenanthrenmenge
wiedergegeben (s. S. 97).

Durch die Erhohung der Animpfdichte iiber 2,1 * 10° auf 1 = 10® (6,6 * 107) Zellen/mL kann die
Abbauzeit deutlich reduziert werden. So erreicht die Kultivierung mit der niedrigeren Ausgangs-
zellzahl die Phase verminderter Abbauraten nach ca. 50 h Inkubationszeit, wihrend durch Er-
hohung der Animpfzellzahl auf das 25- bzw. 50fache das gleiche Stadium bereits nach 12 - 13 h
erreicht wurde. Je hoher die Ausgangszellzahl, desto geringer werden die Unterschiede zwischen
den einzelnen Kultivierungen, da die Zellzahl ab einem gewissen Zeitpunkt nicht mehr limitierend
auf den Abbau wirkt. Die Kontrollkultivierung zeigt, da} in dem eingesetzten System vor allem
wihrend der ersten drei Stunden abiotische Eliminationsvorgénge zur Reduktion der analytisch
nachweisbaren Phenanthrenmenge fiihren (s. Kap. 5.2.5).

Die Animpfdichte fiir die folgenden Kultivierungen wurde aufgrund der vorliegenden Resultate
auf 1 * 10° Zellen/mL festgesetzt, eine fiir Schadstoffabbauversuche iibliche Zahl [SCHIPPERS
1993 und dort zit.].
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Abb. 28: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 im 2 L Bioreaktor mit verschie-
denen Animpfmengen.
(Biostat B Standardsystem mit Originalbegasungsring und Schikanekorb
(Braun, Melsungen), Begasungsrate: 2 L/min)
Bei der hochsten Animpfmenge von 6,6 * 10" Zellen/mL wurden im weiteren
Versuchsverlauf nur Zihlergebnisse von 1 * 10° Zellen/mL und mehr erzielt,
sodal} das erste - in der Legende wiedergegebene - Resultat zu stark nach unten
abweicht.

5.2.2 Wachstum von S. yanoikuyae B1 auf zwei Kohlenstoffquellen: Phenanthren und
Glucose

Beim Einsatz bioabbaubarer Tenside besteht die Gefahr, da3 die Mikroorganismen, die eigentlich
die Schadstoffe abbauen sollen, diese zusitzliche, in der Regel besser verstoffwechselbare
Kohlenstoffquelle bevorzugen [MULKINS-PHILLIPS und STEWART 1974]. In realen Sanierungs-
fillen konnen zusitzlich organische Néhr- oder Zuschlagstoffe wie Néahrbouillon, Melasse, Borke
oder Stroh eingesetzt werden [LFU 1991]. Diese sollen sich giinstig auf die Schadstoffelimination
auswirken.

Fiir das angewandte System sollte daher gekldrt werden, ob der an Phenanthren adaptierte Stamm
S. yanoikuyae B1 den Schadstoff im Bioreaktor auch dann noch abbaut, wenn eine sehr leicht
verstoffwechselbare C-Quelle, Glucose, im Medium vorhanden ist.

Dazu wurde wieder mit dem Standard-Kultivierungssystem gearbeitet und dem MMg,,, neben
100 mg/L Phenanthren zusitzlich noch 1 g/L Glucose zugesetzt. Abbildung 29 gibt die wichtig-
sten der dabei aufgenommenen Mefgrof3en wieder.
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Abb. 29: Abbau von Phenanthren durch S. yanoikuyae B1 unter Zusatz von Glucose.
(Biostat B Standardsystem mit Originalbegasungsring und Schikanekorb, Begasungsrate: 2 L/min, By-
pass zur Fluoreszenzmessung und zur Online-Glucosemessung, Animpfmenge 1,25 * 10® Zellen/mL)
Die Glucosekonzentration wurde online durch einen Analysator (YSI 2700 Select, Yellow Springs
Instruments) verfolgt, der iiber ein im Bypass installiertes Crossflow-Filtrationsmodul (ASEP, Appli-
kon) an das System angschlossen war [HILMER 1996].
Die optische Dichte ist mit einem idealisierten Graphen dargestellt.

Wie auch schon bei der Untersuchung des Wachstums von S. yanoikuyae B1 in Vorkultur a6t
sich hier ein gleichzeitiger Abbau von Phenanthren und Glucose feststellen, welcher jedoch auf-
grund eines hoheren Inokulums und der im Bioreaktor optimaleren Bedingungen wesentlich
schneller einsetzt (s. Kap. 5.1.1).

Der Abfall des pH-Wertes ist ebenfalls reproduzierbar; er steigt nach dem Verbrauch der Glucose
ebenso wieder leicht an. Bei der Vorkultur fiel der pH jedoch nur um 0,3 Einheiten, wihrend er
nun um 0,6 Einheiten fillt. Das kann auf die wesentlich hohere Zahl an Zellen zuriickgefiihrt
werden, die, bei optimaleren Bedingungen im Bioreaktor, auch mehr Sidure produzieren konnen.
Der Gelostsauerstoffgehalt féllt parallel mit der Glucosekonzentration ab und steigt nach dem
Verbrauch dieser Kohlenstoffquelle innerhalb kiirzester Zeit wieder an. Letzteres kann zum
Beispiel auch bei vergleichbaren Kultivierungen von E. coli festgestellt werden [HESSE 1997]. Mit
einem minimalen Wert von 87% ist der Gelostsauerstoffgehalt in der vorliegenden Kultivierung
jedoch zu keinem Zeitpunkt in einem das Wachstum negativ beeinflussenden Bereich. Der Graph
der optischen Dichte weist nach einer anfianglich minimalen Zunahme einen starken Anstieg auf,
der mit dem Verbrauch der Kohlenstoffquellen einhergeht. Bei dem in den ersten zwei Stunden
gemessenen geringen Anstieg handelt es sich jedoch wahrscheinlich um eine Mefungenauigkeit
und nicht um den Beginn einer diauxischen Wachstumskurve, da einerseits die Kohlenstoffquellen
gleichzeitig verbraucht werden, andererseits bei einem Parallelversuch mit pH- Regelung die OD
einen normalen sigmoiden Verlauf zeigte. Zu Beginn der beiden Kultivierungen ist die Ver-
gleichbarkeit gegeben, da die pH-Werte dann noch {iibereinstimmten. Die nicht dargestellte
Referenzkultivierung wurde an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben [HILMER 1996].
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Der eingesetzte, an den Schadstoff adaptierte Stamm S. yanoikuyae B1 ist in der Lage,
Phenanthren auch unter Zusatz von Glucose abzubauen. Die Resultate sind dabei durchaus mit
den Ergebnissen entsprechender Kaultivierungen ohne Zusatz des Zuckers vergleichbar (s.
Kap. 5.2.5.1).

5.2.3 Auswirkungen des entwickelten Kopfraum-Begasungssystems auf den Kulti-
vierungsverlauf

Mit dem Biostat B-Reaktorsystem (Braun, Melsungen) konnten anfangs keine Kultivierungen
unter Tensidzusatz durchgefiihrt werden, da die einzig vorgesehene chemische Schaumzerstorung
zu einer Beeintrachtigung der Wirkung der oberflichenaktiven Substanzen gefiihrt hitte. Durch
Entfernung des Schikanekorbes und durch Einbau eines groBen, mit Offnungen an der Unterseite
versehenen Begasungsringes in den Kopfraum des Reaktors, der also nicht in das Medium ein-
taucht, konnte das Problem geltst werden.

In einem ersten Versuch wurde das Wachstum von S. yanoikuyae in dem ,verinderten” Bio-
reaktor mit der modifizierten Schaumzerstorung getestet, um einerseits den Vergleich mit dem
vorher genutzten System zu ermoglichen und andererseits Referenzdaten fiir spiatere Versuche mit
Tensidzusatz zu gewinnen. Abbildung 30 stellt den Phenanthrenabbau und die Biomasseent-
wicklung zweier Kultivierungen gegeniiber.
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Abb. 30: Vergleich des neuen (nb) und alten (ab) Begasungssystems anhand der Graphen des Phe-
nanthrengehalts und der optischen Dichte zweier Kultivierungen.
Der Graph OD (ab) wurde auf den Ausgangswert der OD (nb) umgerechnet.
Die Daten der Kultivierung mit dem alten Begasungssystem wurden in Kooperation mit
BuUscH [1995], die der anderen in Zusammenarbeit mit MULLER [1996] erhalten. Dal3 der
Phenanthenabbau nach einer Anfangsphase beim neuen Begasungssystem etwas langsamer
verlduft als beim alten, 146t sich auch durch zwei weitere Kultivierungen untermauern (Da-
ten nicht gezeigt).



100 Praktischer Teil IlI - Kultivierungen

Wihrend der Phenanthrenabbau in den ersten 6 h bei beiden Kultivierungen vergleichbar verlautft,
verlangsamt er sich in der Folge beim neuen Begasungssystem. Hier steigt die optische Dichte
zusitzlich spiter an, wenngleich die insgesamt gemessenen Anderungen nur sehr gering ausfallen
und die OD-Messung in einer Suspension problematisch ist (s. Kap. 3.5.1.4).

Das neue Begasungssytem ohne Schikanen fiihrt folglich zu einer Verlangsamung des Wachstums
und des Phenanthrenabbaus im Vergleich zu einer Kultivierung mit dem Standardbegasungsring
und Schikanekorb.

Der Gelostsauerstoffgehalt war in allen Kultivierungen stets iiber 90% (Daten nicht gezeigt), so
daf} eine Beeinflussung des aeroben Bioabbaus ausgeschlossen werden kann. Stripeffekte - auf-
grund der physikalischen Eigenschaften des Phenanthrens sowieso eher unwahrscheinlich - lassen
sich zusitzlich durch Kontrollexperimente ausschliefen (s. Kap. 5.2.5).

Die gemessenen Unterschiede lassen sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die unter-
schiedlichen Mischungsverhiltnisse zuriickfiihren. Das von Braun gelieferte Standardsystem ist
fiir aerobe Kultivierungen optimiert. Durch den Schikanekorb und die im Medium aufsteigenden
Luftblasen ist unter Beriicksichtigung der Riihrerdrehzahl eine optimale Durchmischung gewéhr-
leistet. Im neuen System ist diese zwangsldufig ungiinstiger, da nur verschiedene Elektroden und
das Probenahmerohr zur Turbulenzerzeugung dienen und wesentlich weniger Luftblasen
auftreten.

Trotz der etwas schlechteren Phenanthrenabbauergebnisse wurden die im folgenden dargestellten
Untersuchungen mit dem neuen Begasungssystem durchgefiihrt, da dabei die Schaumzerstorung
effektiver verlief und dadurch Bioreaktor-Kultivierungen unter Tensidzusatz erst moglich wurden.

5.2.4 Wirkung eines Bypass auf den Kultivierungsverlauf im Bioreaktor

MUKHERJEE [1996] hatte bei Kultivierungen von Enterobacter aerogenes festgestellt, dal der
Einsatz eines Bypass im Bioreaktorsystem eine starke Auswirkung auf die Kultivierungsergeb-
nisse hatte [LINDEMANN 1998]. Daher wurden mit dem in der Arbeit eingesetzten System
ebenfalls Kultivierungen mit und ohne Bypass durchgefiihrt, um dessen Wirkung auf den
Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 testen zu konnen.

Die Gefahr war, dal im Bypass die Temperatur und der Sauerstoffgehalt pragnant abfallen, Phe-
nanthren adsorbiert oder photochemisch durch die eingesetzte Fluoreszenzanalytik zersetzt wer-
den konnte.

Abbildung 31 auf S. 101 gibt die ermittelten Phenanthren- und Proteingehalte der beiden Ver-
gleichskultivierungen wieder.

Die Entwicklung der Biomasse ist bei beiden Ansdtzen vergleichbar, wihrend bei den Phe-
nanthrengehalten alle Werte in gewissen Grenzen, die Anfangs- und Endgehalte dagegen sehr gut
ibereinstimmen. Deshalb wurde der Einfluf des Bypass auf die Kultivierung von S. yanoikuyae
B1 unter den angewendeten Bedingungen als vernachléssigbar eingestuft.
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Abb. 31: Phenanthrenabbau und Biomasseentwicklung des eingesetzten Bioreaktorsystems ohne (ob)
und mit (mb) Bypass (Begasungsrate: 2 L/min).
Durch den Achsenbreak ergeben sich jeweils zwischen den beiden letzten Mellwerten schein-
bar extremere Steigungen.
Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit MULLER [1996] durchgefiihrt.

Diese Aussage wird durch folgende Argumente untermauert: Durch die hohe Pumpge-
schwindigkeit von 528,5 mL/min und das geringe Fassungsvolumen von 102,4 mL ist die mittlere
Verweilzeit des Mediums im Bypass von etwa 12 s recht kurz (s. Kap. 3.7.5.5). Der Tem-
peraturunterschied zwischen 28°C Kultivierungs- und 21°C Raumtemperatur ist im Vergleich zu
anderen Anwendungen nicht sehr grofl. Der Sauerstoffabfall im Bypass kann aufgrund des ge-
ringen Sauerstoftbedarfs der Zellen beim Phenanthrenabbau, der sich durch die sehr kleinen
Anderungen der Gelostsauerstoffkonzentrationen wihrend der Kultivierungen zeigt, nur minimal
sein. Eine Adsorption an die Glaswandungen des Bypass kann ausgeschlossen werden, da sowohl
der Ansatz mit als auch ohne Bypass in den ersten zwei Kultvierungsstunden einen identischen
Verlauf des Phenanthrengehaltes zeigt. Durch Vorversuche wurde desweiteren gezeigt, daf}3 der
Schadstoff durch die Fluoreszenzanalytik mit einer zu vernachldssigen Rate zersetzt wird (s.
Kap. 4.5).

5.2.5 Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 in Fliissigkultur im Bioreaktor mit Ten-
sid

Nach Erarbeitung der notwendigen physikochemischen und biologischen Grundlagen und Eta-
blierung eines geeigneten Reaktorsystems und Kultivierungsverfahrens konnte nun die Wirkung
des Tensidzusatzes in groBBerem Maf3stab und mit umfangreicherer Analytik durchgefiihrt werden.
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5.2.5.1 Darstellung aller Kultivierungen in Fliissigkultur

Bei den Fliissigkultivierungen wurden nach der Sterilisation des Biostat B-Reaktors inklusive
MMg,.,, und weiterer Vorbereitung zuerst die Phenanthren-Stammlésung (Endkonz. 100 mg/L)
und im Anschluf} daran ggf. das Tensid zugesetzt. Nach einer Wartezeit wurde jeweils die ent-
sprechend vorbereitete Bakteriensuspension zugesetzt, so daB der Anfangstiter 1 * 10* S. yanoi-
kuyae-Bakterien pro mL Medium betrug. Der Zeitpunkt der Inokulation markierte jeweils den
Start der Kultivierung und wurde als t = 0 h gesetzt. (Zur ndheren Information der Durchfiihrung
sieche Kapitel 3.7.5.5.)

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick aller in diesem Abschnitt vorgestellten Fliissigkulti-
vierungen.

Tab. 19: Ubersicht der im Biostat B-Bioreaktor mit S. yanoikuyae Bl durchgefiihrten
Fliissigkultivierungen mit Tensidzusatz.

Nr. Tensid Konzentra- | Bemerkungen
tion [mg/L]
1 - - Referenz
2 Texapon® N25 10 Optimaler Bereich
3 Sophoroselipide 2 unterhalb der CMC
4 " 25 oberhalb der CMC
5 U 100 oberhalb der CMC
6 " 500 oberhalb der CMC
7 U 25 ohne mikrobielle Aktivitit

Anmerkung: Die Konzentrationen wurden aufgrund der Resultate der chemisch-physi-
kalischen Voruntersuchungen und Vorkultivierungen in Schiittelkolben bestimmt (s.
Kap. 4 und Kap. 5.1.6).

Auf die graphische Darstellung der Online-Daten (pH-Wert, Gelostsauerstoffgehalt, O,- und CO,-
Abgaswerte) wurde verzichtet, weil trotz des Einsatzes der empfindlichsten verfiigbaren Mel3-
geriite iiberwiegend keine signifikanten Anderungen gemessen wurden. Dies kann sowohl auf bio-
logische als auch apparative Ursachen zuriickgefiihrt werden. Zum ersten sind mogliche Ver-
dnderungen der MeB3grofen aufgrund der iiberwiegend geringen Menge an eingesetzten Kohlen-
stoffquellen und den vorgegebenen Begasungsraten gering. Dariiber hinaus ist die Gleich-
gewichtseinstellung aufgrund des modifizierten Begasungssystems verlangsamt, da nicht mehr das
Medium mit Zuluft begast wurde, sondern nur noch der Kopfraum.

Bei den Kultivierungen wurde das Abgas durch mit Toluol gefiillte Waschflaschen geleitet, um die
Erfassung des gestrippten Phenanthrens zu ermoglichen. Hierbei wurden bei den Kultivierungen
vernachlidssigbare Werte zwischen 0,5 und 3% des eingesetzten Phenanthrens nachgewiesen.

Die hier beschriebenen Versuche wurden in Kooperation mit MENGE [1996], MULLER [1996]
oder GEBNER [1997] durchgefiihrt.
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1. Referenzkultivierung ohne Tenside
Zu Beginn sollte festgestellt werden, wie der Phenanthrenabbau im vorliegenden System ohne
Zusatz von Tensiden verlduft. Abbildung 32 gibt die Daten der Offline-Bestimmungen wieder.
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Abb. 32: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 ohne Tensidzusatz im Biostat B-Reaktor.

Der Phenanthrengehalt fillt direkt vom Versuchsbeginn an rapide ab; demgegeniiber steigt die
MelBgrole der Biomasse - der Proteingehalt - von Beginn an. Eine lag-Phase ist bei dieser Kul-
tivierung nicht zu erkennen. Bis zur zehnten Stunde ist eine vergleichsweise hohe konstante
Abbaurate mefBbar, die danach in einen Bereich einer auf niedrigerem Niveau gleichbleibenden
Rate iibergeht. Der Proteingehalt steigt bis zur ca. 24. Inkubationsstunde konstant um etwa
15 mg/L an. Bis zur letzten Probenahme nach 50 h ist noch ein Anstieg um 5,8 mg/L zu
verzeichnen. Anderungen der Oberflichenspannung wurden wihrend des Bioreaktorlaufes nicht
registriert.

Die Online-Messungen haben folgendes ergeben: Der pH-Wert lag wihrend der gesamten Kulti-
vierung bei 6,86 + 0,01 Einheiten. Der Sauerstoffgehalt lag immer {iber 92,5%. Parallelen zu an-
deren MeB3groen sind nicht zu erkennen. Der CO,- und der O,-Gehalt in der Abluft zeigten keine
signifikanten Anderungen.

2. Kultivierung mit 10 mg/L Texapon® N25

Die Konzentration wurde auf Basis der Ergebnisse des Schiittelkolbenversuchs gewihlt, bei dem
ein optimaler Bereich von 1 - 15 mg/L Texapon® N25, also unterhalb der CMC, festgestellt wur-
de (s. Kap. 3.7.5.4). Die Graphen der MeBgro3en Phenanthrenmenge, Proteingehalt, Oberflichen-
spannung und MBAS-Index sind in Abbildung 33 wiedergegeben.




104 Praktischer Teil IlI - Kultivierungen

T T T T T T T T T T 75 _10
100 | ]
30 49
i ' 470 =
sl Sor Hd6s E 1 &
= g a7
) =170 | s ] =
g g =460 = <
—_— = f:_6ﬂ.)
= < 60 s o
- 2 1,5
e 5 50 1”272
Tl E 2 1,5
S 4
5L | 40 —50% =
=43
30 | O
- 45
o 2 1 Jr—z
- 40
10 11
5L 0 1 1 L 1 L 1 L 1 L L L L L WO 35 _-0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Kultivierungszeit [h]

Abb. 33: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 mit 10 mg/L Texapon® N25 im Biostat B-Reaktor.

Die ersten drei Phenanthrenwerte liegen zu niedrig, da bei den entsprechenden Probenahmen
durch fehlendes Nachspiilen ein Teil der Schadstoffkristalle an der Pipette héngenblieb und so
analytisch nicht erfalt wurde. Es sollte daher von einem realen Anfangswert zwischen 90 -
100 mg/L im Zeitpunkt t, ausgegangen werden, der bei den anderen Fliissigkultivierungen im
Biostat B in der Regel auch vorlag. Nach 8,25 h ist ein rapider Abfall des Phenanthrengehaltes
festzustellen. Der Zeitraum hoher Abbauraten ist damit im Vergleich zur zuvor beschriebenen
Referenzkultivierung zum einen kiirzer, zum anderen wird auch ein niedrigerer Phenanthrengehalt
erreicht. Im Anschluf} féllt die Schadstoffkonzentration nahezu linear bis zur 36. Stunde auf
0,3 mg/L.

Die Phasen des Phenanthrenabbaus korrelieren mit der Zunahme des Proteingehaltes, der bis zur
18. Stunde ansteigt. In den ersten 8 h ist dabei die Steigung des Graphen am hochsten, wobei sich
bis zur 18. h ein Abschnitt niedrigerer Steigung anschlie3t. Bis zum Versuchsende ist dann nur
noch eine minimale Steigung zu erkennen. Wiederum zeigen beide bisher beschriebenen Mel3-
grofen, daB} es unter diesen Bedingungen keine lag-Phase fiir S. yanoikuyae B1 beim Phenan-
threnabbau gibt.

Wihrend die Oberflichenspannung in den ersten 18 Inkubationsstunden nur sehr minimal ansteigt
und dann bis zur 36. Stunde einen Wert von iiber 70 mN/m erreicht, verlauft der Graph der an-
deren MeBgroBle fiir die Tensidmenge, des MBAS-Indexes, nahezu spiegelbildlich. Die Verldufe
beider MeBgrofien sind ein eindeutiger Beleg dafiir, dal zuerst Phenanthren und dann das Tensid
abgebaut wird. Durch Texapon” N25 kann unter vergleichbaren Bedingungen die Oberflichen-
spannung maximal bis auf auf 32 mN/m reduziert werden (s. Kap. 3.7.5.4). Die kleinste ge-
messene Oberflichenspannung bei dieser Kultivierung liegt bei 50 mN/m, was weit oberhalb der
CMC ist (s. Kap. 4.1). Wihrend durch den Phenanthrenabbau ein Anstieg des Proteingehaltes ge-
messen werden kann, wirkt sich die Tensidverstoffwechselung kaum steigernd auf die Biomasse
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aus. Dies ist durch die 10fach niedrigere Ausgangskonzentration des Tensids im Vergleich zum
Schadstoff zu begriinden.

Riickschliisse auf biologische Prozesse im Bioreaktor sind aufgrund der MeB3groen der Online-
Analytik kaum moglich. Der pH-Wert bleibt konstant bei 6,85; Anderungen des CO,-Gehaltes im
Abgas sind ebenfalls nicht zu registrieren und auch die Schwankungen im Abgas-O,-Gehalt sind
minimal. Zu Anfang fillt der Gelostsauerstoff wie erwartet etwas ab, Korrelationen sind aber im
weiteren nicht sichtbar.

3. Kultivierung mit 2 mg/L relativer Sophoroselipidkonzentration

Im folgenden wird die Kultivierung mit Biotensidzusatz, die unterhalb der kritischen Mizell-
bildungskonzentration durchgefiihrt wurde, vorgestellt. In Abbildung 34 sind die Werte der Off-
line-Bestimmungen wiedergegeben. Die Oberflichenspannung liegt zu Anfang bei 40 mN/m,
wihrend bei den anderen Kultivierungen unter Einflu von Sophoroselipiden iiber der CMC
immer Anfangswerte von deutlich niedrigeren Werten gemessen wurden (s. folgende Kapitel).
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Abb. 34: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 mit 2 mg/L Sophoroselipiden im Biostat B-Reak-
tor.

Beim Phenanthrenabbau 146t sich bei dieser Kultivierung neben den zwei bereits beschriebenen
Phasen unterschiedlicher Abbauraten auch eine lag-Phase erkennen. Die Schadstoffkonzentration
liegt namlich in den ersten zwei Inkubationsstunden konstant um 67 mg/L. Bis zur 18. h - der
Phase starken Abbaus - wird dann ein Abfall bis auf 7,5 mg/L. gemessen. Zur 48. h ist die Phase
mit der niedrigeren Abbaurate beendet, und es werden im Anschlu Werte unter 0,1 mg/L er-
reicht.

Die Oberflichenspannung steigt in den ersten 18 Kultivierungsstunden nur minimal an. Diese Zu-
nahme kann durch eine Aufnahme von Tensidmolekiilen in die bakterielle Zellmembran erklart
werden (s. Kap. 5.1.3). Bis zur 120. h wird ein Wert von nahezu 70 mN/m erreicht, der dann nur
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noch leicht ansteigt. Entsprechend dem Abbauversuch mit Texapon® N25 wird auch unter den
hier vorliegenden Bedingungen zuerst der Grofteil des Schadstoffs und im Anschluf3 das Tensid
verstoffwechselt.

Wie der Phenanthren- bleibt auch der Proteingehalt in den ersten drei Stunden konstant und zeigt
damit ebenfalls das Auftreten einer lag-Phase. Diese Mel3grofie steigt dann bis zur 20. Inkuba-
tionsstunde stark an, was mit dem Phenanthren- und in gewissen Grenzen dem beginnenden
Tensidverbrauch korreliert. Neben 100 mg/L Phenanthren wurde namlich nur 2 mg/L. Tensid in
den Reaktor vorgelegt, weshalb die geringe Menge an Sophoroselipiden nur eine sehr geringe
Proteinzunahme verursachen kann. Die daran anschlieBende leichte Biomassezunahme ist auf die
minimale Verstoffwechselung der Sophoroselipide und des Phenanthrens - letzteres bis zu einer
Restmenge von 0,05 mg/L - zuriickzufiihren.

Der Gesamtzuckergehalt weist aufgrund der Notwendigkeit hoher Ankonzentrierung starke
Schwankungen auf, so daB hier keine gesicherten Aussagen getroffen werden konnen. Uber den
Kultvierungszeitraum nimmt er jedoch zu, was mit der ansteigenden Biomasse korreliert.

Bei den Online-Messungen fillt der Abfall des Gelostsauerstoffgehaltes von 97,5 auf 92% von der
10. bis zur 20. h auf, was die Phase maximalen Abbaus reprisentiert. Vorher bleibt der Wert
konstant; dies bestitigt neben dem Phenanthren- und Proteingehalt auch das Vorliegen einer lag-
Phase. Bis zur 26. h steigt der Sauerstoffgehalt im Medium wieder auf den Ausgangswert und
bleibt dann konstant. Weitere Parallelen anderer Online-Daten zum biologischen Prozef3 im Bio-
reaktor lassen sich nicht feststellen.

4. Kultivierung mit 25 mg/L relativer Sophoroselipidkonzentration
Mit einem Biotensidgehalt von 25 mg/L. wurde eine Konzentration oberhalb der CMC gewdihlt. In
Abbildung 35 sind die Verldufe der offline bestimmten Mefgroflen dargestellt.
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Abb. 35: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 mit 25 mg/L Sophoroselipiden im Biostat B-Reak-
tor.
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Bei dieser Kultivierung wird Phenanthren durch S. yanoikuyae B1 ohne lag-Phase abgebaut. Bis
zur 18. Stunde liegt ein Zeitraum mit hoher Abbaugeschwindigkeit vor, in dem der Phenanthren-
gehalt von 84 auf 15 mg/L abfillt. Es folgt eine Phase mit niedrigerer Abbaurate, die nach 38 h
abgeschlossen ist. Danach ist der nachgewiesene Abfall des Phenanthrengehaltes nur noch mini-
mal.

Der Proteingehalt steigt bis zur 62. Stunde von 1 auf 7,5 mg/L an und durchlduft zur 110. h ein
Minimum, das um 1,3 mg/L niedriger liegt. Danach steigt die Biomassemef3grof3e bis zur 182. h
wieder auf den Maximalwert, um dann nach einem rapiden Abfall zur 254. h nahe O zu liegen. Zu
Beginn korrelieren die zunehmenden Werte mit dem Abbau des Phenanthrens; spiter konnten sie
mit dem Abbau des Tensides zusammenhingen. Der drastische Abfall der Proteinwerte nach etwa
200 Stunden kann nicht auf ein massenhaftes Absterben von Zellen zuriickgefiihrt werden. Zum
ersten haben andere Versuche mit dem Bioreaktor gezeigt, da} S. yanoikuyae B1 auch linger als
300 h unter den vorliegenden Bedingungen iiberlebensfihig ist. Zum zweiten miifite ein Anstieg
der Oberflachenspannung einsetzen, da amphiphile bakterielle Substanzen, die hauptsichlich aus
der Zellmembran stammen, ins Medium gelangen wiirden. Zum dritten hitte es einen pH-Wert-
Anstieg, der durch Freisetzung alkalischer Verbindungen der Bakterien verursacht werden wiirde,
geben miissen. Vermutet wird daher, dall die Mikroorganismen durch Adsorptionsprozesse nicht
mehr analytisch im Bioreaktor erfa3t werden konnen. Die Abnahme des Proteingehaltes korreliert
niamlich in der betrachteten Phase mit der Oberflichenspannung: Vermutlich dndert sich nach Ab-
bau des Tensides die bakterielle Zellhydrophobizitit. Zur Verifizierung wiren jedoch weitere
Untersuchungen notig.

Die minimal durch Zusatz des Sophoroselipidgemisches erreichbare Oberflichenspannung wurde
bei den Schiittelkolbenversuchen mit 37 mN/m bestimmt. Bei dieser Kultivierung im Biostat B
wurde anfinglich der gleiche Wert gemessen. In den ersten 62 h ist ein geringer Anstieg auf
38,7 mN/m meBbar, wihrend in den folgenden 144 h ein Wert nahe 70 mN/m erreicht wird. An-
schlieBend steigt die Oberflachenspannung bis zum Versuchsende kaum noch. Ein Tensidabbau
mul} sich nicht zwangsldufig sofort auf die Oberflichenspannung auswirken. Diese dndert sich
erst, wenn Konzentrationen oberhalb der CMC erreicht werden, was hier nach 62 h der Fall ist.
Weitere Aussagen sollten die Daten des Gesamtzuckergehaltes geben. Bei dieser MeB3grof3e lassen
sich drei Phasen unterschiedlicher Abnahmeraten erkennen. In den ersten 86 Stunden fillt der
Gesamtzuckergehalt um 1,2 mg/L * 10 h, dann im Zeitraum bis zur 182. Stunde um
2,6 mg/L * 10 h, anschlieend bis zur 206. h wieder wie in der ersten Phase. Damit stehen diese
Ergebnisse im Widerspruch zu den Gesamtzuckerbestimmungen aller anderen Kultivierungen, die
aufgrund der Zunahme an Biomasse immer einen Anstieg des Gesamtzuckergehaltes erkennen
lassen. Fiir den ungewohnlichen Verlauf kann derzeit keine Erklarung gegeben werden.

Die online gemessenen CO,- und O,-Abgaswerte sind, wie auch der pH-Wert, iiber den Kulti-
vierungsverlauf konstant. Einzig die Gelostsauerstoffkonzentration zeigt nennenswerte An-
derungen; die beobachteten Schwankungen weisen jedoch keinen Bezug zu den biologischen
Vorgiéngen auf und sind wahrscheinlich auf eine fehlerhafte Elektrode zuriickzufiihren.

5. Kultivierung mit 100 mg/L relativer Sophoroselipidkonzentration

Mit dem Zusatz von 100 mg/L Biotensid wurde eine im Vergleich zur vorhergehenden Kul-
tivierung vierfach hohere Menge gewihlt. In Abbildung 36 sind die Ergebnisse der Offline-
Messungen wiedergegeben.
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Abb. 36: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 mit 100 mg/L. Sophoroselipiden im Biostat B-Reak-
tor.

Bei diesem Versuch ist wie beim vorhergehenden keine lag-Phase beim Phenanthrenabbau zu
erkennen. Bis zur 14. Inkubationsstunde kann per GC-Analytik eine grofle Schadstoffabnahme
von 98,0 auf 8,6 mg/L nachgewiesen werden, wihrend im folgenden bis zur 100. Stunde ein Ab-
bau bis auf 0,1 mg/L zu messen ist.

Der Phenanthrenabbau korreliert mit der Zunahme des Proteingehaltes, der in den ersten 14 h
stark ansteigt und anschlieBend bis zur 48. h konstant bleibt. Der Anstieg der BiomassemeBgrofie
fallt hier im Vergleich zu den vorhergehend beschriebenen Kultivierungen wesentlich hoher aus.
So wies MULLER [1996] fiir den Versuch mit 500 mg/L. Sophoroselipiden per Diinnschicht-
chromatographie nach, daf} in den ersten 12 h bereits Verunreinigungen des Tensidgemisches
verstoffwechselt werden konnen (s. Kap. 3.5.2.8.2). Dies fiel bei den bisher beschriebenen
Kultivierungen aufgrund des geringen Biotensidgehaltes nicht ins Gewicht, wird aber mit hoherem
Tensidgehalt bedeutender. Nach 48 h ist wieder eine starke Zunahme des Proteingehaltes mef3bar,
die auf die Verstoffwechselung von Tensiden zuriickzufiihren ist. Dieser zweite starke Anstieg
wird, wenn auch mit zeitlicher Verzogerung, ebenfalls durch die Messungen des Gesamtzucker-
gehaltes bestitigt.

Die Oberflachenspannung bleibt wihrend des gesamten Versuchs konstant bei 37 mN/m, d.h. in
der Kultivierungszeit nahm die Tensidkonzentration nicht soweit ab, daf} sie unter die CMC er-
niedrigt wurde.

Die Online-Messungen lassen folgende Aussagen zu: Der pH-Wert liegt bis zur 70. Stunde gleich-
bleibend im Bereich von 6,89 - 6,91, danach ist die Pufferkapazitit des Mediums erschopft und
die MeBgrofle fillt bis zum Versuchsende auf 6,71 Einheiten. Dieser Abfall korreliert mit der
Verstoffwechselung von Tensiden. Die Abgaswerte sind iiber die MeBdauer konstant. Der
Gelostsauerstoffgehalt fillt von 95% zu Beginn auf 89% zur 5. Kultvierungsstunde ab, was mit
der starken Zunahme des Proteingehaltes und einer hohen Abnahme des Phenanthrengehaltes
korreliert. Im Anschluf} daran steigt der Gelostsauerstoffgehalt bis zur 9. h wieder auf nahezu
95% und bleibt dann konstant. Nach 50 h fillt er bis zum Versuchsende auf 81%, was ebenfalls
auf die Verstoffwechselung des Tensides zuriickzufiihren sein diirfte.
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6. Kultivierung mit 500 mg/L relativer Sophoroselipidkonzentration
Die hochste eingesetzte Tensidmenge bei Bioreaktorversuchen betrug 500 mg/L. Abbildung 37
zeigt die Offline-Daten Proteingehalt, Phenanthrenmenge und Oberflichenspannung dieser Kulti-

vierung.
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Abb. 37: Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 mit 500 mg/L Sophoroselipiden im Bio-
stat B-Reaktor.

Innerhalb von 6 h fillt der Phenanthrengehalt bei dieser Kultivierung von 95,0 auf 23,0 mg/L;
danach beginnt die bereits bei anderen Kultivierungen beschriebene Phase mit geringerer Abbau-
rate. Nach 20 h kann noch 1,2 mg/L. Phenanthren analytisch nachgewiesen werden; bis zum
Versuchsende ist nur eine geringe weitere Abnahme mefbar.

Wie bei den vergleichbaren Kultivierungen korreliert zu Beginn der Protein- mit dem Phe-
nanthrengehalt. Der starke Anstieg um mehr als 150 mg/L in den ersten 14 Stunden ist wie bei der
Kultivierung mit 100 mg/L. Sophoroselipid wohl auch Folge der Verwertung von Bestandteilen
des Tensidgemisches. Dies betrifft vor allem den grolen Zuwachs von der 6. bis zur 10. h, da hier
nur noch wenig Phenanthren abgebaut wird. Wie bei der Kultivierung mit 100 mg/L Biotensid
bereits beschrieben, ist nach einer Phase konstanten Proteingehaltes wieder ein erneuter sprung-
hafter Anstieg mef3bar, der auf die Verwertung von Tensiden zuriickzufiihren ist.

Der Gesamtzuckergehalt wurde bei dieser Kultivierung nicht vermessen, da genaue Ergebnisse
durch die dann notwendige hohe Verdiinnung nicht erwartet wurden.

Die Oberflichenspannung weist durchgehend Werte um 37 mN/m auf; die Tensidkonzentration
fallt also nicht unter die CMC.

Die gemessenen Online-Daten zeigen, daB die Anderungen aufgrund der hohen Biotensidmenge
sehr viel grofer sind als bei den anderen Kultivierungen. Der Gelostsauerstoffgehalt fillt innerhalb
der ersten 10 Kultivierungsstunden von 98 auf 79% ab und steigt bis zum Versuchsende auf
100%. Der Verlauf in den ersten 25 h reprisentiert den gesteigerten bakteriellen katabolen Stoft-



110 Praktischer Teil IlI - Kultivierungen

wechsel. Die Sauerstoffwerte im Abgas lassen keine eindeutigen Aussagen zu. Demgegeniiber
weist der CO,-Gehalt im Abgas zur 10. h einen zum Gelostsauerstoff entgegengesetzten Peak auf.
Ansonsten ist diese MeBgrofie konstant.

Der pH-Wert fillt in den ersten 10 Stunden von 6,76 auf 6,68 und bleibt danach konstant auf
diesem Wert. Zur 40. h ist dann noch ein nicht nédher erklarbarer plotzlicher Abfall um 0,04 Ein-
heiten meBbar, der im Gelostsauerstoff- und Sauerstoffabgasgehalt als Steigung bemerkbar ist.
Sowohl der pH-Wert als auch der Gelostsauerstoffgehalt und der CO,-Gehalt im Abgas korre-
lieren also in den ersten 25 h mit den biologischen Vorgingen im Bioreaktor.

7. Kultivierung mit 25 m relativer Sophoroselipidkonzentration ohne mikrobielle Aktivitit

Um festzustellen, wieviel Phenanthren dem System durch abiotische Prozesse entzogen wird,
wurde eine Kultivierung unter Zusatz einer durch intermittierendes Erhitzen abgetoteten Bak-
teriensuspension durchgefiihrt (s. Kap. 3.7.1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abb. 38: Kultivierung mit 100 mg/L Phenanthren und 25 mg/L Sophoroselipiden ohne mikro-
bielle Aktivitit im Biostat B-Reaktor.

Wihrend die ersten drei Phenanthrenwerte stark gestreut sind, weisen die anderen Melwerte
einen linearen Verlauf auf. Die berechnete Abnahmerate betrdgt 1,3 mg/L * h: Nach 24 h sind
noch 67,2 mg/LL Phenanthren nachweisbar, nach 48 h 42,8 mg/L. Der lineare Abfall des
Phenanthrengehaltes konnte auf eine Fixierung des Phenanthrens durch eine Art ,Humin-
stoffbildung* mit bakteriellen Zellbestandteilen zuriickzufiihren sein, da sich braune Ablagerungen
bildeten. Stripeffekte, Autooxidation durch Licht, biologischer Abbau und Einfliisse durch die
Probenahme konnen durch den Versuchsautbau, Vorversuche, begleitende Untersuchungen und
die vorliegenden Ergebnisse ausgeschlossen werden [s. auch GEBNER 1997].

Die Oberflichenspannung bleibt {iber den ganzen Versuch hinweg bei etwa 37 mN/m und auch
der Verlauf des Gesamtzuckergehaltes weist keine bemerkenswerten Anderungen auf.

Die Online-Messungen (pH-Wert, Gelostsauerstoffkonzentration, CO,- und O,-Gehalt im Abgas)
verlaufen innerhalb der MeBBgenauigkeit konstant.
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5.2.5.2 Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen: Ein Beispiel

Bei allen in diesem Abschnitt dargestellten Kultivierungen wurden mittels des F-4500 Fluores-
zenz-Spektralphotometers (Hitachi, Japan), das iiber einen Lichtleiter an einen Bypass ange-
schlossen war, online 2D-Fluoreszenzspektren aufgenommen (s. Kap. 3.6.3).

In diesem Kapitel sollen anhand der Kultivierung von S. yanoikuyae B1 mit jeweils 100 mg/L So-
phoroselipiden und Phenanthren beispielhaft die Resultate der von Marose durchgefiihrten
Fluoreszenzuntersuchungen behandelt werden (s. Abb 36). Weitere Ergebnisse zur Fluoreszenz-
analytik der in diesem Abschnitt beschriebenen S. yanoikuyae-Kultivierungen sind der Doktorar-
beit von MAROSE [1999] zu entnehmen.

Nach der Aufnahme von 2D-Fluoreszenzspektren lassen sich durch die Berechnung von
Differenzspektren Bereiche, in denen Anderungen auftreten, sehr gut identifizieren. In der Ab-
bildung 39 sind charakteristische Differenzspektren der angesprochenen Kultivierung dargestellt.
Tiefblaue Farben reprisentieren dabei Bereiche grofer Abnahmen der Fluoreszenzintensititen,
wihrend tiefrote Farben starke Zunahmen zeigen. Moderatere Anderungen werden entsprechend
durch Zwischenfarben angezeigt.

Durch Voruntersuchungen, die im Kapitel 4.5 behandelt wurden, konnte gezeigt werden, daf}
durch die 2D-Fluoreszenzanalytik apparent gelostes von kristallinem Phenanthren unterschieden
werden kann. Das Streulicht 1. Ordnung reprisentiert unter anderem Partikel im MeBmedium und

eignet sich daher bei Fliissigkultivierungen von Phenanthren als Ma@ fiir die vorhandenen Schad-
stoffkristalle.
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Abb. 39: Darstellung verschiedener Differenzspektren der S. yanoikuyae-Kultivierung im Biostat B mit 100 mg/L
Phenanthren und 100 mg/L Sophoroselipiden. Jeweils drei benachbarte Fluoreszenzspektren, die bei 0,
6, 20, 24 Kultivierungsstunden aufgenommen worden sind, wurden gemittelt und fiir die einzelnen

Differenzspektren folgendermaflen voneinander abgezogen: a) 24 h -0 hb)6 h-0hc)20h -6 h
d)24h-20h
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Wird unter diesen Aspekten das Differenzspektrum in Abb. 39a (24 - 0 h) untersucht, so sind vor
allem im Bereich des apparent gelosten Phenanthrens bei 290 nm/360 nm Abnahmen detektierbar.
Das Streulicht 1. Ordnung ist tiefblau gefarbt. Auch im Bereich des kristallinen Phenanthens ist
eine Verringerung der Fluoreszenz iiber die 24 h meBbar. Durch dieses Differenzspektrum laft
sich zeigen, dal} in allen drei Bereichen der Phenanthrenfluoreszenz Abnahmen auftreten. Durch
eine zeitliche Auflosung, wie sie durch die drei anderen Spektren in Abbildung 39 reprisentiert
wird, lassen sich weitere Schlu3folgerungen ziehen.

In den ersten sechs Kultivierungsstunden nimmt die Fluoreszenz des kristallinen Phenanthrens zu,
die des apparent gelosten Schadstoffs ab (Abb. 39b). In den darauf folgenden 14 h nimmt vor
allem die Fluoreszenz kristallinen Phenanthrens ab, wiahrend nun rote Bereiche bei der Protein-
fluoreszenz detektiert werden, die die starke Zunahme der Biomasse reprisentieren (Abb. 39c).
Im Zeitintervall von der 20. bis zur 24. h sind in Ubereinstimmung mit den Offline-Daten nur noch
geringe Anderungen zu messen (s. Abb. 36 und 39c).

Die jeweiligen charakteristischen Fluoreszenzbereiche eines Spektrums fiir apparent gelostes und
kristallines Phenanthren lassen sich mit mathematischen Verfahren mitteln [MAROSE 1999]. In
Abbildung 40 wurde das Resultat im Vergleich mit dem durch GC-Analytik ermittelten Phe-
nanthrengehalt fiir die gesamte Kultivierungsdauer aufgetragen. Dabei lassen sich die zuvor zu
den Differenzspektren gemachten Angaben zeitlich besser differenzieren. In den ersten 4 Stunden
fillt die Fluoreszenz des apparent gelosten Phenanthrens stark ab. Nach 6 h ist die Fluoreszenz im
kristallinen Bereich auf den Maximalwert angestiegen; danach fillt sie stark ab. Der anfingliche
Anstieg geht vermutlich auf die zunehmende Verkleinerung der Phenanthrenkristalle zuriick. Dies
wird einerseits durch die Oberflichenvergroerung bewirkt, andererseits erhoht sich die Wahr-
scheinlichkeit, da3 zum Mefzeitpunkt festes Phenanthrens fluoreszenzspektroskopisch erfafit wird
[s. auch MAROSE 1999]. Das Streulicht 1. Ordnung im Bereich um 360 - 400 nm korreliert am
besten mit den gaschromatographisch bestimmten Schadstoffwerten. Nach 18 h erreichen alle
Graphen einen konstanten minimalen Wert.
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Abb. 40: Resultate der Fluoreszenzuntersuchungen der Kultivierung mit 100 mg/L
Phenanthren und 100 mg/L Sophoroselipiden [MAROSE 1999].
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Fir den Phenanthrenabbau lassen sich aufgrund der in diesem Kapitel dargestellten Unter-

suchungen folgende Schliisse ziehen.

e S. yanoikuyae B1 kann apparent gelostes - also durch Sophoroselipide mizellar gelostes und
wissrig gelostes - Phenanthren sehr schnell verstoffwechseln. Dadurch ist auch das Fehlen
einer lag-Phase beim iiberwiegenden Teil der Kultivierungen zu erklidren. Die eingesetzten S.
yanoikuyae-Bakterien sind durch die Art der Vorkultur optimal auf den Phenanthrenabbau
eingestellt und konnen den gesamten bioverfiigbaren Schadstoft schnell verstoffwechseln. Beim
Versuch mit dem Biotensidgehalt unterhalb der CMC ist dagegen eine lag-Phase erkennbar (s.
Abb. 34). Der das Wachstum limitierende Schritt scheint fiir das vorliegende System daher der
Massentransfer von kristallinem zum apparent gelosten Phenanthren zu sein und nicht der
Transfer von der Mizelle in die Zelle. Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen stiitzen dieses Resul-
tat; es gibt jedoch auch Autoren, die den zweiten Schritt als limitierend ansehen [TIEHM 1997
und dort zit.].

e Der per GC gemessene Abfall von Phenanthren weist nur begrenzt Korrelationen mit den Fluo-
reszenzdaten auf. Am besten gelingt dieses, wie oben bereits beschrieben, mit Streulicht im
Bereich 360 - 400 nm (s. Abb. 40). Marose [1999] zeigte, dal das auch fiir die anderen
Tensidkultivierungen mit S. yanoikuyae B1 in Fliissigkultur gilt. Durch die Gaschromato-
graphie wird das gesamte Phenanthren erfaf3t, wihrend bei der Interpretation der Fluoreszenz-
daten ebenfalls die Phasenverteilung des Schadstoffs beriicksichtigt werden muf3.

e Wie das kristalline bzw. wissrige Phenanthren verstoffwechselt wird, ob direkt oder per Mi-
zelle, kann mit den bisher vorliegenden Materialien nicht beantwortet werden. Dazu sind
weitere Untersuchungen erforderlich.

5.2.5.3 Vergleich des Phenanthrenabbaus bei den Kultivierungen im Fliissigmedium

Zum Abschlufl wird anhand der Daten Restmenge,,ch 24 n» und maximale Abbaurate ein Vergleich
aller Fliissigkultivierungen im Biostat B vorgenommen. Die Angaben werden in Abb. 41 gezeigt.

illlll..

S1 2 S1.25 S1.100 S1.500 o.T. Kontr. Texa_10

AN o0
oS O
|
[
(o)}

N
(@)
|

—
N

\®)
(@)

—
N
LA L L L DL L L B N Y L LA L |

|
[
[\

max. Abbaurate [mg/L*h]
[ ] g

A\

p—

\]
p—
o

|
oo

|
o)

|
N

|
\®)

I Restmenge Phenanthren [mg/L]
=

S N B~ N

Abb. 41: Restmengen nach 24 h Kultivierung und maximale Abbauraten aller vorgestellten Biostat B-
Kultivierungen im Fliissigmedium.
(SI = Sophoroselipide, Texa = Texapon® N25, 0.T. = ohne Tensidzusatz, Kontr. = Kontrolle
(Kultivierung ohne mikrobielle Aktivitit), angegebene Zahlen reprisentieren die jeweils ein-
gesetzte Menge Tensid in mg/L.
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Bei der Kultivierung ohne Tensidzusatz wurde eine maximale Abbaurate von 8 mg/L * h und eine
Restmenge von 12 mg/L erreicht. Im Kontrollexperiment ohne mikrobiologische Aktivitdt war
eine maximale Phenanthrenabnahme von 1 mg/L * h und ein Restgehalt von 67 mg/L. mefbar.

Im Vergleich zur Referenz ohne Tensidzusatz wurde die Restmenge durch 10 mg/L Texa-
pon® N25 auf ein Drittel reduziert und mit 10 mg/L * h ebenfalls eine bessere maximale Abbau-
rate ermittelt.

Bei den Kultivierungen mit Biotensidzusatz weisen die nach 24 h nachweisbaren Restmengen eine
Abhingigkeit auf, namlich einen exponentiellen Abfall (mit Ausnahme der Kultivierung mit
2mg/L, X* = 0,27284). In der Vergangenheit wurden bei biologischen Sanierungsverfahren
vielfach die erforderlichen Grenzwerte nicht erreicht, da die im Boden verbliebene, nicht mehr
weiter abbaubare Restmenge zu hoch war. Durch den Zusatz von Tensiden - so die Vermutung
nach den Kultivierungen in Fliissigkultur - konnte dieses Problem gelost werden. Diese Aussage
mul} natiirlich noch anhand der Bodensuspensionskultivierungen verifiziert werden (s. Kap. 5.3).
Der Abbau des Schadstoffs verlduft in Fliissigkultur mit Tensidzusatz effektiver: So wurde etwa
durch Zusatz von 500 mg/L. Biotensid im Vergleich zur Kultivierung ohne Tensid die
Restmenge,,ch 24 n um mehr als das zwolffache reduziert. Ebenso steigen die maximalen
Abbauraten der Kultivierungen mit zunehmender Biotensidmenge an. Die Werte mit 0, 2, 100 und
500 mg/L Biotensid weisen dabei eine lineare Abhingigkeit auf (R* = 0,99908). Die bei der
Kultivierung mit 500 mg/L gemessene Abbaurate liegt beispielsweise doppelt so hoch, wie die der
Kultivierung ohne Tensidzusatz.

Vergleichbare PAK-Abbaukurven unter Zusatz oberflichenaktiver Substanzen werden auch von
anderen Autoren beschrieben. So etwa bei SOEDER et al. [1996], die den Einfluf} eines pflanz-
lichen Biotensids auf den Bioabbau von Phenanthren und Fluoranthen untersuchten. ZHANG und
Mitarbeiter [1997] testeten den Einflu von Rhamnolipiden auf den Bioabbau von Phenanthren
und konnten ebenfalls steigende Abbauraten und fallende Restmengen mit steigender Tensid-
konzentration nachweisen.

Sowohl durch Texapon als auch durch Sophoroselipide konnen also im Vergleich zur Kontrolle
ohne Tensidzusatz mit dem vorhandenen System deutlich bessere Abbauergebnisse erzielt werden.
Die bei den Schiittelkolbenexperimenten erzielten Ergebnisse lassen sich dabei im Bioreaktor re-
produzieren.

5.3 Ergebnisse der Kultivierungen von S. yanoikuyae in 10%iger Bodensus-
pension im Bioreaktor

Zum Abschlufl der Arbeit wurde der Einflul von Sophoroselipiden auf den mikrobiellen Schad-
stoffabbau in 10% Bodensuspension untersucht. Dazu wurden Kultivierungen mit lebenden Bak-
terien mit und ohne Zusatz des Biotensidgemisches durchgefiihrt. Ein weiteres Experiment sollte
Aufschluf3 dariiber geben, wieviel Phenanthren iiber den Kultivierungszeitraum durch abiotische
Prozesse verloren geht und analytisch nicht mehr nachweisbar ist. Fiir diesen Versuch wurde dem
Kultivierungsmedium Natriumazid zugesetzt, was sich zur Sterilisation des Bodens als einzig
wirksame Methode herausstellte (s. Kap. 3.7.1). Dariiber hinaus wurde zum Zeitpunkt t = 0 eine
Suspension zugesetzt, die wie bei der entsprechenden Fliissigkultivierung durch intermittierendes
Erhitzen sterilisiert war (s. Kap. 5.2.5.1).
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Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte prinzipiell analog zu den Fliissigkultivierungen. Der vor-
behandelte Boden wurde jeweils mehrere Stunden vor Inokulation mit 1 * 10° Sphingomonas-
Bakterien/mL Suspension in den zuvor autoklavierten Bioreaktor gefiillt. Phenanthren und Tensid
wurden der Bodensuspension vergleichsweise kurz vor Versuchsbeginn, der durch den Zeitpunkt
der Inokulation festgelegt wurde, zugesetzt. Dies war notig, um das Wachstum autochthoner
Schadstoffabbauer nicht zu fordern (s. Kap. 3.7.5.5). Ebenso wurde die Probenahme im Vergleich
zu der der Fliissigkultivierungen modifiziert; sie ist ausfiihrlich in Kapitel 3.7.5.5.3 beschrieben.
Durch die Erfassung einer Vielzahl weiterer Mef3gro3en sollten bei den Bodensuspensionskulti-
vierungen weiterfiilhrende Aussagen ermoglicht werden. Zusitzlich zu den bei entsprechenden
Fliissigkultivierungen analysierten MeBgrof3en wurden noch der Gehalt an DOC, Phosphat, Nitrit,
Nitrat und Ammonium sowie die Anzahl der KBE und die Dehydrogenaseaktivitit gemessen. Im
DOC wurde die Menge organischer Verbindungen erfalt, die nach Abzentrifugation des Bodens
noch im Uberstand vorlagen. Es kann sich dabei um Bestandteile des Sophoroselipidgemisches,
Schadstoff und Abbauprodukte, organische Verbindungen des Bodens oder Bakterien bzw.
Bestandteile von ihnen handeln. Die Messung der Konzentrationen verschiedener anorganischer
Stoffe sollte zusitzliche Aussagen iiber den bakteriellen Stoffwechsel ermoglichen. Neben dem
Proteingehalt wurden die beiden anderen BiomassemeBgroflen - Ermittlung der KBE und
Bestimmung der Dehydrogenaseaktivitit - untersucht, um zu kldren, welche Methode fiir weitere
Kultivierungen am geeignetsten ist. Online-Fluoreszenzmessungen wurden jedoch nicht durch-
gefiihrt, da aufgrund der Bodenpartikel im Medium kein Bypass eingesetzt werden konnte.

5.3.1 Phenanthrenabbau ohne Zusatz von Sophoroselipiden

Die MeBergebnisse der Bodensuspensionskultivierung im Biostat B mit 100 mg/L. Phenanthren
ohne Zusatz von Tensiden werden in vier Graphiken dargestellt. Abbildung 42 veranschaulicht die
Offline-Daten Phenanthren, DOC, Oberflichenspannung und Gesamtzucker.
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Abb. 42: Phenanthrenabbau in 10% Bodensuspension ohne Zusatz von Sophoroselipiden: Offline-Daten
organischer Verbindungen inklusive der Oberflichenspannung.
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In den ersten zwei Kultivierungsstunden steigt die analytisch nachweisbare Phenanthrenmenge
von 68,8 auf 74,8 mg/L. Eine Erkldarung fiir diesen scheinbaren Anstieg wird in Kap. 5.3.3 im
Zusammenhang mit der Kontrollkultivierung gegeben. Im Anschluf} an den Anstieg ist ein starker
Abfall sichtbar: Nach 27 h werden noch 3,7 mg/L Phenanthren im Medium nachgewiesen, an-
schlielend gibt es nur noch einen leichten Abfall.

Der DOC im Uberstand steigt in den ersten 6 Stunden, bleibt dann fiir weitere 6 Stunden konstant
und fillt bis zur 24. h wieder ab. Danach durchliuft diese MeB3gro3e noch ein kleines Maximum
und fillt bis zum Ende der Kultivierung wieder leicht ab. Auf den Verlauf des DOC wird bei der
Behandlung der BiomassemefBgroflen noch einmal eingegangen.

Wie auch bei den Fliissigkultivierungen liegt die Oberflachenspannung von Medien ohne Tensid-
zusatz immer bei Werten iiber 70 mN/m.

Der Gesamtzuckergehalt liegt in den ersten zwei Kultivierungsstunden bei 75 mg/L und steigt
dann zur 18. h um iiber 100 mg/L an. Bis zur 30. h wird ein starker Abfall detektiert; danach ist
bis zum Versuchsende ein erneuter Anstieg erkennbar. Wenngleich zu Beginn konstante Werte
ebenfalls eine lag-Phase andeuten, so erscheint die Methode der Gesamtzuckerbestimmung fiir
Bodenproben aufgrund der vielen Storstoffe nur bedingt geeignet zu sein. Dies wird durch die
entsprechenden Messungen bei der Kultivierung mit Sophoroselipiden bestitigt (s. Kap. 5.3.2).

In Abbildung 43 sind die Resultate der verschiedenen Verfahren zur Biomassebestimmung gegen
die Phenanthrenkonzentration aufgetragen. Dabei handelt es sich um die Dehydrogenaseaktivitit,
die Anzahl an KBE und den Proteingehalt. Alle Bestimmungen wurden nicht mit dem Uberstand,
sondern direkt mit der Suspension durchgefiihrt, um ebenfalls am Boden adsorbierte Mikro-
organismen mitzuerfassen.
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Abb. 43: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension ohne Zusatz von Sophoroselipiden: Ver-
schiedene Bestimmungsmethoden des mikrobiellen Wachstums im Vergleich zum Phenan-
threngehalt.
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Die Dehydrogenaseaktivitit bleibt in den ersten zwei Kultivierungsstunden konstant und steigt
dann bis zur 27. h auf einen Wert, der bis zum Kultvierungsende weitgehend konstant bleibt. Die
Kurve der Anzahl an koloniebildenden Einheiten verlduft dazu nahezu parallel; demgegeniiber ist
beim Proteingehalt ein ganz anderer Verlauf zu erkennen, nimlich ein Anstieg bis zur 10. h und
dann ein Abfall. Die MeBBwertzunahme der ersten beiden Bestimmungsmethoden korreliert mit
dem abnehmenden Phenanthrengehalt. Dariiber hinaus bleiben alle drei MeBgrofen nach 30 h
konstant. Dies beweist, daf} die Abnahme der Schadstoffkonzentration durch mikrobielle Ver-
wertung und nicht durch abiotische Faktoren erfolgt.

Die Proteinbestimmung, mit der bei den Fliissigkultivierungen gute Ergebnisse erzielt wurden, ist
zur Vermessung von Bodensuspensionsproben aufgrund der vielen im Boden vorhandenen Stor-
stoffe weniger geeignet. Dagegen liefern unter diesen Bedingungen sowohl die Messung der
Dehydrogenaseaktivitit als auch die Ermittlung der Zahl der KBE gute Resultate zur Bestimmung
des mikrobiellen Wachstums. Aufgrund des einfacheren Verfahrens und des geringeren Material-
verbrauchs wird der Aktivititstest fiir weitere Kultivierungen empfohlen.

Der Verlauf des DOC in den ersten 27 Stunden korreliert mit dem bakteriellen Stoffwechsel, da
diese MeBgrofie zu Zeiten starken Phenanthrenabbaus hoch ist und mit fallender Schadstoffkon-
zentration abnimmt. Dieser DOC-Verlauf konnte durch desorbierte Schadstoffe und/oder Meta-
bolite verursacht werden.

In Abbildung 44 sind die Ergebnisse der verbleibenden Offline-Bestimmungen des Phosphats und
der Stickstoffverbindungen dargestellt.
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Abb. 44: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension ohne Zusatz von Sophoroselipiden:
Offline-Daten von Phosphat und Stickstoffverbindungen im Uberstand.

Die Phosphatkonzentration bleibt fiir die Dauer der ganzen Kultvierung konstant um 1,55 g/L.
Sowohl der Ammonium- als auch der Nitratgehalt fallen in den ersten Kultivierungsstunden ab.
Wihrend sich die NH,'-Abnahme bis zur 30. Stunde fortsetzt, ist sie beim NO; nur bis zur
9. Stunde meBbar. Jeweils darauf folgend zeigen beide MeBgrofen eine steigende Tendenz. Beim
Wachstum nutzen die Bakterien das Ammonium, das direkt in die Zelle aufgenommen und
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verstoffwechselt werden kann [SCHLEGEL 1992]. Der Verbrauch dieser MeBBgrofie korreliert mit
der durch die Schadstoff- und Biomassebestimmungen ermittelten Wachstumsphase. Demgegen-
iiber zeigt der Graph des Nitratgehaltes eine zum DOC spiegelbildliche Entwicklung, fiir die noch
keine Erkldrung gefunden wurde. Wie im Kap. 3.5.2.5.1 gezeigt wurde, konnte Nitrit nicht im
Medium nachgewiesen werden. Dieses wird bei Bodensuspensionskultivierungen meist nur dann
gebildet, wenn anaerobe Verhiltnisse vorliegen [BRINKMANN 1997]. Bei allen Bodensuspensions-
kultivierungen trat jedoch kein Sauerstoffmangel auf.

Die Resultate zeigen, dall geniigend Stickstoffverbindungen zum mikrobiellen Wachstum in der
10%igen Bodensuspension mit MMg,,, vorhanden sind.

Die letzte Abbildung zu dieser Kultivierung gibt die online aufgenommenen Mel3groen wieder.
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Abb. 45: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension ohne Zusatz von Sophoroselipiden: Online-
Daten.

Die relative Sauerstoffsittigung weist iiber den gesamten Kultivierungszeitraum einen nahezu
linearen Abfall auf, wobei bis zur 15. Kultivierungsstunde geringe Schwankungen sichtbar sind.
Dieser Verlauf deutet eher auf abiotische Einfliisse hin, wie z.B. die zunehmende Verunreinigung
oder Beschidigung der Elektrodenmembran. Starke Anderungen des Sauerstoffgehaltes wurden
bei den entsprechenden Kultivierungen im fliissigen Medium ebenfalls nicht registriert (s. Kap.
5.2.5.1).

Der pH-Wert liegt innerhalb der Mefgenauigkeit konstant bei Werten um 6,75, was auf den pH-
neutralen Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 und die Pufferkapazitit des Bodens zuriick-
zufiihren ist.

Der Verlauf des CO,-Gehalts im Abgas weist bei der 15. und der 42,5. Stunde Maxima auf, die
jedoch nicht mit den biologischen Vorgéingen im Bioreaktor korreliert werden konnen. Der O,-
Gehalt im Abgas zeigt eine minimale Steigung, die - wie bei der relativen Sauerstoffsittigung -
eher auf abiotischen Faktoren basiert.
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5.3.2 Phenanthrenabbau mit 100 mg/L Sophoroselipid-Zusatz

Bei dieser Kultivierung in Bodensuspension wurden neben 100 mg/L Phenanthren auch 100 mg/L
Sophoroselipide zugesetzt. Damit lag die Tensidkonzentration iiber der fiir diese Bedingungen
ermittelten CMC (s. Kap. 4.1). Diese Kultivierung wurde in Zusammenarbeit mit GEBNER [1997]
durchgefiihrt.

In der ersten Abbildung (Nr. 46) sind die MeBgro3en Phenanthren, DOC, Gesamtzucker und
Oberflichenspannung aufgetragen.
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Abb. 46: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension mit 100 mg/L Sophoroselipiden: Offline-Daten
organischer Verbindungen inklusive der Oberfldchenspannung.

Der Phenanthrengehalt nimmt ohne eine lag-Phase innerhalb von 18 h von 80 auf 4 mg/L ab. Bei
dieser Kultivierung werden somit Werte unter 4 mg/L. 9 Stunden friiher als beim Referenzversuch
ohne Tensid erreicht. Im Anschlufl daran fillt der Schadstoffgehalt bis nahe 0 mg/L ab (s. auch
Kap. 5.3.3).

Beim Vergleich der DOC-Mefergebnisse mit denen der Referenzkultvierung fillt der parallele
Verlauf in den ersten 50 h auf: Konstante Werte folgen wieder einem drastischen Anstieg in den
ersten Stunden; nach einem Abfall bis fast auf den Ausgangswert ergibt sich ein erneutes Maxi-
mum, dem dann leicht abfallende MeBergebnisse folgen. Aufgrund des Tensidzusatzes liegen die
gemessenen DOC-Werte im Durchschnitt 20 - 30 mg/L hoher als die der Referenzkultivierung.
Auch hier hiangen vermutlich die gemessenen Werte mit dem mikrobiellen Stoffwechsel zusammen
(s. Kap. 5.3.1).

Die Oberflachenspannung liegt zu Beginn bei Werten um 37 mN/m, womit der auch bei Fliissig-
kultivierungen durch Sophoroselipidzugabe minimal detektierbare Wert erreicht wurde. Die Mel3-
grofe steigt nach der 100. Kultivierungsstunde an. Diese Zunahme ist durch mikrobiellen Abbau
des Tensidgemisches auf Konzentrationen unterhalb der CMC zu erkléren.

Wie bei der Referenzkultivierung ohne Tenside streuen die ermittelten Gesamtzucker-MelBwerte
stark, was die unbefriedigende Einsetzbarkeit dieser Methode bei Bodensuspensionsproben be-
statigt.
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In Abb. 47 ist der Phenanthrengehalt gegen die BiomassemeBgroen aufgetragen.
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Abb. 47: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension mit 100 mg/L. Sophoroselipiden: Verschie-
dene Bestimmungsmethoden des mikrobiellen Wachstums im Vergleich zum Phenanthrenge-
halt.

Die Dehydrogenaseaktivitit steigt in den ersten 25 Stunden an und korreliert damit - wie bei der
Kultivierung ohne Tensid - mit dem Phenanthrengehalt. Danach bleiben die Aktivitdtswerte
wieder vergleichsweise konstant. Die Zunahme in ,,mg reduzierten Resazurin/L * h* erfolgt in
einer der Referenzkultivierung ohne Tenside vergleichbaren Gro3enordnung. Der durch die Ober-
flichenspannung nachgewiesene Tensidabbau wirkt sich offensichtlich nicht auf die Dehydroge-
naseaktivitit aus.

Die Zahl der KBE steigt in den ersten Stunden ebenfalls an, danach streuen die MeBwerte
vergleichsweise stark. Diese Streuung geht auf die ungenauere Durchfiihrung im Vergleich zur
Referenzkultivierung zuriick.

Die Proteinwerte weisen einen Verlauf auf, der eher dem der Phenanthrenabbaukurve &dhnelt.
Diese ist tendenziell auch bei den Proteinwerten des Versuchs ohne Tensid zu erkennen, was
jedoch derzeit nicht erklirt werden kann.

Die Ergebnisse der Bestimmung anorganischer Verbindungen im Uberstand sind in Abbildung 48
dargestellt.
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Abb. 48: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension mit 100 mg/L. Sophoroselipiden:
Offline-Daten von Phosphat und Stickstoffverbindungen im Uberstand.

Die Nitratkonzentration im Uberstand nimmt in den ersten 2 Stunden um 8 mg/L ab und bleibt
danach bei 45 mg/L konstant. Die Graphen des Phosphat- und Ammoniumgehaltes verlaufen
nahezu parallel. In den ersten 30 Kultivierungsstunden weisen beide MelBgroflen einen auf den
Phenanthrenabbau zuriickzufiihrenden Abfall auf. Bis zur etwa 70. h sind sie dann konstant.
Danach korrelieren NH," und NO;” mit dem Tensidabbau, denn mit steigender Oberflichen-
spannung fallen die gemessenen Konzentrationen beider Verbindungen im Uberstand ab. Sowohl
Phosphat als auch Ammonium konnen direkt von Bakterien fiir ihren Stoffwechsel verwertet
werden [SCHLEGEL 1992]. Durch den Verlauf der Ammonium- und Phosphatkonzentrationen 1af3t
sich zeigen, daf bis zur 30. Kultivierungsstunde der Schadstoff und nach einer lag-Phase von etwa

20 h das Tensid verbraucht wird.

Die Graphen der online detektierten MeBgroflen pH, relative Sauerstoffsittigung

zentrationen von O, und CO, im Abgas werden in Abb. 49 gezeigt.
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Abb. 49: Phenanthrenabbau in 10%iger Bodensuspension mit 100 mg/L Sophoroselipiden:

Online-Daten.
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Die rel. Sauerstoffsittigung im Medium nimmt in den ersten 5 Kultivierungsstunden von 99 auf
78% ab und korreliert hier - anders als bei der Referenzkultivierung ohne Tenside - mit dem
Phenanthrenabbau. In den nichsten 1,5 Stunden steigt die MeB3grofle auf 86% und fillt bis zur
13,5. h auf 81%. Dieser Verlauf wiederholt sich im Anschluf3, jedoch langsamer. Nach etwa 70 h
ist dann ein rapider Abfall bemerkbar, der durch Verunreinigungen auf der Elektrodenmembran
bedingt ist.

Der pH-Wert fillt zu Beginn minimal von 6,79 auf 6,72 und bleibt dann konstant. Nach etwa
180 h fillt diese MeBgroBe auf 6,3 Einheiten ab, was wahrscheinlich auf die Verschmutzung der
Membran durch Bodenpartikel zuriickzufiihren ist. Durch Fliissigkultivierungen wurde ermittelt,
daf} der Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 pH-neutral verliduft, wihrend der Verbrauch
des Tensides mit einem Abfall des pH-Wertes verbunden ist (s. Kap. 5.2.5.1 und Kap. 5.3.1).
Neben dem Medium ist jedoch auch noch Boden vorhanden, der als starker Puffer wirken kann,
so da pH-Wert-Anderungen sehr unwahrscheinlich sind.

Die CO,-Abgaswerte schwanken stark. Sie liegen in den ersten 20 h hoher als danach. Zusammen
mit dem Gelostsauerstoffgehalt kann somit eine erhohte bakterielle Stoffwechselaktivitidt durch
den Phenanthrenabbau nachgewiesen werden. Demgegeniiber bleibt der O,-Abgaswert wihrend
der gesamten Kultivierung konstant.

5.3.3 Vergleich der Phenanthrenabbaukurven bei den Bodensuspensionskultivierungen

AbschlieBend werden die Phenanthrenabbaukurven beider Bodensuspensionskultivierungen im
Vergleich mit den Ergebnissen des Blindversuchs dargestellt (s. Abb. 50).
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Abb. 50: Phenanthrenabbaukurven der verschiedenen S. yanoikuyae-Kultivierungen
in Bodensuspension.

Beim Kontrollversuch ohne biologische Aktivitit ist in den ersten zwei Stunden ein geringer
Anstieg des Phenanthrengehaltes mefbar. Danach bleibt die Schadstoffmenge in den nichsten
16 h bei etwa 79 mg/L konstant. In den darauf folgenden 12 h fillt der Phenanthrengehalt auf
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66,2 mg/L und bleibt danach wieder konstant. Die anfinglich mefbare Zunahme des analytisch
nachweisbaren Phenanthrens ist in vergleichbarer Gréenordnung auch bei der biotensidfreien
Kultivierung aufgetreten. Das legt den Schluf3 nahe, da3 durch Zusatz von vitaler Bakterien-
suspension oder entsprechenden Zelltriimmern Phenanthrenmolekiile vom Boden desorbiert wer-
den konnen. Dies sollte ebenfalls bei der Kultivierung mit Tensidzusatz auftreten, wird aber
wahrscheinlich durch den schnellen Abbau apparent gelosten Schadstoffs iiberdeckt, was auch
durch die Fluoreszenzuntersuchungen bei den Fliissigkultivierungen gezeigt werden konnte (s.
Kap. 5.2.5.2). Aus diesem Grund ist wohl auch bei der Biotensidkultivierung keine lag-Phase zu
detektieren. Desweiteren ist durch Tensidzusatz eine maximale Abbaurate von 127 mg/L. Boden-
suspension * 10 h gemessen worden, die der Referenzkultvierung ohne Tensid liegt dagegen bei
80 mg/L Bodensuspension * 10 h. Wie bei den Fliissigkultivierungen lassen sich auch wesentlich
niedrigere Restmengen erreichen (s. Kap. 5.2.5.3). So ist nach 36 h bei der Kultivierung mit
Tensid nahezu 5mal weniger Phenanthren nachzuweisen als in der Referenzkultivierung (0,5 im
Vergleich zu 2,3 mg/L Bodensusp.).

Ein direkter Vergleich mit dem bei Fliissigkultivierungen ermittelten Phenanthrenabbau ist auf-
grund der unterschiedlichen Bedingungen aber nur eingeschriankt moglich. So haben beispiels-
weise Voruntersuchungen gezeigt, dall etwa 25% Phenanthren innerhalb von 22 h so an den Bo-
den festgelegt wird, dal} es analytisch nicht mehr nachweisbar ist (s. Kap. 4.2).

Auch bei den Kultivierungen mit Bodensuspension kann im untersuchten System der mikrobielle
Phenanthrenabbau durch Zugabe von Sophoroselipiden gefordert werden: Wieder lassen sich
Restmengen reduzieren und Abbaugeschwindigkeiten steigern.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Hauptgegenstand dieser Doktorarbeit war die Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf den

mikrobiellen Abbau geringloslicher Schadstoffe, die zu den Problemfillen mikrobiologischer Bo-

densanierungsvorhaben gehoren. Zu Beginn stand die Etablierung eines Systems, mit dem Unter-
suchungen auf diesem Arbeitsgebiet durchgefiihrt werden konnten. Folgende Komponenten
kamen dabei zum Einsatz:

e Als Schadstoff wurde Phenanthren gewihlt, das sich durch eine vergleichsweise geringe
Toxizitdt und einen fiir die Gruppe der schwerloslichen PAK exzellenten Modellcharakter aus-
zeichnet.

e Aus einer Gruppe von sieben Bakterien wurde durch Wachstumstests mit S. yanoikuyae B1
ein GRAM-negativer Vertreter ermittelt, der iiber eine gute Phenanthrenabbaukapazitit verfiigt
und in Béden und Gewdssern weit verbreitet ist.

e Nach Voruntersuchungen wurde Texapon® N25 (ein Natriumdodecylethersulfat) als Vertreter

eines synthetischen Tensids gewdhlt. Eine Literaturrecherche ergab, da3 die Wirkung dieses
anionischen oberflichenaktiven Sulfates auf den mikrobiellen Schadstoffabbau bisher nicht ge-
testet wurde. Das Tensid findet aber aufgrund guter Eigenschaften in der Industrie breite An-
wendung.
Als Biotensid wurde ein Sophoroselipidgemisch eingesetzt, das vom Institut fiir Biover-
fahrenstechnik der Universitit Stuttgart zur Verfiigung gestellt und dort durch eine zweistufige
Kultivierung von Candida bombicola gewonnen wurde. Neben Rhamnoselipiden sind Sopho-
roselipide die am besten untersuchten Biotenside des Glycolipidtyps, die zudem kostengiinstig
erworben werden konnen. Der Einsatz verschiedener Biotensidgemische beim mikrobiellen
Schadstoffabbau wurde bereits mit widerspriichlichem Erfolg getestet.

e Der eingesetzte Boden wurde vom Institut fiir Biochemie der Technischen Universitidt Braun-
schweig zur Verfiigung gestellt. Er wurde dort bereits intensiv untersucht und als sandiger
Schluff charakterisiert.

e Fiir die Kultivierungen sollte neben Standardgefiflen auch ein Biostat B-Reaktorsystem einge-
setzt werden. Ein Problem stellte dabei jedoch die starke tensidbedingte Schaumentwicklung
dar, fiir dessen Losung seitens des Herstellers nur chemische Methoden vorgesehen waren.
Diese konnten aufgrund der Beeintrachtigung der Tensidwirkung nicht eingesetzt werden.
Durch die Entwicklung eines modifizierten Begasungssystems konnte jedoch eine effektive
Schaumzerstorung erreicht werden.

Eine weitere Voraussetzung fiir die Untersuchungen war die Erarbeitung geeigneter Analyse-

methoden. Zum ersten waren bereits bestimmte Methoden am Institut geldufig, die ohne groflen

Aufwand libernommen werden konnten. Zum zweiten mufite die Anwendbarkeit verschiedener

etablierter Verfahren bei PAK-, tensid- oder bodenhaltigen Proben ermittelt werden. Zum dritten

muliten ebenfalls neue Analysemethoden erarbeitet werden. Im folgenden sind die wichtigsten

Resultate dieser Arbeiten zusammenfassend dargestellt.

e Mikroskopische Auszahlung, Messungen der optischen Dichte und Standardverfahren zur
Bestimmung von Protein liefern mit den PAK- und/oder tensidenthaltenden Kultivierungs-
proben keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Der kéuflich erworbene Bio-Rad Detergent Com-
patible Protein Assay erlaubt zuverldssige Bestimmungen der Biomasse in den vorliegenden
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Fliissigproben. Aufgrund der vielen Storstoffe kann damit jedoch nicht der Proteingehalt
bodenhaltiger Proben vermessen werden, was die Etablierung einer weiteren Methode er-
forderlich machte (s. ndchsten Punkt).

e Die Bestimmung sowohl der Zahl der KBE, als auch der Dehydrogenaseaktivitit erwiesen
sich zur Erfassung des mikrobiellen Wachstums in den vorliegenden Bodensuspensionsproben
als geeignet. Die erste Methode hat jedoch die Nachteile eines groBen Agarplattenverbrauchs
und einer anspruchsvolleren und stérungsanfilligeren Durchfiihrung.

e Zur Bestimmung des Tensidgehaltes wurden verschiedene Verfahren etabliert. Zur Messung
der Oberflichenspannung konnte ein Ringtensiometer in Betrieb genommen werden. Die
Messung des MBAS-Index nach vorhergehender Membranfiltration zur Abtrennung der
Mikroorganismen eignet sich zur Bestimmung des Texapons® N25 in fliissigen Proben. Zur
Bestimmung der Sophoroselipide wurden die Diinnschichtchromatographie und die
Anthronmethode eingesetzt. Wihrend erstere nur qualitative Aussagen zuldft, dient letztere
zur spezifischen quantitativen Bestimmung von Hexosen. Dadurch war zwar die Messung des
relativen Sophoroselipidgehaltes in Stammlosungen moglich, bei Fliissigkultivierungsproben
wurden jedoch bakterielle Hexosen miterfallt. Die Anthronmethode liefert bei Bodensus-
pensionsproben aufgrund der vielen Storstoffe keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Die
Anwendbarkeit der Messung des MBAS-Index in bodenhaltigen Proben wurde nicht getestet.

In einem néchsten Schritt wurden verschiedene chemisch-physikalische Parameter der ein-

gesetzten Tenside und des Phenanthrens unter Versuchsbedingungen ermittelt. Die Ergebnisse

waren fiir die Auslegung der Kultivierungen und Interpretation der dabei erhaltenen Resultate
relevant.

¢ Die kritischen Mizellbildungskonzentrationen des eingesetzten Sophoroselipidgemischs und
des Texapons im Mineralsalzmedium waren 4,0 und 60,6 mg/L. Dies lie} eine bessere Wirkung
des Biotensids beim Schadstoffabbau vermuten. In Gegenwart des Bodens war die CMC des
Sophoroselipidgemischs mit 45,5 mg/L. wesentlich hoher als in reinem Fliissigmedium, was auf
die zusitzlichen Wechselwirkungen mit den Bodenpartikeln zuriickzufiihren ist.

e Wird 100 mg/L Phenanthren zu einer vergifteten 10% Bodensuspension zugesetzt, so ist inner-
halb von 30 min nur noch 80% des Schadstoffs GC-analytisch nachweisbar. Nach 4 Tagen ist
dieser Wert um weitere 10% gesunken, bleibt in der Folge aber konstant. Die Ergebnisse dieser
Phenanthrenanalytik konnten bei den Kultivierungsexperimenten reproduziert werden.

e Die Festlegung der Sophoroselipide an den eingesetzten Boden wurde per Oberfldchen-
spannung gemessen. Einem Anstieg in den ersten drei Stunden steht ein anschlieBender Abfall
gegeniiber, der nicht erkldrt werden kann. Der ermittelte gewichtsbezogene Solubilisierungs-
koeffizient betrug im MMg,,, 232,0 mg Phenanthren pro g rel. Sophoroselipidkonzentration.
Dies ist ein im Vergleich zu kommerziellen synthetischen Tensiden eine Verbesserung um den
Faktor 10 [TTEHM 1994, WODARCZAK 1997].

e Aufgrund seines aromatischen Charakters eignet sich das Phenanthren gut zur Erfassung durch
die 2D-Fluoreszenzspektroskopie. Wihrend das Mineralsalzmedium und die eingesetzten
Tenside - wie erwartet - nicht fluoreszieren, liefert dieser Schadstoff Peaks hoher Intensitét.
Unter den bei den Kultivierungen eingesetzten Bedingungen konnte eine photolytische Zer-
setzung des PAKSs nicht detektiert werden.
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Bei Fliissigkultivierungen sind durch Online-Fluoreszenzmessungen Aussagen iiber den Abbau
des Schadstoffs, vor allem auch iiber dessen Phasenverteilung moglich. So kann zwischen
mizellar und wissrig gelostem Phenanthren auf der einen und kristallinem Schadstoff auf der
anderen Seite unterschieden werden. Zusitzlich konnte die Fluoreszenzintensitiit eines Streu-
lichtbereichs gut mit der mittels Gaschromatographie bestimmten Phenanthrenkonzentration
korreliert werden.

Bei Bodensuspensionskultivierungen war die 2D-Fluoreszenz nicht meB3bar, was auf die vor-
handene Spektrometerausstattung zuriickgefiihrt wurde. So wiesen eine Huminsdure bzw. der
verwendete Braunschweiger Boden keine Fluoreszenzpeaks auf; auch zugesetztes Phenanthren
konnte - wenn iiberhaupt - nur minimal detektiert werden.

Vor den Versuchen im Bioreaktor wurden einige Kultivierungsexperimente in Schiittelkolben

durchgefiihrt. Dadurch konnen in kiirzerer Zeit mehr unterschiedliche Bedingungen getestet

werden. So konnten beispielsweise schnell Aussagen iiber die bei den Bioreaktorexperimenten
optimal einzusetzenden Tensidkonzentrationen gewonnen werden.

e Das leicht fliichtige Dichlormethan wurde zur reproduzierbaren und schnellen Zugabe der
PAK zu den Kultvierungsmedien genutzt. Dabei stellte sich durch entsprechende Unter-
suchungen in Schiittelkolben heraus, daf} diese Losemittel in den eingesetzten Konzentrationen
keine toxische Wirkung auf S. yanoikuyae B1 zeigten.

e Dariiber hinaus wurde auch die Toxizitit der eingesetzten Tenside getestet. Dabei kam einer-
seits ein Plattendiffusionstest und andererseits der logarithmische Wachstumstest zum Einsatz.
Der erste erlaubt den Test einer grolen Menge unterschiedlicher Mikroorganismen in ver-
gleichsweise kurzer Zeit, der andere ist dafiir empfindlicher und besser an die Bedingungen der
Kultivierungen angepalt.

Bei den Plattendiffusionstests wiesen sowohl die Sophoroselipide als auch Texapon® N25 bei
den getesteten GRAM-positiven Bakterien die gro3ten Wirkungen auf. GRAM-negative Mikro-
organismen waren aufgrund ihrer dufleren Membran unempfindlicher gegeniiber den ein-
gesetzten Tensiden. Bei den Pilzen konnte demgegeniiber keine toxische Wirkung festgestellt
werden. Bei S. yanoikuyae B1 wurden beim Ansatz mit Texapon® N25 in Konzentrationen bis
1 g/l keine Hemmhofe gemessen, wihrend eine minimale toxische Wirkung durch die
Sophoroselipide ab Konzentrationen iiber 100 mg/L festgestellt wurde. Durch den lo-
garithmischen Wachstumstest mit dem gleichen Bakterium wurden andere Ergebnisse ge-
wonnen. Beim Texapon® N25 wurden ab 100 mg/L wachstumshemmende Wirkungen festge-
stellt, wihrend bei den Sophoroselipiden im Ansatz mit 1.000 mg/L sogar eine Biomassezu-
nahme im Vergleich zur Referenz ermittelt wurde.

Die bei den beiden Toxizitdtstests ermittelten differierenden Ergebnisse beim Stamm S. yanoi-
kuyae B1 mit den gleichen Tensiden wurden auf die Physiologie zuriickgefiihrt. Die Wirkung
der Tenside ist folglich abhingig davon, ob die Testbakterien in der stationdren Phase wie beim
Plattendiffusionstest oder in der exponentiellen Phase wie beim logarithmischen Wachstumstest
mit den oberflachenaktiven Substanzen konfrontiert werden.

Bei Mengen bis 75 mg/L sind bei beiden Tensiden keine inhibitorischen Effekte zu erwarten,
wihrend bei hoheren Konzentrationen die Versuchsbedingungen ausschlaggebend sind.

e Auch nach zehnfachem sukzessiven Uberimpfen auf nicht-schadstoffhaltiges Medium bleibt
die Zahl der S. yanoikuyae-Bakterien, die Phenanthren abbauen konnen, konstant. Deshalb
liegen die Gene fiir die phenanthrenabbauenden Enzyme vermutlich nicht auf einem Plasmid,
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sondern auf dem ,,Bakterienchromosom®. Wihrend in den Vorkulturmedien neben Glucose
auch Phenanthren als Kohlenstoffquelle eingesetzt wurde, kann in Zukunft auf die Zugabe des
Schadstoffs verzichtet werden.

e Durch Fliissigkultivierungen in Schiittelkolben mit den Tensiden konnte gezeigt werden,
daB Konzentrationen von 1 - 15 mg/L Texapon® N25 den mikrobiellen Abbau von Phe-
nanthren fordern. Dieses lag unter der fiir die vorliegenden Bedingungen ermittelten CMC. Bei
den Ansidtzen mit Sophoroselipden wurden im Bereich von 1 - 1.000 mg/L bessere Abbau-
ergebnisse als in der Referenz ermittelt. Wihrend der gesteigerte Phenanthrenabbau in Gegen-
wart von Texapon® N25 auf einer Erhhung der Bioverfiigbarkeit basiert, waren die Bio-
massezunahmen bei den Ansdtzen mit den Sophoroselipiden sehr hoch. Die Frage, ob der
verbesserte Abbau durch eine tensidbedingte Loslichkeitssteigerung oder einfach durch das
starke mikrobielle Wachstum verursacht wurde, konnte aufgrund der vorliegenden Versuchs-
ergebnisse daher nicht beantwortet werden.

Neben den Arbeiten mit S. yanoikuyae B1 wurde auch ein Mikroorganismenkonsortium durch
Anreicherung auf einem Gemisch dreier polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe ge-
wonnen. Durch eine Kultivierung im Schiittelkolben konnte die Phenanthren- und Pyrenabbau-
fahigkeit der angereicherten Kultur nachgewiesen werden. Im betrachteten Zeitraum war jedoch
keine Verstoffwechselung des Benzo[ghi]perylens nachzuweisen.

Mit den durch die Experimente in Schiittelkolben erhaltenen Ergebnissen konnten Experimente im

Bioreaktor durchgefiihrt werden. Dieser 14t den Einsatz von mehr Analytik, wie etwa die 2D-

Fluoreszenzspektroskopie, zu. Zusitzlich konnte der zeitliche Verlauf des Schadstoffabbaus

besser verfolgt werden, da in Schiittelkolben keine reproduzierbare Probenahme PAK-haltiger

Medien moglich war.

e Um Bioreaktorversuche in einer vertretbaren Zeit durchfiihren zu konnen, wurden zu Beginn
Versuche mit unterschiedlichen Animpfdichten vorgenommen. Mit einem Inokulum von
1 * 10 S. yanoikuyae-Bakterien/mL wurde der iiberwiegende Teil des Phenanthrens innerhalb
von 24 h abgebaut. Daher wurden alle folgenden Kultivierungen mit diesem Anfangstiter
durchgefiihrt.

e Ein nichstes Experiment mit dem Bioreaktor ergab, dal der durch die Vorkultur an Phe-
nanthren adaptierte Stamm S. yanoikuyae Bl den Schadstoff auch in Gegenwart von
Glucose abbaut. Beide Kohlenstoffquellen werden gemeinsam verstoffwechselt; der PAK-
Abbau ist dabei dem der Ansidtze ohne Kohlenhydrat vergleichbar. Das Bakterium sollte also
auch in Gegenwart von Tensiden oder von bei Bodensanierungen hiaufig verwendeten weiteren
Zuschlagstoffen wie etwa Stroh oder Borke den Schadstoffabbau nicht einstellen.

e Das neue Begasungssystem zur Schaumzerstorung fiihrt zu einer leichten Verlangsamung des
Phenanthrenabbaus im Bioreaktor. Dieses wurde auf die schlechtere Durchmischung zuriick-
gefiihrt: Zum einen steigen im Medium durch die Uberkopf-Begasung keine Luftblasen mehr
auf, zum anderen wurde zur Vermeidung zusétzlicher Schaumbildung ebenfalls der Schikane-
korb entnommen. Der Vorteil dieses modifizierten Reaktorsystems war jedoch eine effektive
Schaumzerstorung, so da3 Kultivierungen mit Tensidzusatz im Biostat B dadurch erst moglich
wurden. Eine ausreichende Sauerstoffversorgung fand dennoch statt.

¢ Fiir die Online-Fluoreszenzuntersuchungen wurde ein Bypass eingesetzt. Eine Auswirkung auf
die Kultivierungsergebnisse konnte dabei nicht festgestellt werden.
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e Der Phenanthrenabbau im Bioreaktor mit unterschiedlichen Tensidkonzentrationen im

fliissigen Medium ergab zu den bereits mit Schiittelkolben erzielten Ergebnissen vergleichbare
Resultate: Alle eingesetzten Konzentrationen fiihrten ebenfalls zu niedrigeren Restmengen nach
24 h. Dabei wurde Texapon® N25 in einer Konzentration von 10 mg/L und Sophoroselipide in
2, 25, 100, 500 mg/L getestet. Dariiber hinaus wurden auch bessere maximale Abbauraten
gemessen.
Durch die bei den Fliissigkultivierungen vorgenommenen Fluoreszenzuntersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dafl der Stamm S. yanoikuyae B1 durch Sophoroselipide apparent
gelostes Phenanthren sehr schnell verstoffwechseln kann. Die bei den Schiittelkolbenversuchen
unklare Ursache fiir den effektiveren Phenanthrenabbau in Gegenwart des Biotensids kann
dementsprechend wie beim Texapon® N25 durch die tensidbedingte Erhohung der
Biovertfiigbarkeit des Schadstoffs erklart werden. Der optimal an den PAK adaptierte Stamm S.
yanoikuyae B1 kann apparent gelostes Phenanthren ohne lag-Phase verstoffwechseln, wie dies
durch die Kultivierungen mit den Sophoroselipiden oberhalb der kritischen Mizellbildungskon-
zentration gezeigt werden konnte. Bei Tensidkonzentrationen unterhalb der CMC wurde dem-
gegeniiber eine lag-Phase registriert.

e In der Bodensuspension war durch Biotensidzusatz ebenfalls ein gesteigerter Abbau mefbar.
Die analytisch nachweisbare Restmenge konnte dabei auf nahezu 0 mg/L. Phenanthren reduziert
werden: Dies ist fiir die praktische Anwendung sehr wichtig, da bei biologischen Verfahren
hiufig groBe, nicht mehr abbaubare Restmengen im Boden verbleiben. Auch in der Boden-
suspension wird zuerst Phenanthren und im Anschlufl daran das Tensid verstoffwechselt.

Im Rahmen der Arbeit wurde ein System etabliert, mit dem weitere Untersuchungen zum tensid-

gesteigerten Abbau schwerloslicher Schadstoffe durchgefiihrt werden konnen. Zum einen konnten

damit mehr fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen, zum andern auch praxisbezogenere

Experimente durchgefiihrt werden.

1. Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie hat sich als gute Methode erwiesen, den Abbau des Schad-

stoffs und dessen Verteilung bei Fliissigkultivierungen zu verfolgen. Die im Rahmen dieser Ar-
beit durchgefiihrten Experimente zum Phenanthrenabbau in fliissigem Medium wurden fluores-
zenzspektroskopisch gut untersucht und die Ergebnisse mit verschiedenen mathematischen
Methoden ausgewertet [HILMER 1996, MAROSE 1996 und 1999, WEI 1998, PEKELER 1998].
Bei den Sophoroselipiden konnte durch die Fluoreszenzspektroskopie gezeigt werden, dal3 mi-
zellar geloster Schadstoff sehr gut verstoffwechselt werden kann. Texapon® N25, das unter-
halb seiner CMC abbausteigernde Wirkung hat, ist nur in einer Kultivierung im Bioreaktor
eingesetzt worden. Weitere Experimente mit 2D-Fluoreszenzspektroskopie konnten hier Auf-
schluf} iiber den Wirkungsmechanismus dieses Tensids geben.
Bisher wurde das Tensid dem Medium immer vor der Inokulation zugesetzt. Bei Insitu-Sa-
nierungen wird das Tensid jedoch stiandig in kleinen Mengen zugesetzt, daher sollte auch die
intermittierende Tensidzugabe mit dem etablierten System getestet werden [s. auch MAROSE
1999].

2. Zur Erhohung des Praxisbezuges konnten Kultivierungen unter Tensidzusatz mit dem isolierten
Mikroorganismenkonsortium durchgefiihrt werden, anstatt mit nur einem Bakterium. Dariiber
hinaus wire die Untersuchung des Abbaus von Phenanthren in Kombination mit anderen PAK
oder weiteren Kohlenwasserstoffverbindungen sinnvoll. Dabei wiren neben frischen kon-
taminierten Boden auch solche mit gealterten Schadstoffen zu beriicksichtigen, die meist
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wesentlich schlechter biologisch abgebaut werden konnen. Neben dem Einsatz des Biostat B-
Reaktors als Kultvierungsgefi3 konnten Insitu- oder Mietenverfahren simuliert werden, um
Erkenntnisse iiber den Einsatz der Tenside bei derartigen Sanierungsmethoden zu gewinnen.
Moglich wire auch die Verwendung des Drehrohrreaktorsystems, welches am Institut zur
Verfiigung steht [ BRINKMANN 1996].
Bei der Analytik sind im Bereich der Tenside noch Verbesserungen notig. Die Methode der Ge-
samtzuckerbestimmung fiir die Sophoroselipide ist nur von begrenzter Aussagekraft, wenn keine
Stammlosung vorliegt. Die Diinnschichtchromatographie erlaubt allenfalls qualitative, aber keine
quantitativen Aussagen. Bessere Ergebnisse wiirden mit einer HPLC-Analytik fiir Sophorose-
lipide, wie sie beispielsweise von DAVILA [1992] beschrieben wurde, erzielt werden. WODARCZAK
[1997] entwickelte eine HPLC/ELSD-Methode zur Bestimmung von Alkylmonoglucosiden aus
Abwissern. Hier wire eine Weiterentwicklung in Richtung Sophoroselipide in Boden sehr
vielversprechend.
Die Aussagekraft der Fluoreszenzanalytik bei Bodenkultivierungen ist begrenzt. Es sollte iiberlegt
werden, inwieweit durch Anschaffung eines geeigneten Laserfluoreszenzgerites auch hier ver-
besserte Aussagen ermoglicht wiirden.
Bei der GC-Analytik steht ein Massenspektrometer zur Verfiigung, welches zur Bestimmung
eventuell auftretender Metabolite genutzt werden konnte. Die Arbeitsgruppe von KiM und ZYL-
STRA [1997 u.a.] untersucht derzeit den PAK-Abbau durch S. yanoikuyae B1 auf molekularbio-
logischer und genetischer Ebene, so daf} tiefergehende Untersuchungen in dieser Richtung nicht
sinnvoll erscheinen.

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde ein System fiir Untersuchungen des mikrobiellen
Schadstoffabbaus unter Tensidzusatz in Fliissig- und in Bodensuspensionsmedien etabliert. Dabei
wurden zuerst geeignete Komponenten - Mikroorganismus, Schadstoff, Tensid, Boden - gesucht:
Nach Etablierung verschiedener Analyseverfahren wurden zum einen physikochemische Para-
meter charakterisiert und zum anderen in Schiittelkolben- und Agarplattenexperimenten grund-
legende Fragen zur Biologie gekliart. Darauf aufbauend bildeten Kultivierungen in einem modi-
fizierten Biostat B-Reaktor, die zuerst in Fliissigkultur und anschlieBend in 10% Bodensuspension
durchgefiihrt wurden, den Abschluf3 der Arbeiten zum mikrobiellen Phenanthrenabbau mit Tensid-
zusatz.

In der Literatur werden dabei vielfach hemmende Wirkungen des Zusatzes von oberflachenaktiven
Substanzen auf den Abbau von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen beschrieben.
Demgegeniiber konnten mit Texapon® N25 und dem Sophoroselipidgemisch zwei Tenside ge-
funden werden, die den Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae B1 steigern. Das Biotensid
entfaltet diese Wirkung oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration, da der mizellar
geloste Schadstoff sehr gut bioverfiigbar ist. Demgegeniiber wurde beim Texapon® N25 eine
abbausteigernde Wirkung unterhalb der CMC festgestellt, die auf einen anderen Wirkungs-
mechanismus schlieBen 1aBt. Fiir weitere Untersuchungen wurde ein Mikroorganismenkonsortium
auf einem Drei-PAK-Gemisch angereichert.
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7 Anhang

7.1 Flissigmedien

10fach konzentrierte Mineralsalzlosung

NayHPOy e, 244 ¢
1345 13 21O VNSRS 152 ¢
(NH4)2SO4 ..................................................... 5,0 g
MESO4 # T HaO oo eeeeeeeeesreereeeenees 20¢
CaCly # 2 HoO oo, 05¢g
HoObidesteeavvveeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiiiceee, ad 1000 mL

Spurenelementelosung SL-6

ZnSO4 # THO oo, 0,1g
MnCly # 4 HpOoooovveeeieeeceeeeeeeeeee, 0,03 ¢
H3B03 ........................................................... 0,3 g
CoClL # 6 HoO...ooovevvvieeeeeeiieeeeeeeeeeeeee 0,2¢g
CuCly # 2 HoOuueiiiieeeiieeceec e, 0,01¢g
NiCl # 6 HyO coovvvvieiieeiiiiieeeeeeeeeeeeeea, 0,02 ¢
Na;MoOy # 2 HyOovveiiiieiciieeeeeeeee 0,03 ¢
HaOpidest ad 1000 mL

Spurenelementelosung SL-4

EDTA ..o 05¢g
FeSOy # THaO o, 02¢g
Spurenelementelosung SL-6...........ccccennnee. 100 mL
HoOvidest ad 1000 mL

Mineralmediumgunner

10fach konzentrierte Mineralsalzlosung ...... 100 mL
Spurenelementelosung SL-4...........ovvvvvvennnnns 10 mL
HZObidesf ad 1000 mL

Das Medium wurde auf einen pH-Wert von 6,9 eingestellt.

7.2 Festmedien

Mineralmediumsgynne~Agarplatten mit Phenanthren

pro Agarplatte:

20 mL Mineralmediumgynner
15 g/ Agar-Agar

150 mg/L Phenanthren
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Mineralmediumsgynne-Agarplatten mit Glucose

pro Agarplatte:

20 mL Mineralmediumg,uner
15 g/LL Agar-Agar

1 g/L D(+)-Glucose

Standard I-Agarplatten

pro Platte:

20 mL Mineralmedium

25 g/L. Standard I Nahrbouillon 7882 von Merck
15 g/ Agar-Agar

PDA-Agarplatten

pro Platte:
20 mL Mineralmedium

39 g/L Potato Dextrose Agar (DIFCO Laboratories, Detroit, USA)
5 g/l Agar-Agar

7.3 Reagenzien

Reagenzien fiir den Biorad DC Protein Assay

- Reagenz A: wilrige Losung aus 1 - 5% NaOH, < 1% Natriumtartrat,
< 1% CuSOy4
- Reagenz S: wilrige Losung aus 5 - 10% Natriumdodecylsulfat
- Reagenz A’: 1 mL Reagenz A, 20 pL. Reagenz S
- Reagenz B: wilirige Losung aus < 1% LiSO,, Na-Salz der Wolfram
sdure, < 1% Na-Salz der Molybdinséure, < 1% Salzsdure, < 1% Phosphorséiure

Reagenzien fiir den Test der Dehydrogenaseaktivitat

- Resazurinlésung: 75 mg/L Resazurin in HyOg:.
- Pufferlosung A: 6,8 g/L. Imidazol, mit 1 N HCI auf pH 6,3 eingestellt
- Pufferlosung B: 3,8 g/L Natriumtetraborat, mit 1 N NaOH auf pH 11 eingestellt

Reagenzien fiir die Phosphatanalytik

- P-1A und P-2A (Zusammensetzung s. Beiblatt des Merck (PMB) Phosphor-Tests)

Reagenzien fiir den Nitrittest

- Phosphorsdure-Losung: etwas H,O vorlegen, 10 mL H;PO, (p = 1,71 g/mL) zu-

geben und auf 100 mL auffiillen

- Reagenzlosung: 4 g Sulfanilamid in einer Mischung von 10 mL Phosphorséure-
Losung und 50 mL H,O auflosen, dann 0,2 g N-(Naphthyl)-ethylendiamino-dihydro-
chlorid zugeben und auf 100 mL auffiillen (Die Losung ist - in einer braunen Flasche

aufbewahrt - bei 4°C ca. 1 Monat haltbar)
- Stammlésung: NaNO, (z.A.) bei 105°C trocknen
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Reagenzien fiir den Nitrattest

- Sdauremischung: 1 Volumen H,SO4 (p = 1,84 g/mL, z.A.) und 1 Volumen H;PO,
(p=1,71 g/mL, z.A.)

- Dimethylphenol-Lésung: 0,12 g 2,6-Dimethylphenol (z.A.) in 100 mL Essigsdure
(wasserfrei, z.A.) 16sen (wochenlich neu ansetzen)

- Stamml6sung: KNO; (z.A.) bei 105°C trocknen

Reagenzien fiir den Ammoniumtest

- Salycilat-Citratlosung: je 13 g Natriumsalycilat und Trinatriumcitrat-dihydrat in
80 mL HyOpjges. 10sen, anschlieBend 0,0970 g Dinatriumpentacyanonitrosyslferrat-
dihydrat zugeben und mit HyOpiges. auf 100 mL auffiillen (unter Lichtausschlufl 2
Wochen haltbar)

- Reagenzlosung: 3,2 ¢ NaOH in 50 mL H,;Opigs. 16sen, 0,2 g Natriumdichloriso-
cyanurat zugeben und mit H,Op4.s, auf 100 mL auffiillen (jeweils frisch ansetzen)

- Stamml6sung: (NH,),SO,4 vor dem Ansatz bei 105°C trocknen

Reagenzien fiir den enzymatischen Glucosetest

- Losung 1: 5 g Pulvergemisch zusammengesetzt aus Triethylaminpuffer, pH 6,7;
ca. 64 mg NADP; ca. 160 mg ATP; Magnesiumsulfat; Stabilisatoren; gelost in
27 mL Hzobidm

- Losung 2: Suspension aus Hexokinase (ca. 200 U), Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (ca. 100 U)

- Losung 3: Suspension aus Phosphoglucose-Isomerase (ca. 490 U)

Reagenzien fiir die Bestimmung von Texapon® N25 (Methylenblau-Methode)

- Neutrale Methylenblau-Lésung: 0,350 g Methylenblau (Fa. Sigma)
in H,Oyes: und auf 1000 mL auffiillen; mind. 24 h vor Gebrauch herstellen

- Saure Methylenblau-Losung: 0,350 g Methylenblau (Fa. Sigma), 6,5 mL konz.
Schwefelsaure, in H>O .. 10sen und auf 1000 mL auffiillen; mind. 24 h vor
Gebrauch herstellen

- Pufferlosung: 24 ¢ NaHCO; und 27 g Na,COj3 in H,Opey. 16sen und auf 1000 mL
auffiillen, pH = 10

- Stamml6sung fiir Kalibrationen: 420 mg Natriumdodecylsulfat in H,O ey
l6sen und auf 1000 mL auffiillen

Reagenz fiir die Gesamtzuckerbestimmung (Hexosen, Anthron)

- Anthronreagenzlosung: 80 mg Anthron in 100 mL 80% H,SO, 16sen (am Vortag der
Messung ansetzen)
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7.4 Verwendete Chemikalien

ACEtON, TEINSE .eevvneeeeeeeeeee e eeeeeeeeeennn Riedel de Haén
Agar-Agar, hochrein ..........cooeeevvvveeennn.. Merck
Ameisensdure p.a., Konz.............ccceeeeen.... Merck
Anisaldehyd z. Synthese............cceeeeeen... Fluka
Anthracen p.a..........eeeeveeeeeveeeeveveeeeneeennnnn. Fluka oder Merck
AnNthron p.a.........eeeeeeveveievveiieiiiieiieiiienennns Merck
Benzo[ghi]perylen p.a........cccceuuvvrreennn.. Aldrich
Chloroform p.a. .......eeeeeeeeecciiivieeeeeeeeenns Fluka oder Merck
Dichlormethan p.a.........cccoeeeveeciiiiieeennnn. Fluka
Essigsdure p.a., 99% ......ccccoceeeeviiieeennnnn Riedel De Haén
Essigsdureethylester p.a. ........ccccvvvveeennnn. Merck
D(+)-Glucose, wasserfrei p.a................... Merck
Huminsiure, Natriumsalz, tech................ Aldrich
Kaliumchlorid p.a......cccceeeeeeeeeccniiiieeeenn. Merck
Methanol Lichrosolv® ............cccccovvvunnn Merck
Methylenchlorid p.a. .....ccceeevvvvnniiieennnnn. Fluka
Natriumdodecylsulfat.............ccccvvvveeenn... Merck
Phenanthren p.a. ........covvvvviiiiiviiiiiiiiiiinin, Merck
i-Propanol, techn...........ccccccoeviniininenn..n. Riedel de Haén
Pyren p.a......oeeeeeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis Fluka
Rinderserumalbumin ..............ccccvveeeeenn... Sigma
Salzsdure p.a., konz. ......cccoevveiiriinneennn. Fluka/Merck
Schwefelsdure p.a., konz...........ccceeennee. Merck/Fluka
Toluol purum...........eeevveeeveveieviiiiiiiiinnannns Merck

Trifluoressigsdureanhydrid p.a................. Merck
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7.5 Der modifizierte Begasungsring

a)

Abb. 51: Modifizierter Begasungsring: Ansicht von unten (a) sowie Seitenansicht (b) (Mechanische Werkstatt
TCI, Universitat Hannover).
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