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1 Einleitung

1.1 Entstehung und Vorkommen von PAK

Die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) sind eine relevante Stoff-
gruppe innerhalb der organischen Xenobiotica. In der EG-Verordnung uber gefahrliche
Substanzen gehort diese Gruppe zu den 129 Chemikalien, die auf der Liste | (,,schwarze
Liste*) aufgefiihrt sind.

PAK entstehen bei jeglicher Art unvollstdndiger Verbrennung unter Sauerstoffmangel-
bedingungen, d.h. bei Pyrolyseprozessen mit organischen Materialien, wie z.B. Kohle,
Ol oder Holz. Die bedeutendsten Emissionsquellen sind heute zum einen die Verbren-
nung von fossilen Energietrdgern in Warme- und Energiekraftwerken, Hausfeuerung
und Mullverbrennung, zum anderen industrielle Prozesse wie die Steinkohleverkokung,
die Teerdestillation oder die Gasproduktion und auBerdem Kraftfahrzeuge und offene
Feuer, wie z.B. Feldabbrande. Neben diesen anthropogenen Quellen entstehen PAK —
allerdings in weit geringerem Umfang — auf natiirlichem Weg, z.B. durch Waldbrénde,
Prariefeuer und Vulkanismus. Eine biogene Synthese dieser Verbindungen in sehr nied-
rigen Mengen durch Pflanzen und Mikroorganismen wird kontrovers diskutiert und ist
noch nicht eindeutig bewiesen (BLUMER 1976, NEFF 1979, EDWARDS 1983, SiMs &
OVERCASH 1983, ZANDER 1995).

FUHR et al. (1986) schatzte die Gesamtemission an PAK fiir die BRD im Jahre 1981 auf
ca. 500-1000 t, davon 20 t Benzo[a]pyren. Durch die meisten der oben genannten Emis-
sionsquellen gelangen die PAK zunéchst in die Atmosphére und von dort tber trockene
oder nasse Deposition in die verschiedensten Okosysteme und Umweltmedien. PAK
sind daher ubiquitér verbreitet.

Neben einer dadurch resultierenden Grundbelastung von Bdden und Sedimenten, die
letztendlich die Senken fiir alle PAK-Verbindungen darstellen, finden sich vor allem an
Standorten von erddl- und kohleverarbeitenden Industriebetrieben, Kokereien, Mineral-
ollagern, auf Gaswerksgeldnden sowie unter alten Deponien hohe Altlast-PAK-Konzen-
trationen im Boden. In solchen Bdden werden hdufig Konzentrationen von mehreren
Gramm PAK/kg Boden gefunden (KASTNER et al. 1993, LEISCHNER et al. 1993). Auch
in Boden an den Randern stark befahrener Fahrbahnen finden sich erhohte PAK-Ge-
halte, die mit zunehmender Entfernung vom Fahrbahnrand abnehmen (TEBAAY et al.
1991). Als durch Kraftfahrzeugverkehr bedingte PAK-Emissionsquellen werden hierbei
partikelgebundene teilverbrannte Kraftstoffe, verbrauchte Schmierdle, Autoreifenabrieb
und erodierte StralRenasphalt diskutiert (ZURCHER et al. 1980). Wegen der friheren Ver-
wendung von Steinkohlenteerpech im Asphalt ist der StraBenabrieb bei &lteren Fahr-
bahnen von Relevanz. Da Steinkohlenteer wegen seines Gehaltes an PAK zu den krebs-



N

1 Einleitung

erzeugenden Arbeitsstoffen zahlt, haben Teerprodukte im heutigen StraRenbau keine
Bedeutung mehr.

1.2 Eigenschaften und Verhalten von PAK in der Umwelt

Als polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe bezeichnet man organische Verbin-
dungen, die aus zwei oder mehreren kondensierten Benzolringen in linearer, angularer
oder verzweigter Anordnung bestehen. Die amerikanische Umweltbehdrde EPA hat 16
Vertreter dieser Stoffklasse als Leitsubstanzen in eine Liste umweltgefédhrdender Che-
mikalien aufgenommen. Sechs dieser Verbindungen sind ebenfalls in der deutschen
Trinkwasserverordnung berucksichtigt (s. Bild 1-1).

00 QO

Naphthalin Acenaphthen Acenaphthylen Fluoren

o5 oo &

Phenanthren Anthracen Fluoranthen * Pyren

oorD

Benz[a]anthracen Chrysen Benzo[b]fluoranthen *  Benzo[k]fluoranthen *

© @@
o ©©©© ©©©© o ‘OOOO ©©©©

Benzo[a]pyren * Dibenz[a,h]anthracen  Indeno[1,2,3-cd]pyren * Benzo[ghi]perylen *

@)
©

Bild 1-1: Chemische Struktur der 16 EPA-PAK, mit * gekennzeichnet sind die 6 PAK der
deutschen Trinkwasserverordnung (aus BLANKENHORN 1990)

Aufgrund ihres chemischen Aufbaus aus kondensierten Benzolringen besitzen PAK eine
hohe negative Resonanzenergie, wodurch eine hohe thermodynamische Stabilitat resul-
tiert. Trotz des gemeinsamen Grundbausteins, dem Benzolring, unterscheiden sich die
einzelnen PAK stark in ihren chemisch-physikalischen Eigenschaften (s. Tabelle 1-1).
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Tabelle 1-1: Chemisch-physikalische Eigenschaften von PAK (zusammengestellt aus SIMS &
OVERCASH 1983, KOCH 1989, BLUME 1990, STREIT 1991, KASTNER et al. 1993, RIPPEN 1997)

Ring- Molekil-  Dampfdruck Wasserldslich

PAK zahl masse bei 20 °C keitbei 109 Kow log Koc
[g/mol] [Torr] 25 °C [pg/1]

Naphthalin 2 128 4,9%102 30.000 337 29
Acenaphthen 3 154 2,0*1072 3470 4,33 3,8
Acenaphthylen 3 152 2,9%10% 3930 4,07 -
Fluoren 3 166 1,3*1072 1980 4,18 3,4-39
Phenanthren 3 178 6,8%10" 950 4,46 4,1
Anthracen 3 178 1,96*10™ 48 445 441
Fluoranthen 4 202 6,010 260 5,33 4,3
Pyren 4 202 6,85*10" 150 5,32 4,8
Benz[a]anthracen 4 228 5,0¥10° 9-14 5,61 4,8
Chrysen 4 228 6,3*107 1,5-2,2 5,61 4,9
Benzo[b]fluoranthen 5 252 5,010 1,2 6,57 6,2
Benzo[k]fluoranthen 5 252 5,010 0,55 6,84 5,6
Benzo[a]pyren 5 252 5,010 3,8-14 6,04 6,65
Dibenz[a,h]anthracen 5 278 1,0*10™° 0,5 597 6,31
Indeno[1,2,3-cd]pyren 6 276 1,0*107° 62 7,66 6,2
Benzo[ghi]perylen 6 276 1,0*10° 0,26 7,23 -

-: keine Literaturangaben

Die wichtigsten chemisch-physikalischen Eigenschaften der PAK — aus denen sich ihr
Verhalten in der Umwelt und ihr 6kotoxikologisches Geféhrdungspotential ergeben —
sind: der niedrige Dampfdruck, die geringe Wasserloslichkeit, der hohe n-Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient — aus dem eine hohe Lipophilie resultiert — und der hohe
Sorptionskoeffizient. Aus der Tabelle 1-1 wird ersichtlich, dal3 diese Eigenschaften im
allgemeinen mit der Ringzahl und der Molekiilmasse korreliert sind. Mit zunehmender
MolekuilgroRe sinken Dampfdruck und Wasserléslichkeit der Verbindung, die Koeffizi-
enten der Verteilung zwischen n-Octanol und Wasser und der Sorption an Bodenpartikel
steigen. Von dieser Regel gibt es jedoch auch Ausnahmen, z.B. besitzt Benzo[a]pyren
als Verbindung aus 5 Ringen eine Wasserloslichkeit, die etwa flinfmal so hoch liegt wie
die des 4-Ring-Vertreters Chrysen.

Die umweltgefdhrdende Wirkung der PAK beruht zundchst auf dem mutagenen und
carcinogenen Potential einiger Verbindungen dieser Stoffgruppe. Insbesondere Vertreter
der hohermolekularen 4-, 5- oder 6-Ringsysteme, wie z.B. Benz[a]anthracen, Di-
benz[a,h]anthracen, Benzo[b]fluoranthen und Benzo[a]pyren besitzen eine carcinogene
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Wirksamkeit (PREUSSMANN 1975, GRIMMER et al. 1991), wobei sie diese jedoch erst
durch den Umbau zu reaktiven elektrophilen Metaboliten in der S&ugetierzelle entfalten.
Die Entdeckung dieser carcinogenen Wirkung von PAK-Vertretern fuhrte dazu, dal}
diese Verbindungen lange Zeit als die bedeutendsten Umweltcarcinogene galten und
von daher seit langerem Gegenstand intensiver Forschungen sind. lhre ubiquitdre
Verbreitung, ihre z.T. hohe Persistenz und ihre immer noch andauernde Freisetzung
erfordern weiterhin aktive und intensive Forschungsaktivitaten, besonders auch im Be-
reich der 6kotoxikologischen Wirkungen von PAK.

Unter dem Aspekt der biologischen Altlastensanierung ist in den letzten Jahren die
Frage der biologischen Abbaubarkeit dieser Stoffgruppe und ihr Verhalten in Boden und
Sedimenten in den Mittelpunkt der Forschung gerickt.

1.3 Mikrobieller Abbau von PAK

Die intensive Forschung auf dem Gebiet der biologischen Altlastensanierung fiihrte in
den letzen Jahren zu einer Vielzahl von identifizierten PAK-Abbauern und zur Aufklg-
rung einiger der von ihnen benutzten Stoffwechselwege. Die Fahigkeit zum PAK-Abbau
findet sich bei Bakterien, Cyanobakterien, Pilzen und Algen. Fur die biotechnologische
Nutzung des PAK-Abbaus im Rahmen der Sanierung stellen Bakterien und Pilze die
Organismengruppen dar, die zum Einsatz kommen. Von Bedeutung ist hierbei der
aerobe Abbau: der erste enzymatische Angriff auf ein PAK-Molekil ist immer mit einer
Inkorporation von molekularem Sauerstoff verbunden. Grundsétzlich unterscheiden sich
hierbei Eukaryonten und Prokaryonten.

Pilze verfligen als Eukaryonten uber ein Cytochrom P-450-abhdngiges Monooxygena-
sesystem, welches die Einbindung von einem Atom des Sauerstoffmolekdls in das aro-
matische Ringsystem Katalysiert: als Produkt entsteht ein Arenoxid (GIBSON &
SUBRAMANIAN 1984, CERNIGLIA et al. 1992, CERNIGLIA 1993). Dieses kann dann zum
entsprechenden Phenol isomerisieren oder enzymatisch zu einem trans-Dihydrodiol
umgewandelt werden. WeiRRfaule-Pilze, wie z.B. Phanerochaete chrysosporium, produ-
zieren extrazellular wirkende Lignin-abbauende Enzymsysteme, diese kénnen unspezi-
fisch auch PAK abbauen (Bumpus 1989, QiU & MCFARLAND 1991).

Der initiale Angriff auf den aromatischen Ring durch Bakterien erfolgt in der Regel
unter Beteiligung einer Dioxygenase, wobei molekularer Sauerstoff eingebaut wird und
so ein cis-Dihydrodiol entsteht (GIBSON & SUBRAMANIAN 1984, CERNIGLIA 1993,
ASHOK & SAXENA 1995). Dieses wird dann durch eine Dehydrogenase in ein
Dihydroxy-Derivat rearomatisiert. Der nachste Schritt ist dann die Ringspaltung, diese
kann zwischen den beiden hydroxylierten C-Atomen (ortho- oder Intradiol-Spaltung)
oder zwischen einem hydroxylierten und einem benachbarten nicht hydroxylierten C-
Atom (meta- oder Extradiol-Spaltung) erfolgen. Nach dieser Ringspaltung kann eine
Vielzahl moglicher Reaktionen erfolgen. Der Hauptabbauweg fur die niederkernigen,
linearen (z.B. Anthracen) oder angularen (z.B. Phenanthren) PAK lduft Giber Abspaltung
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von Pyruvat, der weitere Abbau erfolgt an dem bereits substituierten Ring wie schon
beschrieben. Als zentrale Metaboliten des Aromatenabbaus sind Catechol und
Hydroxybenzoesaure anzusehen, deren Spaltprodukte in mehreren Schritten in Pyruvat,
Acetyl-CoA, Acetaldehyd etc. umgewandelt und in den bakteriellen Bau- und Energie-
stoffwechsel eingeschleust werden. Auf diese Art kann die Verbindung komplett zu CO,
und H,O abgebaut werden. Im Falle der clusterférmigen PAK (z.B. Pyren, Fluoranthen)
sind die Abbauwege komplexer, da durch Recyclisierung oder Nebenreaktionen
Produkte auftreten konnen, die mdglicherweise nur durch komplementare Ab-
bausequenzen in Mischkulturen abgebaut oder als nicht weiter abbaubare Metaboliten
freigesetzt werden.

Fur den bakteriellen Abbau von Naphthalin, Phenanthren und Anthracen sind vollstén-
dige Abbauwege nach dem oben beschriebenem Mechanismus seit langerem eingehend
untersucht und gesichert (CERNIGLIA 1984a und 1984b, GIBSON & SUBRAMANIAN 1984,
CERNIGLIA & HEITKAMP 1989, WEIRENFELS 1990). Der volistandige Abbau anderer
PAK mit weniger als 4 Ringen, wie Acenaphthen und Acenaphthylen, ist ebenfalls
nachgewiesen: es wurden Metaboliten identifiziert, die Rlckschlisse auf die Abbau-
wege und auf beteiligte Enzymsysteme ermdglichen (KomMATsU et al. 1992). Gleiches
gilt fir Fluoren, ein bislang nur wenig untersuchter Dreiring-Aromat, doch auch hier ist
die prinzipielle Abbaubarkeit durch Bakterien gesichert (WEIRENFELS 1990, TRENZ
1992).

Fur PAK mit mehr als drei Ringen sind die Abbauwege der mikrobiellen Umsetzung
noch nicht so vollstandig aufgeklart wie bei Naphthalin, Phenanthren und Anthracen.
Eine Nutzung dieser hohermolekularen PAK durch Mikroorganismen als alleinige C-
und Energiequelle wird fir Fluoranthen (MUELLER et al. 1990, WEISSENFELS et al. 1991,
KELLEY et al. 1993), Pyren (WALTER et al. 1991, BOLDRIN et al. 1993, LI et al. 1996,
JUHASZ 1997) und Chrysen (WALTER et al. 1991) beschrieben.

Wachsen Bakterien auf einer PAK-Verbindung als einzige C- und Energiequelle, so ist
das ein deutlicher Hinweis fur eine mdgliche vollstandige Mineralisierung dieser Sub-
stanz: CO, entsteht als Hauptprodukt bei diesen Metabolisierungsvorgangen. Auch bei
dieser Art der Verwertung kann es aber zur Akkumulation bzw. Ausscheidung von
Stoffwechsel-Intermediaten kommen, wie z.B. beim Umsatz von Phenanthren oder
Anthracen zur Aufstauung von Hydroxysauren (KiYOHARA et al. 1976, GUERIN & JONES
1988a). Diese Metaboliten werden in spateren Wachstumsstadien weiter abgebaut.

Vom Abbautyp der volistandigen Mineralisierung, welcher von KASTNER et al. (1993)
»als der Konigsweg des Xenobiotika-Abbaus® bezeichnet wurde, unterscheidet man den
ProzelR der cometabolischen Transformation von Substraten. Der cometabolische Abbau
von PAK, d.h. die Umwandlung der PAK-Verbindung in Gegenwart eines Wachstums-
substrates, erweitert das Spektrum der mikrobiell abbaubaren PAK erheblich und ver-
grolRert den Kreis der PAK-Abbauer um viele Boden- und Wasserbakterien verschie-
denster Gattungen. Mono- und Dioxygenasen sind mit ihrer breiten Substratspezifitét
grundsétzlich haufig in cometabolische Prozesse eingebunden (MCCARTHY et al. 1991).
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Der Mechanismus des Abbaus unterscheidet sich dabei in der Regel nicht grundséatzlich
von dem oben beschriebenen Abbaumuster. Jedoch gibt es beim cometabolischen Ab-
bau auch einige wenige Bakterien, welche die initiale PAK-Oxidation mit Monooxyge-
nasen durchfihren, so daR trans-Diol-Verbindungen entstehen, diese waren lange nur
durch Bildung von Eukaryonten bekannt. Ein Mycobacterium sp. produziert so beim
cometabolischen Abbau von Pyren neben dem cis-4,5-Pyrendihydrodiol durch eine Di-
oxygenase auch das trans-4,5-Dihydrodiol (HEITKAMP et al. 1988a). Weil die Organis-
men beim Abbau der Substrate durch Cometabolismus diese nicht zum Wachstum
benotigen, bleibt der PAK-Stoffwechsel nach der initialen Oxidation oft auf einer friihen
Stufe stehen und es kann so zur Akkumulation teiloxidierter Metaboliten — sogenannter
dead-end Produkte — kommen. Da aber einige mikrobielle PAK-Metaboliten, wie z.B.
das Benzo[a]pyren-cis-7,8-Dihydrodiol, genotoxische Aktivitaten besitzen kénnen (Fu
et al. 1981), muR die komplette Mineralisation dieser Substanzen das Ziel einer
biologischen Sanierung sein. Bezuglich der Metabolitenfreisetzung beim Abbau von
PAK-Gemischen besteht noch erheblicher Forschungsbedarf (BoLDRIN 1992, BRYNIOK
1997).

Im Verbund einer Mischkultur findet sich ein wesentlich weiteres Spektrum physiologi-
scher Eigenschaften und Féhigkeiten als in Reinkulturen, so dal? Mischkulturen oft zum
Abbau von Xenobiotica, wie z.B. PAK, féhig sind (HEITKAMP & CERNIGLIA 1988). In
einer Mischkultur kann eine initiale cometabolische Transformation einer Verbindung
den Weg bahnen fur einen folgenden Angriff durch einen anderen Organismus (ATLAS
& BARTHA 1980, BHATNAGAR & FATHEPURE 1991). Das Problem der Freisetzung un-
erwinschter und gefahrlicher Metaboliten ist dadurch zumindest stark verringert
(BOLLAG & BOLLAG 1992, SINGLETON 1994). Der Abbau von PAK durch natlrliche
Mischkulturen an kontaminierten Standorten ist daher auch Gegenstand vieler Untersu-
chungen gewesen (BAUER & CAPONE 1985, MUELLER et al. 1989, SHIARIS 1989). Aber
auch in Laborversuchen wurden Mischkulturen zum Abbau von PAK eingesetzt
(WIESEL et al. 1993). Diese Kulturen zeigten haufig hohe Abbaukapazitaten, weil sich
die einzelnen Mitglieder erganzten, indem z.B. die einen abbauende Enzyme zur Verfi-
gung stellten, andere Tenside oder Wachstumsfaktoren lieferten. Daher verfligen diese
Mischpopulationen im Vergleich zu den Reinisolaten zumeist Uber ein ungleich hoheres
degradatives Potential. TRZESICKA-MLYNARZ & WARD (1995) verglichen die PAK-Ab-
bauleistung einer definierten Mischkultur mit denen der einzelnen isolierten Reinkultu-
ren und stellten fest, daR besonders die wenig wasserloslichen PAK, wie Pyren und
Anthracen, durch die Mischkultur in einem wesentlich h6heren Mafe abgebaut wurden.

Neben den Interaktionen von Mitgliedern einer mikrobiellen PAK-Abbaugemeinschaft
untereinander, gibt es auch mdgliche inhibierende oder synergistische Effekte zwischen
den einzelnen Verbindungen eines PAK-Gemisches auf den Abbau der jeweils anderen
Verbindungen. Diese Wechselwirkungen sind insbesondere beim cometabolischen Ab-
bau von Bedeutung, jedoch auch bei nicht-cometabolischen Abbauvorgéngen zu finden
(BoucHEZ et al. 1995a). Allgemein wird beobachtet, dal? der PAK-Abbau in einem Sub-
stanzgemisch in Reihenfolge sinkender Wasserloslichkeiten der einzelnen Verbindun-
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gen erfolgt (WALTER et al. 1990, KELLEY & CERNIGLIA 1995) und daB 4-Ring PAK
grundsatzlich langsamer als 3-Ring PAK abgebaut werden (BANARJEE et al. 1995).
Durch Zugabe eines wasserloslicheren PAK-Vertreters kann der Abbau eines anderen
PAK inhibiert werden (BoucHEZ et al. 1995a). Jedoch wurden auch gegenteilige Wir-
kungen beobachtet, z.B. konnte die Zugabe von Fluoren den Umsatz von Phenanthren
fordern: es lag ein Cometabolismus von Fluoren mit synergistischem Effekt vor. Bei
demselben Stamm bewirkte das Vorliegen von Phenanthren und Fluoranthen neben-
einander einen verringerten Abbau beider PAK: Grund dafur war ein Substratantago-
nismus (BoOUcHEZz et al. 1995a). Prozesse, die fir solche Wechselwirkungen verant-
wortlich sein konnen, sind z.B. kompetitive Hemmung (STRINGFELLOW & AITKEN
1995), Akkumulation von dead-end Produkten und Interaktionen auf dem Level der
Enzyminduktion (MUELLER et al. 1990, YE et al. 1996).

1.4 Mikrobieller Abbau von Benzo[a]pyren

Die 5-Ring Verbindung Benzo[a]pyren dient gewissermalen als Leitsubstanz der ho-
herkernigen PAK. Aufgrund ihres hohen mutagenen und carcinogenen Potentials liegen
Uber diese Substanz beziiglich ihrer Toxizitat und Wirkung auf den Sdugetierorganis-
mus sehr viele Ergebnisse vor. Der mikrobielle Abbau dieser Verbindung ist jedoch
noch weitgehend ungeklart, obwohl sich bereits seit Mitte der 40er Jahre Forscher-
gruppen mit dem biologischen Abbau von Benzo[a]pyren beschaftigen. SHABAD unter-
suchte 1967 die Verbreitung von Benzo[a]pyren in der Umwelt und die Bedeutung von
Bodenmikroorganismen bei Abbauvorgangen. POGLAZOVA et al. (1967) erganzten diese
Forschungsergebnisse, indem sie herausfanden, da Benzo[a]pyren abbauende Bakte-
rien, die in Medium kultiviert wurden, welches kein Benzo[a]pyren enthielt, ihre Fahig-
keit zum Abbau dieser Verbindung verloren. KHESINA et al. (1969) wiesen in Bdden
einen Benzo[a]pyren-Abbau durch die autochthone Mikroorganismenpopulation nach
und fanden eine positive Korrelation zwischen der Hohe der Kontamination und der
Abbaukapazitat der jeweiligen Bakterienpopulation. GiBsoN et al. (1975) gelang es, mit
Beijerinckia sp. einen Bakterienstamm zu isolieren, der mit Hilfe von Succinat und Bi-
phenyl Benz[a]anthracen und Benzo[a]pyren cometabolisch umsetzen konnte. Er identi-
fizierte dabei als Hauptmetaboliten cis-9,10-Dihydroxy-9,10-dihydrobenzo[a]pyren und
mit 10%igem Anteil als Nebenprodukt cis-7,8-Dihydroxy-7,8-dihydrobenzo[a]pyren.

Einen Uberblick zum bisherigen Forschungsstand des Benzo[a]pyren-Abbaus durch
Bakterien gibt die Tabelle 1-2.



Tabelle 1-2: Beispiele fiir den Abbau von Benzo[a]pyren durch Bakterien (-: kein Einsatz von markiertem Benzo[a]pyren, +: Einsatz von “C-markiertem

Benzo[a]pyren)

Mikroorganismen

Medium

14c-BaP  Abbau und Inkubationsdauer

Quelle

3 verschiedene Pseu-
domonas sp.

E. coli
Mischkultur

Mischkultur
Mischkultur
Mischkultur

isolierter PAK-
Abbauer

Mischkultur
Mycobacterium sp.
Mischkultur

Flussigkultur, C-Quelle: Succinat

Olkontaminiertes und unbelastetes
Sediment

Sediment als Slurry
Boden + Olschlamm
Sediment als Slurry

Flussigkultur, C-Quellen: Hefeex-
trakt + Pepton + Stérke + Pyren

Boden + Raffinerieabfalle
unbelastetes Sediment als Slurry
unterschiedlich kontaminierte Bdden

Ps.: 0,05 - 0,13 uM/h nach 6 Stun-
den Inkubation in der stationaren
Phase, E. coli: kein Umsatz

< 0,3 % *CO, im kont. Sediment, im
unkont. Sediment nach 26 Tagen
kein **CO, nachweisbar;

berechnete Halbwertszeiten:

fur kont. Sediment:; > 3,3 Jahre,

fur unkont. Sediment: > 60 Jahre

6,4 % als *CO, nach 37 Tagen
44,4 % Abbau nach 1280 Tagen

<0,2 %, 0,5 % und 3,1 % “CO,
nach 8 Wochen; geschatzte Halb-
wertszeiten von Uber >200 bis > 300
Wochen (je nach Sediment)

24,7 % als Metaboliten extrahiert,
C0, nach 2 Wochen nicht nach-
weisbar

7,68 % als 1*CO, nach 4 Monaten
3,6 % als **CO, nach 28 Tagen

berechnete Halbwertszeiten:
151-309 Tage (je nach Matrix der
Kontamination)

BARNSLEY 1975

HERBES & SCHWALL 1978

DELAUNE et al. 1981
BOSSERT et al. 1984
HEITKAMP & CERNIGLIA 1987

HEITKAMP & CERNIGLIA 1988

HOSLER et al. 1988
HEITKAMP & CERNIGLIA 1989
KEcCK et al. 1989




Tabelle 1-2 (Fortsetzung)

Mikroorganismen Medium ““C-BaP  Abbau und Inkubationsdauer Quelle
Mischkultur PAK belastetes Sediment als Slurry + 11 % als **CO,, 57 % als polare SHIARIS 1989
Metaboliten nach ca. 15 Monaten
Mischkultur unbelasteter Boden - persistent, berechnete Halbwertszeit: PARK et al. 1990b
> 300 Tage
Mischkultur PAK belastete Boden + von 0 bis 25 % (je nach Boden) als ~ GROSSER et al. 1991
14
daraus isoliertes Flussigkultur, C-Quellen: Hefeex- CO. nach > 180 Tagen
Mycobacterium sp. trakt + Pepton + Stérke + Pyren 21 % *CO, nach 2 Wochen
Rhodococcus sp. Flussigkultur, C-Quelle: Pyren - 11 % Abbau nach 2 Wochen WALTER et al. 1991
Mischkultur PAK belastete Boden als Slurry + 2 %, 10 %, 12 % (je nach Boden) SANSEVERINO et al. 1993
nach 4 Wochen
Mischkultur PAK belastete Boden - < 8 % nach 160 Tagen GROSSER et al. 1995
Mycobacterium sp. Flussigkultur, C-Quellen: Hefeex- + 28 % nach 32 Tagen als Metaboliten SCHNEIDER et al. 1996
trakt + Pepton + Stérke + Pyren extrahiert: 6 Metaboliten gefunden,
Abbauweg propagiert
Pseudomonas cepacia  Flissigkultur ohne weitere C-Quelle - 20-30 % nach 63 Tagen JUHASZ et al. 1996
Sphingomonas pauci-  Flussigkultur, C-Quelle: Fluoranthen + 28 % als **CO, nach 48 Stunden YE et al. 1996
mobilis
Mischkultur PAK belastete Boden als Slurry + 2-9 % als **CO, nach 8 Wochen CARMICHAEL & PFAENDER

Burkholderia cepacia
Mischkultur

Flussigkultur, C-Quelle: Phenanthren

Boden + PAK-Gemisch
Boden-Kompost Gemisch + PAK-
Gemisch

41 % nach 46 Tagen

kein Abbau nach 15 Wochen
46 % nach 15 Wochen, 73 % nach
25 Wochen

1997a
JUHASZ et al. 1997
WISCHMANN & STEINHART 1997
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Dall Benzo[a]pyren grundsétzlich biologisch abbaubar ist, zeigen die in Tabelle 1-2
zusammengefaliten Forschungsergebnisse. Aus der Zusammenstellung wird deutlich,
dal’ der cometabolische Abbau in der Regel in komplexen Medien oder aber mit nieder-
kernigeren PAK-Verbindungen wie Fluoranthen oder Pyren erfolgte. Das Wachstum
von Mikroorganismen auf Benzo[a]pyren als alleinige C- und Energiequelle wurde von
JUHASZ et al. (1996) nachgewiesen, bei Anwesenheit niederkerniger Aromaten waren
die Abbauraten von Benzo[a]pyren auch hier wesentlich erhéht. SCHNEIDER et al. (1995)
isolierten mehrere von einem Mycobacterium sp. gebildete Benzo[a]pyren-Metaboliten
und présentierten damit Ringspaltungsprodukte eines moglichen Abbauweges. Der
Einsatz von *C-markiertem Benzo[a]pyren in den Abbaustudien wurde in der Tabelle
1-2 mitaufgefuhrt, da der Analytik zum Verbleib der Chemikalien, durch den Nachweis
der radioaktiven Markierung, eine zusatzliche Aussagekraft verliehen wird. Dieses gilt
insbesondere fir die oft langen Versuchsdauern mit niedrigen Umsatzraten. PAK
kdénnen, neben der normalen Adsorption an organische Verbindungen, mit Hu-
minstoffen eine komplexartige Bindung eingehen (Qiu & MCFARLAND 1991, MAHRO &
KASTNER 1993, KASTNER et al. 1993). Sie konnen dann mit Ublichen organischen
Losungsmitteln nicht mehr extrahiert werden und entgehen somit der Analyse. Dieses
Verschwinden wird dann oft falschlicherweise mit einem Abbau gleichgesetzt
(ESCHENBACH et al. 1994). Der Einsatz von radioaktiv markierten Substanzen ermdg-
licht hingegen die Quantifizierung solchermal’en gebundener Riicksténde.

Zu allen Aspekten des PAK-Abbaus — dabei insbesondere unter Beriicksichtigung der
persistenten héherkernigen Verbindungen — besteht noch ein intensiver Forschungsbe-
darf. Die Schwerpunkte sollten dabei u.a. Forschung Gber Abbauwege und Metaboliten,
die Untersuchung limitierende Stoffubergénge, die Charakterisierung der Enzyme des
Abbaus, die Suche nach geeigneten Cosubstraten, die Erhéhung von Schadstoffauf-
nahme und -umsatz bei Mikroorganismen sowie den Abbau durch Mischkulturen mit
Aufklarung von Sukzessionen zum Ziel haben.

1.5 Limitierung des PAK-Abbaus

Grundvoraussetzung fir einen erfolgreichen biologischen Abbau von PAK ist das Vor-
handensein einer hierzu beféhigten Mikroorganismenpopulation. BeeinfluRt wird ein
mdoglicher Abbau jedoch durch mehrere abiotische Faktoren: Temperatur (WEIRBENFELS
et al. 1990a, SINGLETON 1994), pH-Wert (WEIRENFELS et al. 1990a, KASTNER et al.
1998), Néahrstoffversorgung (MORGAN & WATKINSON 1989, LEAHY & CoLWELL 1990,
SINGLETON 1994), Salzgehalt (SHIARIS 1989, KASTNER et al. 1998), Bodentyp
(KASTNER et al. 1993), Sauerstoffversorgung (MORGAN & WATKINSON 1989, LEAHY &
CoLWELL 1990), Wassergehalt (MORGAN & WATKINSON 1989, LEAHY & COLWELL
1990) und Redoxpotential (MIHELCIC 1988, KASTNER et al. 1993). Weiterhin spielen
auch die chemisch-physikalischen Stoffeigenschaften der abzubauenden Verbindung
eine Rolle. Bei den PAK sind hier die geringe Wasserloslichkeit, der hohe n-Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient — aus dem eine hohe Lipophilie resultiert — und der hohe
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Sorptionskoeffizient von Bedeutung (s. Tabelle 1-1). Zwischen den genannten Faktoren
kdnnen aulRerdem Wechselwirkungen bestehen, so daR es viele Ursachen geben kann,
warum eine Verbindung sich als nicht oder schlecht abbaubar erweist.

Entscheidend aber fur den Abbau einer Verbindung ist — sofern Mikroorganismen mit
der nétigen Enzymausstattung anwesend sind — in der Regel die Aufnahme dieser Ver-
bindung in den Organismus. Die Substanz muf3 bioverfligbar sein. Wenn ein unzurei-
chender Transfer dieser Substanz den biologischen Abbau hemmt, so spricht man von
limitierter Bioverfugbarkeit. Kristalline organische Verbindungen wie die PAK werden
von Bakterien im allgemeinen nicht verwertet. Erst der Stofflibergang in die geldste
Form kann zur Aufnahme in die Bakterienzelle und zur Verstoffwechselung fuhren
(WoDzINsSKI & COYLE 1974, BOETHLING 1984, STUCKI & ALEXANDER 1987, BOUCHEZ
et al. 1995b, BOUCHEZ et al. 1997a). Daher wird im wasserigen System unter idealen
Laborbedingungen die Abbaurate von PAK im wesentlichen vom Stoffuibergang in die
wasserige Phase bestimmt (VOLKERING et al. 1992, BouCHEZ et al. 1995b), dieses er-
klart auch, warum die Geschwindigkeit des mikrobiellen Abbaus mit zunehmender
Komplexitat der PAK abnimmt.

Im System Boden wird die Bioverfiigbarkeit von PAK noch um einige Einflul3gréRRen
erweitert. Ein die Verfugbarkeit von PAK wesentlich bestimmender Parameter ist die
Adsorption dieser organischen Verbindungen an Bodenpartikel (MANILAL &
ALEXANDER 1991). Da die hthermolekularen PAK die hdchsten Sorptionskoeffizienten
besitzen, erklart dieses auch die beobachteten unterschiedlichen Halbwertszeiten von
PAK im Boden (PARK et al. 1990a). Mit zunehmender Sorptionskapazitit des Bodens
wird die Bioverfugbarkeit der PAK limitiert und der Abbau reduziert (WEISSENFELS et
al. 1992).

1.6 Erh6hung der Bioverfugbarkeit schwer wasserloslicher
Substanzen

Ist die limitierte Bioverfugbarkeit einer Verbindung Ursache fiir einen verlangsamten
biologischen Abbau dieser Substanz, so liegt es nahe, durch geeignete Mal3nahmen eine
Steigerung der Bioverfugbarkeit zu erreichen und damit auch den biologischen Umsatz
zu beschleunigen. Eine Erh6hung des Massentransfers einer kristallinen Verbindung in
die wasserige Phase kann durch gesteigertes Ruhren oder Schiitteln des Kulturmediums,
durch VergroRRerung der Kontaktoberflache oder durch Steigerung der Wasserloslichkeit
erreicht werden (VOLKERING et al. 1993). KOHLER (1992) wies nach, dal} durch eine
Reduktion der KorngroRe von Phenanthrenkristallen die so erreichte Vergréfierung der
Oberflache zu einer Steigerung der mikrobiellen Abbaurate fihrte. KEUTH & REHM
(1991) vermuteten, dal® die nach Erhéhung der Phenanthrenkonzentration im Medium
beobachtete Steigerung der Abbaurate, auf die vergrolierte Kristalloberflache zurtickzu-
fihren war. Auch eine Erhohung der Schittelgeschwindigkeit steigerte den Phe-
nanthrenabbau (KOHLER 1992). Der Einsatz einer nicht mit Wasser mischbaren organi-
schen Phase, wie z.B. 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan oder Dibutylphthalat als substrat-
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tragendes Losemittel, konnte den mikrobiellen PAK-Abbau ebenfalls beschleunigen
(EFROYMSON 1991, EICHLER 1991, BRYNIOK 1993, BIRMAN & ALEXANDER 1996).

Um lipophile Substrate mit geringer Wasserloslichkeit zu verwerten, haben einige Mi-
kroorganismen entsprechende physiologische Anpassungen entwickelt. Speziell von
alkanabbauenden Bakterien ist bekannt, dal sie oberflachenaktive Substanzen bilden
konnen, die allgemein als Biotenside bezeichnet werden (CoOPER & ZAJiC 19809,
KosARIC 1993, HOMMEL 1990, NEU 1996). Diese Biotenside bestehen aus einem hy-
drophilen und einem lipophilen Molekdlanteil, aufgrund der Struktur des hydrophilen
Anteils werden sie in Glycolipide, Lipopeptide, Fettsduren, Phospholipide und neutrale
Lipide eingeteilt (HomMmEL 1990). Werden solche Biotenside von Bakterien in das um-
gebende Medium ausgeschieden, (pseudo-)solubilisieren sie dort vorhandene Kohlen-
wasserstoffverbindungen, erhéhen also die (scheinbare) Wasserloslichkeit dieser Stoffe
und machen sie damit leichter fir Mikroorganismen verfligbar. Eine solche Steigerung
der Wasserloslichkeit lipophiler Substanzen ist natiirlich ebenso durch den Einsatz
technischer Tenside erreichbar.

1.7 Strukturen und Eigenschaften von Tensiden

Das Tensidmolekiil besitzt, aufgrund seines Aufbaus aus einem hydrophilen und einem
hydrophoben Teil, einen amphiphilen Charakter und verhalt sich in Ldsungsmitteln,
insbesondere in Wasser, grenzflachenaktiv:

Tenside reichern sich in den Grenzflachen der wasserigen Phase an, unabhangig davon,
ob diese an eine gasformige, eine flissige oder eine feste Phase angrenzt. Diese Grenz-
flachenakkumulation fiihrt dazu, dal? die Grenzflachenspannung reduziert wird und sich
die Benetzungseigenschaften zwischen Wasser und Feststoffen verandern. Beim Uber-
schreiten einer charakteristischen Konzentration bilden die Tensidmolekiile unterein-
ander durch reversible Aggregation groRere Molekilverbande von 20-200 Molekdlen.
Diese haben in der Regel Kugelform, kdnnen aber auch stdbchen- oder scheibenférmig
ausgebildet sein. Diese Aggregate werden als Micellen bezeichnet, zwischen den Mo-
nomeren und den Micellen besteht ein thermodynamisches Gleichgewicht.

Der fir jedes Tensid charakteristische Konzentrationsschwellenwert, ab dem die Bil-
dung dieser Micellen erfolgt, ist die kritische Micellbildungskonzentration (CMC). Ist
diese maximale Konzentration an Tensidmonomeren erreicht, nimmt auch die Ober-
flachenspannung des Wassers nicht mehr weiter ab.

In den Micellen sind die hydrophoben Gruppen der Tensidmolekile mdglichst ohne
direkten Kontakt mit dem Wasser, wahrend die hydrophilen Gruppen auf der
Micelloberflache sitzen und die Micelle in Losung halten.
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Teilt man die Tenside nach ihren hydrophilen Gruppen ein, ergeben sich folgende Un-
tergruppen (KosswiG & STACHE 1993):

[0 Anionische Tenside: z.B. Carboxylate, Sulfonate, Sulfate, Phosphate
O Kationische Tenside: z.B. Ammoniumsalze, Salze von Aminoxiden, Sulfoniumsalze

[0 Zwitterionische oder amphothere Tenside: z.B. Aminoxide, Betaine, Sulfobetaine,
Lecithine (Phospholipide)

[J Nichtionische Tenside: z.B. Polyglycolether, Polyalkohole, Polyamine, Polypropy-
lenglycolether, Zuckertenside

Die Bildung von Micellen fuhrt dazu, daR sich hydrophobe Substanzen in das hydro-
phobe Zentrum dieser Aggregate einlagern, diesen VVorgang bezeichnet man als Solubi-
lisierung (Liu et al. 1991, WEST & HARWELL 1992). Dieses Phdénomen kann die Kon-
zentration einer Substanz erheblich Uber seine Wasserldslichkeit hinaus steigern. Die
Solubilisierung hydrophober Substanzen beginnt gewohnlich bei der CMC und ist
oberhalb dieser Tensidkonzentration in der Regel Uber einen weiten Konzentrationsbe-
reich eine lineare Funktion (EDWARDS et al. 1991a und 1991b, EDWARDS et al. 1992b,
TIEHM 1994).

1.8 Tensideffekte auf den Abbau von PAK

Der Einsatz von (Bio-)Tensiden zur Steigerung des biologischen Abbaus von schlecht
wasserloslichen Schadstoffen in der Sanierung kontaminierter Standorte ist in den letz-
ten Jahren auf betrachtliches Interesse gestoRen (ROBICHAUX & MYRICK 1972, ELLIS et
al. 1990, ARONSTEIN et al. 1991, EFROYMSON & ALEXANDER 1991, FRANCY et al. 1991,
EDWARDS et al. 1992a, BURY & MILLER 1993, BUNZEL et al. 1995). Schwerpunkt der
Forschung und Anwendung lag hierbei bei den Kontaminationen mit Rohdl sowohl im
Meer als auch auf dem Land. Umweltkatastrophen, wie Tankerhavarien, z.B. die der
Exxon Valdez (BRAGG et al. 1994) und die Olverschmutzungen in Kuwait durch die
irakische Besatzungsmacht (BADER & CLARKSON 1995), aber auch die Foérderung und
Verarbeitung von Erdol (VAN DYKE et al. 1991, KosswiG & STACHE 1993, BANAT
1995), sind Einsatzgebiete, in denen die solubilisierende Féhigkeit von Tensiden genutzt
wird.

Der biologische Abbau von Alkanen — und die damit verbundene Bedeutung der Bio-
tensidbildung durch Bakterien — ist intensiv untersucht, und wenn auch bisher die Zu-
sammenhange hierbei noch nicht vollstandig geklart sind, so ist es doch bewiesen, daf3
die Biotensidbildung oft eine VVoraussetzung flr die Alkanverwertung ist (KocH et al.
1991, ZHANG & MILLER 1995). Im Unterschied dazu scheint eine Biotensidbildung
durch PAK-Verwerter keine solche Bedeutung zu haben. Wenn auch DEZIEL et al.
(1996) bei PAK-Abbauern Biotensidbildung nachweisen konnten, so findet sich in der
Literatur keine zwingende Bestatigung fur einen Zusammenhang zwischen Biotensid-
bildung und PAK-Abbau.
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Da aber Tenside in der Lage sind, PAK zu solubilisieren, liegt es nahe, Tenside zum
einem bei Sanierungstechniken, wie z.B. der Bodenwasche, einzusetzen (Liu et al. 1991,
YEOM et al. 1996, SCHEIBENBOGEN et al. 1994), zum anderen aber auch durch ihren Ein-
satz die Bioverflgbarkeit von PAK flr Mikroorganismen zu steigern (s. Tabelle 1-3).



Tabelle 1-3: Beispiele fir mikrobiellen PAK-Abbau unter TensideinfluR® (+: Steigerung des PAK-Abbaus, - Inhibierung des PAK-Abbaus, 0: kein Effekt
auf den PAK-Abbau)

Tensid Tensid-

Mikroorganismen Name des Tensids i konz PAK; Medium PAK-Abbau Quelle
typ
Mycobacteriumsp. 5 Tween-Typen TT,ni ~CMC "C-Phen.; Fliissigmedium + GUERIN & JONES 1988b
Mischkultur, Emulsan BT, ai YC-Phen., **C-Anthr.; Rohdl ~ Mischkultur: - FOGHT et al. 1989
Reinkulturen Reinkulturen: 0,
+

Pseudomonas Tween 80 TT,ni >CMC Fluora.; Flussigmedium + MUELLER et al. 1990
paucimobilis
Mischkultur Alfonic, Novel Il TT,ni <CMC *C-Phen.; Boden + ARONSTEIN et al. 1991
Arthrobacter sp. Triton X-100 TT,ni >CMC "C-Naph.; Heptamethylnonan + EFROYMSON &

ALEXANDER 1991
Mischkultur Brij 30, Tergitol NP- TT,ni > CMC C-Phen.; Boden-Slurry; - (< CMC: 0) LAHA & LUTHY 1991

10, Triton X-100 Wasser

Mischkultur Alfonic, Novel Il TT,ni <CMC "C-Phen.; Boden-Slurry; Sand + ARONSTEIN &

ALEXANDER 1992
Mischkultur Triton X-100, Brij ~ TT,ni >CMC C-Phen.; Boden-Slurry > CMC: - EDWARDS et al. 1992a

30 <CMC <CMC:0
Mischkultur 10 Tensidtypen TT,ni >CMC "C-Phen.; Boden-Slurry - (< CMC: 0) LAHA & LUTHY 1992
Mischkultur 9 Tensidtypen TT,ni >CMC PAK-Spektrum; Flussigme- - oder + TIEHM 1994
dium

Pseudomonas sp. Triton X-100 TT,ni > CMC Naph.; Amberlite XAD-4 + BREURE et al. 1995

BT: Biotensid, TT: Technisches Tensid, ni: nichtionisch, ai: anionisch, zi: zwitterionisch
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Tensid

Tensid-

Mikroorganismen Name des Tensids i konz PAK; Medium PAK-Abbau Quelle
typ
Pseudomonas 3 Triton-Typen TT,ni >CMC "C-Phen.; Fliissigmedium Triton-Typen: CHURCHILL et al. 1995
saccharophila, Inipol EAP22* Ps. sacch.: +
Pseudomonas putida Ps. putida: -
Inipol EAP 22: +
Mischkultur Triton X-100, Brij ~ TT,ni >CMC C-Naph.; Fliissigmedium 0 Liu et al. 1995
30
Pseudomonas sp., 5 Tensidtypen TT,ni  >CMC *C-Phen.; Fliissigmedium Ps. sp.: - ROCH & ALEXANDER
Reinkultur <CMC Reinkultur: + 1995
Mischkultur 7 Tensidtypen TT,ni >CMC *C-Phen.; Sediment-Slurry - (Triton X-100: TSOMIDES et al. 1995
+)
Reinkultur 4 Tensidtypen TT,ni  >CMC Naph., Phen,; Flissigmedium  + VOLKERING et al. 1995
Mischkultur SDS TT,ai >CMC "C-Phen.; Boden “C-Phen.: - DESCHENES et al. 1996
Rhamnolipid BT, ai 13 PAK-Verbindungen, 3-Ring PAK: 0
Boden (gealtert) 4-Ring PAK: -
Pseudomonas Tergitol NP-10 TT,ni > CMC Phen.; Flissigmedium + GRIMBERG et al. 1996
stutzeri
Mischkultur 11 Tensidtypen TT,ni  >CMC *C-Phen.; Fliissigmedium fiir 8 Tenside: + GUHA & JAFFE 1996a
fur 3 Tenside: -
Mycobacterium sp.  Triton X-100 TT,ni <CMC *C-Pyren; Fliissigmedium <CMC: + JIMINEZ & BARTHA
>CMC > CMC: - 1996

& Ol-in-Wasser-Microemulsion mit Nahrstoffen, BT: Biotensid, TT: Technisches Tensid, ni: nichtionisch, ai: anionisch, zi: zwitterionisch



Tabelle 1-3 (Fortsetzung)

Tensid Tensid-

Mikroorganismen Name des Tensids i konz PAK; Medium PAK-Abbau Quelle
typ
Pseudomonas sp., pflanzliches Saponin  zi > CMC Phen., Fluora.; Flissigmedium bei Lecithin: +  SOEDER et al. 1996
Mycobacterium sp.,  und Lecithin bei Saponin: 0
Reinkultur
Pseudomonas sp. Witconol SN 70 TT,ni >CMC 14C—Pyren; Boden; im Boden: + THIBAULT et al. 1996
(2 Arten) Boden-Slurry im Slurry: -
Sphingomonas Tween 80 TT,ni >CMC C-BaP; Flussigmedium 0 YE et al. 1996
paucimobilis Cyclodextrin® ni
Mischkultur Triton X-100 TT,ni >CMC C-Phen.; Boden - (0,25 %: 0) CARMICHAEL &
Inipol EAP-122° PFAENDER 1997b
Reinkulturen 5 Tensidtypen TT,ni >CMC "C-Phen., *C-Pyren; Boden  + MADSEN &
KRISTENSEN 1997
Mischkultur Arkopal N-300, TT,ni >CMC 13 PAK-Verbindungen; Arkopal N-300: TIEHM et al. 1997
Sapogenat T-300 Boden (gealtert) -
Sapogenat T-
300: +
Pseudomonas putida Rhamnolipide BT,ai >CMC C-Phen.; Flussigmedium + ZHANG et al. 1997

2 Ol-in-Wasser-Microemulsion mit N&hrstoffen, ° cyclisches Oligosaccharid (Produkt des bakteriellen Starkeabbaus), BT: Biotensid, TT: Technisches
Tensid, ni: nichtionisch, ai: anionisch, zi: zwitterionisch
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Betrachtet man in Tabelle 1-3 die PAK-Vertreter, die in den Abbaustudien eingesetzt
wurden, so féllt auf, dal dabei fast ausschlieflich Phenanthren gewahlt wurde. Phe-
nanthren gehort aber mit seiner recht hohen Wasserloslichkeit von etwa 1 mg/l nicht zu
den schwer abbaubaren PAK, viele Mikroorganismen kénnen diese Verbindung auch
sehr schnell ohne eine Solubilisierung durch Tenside abbauen. Der Verbleib des 5-Rings
Benzo[a]pyren — mit einer im Vergleich zu Phenanthren um den Faktor 150 geringeren
Loslichkeit als schwer abbaubare Verbindung bekannt (s. Tabelle 1-2) — wurde nur von
drei Arbeitsgruppen untersucht. DESCHENES et al. (1996) und TIEHM et al. (1997)
pruften den Einflul von Tensiden auf jeweils 13 PAK-Verbindungen einer gealterten
Bodenkontamination, in beiden Studien wurde kein signifikanter Benzo[a]pyren-Abbau
nachgewiesen. YE et al. (1996) untersuchten den cometabolischen Abbau von **C-
Benzo[a]pyren durch Sphingomonas paucimobilis in Flissigkultur mit dem
Wachstumssubstrat Fluoranthen (s. Tabelle 1-2). Die Abbaurate betrug 28 % nach 48
Stunden Inkubation, der Einsatz von Tween 80 oder Cyclodextrin zur Solubilisierung
der PAK zeigte keinen Einflu} auf diese Abbaurate. Die Forschergruppe schloR daraus,
dal der Abbau hoherkerniger PAK-Verbindungen nicht durch die geringe
Wasserloslichkeit limitiert wird.

Wie aus der Tabelle 1-3 deutlich wird, gibt es in der Literatur sehr unterschiedliche Er-
gebnisse Uber den Einsatz von Tensiden zur Steigerung des mikrobiellen PAK-Abbaus.
Die Versuchsergebnisse reichen von fordernden Effekten tber keinen Einfluf3 bis hin
zur Inhibierung. Da Uber den Mechanismus der Aufnahme von PAK in die Bakterien-
zelle noch nicht sehr viel bekannt ist, beruht die Interpretation der Ergebnisse oft auf
Hypothesen. Hinzu kommt die Vielfalt der PAK-Abbauer, das breite Spektrum an ein-
setzbaren Tensiden, die Konzentration der Tenside, der Einfluf des Mediums und die
Unterschiede zwischen den einzelnen PAK-Verbindungen.

1.9 Ziele der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Verbindung Benzo[a]pyren. Als Leitsubstanz der
hoherkernigen PAK gilt der Abbau dieser Substanz durch Bakterien zwar als gesichert,
wenig ist jedoch dariiber bekannt, warum sich diese Verbindung als so schlecht abbau-
bar erweist.

Durch selektive Anreicherung und Isolierung sollten spezialisierte Mischkulturen eta-
bliert und optimiert werden, die Benzo[a]pyren mineralisieren konnen. Diese sollten
dann flr weitergehende Untersuchungen des bakteriellen Benzo[a]pyren-Abbaus einge-
setzt werden konnen.

Wenn der Grund fiir die schlechte Verwertbarkeit dieser Verbindung in der limitierten
Bioverfugbarkeit liegt, so konnte der Einsatz eines geeigneten Tensids diese Bioverfig-
barkeit steigern und den Abbau von Benzo[a]pyren ermdglichen oder verbessern. Dazu
multen zunadchst die solubilisierenden Eigenschaften verschiedener Tenside fir
Benzo[a]pyren bestimmt werden. Zum Einsatz in die PAK-Abbauversuche war es not-
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wendig, die Toxizitat der Tenside auf die Mischkultur zu ermitteln. Die Auswahl des
Tensids sollte zudem nach 6kologischen und 0kotoxikologischen Gesichtspunkten er-
folgen, wobei auch eine mogliche Anwendung in der Saniertechnik bertcksichtigt wer-
den muf3te.

Abbauversuche mit *C-markiertem Benzo[a]pyren erméglichen Aussagen ber eine
Mineralisierung dieser Substanz und erlauben Uber die kontinuierliche Erfassung des
CO, lange Inkubationszeiten mit wechselnden Bedingungen. Mit diesem Versuchs-
system sollten die Tensideffekte bei der Inkubation von Benzo[a]pyren mit anderen
PAK als PAK-Gemisch erfaf3t werden.

Dartiber hinaus war die Bedeutung des PAK-Gemisches und seiner Einzelkomponenten
als Wachstumssubstrat fir die Bakterien bezlglich des Benzo[a]pyren-Abbaus von In-
teresse. Interaktionen zwischen den einzelnen PAK-Komponenten sollten beobachtet
werden und ein geeignetes Cosubstrat fir den Benzo[a]pyren-Abbaus ermittelt werden.
Die gaschromatographische Erfassung der nicht radioaktiv markierten PAK sollte Gber
ihre Verwertung durch die Mischkultur Auskunft geben.

Die PAK-verwertenden Mischkulturen sollten naher charakterisiert und differenziert
werden, wobei hier die Mdglichkeiten verschiedener Methoden genutzt werden konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

2.1.1 Tenside

Die eingesetzten Tenside waren handelsubliche Produkte technischer Reinheit und wur-
den freundlicherweise von den Herstellern kostenlos zur Verfligung gestellt. Die chemi-
schen und 6kotoxikologischen Eigenschaften der Tenside konnten den technischen Da-
tenblattern entnommen werden und eine Auswahl davon ist in Tabelle 2-1 und Tabelle
2-2 aufgelistet.

Tabelle 2-1: Chemische Daten der eingesetzten Tenside

AS in Molekil-
Tensidstruktur Tensidtyp  \Wasser masse

[%] [g/mol]

Tensid
(Hersteller)

Lutensol ON 70  Alkylpolyethylenglykolether nichtionisch 100 ca. 470

(BASF) auf Basis eines kurz-
kettigen, synthetischen Fett-
alkohols
Lutensit A-PS  Alkylsulfonat, Na-Salz anionisch 65 ca. 400
(BASF)
Texapon N 70  Natriumlaurylethersulfat anionisch 68-73 ca. 382
(Henkel) mit ca. 2 Mol EO
Dehyton K Fettsdureamid-Derivat mit ~ amphoter 29-32 ca. 355
(Henkel) Betainstruktur
Dehyquart A Trimethylhexadecyl- kationisch 24-26 ca. 325
(Henkel) ammoniumchlorid

Plantacare 2000 UP Cg—C;5 Fettalkoholpoly- nichtionisch ~ 51-55 ca. 390
(Henkel) glycoside, Alkylpolyglyco-
side

AS: Aktivsubstanz, EO: Ethylenoxid
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Tabelle 2-2: Okotoxikologische Daten der eingesetzten Tenside

Tensid Biologische akute chronische
(Hersteller) Abbaubarkeit Bakterientoxizitat® Bakterientoxizitat®
Lutensol ON 70 90 % KA. KA.
(BASF)
Lutensit A-PS 90 %° KA. KA.
(BASF)
Texapon N 70 mind. 70 %*  ECso: > 100 mg KA.
(Henkel) Prod./I
Dehyton K mind. 70 %* ECso: > 100 mg ECso: > 100 mg
(Henkel) Prod./I Prod./I
Dehyquart A > 80 %° ECso: = 1-10 mg k.A.
(Henkel) Prod./I
Plantacare 2000 UP mind. 70 %*  ECoy: > 100 mg ECo: > 100 mg
(Henkel) Prod./I Prod./I

®DOC-Abnahme im modifizierten OECD Screening Test (OECD-Grenzwert fur Klassifizierung
.readily biodegradable*/,leicht abbaubar“: mind. 70 % DOC)

bOz-Konsumptionstest mit Pseudomonas putida nach OECD

°Zellvermehrungs-Hemmtest mit Pseudomonas putida

9BiAS: Abnahme an Wismutaktivsubstanz (nach deutscher Tensidverordnung)

®biologische Eliminierbarkeit in Klaranlagen

Alle Tenside wurden als technische Produkte ohne vorherige Aufreinigung eingesetzt.
Dazu wurden mit Aqua bidest. verschieden konzentrierte Verdiinnungen hergestellt: das
Tensid wurde in definierter Menge eingewogen und mit Aqua bidest. auf das entspre-
chende Gewicht aufgefullt. Die Konzentrationsangaben fir die Tensidlésungen in %
sind daher immer als Gewichtsprozente des technischen Produktes in Wasser zu verste-
hen. Dieser Bezug wurde gewahlt, weil die Menge an Aktivsubstanz (AS) im Produkt
nicht genau definierbar ist und je nach Charge gewisse Schwankungen aufweisen kann
(s. Tabelle 2-1). Auch die neben der AS vorhandenen Beistoffe der technischen Pro-
dukte waren nicht bekannt.

Die Namen der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Tenside sind eingetragene
Warenzeichen der Firmen BASF und Henkel, auch wenn dieses im Text nicht weiter
kenntlich gemacht ist.
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2.1.2 YC-markiertes Benzo[a]pyren

Fiir die Versuche mit **C-markiertem Benzo[a]pyren wurden drei verschiedene Chargen
dieser Verbindung benutzt. Die radioaktive Markierung befand sich immer an der 7er
und 10er Position (s. Bild 2-1). Die radiochemischen Eigenschaften der einzelnen Char-
gen sind in Tabelle 2-3 aufgelistet.

12 1

10*

™ 6 5
Bild 2-1: Chemische Struktur des [7,10-""C]Benzo[a]pyren

Tabelle 2-3: Technische Daten der verwendeten [7,10-14C]Benzo[a]pyren-Chargen

e a - -
Hersteller  spezifische Aktivitat Molekulmasse™  radiochemische

[g/mol] Reinheit” [%]
Amersham 2,18 GBg/mmol 254 97,8
Sigma 395,9 MBg/mmol 252,3 > 08
Amersham 2,26 GBg/mmol 254 97,1

®bei dieser spezifischen Aktivitat
bHerstellerangabe

Die Reinheit des **C-Benzo[a]pyren wurde vor jedem Versuch mit folgenden FlieR-
mittelsystemen dunnschichtchromatographisch tberpruft:

o Petrolether
o Petrolether:Toluol 1:1, v/v
» Methanol:Dichlormethan 3:1, v/v

Fiir alle Anwendungen wurde das **C-markierte Benzo[a]pyren mit nicht-markiertem
Benzo[a]pyren auf die gewiinschte spezifische Aktivitat der Zugabeldsung eingestellt.
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2.1.3 PAK
Als Substrate flr die Mischkultur wurden folgende PAK verwendet (s. Tabelle 2-4).

Tabelle 2-4: Als Substrate in den Abbaustudien eingesetzte PAK

PAK Struktur Reinheit Hersteller

Benzo[a]pyren 00 98 %  Fluka Chemie AG

Qo0

Fluoranthen @ 98 %  Aldrich

QO

Pyren @@ 99%  Aldrich
Q0

Phenanthren @ 97 %  Fluka Chemie AG
Anthracen ©©© 99 9%  Aldrich

2.1.4 Szintillationscocktails

Fur die Bestimmung der Menge an Radioaktivitat in flussigen Proben mit Hilfe des
Szintillationszéhlers wurden — je nach Probe — drei verschiedene Cocktails benutzt. Das
Mischungsverhdltnis von Probe und Cocktail wurde dabei den Datenblattern der Cock-
tails entnommen.

Tabelle 2-5: Verwendete Szintillationscocktails

Name Firma Verwendungszweck

0 Hionic-Fluor™ Packard Instrument CO., Inc. NaOH
[0 Quicksafe A Zinsser Analytic wasserige Proben

[J Hydroluma Lumac-LSC, B.V. wasserige Proben

2.1.5 Loésungsmittel

Alle verwendeten organischen Lésungsmittel waren p.A. reinst oder 1 * destilliert.

2.1.6 Chemikalien und Reagenzien fir die PCR

[ Tag-Polymerase: Goldstar...........ccccovveiieieeresieieeiennn Eurogenteg
[J DNA-AQGAIOSE ....ooveeieeiiecteeieeiesieesie e se e see e ae e eas Biozym Diagnostik GmbH
O Primer Oligo H2: 5"-GCCAAGGCATCCACN ............. MWG-Biotech GmbH

O Primer Oligo K2: 5-GAAGTCGTAACAAGN.............. MWG-Biotech GmbH
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[0 MUOCZ s Eurogenteg
[J dNTP Set, 4 * 25 pmol, 0,25 ml 100 mM Lésung
von dATP, dCTP, dGTP, dTTP .ceeeeiicieeeeie e MBI Fermentas
[0 InkubationSPUFfer..........coovvvie e, Eurogenteg
[0 TBE-PUTEN ..o Eurogenteg
[0 Lambda DNA/Eco471(Avall) Marker, 13MBI .............. Fermentas
[J 100bp DNA Ladder PIUSMBI .........cccccooiiiniiiiieicenn, Fermentas
[0 pBR322 DNA/AIul Marker, 20MBI ..........cccoviviienenn. Fermentas
2.1.7 Sonstige Chemikalien und Reagenzien
[J Oxidase-Reagenz OX ........cccoviieiineninisisieeeeeeees bioMérieux
[ APT20 NE .o bioMérieux
O NIT 2Und NIT 2. bioMérieux
[0 ZINKPUIVET ..o bioMérieux
[0 JAMES-REAQENZ ......ocvviviieieeiesieee e bioMérieux
[0 Paraffindl .........c.ooeiii e bioMérieux
[0 McFarland Standard ...........ccoocoiieiiiieiieiece e bioMérieux
[ DIMSO ..o Merck KGaA
[ DIMS e Merck KGaA
[0 Gram-color Farbeset (Farbebank) ..........cccceeevivnienennnne. Merck KGaA
mit Losung 1: Grams Karbolgentianaviolettlosung,
Losung 2: Lugols Losung, Losung 3 und 4: Entfarbeldsung,
Losung 5: Ziehl-Neelsens Karbolfuchsinldsung
2.2 Geréate und Hilfsmittel
2.2.1 Gerate fur die Radioanalytik
[0 Flissig-Szintillationszahler:
Liquid Scintillation Analyser, 1500 Tri-Carb.................. Packard
LS 5000 TD .. Beckman Instruments GmbH
[0 Automatische DC-Auftragsmaschine, Linomat IV ......... Camag

O Radio-Dinnschicht-Scanner:
Flexible Format Multisample Counter MSC 2000
mit Software Tracemaster 40, Version 7.25, 12/91 ........ Berthold
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2.2.2 Gerate fur die PCR

0 Thermocycler PTC-100™
Programmable Thermal Controller ............ccoovevvinnene. MJ Research, Inc.

0 Mikrowelle
0O Laufmittelkammer

00 UV-Transilluminator

2.2.3 Gaschromatographie
[J Gaschromatograph: HP 5890 SerieS Il ..........cccceovennnee. Hewlett Packard GmbH
[0 Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)................. Hewlett Packard GmbH

O Trennsaule fir DMSO-Test:
HP-5 Crosslinked 5 % Ph Me Silicon

25Mm* 0,2 MM * 0,33 UM ..eooiiiiiiiiiieeeeeee e Hewlett Packard GmbH
[0 Vorséule fur PAK-Analytik:
HP Retention GaP: 5 m * 0,320 MM .....ccccccevevvveeevinnnenn. Hewlett Packard GmbH

[0 Trennséule fir PAK-Analytik:
HP-5 Crosslinked 5 % Ph Me Silicon
30m™*0,25mm * 0,25 PM .ooiiiiiiiiiieeee Hewlett Packard GmbH

[0 Autosampler: HP 7673 Injektor .........c.ccccvvvvniiiiieiennn, Hewlett Packard GmbH

2.2.4 Sonstige Gerate

[ pH-Meter, Esg...cooovveiiiiiiiiieiieeee e WTW GmbH
O Agar-Gielmaschine:
Zinsser Analytic Perfill Dosierpumpe.........cccceeeveneenen. Zinsser Analytik GmbH
[J Rotationsverdampfer..........ccooooeiiiiieniineceeee, Buchi
[J Z&hlgerat fur Bakterienkolonien ... Schiitt

[0 Zentrifugen:

[0 Laborzentrifuge Labofuge A.........ccoovveviienene. Heraeus Instruments GmbH
O Kihlzentrifuge J21C ......cccoiveiiieiieece e Beckman Instruments GmbH
[0 Autoklav
[0 Dampfdrucktopf
[J Tensiometer: Schultensiometer KG ...........cccoeoviennene, A. Kruss GmbH
0 UV-Lampe (254 nm und 336 nm) fur DCs..........cccuenen. Camag
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[0 Spektralphotometer DU 640............ccceovieenininiienesne Beckman Instruments GmbH
[0 Ultraschallbad Transsonic T 460..........cccccevevevvninrinnnnnn Elma

2.2.5 Hilfsmittel

[0 DC Fertigplatten, SIL G-25 UV254 .c.ecovvviiiiiiiiiiiiiins Macherey & Nagel
[0 Membranfilter Cellulose Acetat .............ccooviveieieiienenn, Nalge Company
[ Sterilfilter, hydrophob ... Carl Roth GmbH & Co

2.3 Nahrmedien

2.3.1 Mineralmedium

Fur die Anreicherung und Kultivierung der Mischkultur wurde ein mineralisches Nahr-
salzmedium verwendet. Die Zusammensetzung dieses Mediums kann der Tabelle 2-6
entnommen werden.

Tabelle 2-6: Zusammensetzung des Mineralmediums

Komponente Menge
K,HPO, 1649
KH,PO, 0,449
KNO; 19
MgSO, * 7 H,0O 0,29
CaCl, * 2 H,0 0,1¢g
NaCl 0,19
FeCl; * 6 H,0O 0,01g
Spurenelementlésung 1ml
(s. Tabelle 2-7)

Vitaminldsung 0,1 ml
(s. Tabelle 2-8)

Agua bidest. 998,9 ml

pH: 7,1 mit 1 M HCI
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung der Tabelle 2-8: Zusammensetzung der
Spurenelementlésung (nach PFENNIG & Vitaminldsung (nach KIRK et al. 1978)
LIPPERT 1966)
Komponente Menge
Komponente Menge
Dest. Wasser 1000 ml
Dest. Wasser 1000 ml )
Folsaure 2 mg
Titriplex I 500 m
P 9 Thiamin * HCI 5 mg
FeSO, * 7 H,0 200 m
! ? 9 Riboflavin 5mg
ZnS0O,4 * 7 H,0 10m . .
! ? 0 Pyridoxin * HCI 10 mg
MnClI;, * 4 H,0O 3m .
2 2 J Cyanocobalamin 0,1 mg
H;BO3 30 mg . ..
Nicotinsdure 5mg
COC|2 *6 H,0O 20 mg .
DL-Calciumpantothenat 5mg
CuCl, * 2 H,0O 1mg . i}
p-Aminobenzoesaure 5mg
NIC|2 *6 H,0 2 mg . ..
Liponsdure 5mg
Na;MoO, * 2 H,0 3mg

Alle Losungen wurden bei 121 °C mindestens 20 Minuten autoklaviert.

Als organische C-Quellen dienten die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren
und Benzo[a]pyren und in den Abbaustudien ggf. auch das Tensid Plantacare.

2.3.2 Festmedien

Zum Ausplattieren der Bakteriensuspensionen dienten als Festmedien R2A-Agar
(Difco) und Standard I-Agar (Merck). Die Nahrbdden wurden jeweils nach den Anwei-
sungen der Hersteller zubereitet, bei 121 °C im Autoklaven fur mind. 20 min sterilisiert
und im Anschluf mit Hilfe der Dosierpumpe in Portionen zu jeweils 20 ml in Petri-
schalen gegossen.

2.4 Herkunft der Bakterienmischkultur

Die PAK-verwertende Mischkultur wurde aus einer mit PAK belasteten Bodenprobe
eines ehemaligen Kokereistandortes in Ubach-Pallenberg (Kreis Aachen) gewonnen.

Zur Ablésung der Mikroorganismen wurde eine Bodensuspension hergestellt. Dazu
wurde zu 2 g Bodenprobe 100 ml 0,2%ige Tetranatriumpyrophosphat-Lésung gegeben.
Die Proben wurden dann bei 100 U/min fir 30 min auf einem Schuttler suspendiert.
Danach wurden die Proben weitere 10 min im Ultraschallbad inkubiert. Die groben
Bodenpartikel wurden anschlieBend durch einen Faltenfilter abgetrennt und der Uber-
stand in einen MeRzylinder Uberfuhrt. Nach der Sedimentation von Schwebstoffen
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innerhalb von 5 Minuten wurde von dem partikelfreien Uberstand 1 ml abgehoben und
in 100 ml Mineralmedium tberfuhrt.

2.5 Stammhaltung und Vorkultivierung der Mischkultur

Fur die Stammhaltung und Vorkultivierung der gewonnen Mikroorganismen-Misch-
kultur wurden 250 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen verwendet. In die sterilen
Erlenmeyerkolben wurden zunéchst die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen,
Pyren und Benzo[a]pyren in Dichlormethan gelGst gegeben. Die Konzentration der ein-
zelnen PAK betrug 10 mg. Das Dichlormethan wurde abgedampft, so dal? die PAK am
Boden des Erlenmeyerkolbens auskristallisierten. Zu den PAK wurden dann 100 ml
Mineralmedium und 1 ml Bakteriensuspension gegeben. Die Inkubation erfolgte stets
im Dunkeln, bei 27 °C und auf einem Rundschittler mit 100 U/min. Die PAK-verwer-
tende Mischkultur wurde alle 8 bis 10 Wochen in frisches Medium uberimpft.

2.6 Lebendkeimzahlbestimmung

Zur quantitativen Erfassung der lebensfahigen Zellen in der Bodensuspension (s. 2.4)
und in den Kulturmedien der Anreicherungskulturen und der Abbauversuche wurden
jeweils 0,1 ml der entsprechenden Verdinnungsstufen von Suspension bzw. Medium
auf funf R2A-Agarplatten bzw. finf Standard I-Agarplatten ausplattiert. Die Verdun-
nungsreihen wurden in dekadischen Stufen in 0,9%iger NaCl-Losung vorgenommen.
Die Auszahlung der Kolonien erfolgte nach zehn Tagen Inkubation bei 27 °C. Zur
Z&hlung wurden die Verdinnungsplatten ausgewéhlt, bei denen die Zahl der Keime
zwischen 20 und 200 lagen.

2.7 Bestimmung der optischen Dichte (OD)

Neben der Bestimmung der Lebendkeimzahl (s. 2.6) wurde zu Beginn der Versuchs-
reihen das bakterielle Wachstum anhand der optischen Dichte der Bakteriensuspensio-
nen verfolgt. Die optische Dichte wurde am Spektralphotometer bei einer Wellenlange
von 564 nm gemessen.

2.8 Charakterisierung der Mischkultur

2.8.1 Optische Charakterisierung

Um einen Eindruck tUber die Zusammensetzung der Mischkultur zu erhalten, wurden die
Kolonien auf den Agarplatten der Lebendkeimzahlbestimmung unter optischen
Kriterien wie Farbe, Groe, Kolonieform usw. beschrieben, als Typen klassifiziert und
zusammengefalit. Durch Auszédhlen wurde die relative Haufigkeit der einzelnen Typen
in der Mischkultur bestimmt.
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2.8.2 PCR

Um die Einteilung der isolierten Kolonien der Mischkultur in Bakterientypen nach rein
optischen Gesichtspunkten zu bestétigen, wurde mit Vertretern jedes Typs eine Analyse
mit der molekularbiologischen Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch-
gefiihrt. Im Vordergrund stand hierbei nicht eine ldentifizierung der untersuchten Mi-
kroorganismen sondern deren Typisierung. Die hier gewéhlte Methode nach JENSEN et
al. (1993) basiert darauf, dal? ausgewdhlte Primer nahe den Genen, die fur die 16S-und
23S-rRNA codieren, binden. Diese hintereinander angeordneten Gene werden durch fir
unterschiedliche Bakterien hochvariable repetitive Sequenzen, einer sogenannten
Spacer-Region, getrennt. Der Spacerpolymorphismus wird durch die Anzahl und den
Typ der in ihnen enthaltenen tRNA-Genen hervorgerufen. Im PCR-Produkt wird dann
die L&nge der Spacer-Region und der Sequenzpolymorphismus benutzt, um Bakterien-
arten oder -gattungen auf Grund des spezifischen Bandenmusters zu trennen. Vorteil
dieser Methode ist, dal? als Ausgangsmaterial eine Suspension von intakten Bakterien-
zellen einer Kolonie dienen kann, gereinigte, hochmolekulare DNA wird nicht benétigt.

Von der Mischkultur wurde — wie unter 2.6 und 2.8.1 beschrieben — eine Verdinnungs-
reihe angelegt, entsprechende Verdiinnungsstufen ausplattiert und nach 10t&giger Inku-
bation die Lebendkeimzahl bestimmt und die Kolonien nach phéanotypischen Gesichts-
punkten zu Bakterientypen zusammengefa3t. VVon jedem Bakterientyp wurden einige
Kolonien auf R2A-Agarplatten Gberimpft und so mehrere Kolonien gleichen Aussehens
herangezogen.

In sterile Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5ml Volumen) wurde 0,5 ml steriles Aqua
dest. gefullt. Mit Hilfe einer Eppendorfpipette wurde etwas Zellmaterial von einer Ko-
lonie abgenommen und in dem Wasser suspendiert. Die so hergestellten Bakteriensus-
pensionen wurden dann bis zur Weiterverarbeitung bei -18 °C aufbewahrt.

Die Komponenten, die fur eine PCR-Reaktion notwendig sind, wurden — mit Ausnahme
der Tag-Polymerase — in einem sogenannten Pre-Mix bereits in den entsprechenden
Konzentrationen zusammenpipettiert. Die Zusammensetzung dieses Pre-Mix kann der
Tabelle 2-9 entnommen werden. Der Pre-Mix wurde vor jeder PCR fir die gewiinschte
Probenanzahl frisch zusammengestellt.
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Tabelle 2-9: Zusammensetzung des
PCR Pre-Mix firr einen Ansatz

Komponente Menge
Agua dest. 9 ul
10x Inkubationspuffer 5ul
MgCl; (25 mM) 3ul
dNTP (5 mM je Base) 1l
Primer H2 (50 uM) 1l
Primer K2 (50 uM) 1pl

Zur Durchfuhrung einer PCR wurden zunachst die Bakteriensuspensionen aufgetaut.
10 pl der Suspension wurden in sterile Reaktionsgefale (0,2 ml Volumen) Uberfihrt.
Dazu wurden 20 pl Pre-Mix gegeben. Die ReaktionsgefalRe wurden dann in den Ther-
mocycler gesetzt und das PCR-Programm gestartet. Die einzelnen Programmschritte
sind in Tabelle 2-10 aufgefiihrt. Schritt 1, das Kochen der Proben im Cycler fir 5 Mi-
nuten, diente dem AufschluRl der Bakterien. Nach dem Aufkochen wurden die Reak-
tionsgefélle nochmals aus dem Cycler genommen und auf Eis gesetzt, diese drastische
Temperaturdanderung forderte den ZellaufschluB. In jede Probe wurden 20 pl Tag-
Polymerase (entspricht 0,75 U) gegeben. Die Reaktionsgeféalie wurden dann wieder in
den Cycler gesetzt und das Amplifizieren der DNA wurde begonnen.

Tabelle 2-10: PCR-Programm

Schritt Zeit und Temperatur Vorgang
1 5 min bei 99 °C Aufschlul3 der Zellen, Denaturierung der
DNA
Pause 1 min auf Eis, zufugen der Tag-
Polymerase
2 1 min bei 94 °C erneute Denaturierung der DNA zur
Trennung der DNA-Strange
3 1 min bei 50 °C Binden der Primer an die DNA-Strange
4 2 min bei 72 °C Synthese neuer DNA-Strange durch die
Polymerase

(62}

Schritt 2 bis 4 35 * wiederholen

6 7 min bei 72 °C Aufflllen der Gberstehenden Enden der
neu synthetisierten DNA

Die PCR-Produkte konnten bei -18 °C gelagert werden.
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Die im Amplifizierungszyklus vermehrten DNA-Fragmente wurden auf einem Agaro-
segel sichtbar gemacht. Dazu wurde zunéchst die Agarose 1,5 bis 2%ig in TBE-Puffer
eingewogen und zur Férbung der Banden 1,5 pl Ethidiumbromidldsung auf 100 ml
dieser Agaroseldsung gegeben. Diese wurde dann 3x in der Mikrowelle aufgekocht und
mit der abgekihlten, blasenfreien Losung das Gel gegossen. Das erkaltete Gel wurde in
eine Elekrophoresekammer mit TBE-Puffer gelegt. Von den PCR-Produkten wurden
pro Slot 10 pl aufgetragen, als Langen-Marker wurden Lambda DNA/Eco471 (Avall)
Marker, 13; 100bp DNA Ladder Plus und pBR322 DNA/Alul Marker, 20 verwendet.
Nach dem Auftragen der Proben und der Marker wurde eine Spannung von 100 bis
120 V angelegt und die PCR-Produkte durch Elektrophorese nach der Anzahl der Ba-
senpaare getrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Banden unter UV-Licht foto-
grafiert. Die Laufstrecken der Banden wurden ausgemessen und durch einen Vergleich
der Lauflangen von den definierten Banden der Marker mit Hilfe des Programms
DNAsis die Fragmentgrof3en bestimmt.

2.8.3 Gram-Farbung

Auf R2A-Agarplatten wurden von jedem Bakterientyp einige Kolonien gleichen Aus-
sehens herangezogen. Auf einen Objekttrager wurden einige Tropfen steriles Aqua dest.
gegeben und mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers etwas Zellmaterial einer Kolonie von
der Platte abgenommen und auf dem Objekttrédger ausgestrichen. Der Ausstrich wurde
dann an der Luft getrocknet und danach einige Male durch die Flamme des Bunsen-
brenners gezogen. Das Praparat wurde mit Karbolgentianaviolettlésung tberschichtet,
der Farbstoff nach 3mindtiger Einwirkzeit abgegossen und mit etwas Aqua dest. nach-
gespult. Danach wurde das Préparat mit Lugolscher Lésung tberschichtet. Nach 2 Mi-
nuten wurde der Farbstoff abgegossen, Uberschissiger Farbstoff mit einigen Tropfen
96%igem Ethanol abgespult und anschlieend mit Aqua dest. nachgespult. Mit Fuchsin-
rot wurden die gramnegativen Keime in etwa 10 sek. gegengefarbt, nochmals mit Aqua
dest. abgespult und das Praparat trocknen gelassen. Durch ein Mikroskop wurden dann
die Bakterienzellen betrachtet. Die grampositiven Bakterien waren dunkelviolett ge-
farbt, da der gebildete Farbstoff-Jod Komplex in der dicken Mureinschicht zuriickge-
halten wird. Aus der dinnen Mureinschicht der gramnegativen Bakterien wurde dieser
jedoch durch das Ethanol ausgewaschen, durch die Gegenfarbung der nun farblosen
Zellen mit Karbolfuchsin erschienen diese dann rosa bis rot.

2.8.4 Oxidase-Reaktion

Auf R2A-Agarplatten wurden von jedem Bakterientyp einige Kolonien gleichen Aus-
sehens herangezogen. Auf einen Objekttrager wurde ein Stuickchen Filterpapier gelegt
und mit sterilem Aqua dest. befeuchtet. Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers wurde eine
Kolonie von der Platte abgenommen und auf dem Papier verrieben. Nach Zutropfeln
von Oxidase-Reagenz trat bei positiver Oxidase-Reaktion nach 1-2 Minuten eine
violette Farbung auf. Zur Absicherung dieser Reaktion wurde zusétzlich mit einigen
Kolonien jedes Bakterientyps und 0,5 ml sterilen Aqua bidest. eine Zellsuspension her-
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gestellt. Nach Zutropfeln von Oxidase-Reagenz zu dieser Suspension mufite sich bei
positiver Reaktion nach ein- bis zweiminutiger Inkubation ebenfalls eine blauviolette
Farbung einstellen.

2.8.5 API-Test

Mit Hilfe eines standardisierten Testsystems, dem API 20 NE von bioMérieux, wurden
Isolate der einzelnen Bakterientypen hinsichtlich einer Vielzahl systematisch-physiolo-
gischer Parameter untersucht. API 20 NE eignet sich zur Identifizierung von gramnega-
tiven Stdbchen, die nicht zur Familie der Enterobacteriaceae oder zu den anspruchs-
vollen und inaktiven Keimen gehoren. Die APl 20 NE Teststreifen bestehen aus 20 Mi-
krorohrchen, in denen sich die verschiedenen Medien und/oder Substrate in dehydrati-
sierter Form befinden.

Von den auf R2A-Agar isolierten Kolonien jedes Bakterientyps wurden 1-4 Kolonien in
2 ml steriler 0,85%iger NaCl-Ldsung suspendiert.

Die 8 Rohrchen mit den konventionellen Tests wurden mit der zu untersuchenden Bak-
teriensuspension beimpft, dadurch wurden die Substrate geldst. Die Stoffwechselpro-
dukte, die wéhrend der Inkubation entstanden, bewirkten Farbumschlége, entweder di-
rekt wahrend der Inkubation oder nach Zugabe entsprechender Reagenzien.

Die 12 Rohrchen fur die Assimilationsreaktion wurden mit einem Minimalmedium ge-
fullt und danach mit der Bakteriensuspension beimpft. Die Bakterien konnten nur
wachsen, wenn sie das entsprechende Substrat verwerten konnten. Eine Triibung im
Raéhrchen zeigte eine positive Reaktion an.

Die Ablesung der Reaktionen erfolgte nach 24 h und nach 48 h Inkubation bei 27 °C mit
Hilfe einer Ablesetabelle: fur jeden getesteten Keim erhielt man eine Anzahl von
biochemischen Reaktionen, welche ein numerisches Profil ergaben. Die Identifizierung
dieses Profils erfolgte mit der entsprechenden Software durch die Firma bioMérieux.
Die Identifizierung erfolgt dadurch, dafl das erhaltene Profil mit allen Profilen in der
Datenbasis verglichen wird. Beim Vergleich wird die relative Nahe des erhaltenen Profil
zu einem Taxon (entweder Spezies, Biotyp, Genus, Gruppe von Genera) ermittelt,
dieser Vergleich ergibt den % id Wert, d.h. je Kleiner dieser wird, desto weiter ist das
Profil des Keims von dem des angegebenen Taxons entfernt. AuBerdem wird die rela-
tive Nahe des erhaltenen Profils zu dem typischen Profil innerhalb dieses Taxons be-
rechnet, diese Berechnung ergibt den Index T. Wenn ein widersprechender Test vor-
handen ist, entfernt sich das gefundene Profil vom typischen Profil des Taxons, d.h. je
kleiner der Wert fir T wird, desto hoher ist die Anzahl der widersprechenden Tests. Fr
die Qualitat der Identifizierung ergeben sich somit verschiedene Kriterien, die es er-
méglichen, die Aussagekraft der Identifizierung einzustufen®.

! Informationen zur API-Identifizierungs-Software wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H.
Zimmermann, bioMérieux Deutschland GmbH zur Verfigung gestellt
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2.9 Bestimmung der Oberflachenspannung

Die Messung der Oberflachenspannung (o) erfolgte nach der Ringmethode mit einem
Platiniridiumring (K 610) und dem Schultensiometer KG der KRUSS GmbH, Hamburg.
Hierbei wird der horizontal aufgehangte Platinring in die Fllssigkeit eingetaucht und
anschlieBend wieder herausgezogen. Die Molekule der Grenzflache unterliegen einer
Zugspannung. Gemessen wird die maximale Kraft, die erforderlich ist, um den Ring
durch die Grenzflache zu ziehen.

Aufgrund der Temperaturabhangigkeit dieser Messung wurde der gemessene Grenzfla-
chenspannungswert mit einem Korrekturfaktor multipliziert. Dieser Faktor ergab sich
aus der Division des theoretischen Wertes der Oberflachenspannung bidestillierten
Wassers bei 20 °C von 72,8 mN/m und des tatsdchlich gemessenen Wertes von bide-
stilliertem Wasser wahrend jeder MeRreihe bei Raumtemperatur.

Zur Reduzierung von MefRungenauigkeiten wurde die Oberflachenspannung jeder Probe
als Mittelwert von mindestens flinf parallelen Messungen bestimmt. Der Platinring
wurde zwischen den Messungen verschiedener Konzentrationsstufen mit Aqua bidest.
und Aceton abgespdilt und dann in der Bunsenbrennerflamme dunkelrot gegluht. Alle
verwendeten Glasgerate wurden zuvor in einem 0,1 M HCI-Bad gereinigt, mit bidestil-
liertem Wasser gesplilt und getrocknet.

2.9.1 Bestimmung der CMC von Tensidlésungen

Zur Bestimmung der kritischen Micellbildungungskonzentration (CMC) eines Tensids
wurde eine wasserige Verdunnungsreihe des Tensids angesetzt. Hierzu wurde zunéchst
eine 1%ige und eine 0,01%ige Tensidlésung durch Einwiegen des technischen Ten-
sidprodukts und der entsprechenden Menge frisch bidestillierten Wassers hergestelit.
Diese wurden zur Aquilibrierung 24 h bei 100 U/min auf einem Rundschiittler gestellt
und dann 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Aus diesen beiden Verdin-
nungen erfolgte die Herstellung der anderen Konzentrationsstufen.

Nachdem diese ebenfalls tber Nacht geschiittelt und 2 Stunden bei Raumtemperatur
stehen gelassen wurden, erfolgte die Bestimmung der Oberflachenspannung der einzel-
nen Konzentrationsstufen. Dazu wurde eine kleine Glaspetrischale zunédchst mit der
entsprechenden Verdinnungsstufe durchgespilt und dann mit der Tensidldsung befullt.
Die Messung der Oberflachenspannung erfolgte dann wie unter 2.9 beschrieben.

Die CMC wurde graphisch durch Auftragen der Oberflachenspannung gegen die Ten-
sidkonzentration (logarithmische Auftragung) ermittelt. Die Konzentration, bei der die
Kurve deutlich abknickte, wurde als CMC definiert. Oberhalb dieser Konzentrations-
grenze findet die Bildung von Micellen statt, die Oberflachenspannung bleibt oberhalb
dieser fir jedes Tensid charakteristischen Konzentration annahernd konstant.
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2.9.2 Bestimmung der Oberflachenspannung des Kulturmediums

Um wahrend der Inkubation die Oberflachenspannung des Kulturmediums zu bestim-
men, wurde das Tensiometer so modifiziert, dal} eine Messung direkt im Erlenmeyer-
kolben bzw. Biometer erfolgen konnte.

Dafur wurde die Aufhédngung des Platinringes am Waagenarm des Tensiometers durch
einen Draht so verlangert, daB3 der Ring in die Kulturflissigkeit eintauchen konnte. Die
eigentliche Bestimmung der Oberflachenspannung erfolgte wie unter 2.9 beschrieben.
Die Messungen konnten auf diese Art an der Sterilbank durchgefiihrt werden, so war die
Gefahr der Kontamination des Mediums mit Fremdkeimen geringer und auch die
Verluste an Benzo[a]pyren durch ein Uberfilhren von Anteilen des Mediums in ein
MeRschalchen wurden vermieden. Die Signifikanz dieser Memethode wurde uberprft,
indem Messungen der Oberflachenspannung nach beiden Methoden erfolgten und ein
Vergleich der ermittelten Werte keinen Unterschied zeigte.

2.10 Bestimmung des Solubilisierungsvermdgens von
Tensiden

2.10.1 Solubilisierung von Benzo[a]pyren durch Tenside

Die Solubilisierungsversuche wurden in 10 ml Braunglasflaschchen mit Schraubver-
schluf® und Teflonseptum durchgefuhrt.

Von den Tensiden wurde eine wésserige Verdinnungsreihe — wie unter 2.9.1 beschrie-
ben — hergestellt.

Damit sich in jeder Versuchsreihe die minimal nach Literaturangabe mdgliche Wasser-
I6slichkeit von Benzo[a]pyren von ca. 4 pg/l noch nachweisen liel3, wurde fur die
Benzo[a]pyren-Stamml6sung jeweils entsprechend viel Benzo[a]pyren und Radioakti-
vitat in Dichlormethan gel0st (s. Tabelle 2-11). Die tatsdchliche Wasserl6slichkeit des
Benzo[a]pyren unter den Bedingungen der einzelnen Versuchsreihen wurde ermittelt,
indem Probenfl&schchen statt mit Tensidldsung mit reinem Aqua bidest. beftllt wurden.
Dieser Wert wurde dann als aktuelle Wasserloslichkeit gleich 1 gesetzt und der Faktor
der Solubilisierung des Benzo[a]pyren an Hand dessen berechnet. Je nach eingesetzter
Benzo[a]pyrenmenge ergab sich so bei Solubilisierung der gesamten eingesetzten Sub-
stanz ein maximaler Solubilisierungsfaktor. Die eingesetzte Menge an Benzo[a]pyren,
Radioaktivitdt und die theoretisch maximal moglichen Solubilisierungsfaktoren kénnen
der Tabelle 2-11 entnommen werden.
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Tabelle 2-11: Eingesetzte Benzo[a]pyren-Konzentrationen mit entsprechenden
Radioaktivitatsmengen zur Bestimmung des Solubilisierungsvermégens von
Tensiden

nach der Wasserloslichkeit
von 4-14 ug/l theor. max.
Solubilisierungsfaktor

Versuchs- Zugabe und eingesetzte
reihe Radioaktivitat/Ansatz (5 ml)

1 0,5 pg BaP, 11000 dpm in 7,14 bis 25
2 1 pg BaP, 22000 dpm in 14,28 bis 50

Von der Stammldsung wurden 250 bzw. 500 pl in ein Braunglasflaschchen pipettiert.
Das Losungsmittel wurde unter dem Abzug abgedampft, so dal’ sich am Flaschenboden
eine Benzo[a]pyrenkristallschicht bildete. In jedes Flaschchen wurde dann 5 ml ent-
sprechend konzentrierter Tensidldsung bzw. Aqua bidest. gegeben. Die Flaschchen
wurden verschraubt und iber Nacht bei 130 U/min und 27 °C auf einem Rundschuttler
inkubiert. Vor der Probenahme wurden die Probengefdlle zundchst 4 Stunden ruhig
stehen gelassen und auf Raumtemperatur dquilibriert. Dann wurde 1 ml der Tensidl6-
sung entnommen, durch ein Membranfilter aus Cellulose-Acetat mit 0,45 um Poren-
weite gefiltert und die geldste Radioaktivitat im Filtrat durch Messung im Szintilla-
tionszéhler bestimmt. Je Konzentrationsstufe der Tensidlésung wurden 2 Parallelen
angesetzt, aus jedem Flaschchen zweimal jeweils 1 ml Proben gezogen. Die so erhalte-
nen Werte wurden gemittelt.

2.10.2 Solubilisierungsvermdgen von Plantacare im Kulturmedium

Die Abbauversuche mit Benzo[a]pyren fanden in N&hrmedium statt, welches — neben
Salzen, Spurenelementen und Vitaminen — ein Spektrum an anderen PAK als C-Quelle
enthielt. Um den Effekt von Plantacare auf Benzo[a]pyren in diesem Kulturmedium zu
ermitteln, wurde ein Solubilisierungsversuch durchgefiihrt, welcher die Bedingungen im
Kulturmedium zu Inkubationsbeginn eines Abbauversuches nachstellte.

Von Plantacare 2000 UP wurde - wie unter 2.9.1 beschrieben — eine wasserige Ver-
dinnungsreihe hergestellt. In Abénderung dazu war das Tensid in dieser Verdinnungs-
reihe jedoch doppelt so hoch konzentriert, d.h. die Ausgangslésungen wurden durch
Einwiegen einer 2%igen bzw. einer 0,02%igen Plantacareldsung hergestellt.

Das Minimalsalzmedium wurde nach 2.3.1 hergestellt und ebenfalls 2fach konzentriert
eingewogen.

Von der PAK-Stammldsung wurden je 125 pl in Braunglasflaschchen pipettiert. Diese
enthielt: 250 ug Benzo[a]pyren, 700.000 dpm, 125 ug je Phenanthren, Anthracen,
Fluoranthen und Pyren in CH,ClI; gelost.
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In die Inkubationsflaschchen wurde — nach vollstandigem Abdampfen des Ldsungs-
mittels — je 2,5 ml doppelt konzentrierte Plantacarelosung und je 2,5 ml doppelt kon-
zentriertes Mineralmedium gegeben. So ergab sich — bezogen auf die 5 ml Volumen —
die gewilnschte Tensid- und Na&hrsalzkonzentration des Mediums. Die aktuelle Los-
lichkeit im Kulturmedium wurde ermittelt, indem Probenflaschchen statt mit Tensidl6-
sung mit 2,5 ml Aqua bidest. befullt wurden. Der ermittelte Loslichkeitswert dieses
Ansatzes wurde gleich 1 gesetzt und die Solubilisierung an Hand dessen berechnet.

Inkubation und Probenahme erfolgte dann wie unter 2.10.1 beschrieben.

2.11 DMSO-Test

Um den Einflul? des verwendeten Tensids auf die Mikroorganismenpopulation abschat-
zen zu konnen, wurden mit Hilfe des DMSO-Tests die Aktivitatsveranderungen der
Mikroorganismen auf Basis der Reduktase-Aktivitat unter verschiedenen Tensidkon-
zentrationen ermittelt.

Da dieser Test fur die Ermittlung mikrobieller Aktivitdt in Bodenproben entwickelt
wurde (ALEF & KLEINER 1989, ALEF 1990), wurde zundchst mit einer Verdinnungs-
reihe einer wasserigen Glucoselésung die Eignung dieses Tests fir den Einsatz von
Mikroorganismen in Kulturmedium tberpruft. In 5 ml Braunglasflaschchen mit Septum
wurden 1 ml Bakteriensuspension einer 8 Wochen alten Stammkultur mit 1 ml einer
entsprechend konzentrierten Glucoselosung versetzt und nach Zugabe von 125 pul
10%iger wasseriger DMSO-L0dsung 3 Tage bei 27 °C auf dem Rundschuttler inkubiert.
Die wahrend dieses Zeitraums erfolgte Reduktion von DMSO zu dem gasférmigen Pro-
dukt DMS wurde gaschromatographisch bestimmt, indem 250 pl der Gasphase tber der
Kulturfllssigkeit mit einer gasdichten Spritze entnommen und in den GC/FID injiziert
wurden. Die Analyseparameter dieser Messungen waren folgende:

* Injektionsvolumen 250 pl

» Split 1:10

» Tragergas, GasflulStickstoff, 0,7 ml/min
 Séaulenvordruck 105 kPa
 Injektortemperatur 200 °C

» Detektortemperatur 250 °C

* Temperaturprogramm 100 °C, 3 min

Die Linearitat des Detektorsignals wurde in gleichmé&Bigen Abstanden mit einer Eich-
reihe von DMS uberpruft. Nach weiteren 4 Tagen Inkubation wurden die Proben ein
zweitesmal vermessen.
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Die Testreihen mit den 6 Tensiden erfolgten nach demselben Prinzip. Ein Absinken der
Reduktase-Aktivitat im Vergleich zur Probe ohne TensideinfluR wurde als hemmender,
eine Steigerung der Aktivitat als fordernder Effekt fur die Mikrorganismenmischkultur
als Gesamtheit gedeutet.

2.12 Abbaustudien mit **C-Benzo[a]pyren

2.12.1 Aufbau der Biometer-Flaschen

Die Abbauversuche mit **C-Benzo[a]pyren fanden in geschlossenen Systemen statt.
Ausgewdhlt wurden daflir sogenannte Biometer-Flaschen nach BARTHA & PRAMER
(1965). Diese sind aus einem modifizierten 250 ml Erlenmeyerkolben mit einem Sei-
tenarm aufgebaut, Seitenarm und Kolben stehen tber die Gasphase in Verbindung. Als
Verschlu® des Erlenmeyerkolbens dient ein Silikonstopfen mit aufgesetztem Schorn-
stein, tber welchen das gesamte System mittels Hahn bellftet werden kann, Natronkalk
im Schornstein dient als Polizeifilter. Der Seitenarm ist ebenfalls mit einem Silikon-
stopfen verschlossen, dieser ist mit einer Kandile durchstochen, auf welche ein Sterilfil-
ter gesteckt wurde. Der genaue Aufbau dieser GefaRe kann dem Bild 2-2 entnommen
werden.

Schornstein

Beluftungshahn

Te Sterilfilter
ca.25cm

Nadel

Erlenmeyerkolben <+=— Seitenarm

ca. 14 cm

Bild 2-2: Aufbau der Biometer-Flaschen

Das Prinzip dieser Versuchsgefalie ist folgendermalien:

Im Erlenmeyerkolben befindet sich die markierte Verbindung im entsprechend ge-
wihlten Versuchsdesign. Entsteht durch Abbauprozesse **CO,, gelangt dieses tber die
Gasphase in den Seitenarm, wo es in der dort vorliegenden NaOH als Na**CO; gebun-
den wird. Mit Hilfe einer Spritze wird diese NaOH periodisch entfernt und durch frische
NaOH ersetzt. Die entnommene NaOH wird mit einem Szintillationscocktail gemischt
und die Menge der Radioaktivitat im Szintillationszahler bestimmt.
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Der Vorteil dieser Systeme besteht darin, dal? der Abbau der markierten Verbindung
tiber die **CO,-Entwicklung kontinuierlich verfolgt werden kann, ohne daB in das Sy-
stem eingegriffen werden muR. Die Entnahme der NaOH aus dem Seitenarm erfolgt in
mehr oder weniger regelméRigen Abstanden, die sich u.a. der Versuchsgestaltung und
Versuchsentwicklung anpassen kénnen. Anderungen im Versuchssystem kénnen ber
ihre Auswirkungen auf die 14C0,-Entwicklung direkt und unter sterilen Bedingungen
erfalBt werden. Besonders bei sehr langen Inkubationsdauern ist dieses System von
Vorteil.

2.12.2 Ansetzen der Abbauversuche

Die Biometer-Flaschen wurden zundchst wie oben beschrieben zusammengebaut. Der
Auslauf des Schornsteins oberhalb des Hahns mit ein wenig Quarzwolle locker ver-
schlossen, dartber wurden 3 g Natronkalk gefiillt. Der Schornstein wurde mit einem
Glasschliffstopfen verschlossen. Der Auslauf des Schornsteins wurde durch einen ent-
sprechend gebohrten Silikonstopfen geschoben, so daR dieser die Offnung des Erlen-
meyerkolbens verschloR. Die Offnung des Seitenarms verschloB ein Silikonstopfen, der
von einer Kanile durchbohrt war, deren Spitze bis auf den Boden des Seitenarms
reichte. So zusammengebaut wurden die GefélRe fur 30 min bei 180 °C im Trocken-
schrank sterilisiert.

Nach dem Abkihlen wurden die Biometer-Flaschen unter der Sterilbank getffnet und
eine Dichlormethanlésung mit den gelosten PAK in den Erlenmeyerkolben pipettiert.
Nach dem Abdampfen des Dichlormethans war der Boden des Kolbens von einer PAK-
Kristallschicht Giberzogen. In jeden Biometer wurden dann 25 ml doppelt konzentriertes
steriles Minimalmedium und 25 ml entsprechend konzentrierter steriler Tensidldsung
gegeben, so daRB sich in den 50 ml Gesamtvolumen die gewiinschten Konzentrationen
einstellten. Anschliefend wurde der Kolben mit 1 bis 2 ml Bakteriensuspension
beimpft. Auf die Offnung des Erlenmeyerkolbens wurde der Schornstein gesetzt. In den
Seitenarm wurden 3 ml sterile 0,5 M NaOH gefillt und dieser mit dem Silikonstopfen
mit Kanle verschlossen. Auf die Kanile wurde ein Sterilfilter gesteckt. Die Biometer
wurden im Dunkeln, bei 28 °C und 100 U/min auf einem Rundschdttler inkubiert.

2.12.3 Gestaltung der Versuchsreihe Biometer |

Die Tabelle 2-12 gibt eine Ubersicht (iber die Versuchsgestaltung. Alle Biometer ent-
hielten zu Beginn des Abbauversuches 50 ml Kulturmedium. In den Ansédtzen M5 bis
M9 lagen als C-Quellen nur Benzo[a]pyren und Plantacare im Kulturmedium vor. Die
Ansdtze 1 bis 11 enthielten neben Benzo[a]pyren als mogliche weitere C-Quellen die
PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren und die Ansatze 2 bis 10 zusatz-
lich Plantacare in verschiedenen Konzentrationen. Ansatz 11 diente als Sterilkontrolle,
das Kulturmedium wurde nicht mit Bakterien beimpft. Alle Ansétze lagen als zwei
gleich behandelte parallele Systeme vor.
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Tabelle 2-12: Versuchsgestaltung in der Versuchsreihe Biometer |

I S
[mg/50 ml]
M5a, M5b 0,005 0 5 0,53
M6a, M6b 0,01 0 5 0,53
M8a, M8b 0,1 0 5 0,53
M9a, M9b 0,5 0 5 0,53
la, 1b 0 1,25 2,5 0,64
2a,2b 0,0001 1,25 2,5 0,64
3a, 3b 0,0005 1,25 2,5 0,64
4a, 4b 0,001 1,25 2,5 0,64
5a, 5b 0,005 1,25 2,5 0,64
6a, 6b 0,01 1,25 2,5 0,64
7a, 7b 0,05 1,25 2,5 0,64
8a, 8b 0,1 1,25 2,5 0,64
9a, 9b 0,5 1,25 2,5 0,64
10a, 10b 1 1,25 2,5 0,64
11aa, 11b2 0 1,25 2,5 0,64

Sterilkontrollen

Die Biometer wurden mit 2 ml Bakteriensuspension einer Kultur aus der Stammbhaltung
(s. 2.5) angeimpft.

2.12.4 Gestaltung der Versuchsreihe Biometer Il

Um die Bedeutung der Tensidkonzentration unter- und oberhalb der CMC von Planta-
care naher einzugrenzen, wurden fiir die folgenden Biometer-Versuche zwei Tensid-
konzentrationen ausgewahlt: 0,005 % und 0,05 %. Die hohere Konzentration lag dabei
knapp oberhalb der CMC von Plantacare, die niedrigere Konzentration darunter. Im
Vergleich zu Ansatzen ohne Plantacare im Medium sollte so geklart werden, ob das
Auftreten von Micellen den Tensideinflul verandert.

Die Tabelle 2-13 gibt eine Ubersicht tiber die Versuchsgestaltung. Das Volumen des
Kulturmediums betrug zu Inkubationsbeginn 50 ml. Neben Benzo[a]pyren waren als
weitere C-Quellen die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren enthalten.
Die Kulturmedien der Ansdtze 1.2, 4.2 und 8.2 enthielten zuséatzlich 0,005 % Plantacare
und die Ansatze 1.3, 4.3 und 8.3 0,05 % Plantacare. Ansatz K1 und K2 dienten als
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Sterilkontrollen, das Kulturmedium wurde nicht mit Bakterien beimpft. Alle Ansétze
lagen als zwei gleich behandelte parallele Systeme vor.

Tabelle 2-13: Versuchsgestaltung in der Versuchsreihe Biometer Il

Phen. 14
Planta_ ' BaP C-BaP
Ansatz care AL PYL. [mg/50 mI] [WCi/50 mi]
[%] Floura.
[mg/50 ml]
1.1a, 1.1b 0 1,25 2,5 0,51
1.2a, 1.2b 0,005 1,25 2,5 0,51
1.3a, 1.3b 0,05 1,25 2,5 0,51
4.1a,4.1b 0 1,25 2,5 0,51
4.2a,4.2b 0,005 1,25 2,5 0,51
4.3a, 4.3b 0,05 1,25 2,5 0,51
8.1a, 8.1b 0 1,25 2,5 0,51
8.2a,8.2b 0,005 1,25 2,5 0,51
8.33,8.3b 0,05 1,25 2,5 0,51
K1% 0 1,25 2,5 0,51
K2° 0,005 1,25 2,5 0,51

Sterilkontrollen

Aus den Ansétzen 1a, 4b und 8b der Versuchsreihe Biometer | wurden am Ende der
Inkubation jeweils 2 ml Kulturmedium entnommen und damit nach dem Schema der
Tabelle 2-14 die Biometer-Flaschen der Versuchsreihe Biometer 1l beimpft. Die Aus-
wahl der Ansétze aus dem Biometer-Versuch | fir die Entnahme der Inokula richtete
sich nach zwei Kriterien: zum einem nach dem Tensidgehalt der Ansédtze, zum anderem
nach der Hohe der **CO,-Freisetzung. Zu Ansatz 1a wurde kein Plantacare gegeben, die
Umsatzrate von Benzo[a]pyren lag bei 6,70 %; Ansatz 4b erhielt Tensidgaben von
0,001 %, 10,5 % der eingesetzten Radioaktivitat wurden als *CO, aufgefangen und
Ansatz 8b hatte einen 0,1%igen Plantacare-Gehalt, die Umsatzrate war mit 23,66 % die
hdchste der Versuchsreihe Biometer 1.
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Tabelle 2-14: Animpfschema der Versuchsreihe Biometer Il

2 ml Kultur- 2 ml Kultur- 2 ml Kultur-
Plantacare  medium aus medium aus medium aus

[%] Biometer I, 1a Biometer I, 4b  Biometer I, 8b
(MK 11a) (MK 1Ib) (MK lic)
0 1.1a 4.1a 8.1a
0 1.1b 4.1b 8.1b
0,005 1.2a 4.2a 8.2a
0,005 1.2b 4.2b 8.2b
0,05 1.3a 4.3a 8.3a
0,05 1.3b 4.3b 8.3b

2.12.5 Gestaltung der Versuchsreihe Biometer Il

Nach 149 Tagen Inkubation wurde aus den Ansétzen 8.1a, 8.2a und 8.3b der Versuchs-
reihe Biometer Il — mit 12,19 %, 12,52 % und 36,51 % **CO,-Freisetzung gehorten sie
zu den aktivsten Ansatzen dieser Versuchsreihe zu diesem Zeitpunkt — jeweils 2 ml
Kulturmedium entnommen und in Erlenmeyerkolben mit 100 ml Medium Uberfiihrt.
Dieses enthielt je 2,5 mg der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren und
5 mg Benzo[a]pyren. Das Kulturmedium fir die Kultur aus 8.1a enthielt kein Tensid,
das fur die Kultur aus 8.2a 0,005 % Plantacare und der Plantacare-Gehalt fur die Kultur
aus 8.3b betrug 0,05 %: diese Konzentrationen entsprachen den Tensidgehalten der
Kulturen in der Versuchsreihe Biometer Il. Diese neu angelegten Kulturen wurden nicht
mit *C-markiertem Benzo[a]pyren angesetzt, sie sollten als Stammkulturen dazu die-
nen, geniigend Animpfmaterial fir weitere Versuche zur Verfugung zu stellen. Ebenso
wie die Biometerkolben wurden sie im Dunkeln, bei 28 °C und 100 U/min auf dem
Schdittler inkubiert.

Zur Gewinnung eines Inokulums mit hoher Zelldichte wurde nach einer Inkubationszeit
von 181 Tagen die Kulturbriihe dieser Stammkulturen jeweils in sterile Zentrifugen-
becher Gberflhrt und bei 6000 U/min und 20 °C fir 10 min zentrifugiert. Nach Abneh-
men des Uberstandes wurde das Pellet in 20 ml Kulturflissigkeit resuspendiert. Mit je
1 ml dieser Suspensionen wurden dann die Biometerflaschen der Versuchsreihe 11l nach
dem Schema der Tabelle 2-15 angeimpft. Mit einem weiteren Milliliter der Suspensio-
nen wurde eine Verdinnungsreihe angelegt und eine Lebendkeimzahlbestimmung
durchgefiihrt. Im Uberstand wurde die Oberflichenspannung bestimmt, um einen Ein-
druck tber eine mdgliche Restkonzentration an Plantacare zu erhalten.

Zusétzlich wurden zwei Biometer-Flaschen mit je 1 ml Kulturfliissigkeit aus dem An-
satz 8.3b der Versuchsreihe Biometer Il beimpft. Dieser Ansatz war zu diesem Zeit-
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punkt 330 Tage alt und in Bezug auf das **C-Benzo[a]pyren mit mehr als 50 % Umsatz
der leistungsstarkste Ansatz dieser Versuchsreihe.

AuRerdem wurden auch in dieser Versuchsreihe zwei abiotische Kontrollansatze mitge-
flhrt.

Tabelle 2-15: Animpfschema der Versuchsreihe Biometer lll

1 ml Kultur- 1 ml Kultur- 1 ml Kultur- 1 ml Kultur-
Plantacare  medium aus medium aus medium aus medium aus
[%] Stammkultur ~ Stammkultur ~ Stammkultur ~ Biometer |,
8.1a (MK Illa) 8.2a (MK IlIb) 8.3b (MK llic) 8.3b (MK llid)
0 1.1a 2.1a 3.1a
0 1.1b 2.1b 3.1b
0,005 1.2a 2.2a 3.2a
0,005 1.2b 2.2b 3.2b
0,05 1.3a 2.3a 3.3a 8.3a
0,05 1.3b 2.3b 3.3b 8.3b

Die Tabelle 2-16 gibt eine Ubersicht tber die Versuchsgestaltung. Alle Biometer ent-
hielten zu Beginn des Abbauversuchs 50 ml Kulturmedium. Die Ansétze enthielten
neben Benzo[a]pyren als mogliche weitere C-Quellen die PAK Phenanthren, Anthracen,
Fluoranthen und Pyren. Die Kulturmedien der Ansdtze 1.2, 2.2 und 3.2 zusétzlich
0,005 % Plantacare und die der Ansétze 1.3, 2.3, 3.3 und 8.3 0,05 % Plantacare. Ansatz
K1 und K2 dienten als Sterilkontrollen, das Kulturmedium wurde nicht mit Bakterien
beimpft. Alle Ansétze lagen als zwei gleich behandelte parallele Systeme vor.

Tabelle 2-16: Versuchsgestaltung in der Versuchsreihe Biometer lll

Phen., BaP YC-BaP
Ansat Plantacare a _
nsatz 0 Anthr., PYr.,  [mg/50 ml] [uCi/50 mi]
[%]
Floura.
[mg/50 ml]

1.1a3,1.1b 0 1,25 2,5 0,49
1.2a,1.2b 0,005 1,25 2,5 0,49
1.3a3,1.3b 0,05 1,25 2,5 0,49
2.1a, 2.1b 0 1,25 2,5 0,49
2.2a,2.2b 0,005 1,25 2,5 0,49
2.3a, 2.3b 0,05 1,25 2,5 0,49

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 2-16 (Fortsetzung)

Phen., BaP YC-BaP
Ansat Plantacare a _
? 6]  AMr.PYL. [mg/50 mi] [WCi/50 mi]
Floura.
[mg/50 ml]
3.1a,3.1b 0 1,25 2,5 0,49
3.2a,3.2b 0,005 1,25 25 0,49
3.3a,3.3b 0,05 1,25 25 0,49
8.3a, 8.3b 0,05 1,25 2,5 0,49
K1 0 1,25 2,5 0,49
K2 0,05 1,25 25 0,49

Sterilkontrollen

2.12.5.1 Begleitversuch zur Versuchsreihe Biometer IlI

Parallel zu den in Tabelle 2-16 aufgefihrten Biometerkolben wurde aus den Ansétzen
8.1a, 8.2a und 8.3b der Versuchsreihe Biometer Il auf die gleiche Art eine Versuchs-
reihe in 100 ml Erlenmeyerkolben angesetzt. Diese wurde — was Kulturmedium, C-
Quellen, Plantacare-Gehalt und Bakterien betraf — gleich gestaltet, der einzige Unter-
schied bestand darin, daR kein “C-Benzo[a]pyren eingesetzt wurde. Diese Kulturen
sollten dazu dienen, begleitende Studien zur Entwicklung der Oberflachenspannung des
Kulturmediums durchzufiihren, ohne daR durch den Einsatz von radioaktiv markierten
Verbindungen zum einen die Handhabung des KulturgefaBes umstandlich wird, zum
anderen, um ein standiges Eingreifen in die Abbauversuche zu vermeiden.

2.12.6 Gestaltung der Versuchsreihe Biometer IV

Aus den Ansétzen 1.2a, 4.2a und 4.2b der Versuchsreihe Biometer 1l wurden nach 707
Tagen Inkubation mit jeweils 1,5 ml Kulturmedium die Versuchsreihe Biometer 1V mit
6 Biometern angeimpft. Diese drei Ansatze der Versuchsreihe Biometer Il wurden als
Stammkulturen fir jeweils zwei neue Biometer ausgewahlt, weil die **CO,-Frei-
setzungsrate zu diesem Zeitpunkt in diesen Kulturen sprunghaft angestiegen war. In der
101. Inkubationswoche lieR8 sich in Ansatz 1.2a ein Umsatz von 46,02 pg, in Ansatz
4.2a 51,39 pg und in Ansatz 4.2b 68,41 pg Benzo[a]pyren nachweisen.

Das Animpfschema fur den Biometer-Versuch 1V kann der Tabelle 2-17 entnommen
werden.
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Tabelle 2-17: Animpfschema der Versuchsreihe Biometer IV

1,5 ml Kultur- 1,5 ml Kultur- 1,5 ml Kultur-

Plantacare medium aus medium aus medium aus
[%] Biometer I, Biometer I, Biometer I,
1.2a (MK IVa) 4.2a (MK IVb) 4.2b (MK IVc)
0,005 la 2a 3a
0,005 1b 2b 3b

Alle Biometer enthielten zu Beginn des Abbauversuchs 50 ml Kulturmedium. Die An-
satze enthielten 2,5 mg Benzo[a]pyren, 0,45 uCi **C-Benzo[a]pyren und als mégliche
weitere C-Quellen die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren mit je
1,25 mg. Die Kulturmedien aller Ansétze enthielten zu Versuchsbeginn 0,005 % Plan-
tacare. Alle Ansatze lagen als zwei gleich behandelte parallele Systeme vor.

2.12.7 Durchfihrung der Abbauversuche

Der Austausch der NaOH aus dem Seitenarm erfolgte in der Regel wdchentlich. Dazu
wurden die Biometer unter der Sterilbank aufgestellt, das Sterilfilter von der Kanile
entfernt und mit Hilfe einer Spritze die NaOH aus dem Seitenarm gezogen und in Szin-
tillationsvials Gberfiihrt. Dann wurde der Glasstopfen des Schornsteins entfernt und der
Hahn ge6ffnet. Durch die Kaniile im Seitenarm wurde mit einer 5 ml Spritze 3 ml sterile
0,5 M NaOH in den Seitenarm geftllt und mit der gleichen Spritze zehnmal Luft durch
die Kanile gepumpt, so dall das System mit Sauerstoff versorgt wurde. AnschlieRend
wurde das System wieder verschlossen.

Sollte im Versuchssystem eine Anderung vorgenommen werden — wie z.B. Zugabe von
Tensid oder von Cosubstraten — wurde nach dem Austausch der NaOH wie oben be-
schrieben, der Silikonstopfen auf dem Erlenmeyerkolben entfernt und die Zugabe er-
folgte direkt ins Medium. Danach wurde der Erlenmeyerkolben wieder verschlossen.

Auch die Bestimmung der CMC des Kulturmediums erfolgte nach dem Austausch der
NaOH direkt im Kulturmedium im Erlenmeyerkolben (s. 2.9.2).

Sollte eine Lebendkeimzahlbestimmung im Kulturmedium der Biometer stattfinden,
wurden diese nach dem Wechseln der NaOH ge6ffnet und 0,5 ml Kulturmedium fir das
Anlegen einer Verdlnnungsreihe entnommen.

2.12.8 Aufarbeitung des Kulturmediums

Vor der Aufarbeitung des Kulturmediums wurde die NaOH aus dem Seitenarm in Szin-
tillationsvials uberfthrt.

Mit Indikatorpapier wurde der pH-Wert der Kulturbriihe ermittelt. Da der pH-Wert in
allen aktiven Ansétzen unterhalb von 9 lag, wurde das Kulturmedium nicht angeséuert,
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denn erst oberhalb dieses Wertes erfolgt eine Einbindung von **CO, in Carbonat
(DELAUNE et al. 1981).

Die Oberflachenspannung des Kulturmediums wurde gemessen und anschlieend das
Medium aus dem Biometer in eine zuvor gewogene 100 oder 200 ml Schottflasche
uberfuhrt, Gber die Gewichtsdifferenz wurde das Volumen der Kulturflissigkeit be-
stimmt. Ein vorheriger Vergleich der Bestimmung des Kulturvolumens mit einem
Standzylinder und der Bestimmung durch Auswiegen hatte ergeben, dal3 die Dichte im
Rahmen der MeRgenauigkeit als 1 angenommen werden konnte.

Durch Zentrifugation von 5-7 ml Medium fir 20 min bei 4500 U/min wurden Bakterien
und Partikel vom Medium getrennt. Vom Uberstand wurde dann mit Hilfe einer Spritze
zweimal 1 ml entnommen, die Kanule der Spritze durch ein Membranspritzenfilter aus
Cellulose-Acetat (0,45 um Porenweite) ersetzt und die Flussigkeit durch dieses Filter
gedruckt. Das Filtrat wurde in einem Szintillationsvial aufgefangen und die
Radioaktivitat darin durch Flussigszintillationszahlung bestimmt. Dieser Wert ermdg-
lichte die Berechnung des tatsachlich gelsten Benzo[a]pyren im Kulturmedium.

Das restliche Medium aus dem Zentrifugenréhrchen wurde wieder mit der Kultur-
flussigkeit in der Schottflasche vereinigt. Die Biometerflaschen und das Zentrifugen-
réhrchen wurden mit 15 ml CH,Cl;, gespilt und das Losungsmittel in die Schottflasche
zur Kulturbriihe gegeben. Losungsmittel und Medium wurden durch einen Rihrfisch auf
dem Magnetrihrer fir 30 min heftig durchgertihrt. Die Phasentrennung erfolgte Gber
Nacht, wobei durch Einfrieren des Phasengemisches der Trennungsvorgang be-
schleunigt wurde. Nach dem Auftauen der Proben konnte die CH,Cl,-Phase mit Hilfe
einer Pipette von der daruberliegenden Wasserphase abgezogen und in einen Rundkol-
ben Uberfuhrt werden. Die Extraktion der Kultur wurde noch zweimal mit jeweils 15 ml
CH,Cl, wie oben beschrieben wiederholt, die CH,Cl,-Phasen im Rundkolben vereinigt.
Um mitgefiihrtes Wasser aus der Losungsmittelphase zu entfernen, wurde das CH,ClI,
flir eine Stunde Uber Na,SO, getrocknet.

Das Volumen der wasserigen Phase wurde durch erneutes Auswiegen bestimmt. Aus
der Wasserphase wurden 1 ml und 2 ml entnommen und die Menge an Radioaktivitat
durch Flussigszintillationszdhlung bestimmt. Der so bestimmte Wert ergibt mit dem
Volumen der Wasserphase multipliziert die Gesamtmenge an **C in der Wasserphase.

Das CH,Cl, wurde aus dem Rundkolben in einen Spitzkolben uberfuhrt, das Na,SO,4
mit Losungsmittel nachgespult. Bei 40 °C und 600 mbar wurde das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer abgezogen und der Extrakt in 4 ml CH,CI, aufgenommen. Von
diesem Extrakt wurde dann 2 pl und 4 pl entnommen und die Radioaktivitat tber Flis-
sigszintillationsmessung bestimmt. Mit diesem Wert liel? sich dann die Gesamtmenge
der Radioaktivitat im organischen Extrakt ermitteln.
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2.12.9 Dunnschichtchromatographische Analyse der CH,Cl,-Extrakte

Zur Charakterisierung der radioaktiven Substanzen in den organischen Extrakten wur-
den Dunnschichtchromatogramme mit Benzo[a]pyren als Referenzsubstanz angefertigt.
Dazu wurde mit Hilfe der Auftragmaschine 35 pl des Dichlormethanextraktes — diese
entsprachen etwa 6000 dpm — auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. In der Mitte der
Platte wurde 1ul einer Stammlésung mit 10pg  nicht-markiertem
Benzo[a]pyren/ul CH,CI, aufgetragen. Diese Platte wurde im Laufmittel Ethylace-
tat:Petrolether 1:2, v/v entwickelt. Am Radiodiinnschichtscanner wurden die “C-Ban-
den der einzelnen Extrakte lokalisiert und ihre Rf-Werte berechnet. Das nicht-markierte
Benzo[a]pyren wurde unter der UV-Lampe gekennzeichnet. Uber den Vergleich des
Laufverhaltens von Referenzsubstanz und markierter Substanz konnte der Anteil der
Ursprungssubstanz Benzo[a]pyren im organischen Extrakt ermittelt werden.

2.12.10 Gaschromatographische Analyse der CH,Cl,-Extrakte

Um neben dem Verbleib des Benzo[a]pyren in den Kulturen auch einen Eindruck utber
den Abbau der anderen PAK zu gewinnen, wurden die Extrakte am Gaschromatogra-
phen analysiert. Die Analyseparameter hierfir waren folgende:

* Injektionsvolumen 1l
» Split splitless Injektion
* Purge 10 min geschlossen

» Tragergas, Gasflu Stickstoff, 1 ml/min

* Injektortemperatur 270 °C

» Detektortemperatur 285 °C

e Temperaturprogramm 40 °C fir 4 min
mit 10 °C/min auf 280 °C (Dauer: 15 min)
280 °C fur 15 min

Probengeber HP 7673 Injektor

Die Identifizierung der Substanzen erfolgte Uber ihre Retentionszeiten. Die Berechnung
der im Extrakt enthaltenen Mengen der einzelnen PAK geschah nach einer Einpunkt-
eichung mit einem PAK-Standard, welcher die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoran-
then, Pyren und Benzo[a]pyren in einer Konzentration von jeweils 250 pg/ml CHCl;
enthielt. Nach einer MeRreihe von 6 Extrakten wurde jeweils eine neue Eichung mit
dem Standard durchgefiihrt. Die Quanifizierung der Substanzen erfolgte Gber den Ver-
gleich der Peakflachen von Standardsubstanz und identifizierter Substanz im Extrakt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der CMC der Tenside

Von den 6 ausgewahlten Tensiden wurden wasserige Verdinnungsreihen der techni-
schen Produkte hergestellt (s. 2.1.1). Die Oberflachenspannungen der Konzentrations-
stufen wurden, wie unter 2.9 beschrieben, bestimmt und die gemessenen Werte gegen
die Tensidkonzentration aufgetragen (s. Bild 3-1 und Bild 3-2).
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Bild 3-1: Bestimmung der CMC von Dehyquart A, Plantacare 2000 UP und Texapon N 70 durch
Auftragen der Oberflachenspannung gegen die Tensidkonzentration (x-Achse: logarithmische
Skalierung), Schnittpunkt der verlangerten Geraden = CMC des Tensids
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Bild 3-2: Bestimmung der CMC von Dehyton K, Lutensit A-PS und Lutensol ON 70 durch Auf-
tragen der Oberflachenspannung gegen die (x-Achse: logarithmische Skalierung), Schnittpunkt
der verlangerten Geraden = CMC des Tensids
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Bei allen 6 Tensiden zeigt die grafische Darstellung den typischer Kurvenverlauf fur die
Messung der Oberflachenspannung einer Verdinnungsreihe oberflachenaktiver Sub-
stanzen (s. Bild 3-1 und Bild 3-2). Mit steigender Tensidkonzentration im Wasser sank
die Oberflachenspannung stetig, blieb aber ab einer jeweils spezifischen Konzentration
anndhernd konstant.

Die Schnittpunkte der verldngerten Geraden der quasilinearen Abschnitte der Kurve
bestimmten den Wert der CMC des Tensids. Diese Werte sind in Tabelle 3-1 zusam-
mengefalt. Dabei muf3 berlcksichtigt werden, daR die Tenside als technische Produkte
eingesetzt wurden. Diese besitzen eine unterschiedliche Menge an Aktivsubstanz in
Wasser (s. Tabelle 2-1). Ein Vergleich der CMC-Werte der Tenside kann daher auch
uber die Menge an Aktivsubstanz erfolgen (wobei die unter 2.1.1 getroffenen Ein-
schréankungen ber(cksichtigt werden sollten).

Tabelle 3-1: Kritische Micellbildungskonzentrationen (CMC) der 6 verwendeten Tenside

CMC fir das CMC fir die  Oberflachen-

Tensid techn. Gemisch  AS in Wasser ~ spannung

in Wasser [%] [moa/l] [MN/m]
Dehyquart A 0,63 1575,0 34
Plantacare 2000 UP 0,03 169,6 30
Texapon N 70 0,05 352,5 37
Dehyton K 0,05 152,5 37
Lutensit A-PS 0,50 3250,0 29
Lutensol ON 70 0,08 800,0 28

AS: Aktivsubstanz

Die Oberflachenspannung von Aqua dest. betragt bei 20 °C 72,8 mN/m, die Tenside
konnten diese auf Werte zwischen 28 und 37 mN/m herabsetzen. Die Menge an Aktiv-
substanz im Wasser, die fir diese Wirkung nétig war, war je nach Tensidtyp unter-
schiedlich und reichte von 152,5 mg/l fir Dehyton K bis zu der mehr als zwanzigfachen
Menge von 3250 mg/I fir Lutensit A-PS.

3.2 Solubilisierende Eigenschaften der Tenside

Die solubilisierenden Eigenschaften der Tenside fiir Benzo[a]pyren wurden, wie unter
2.10.1 beschrieben, ermittelt. Eingesetzt wurden hierbei zunichst 100 ng **C-
Benzo[a]pyren/ml Tensidlésung.

Fur alle 6 Tenside wurde der Zusammenhang zwischen der Tensidkonzentration und der
Menge an solubilisiertem Benzo[a]pyren deutlich (s. Bild 3-3 und Bild 3-4). Aus den
unter 2.1.1 genannten Griinden, wurde die Tensidkonzentration auf das technische
Produkt bezogen.
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Bild 3-3: Solubilisierung von Benzo[a]pyren (BaP) in Abhangigkeit von der Konzentration an

Dehyquart A, Plantacare 2000 UP und Texapon N 70
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Bild 3-4: Solubilisierung von Benzo[a]pyren (BaP) in Abhangigkeit von der Konzentration an

Dehyton K, Lutensit A-PS und Lutensol ON 70

Mit steigender Tensidkonzentration stieg die Menge an solubilisiertem Benzo[a]pyren,
bis schlieRlich die gesamten 100 ng Benzo[a]pyren/ml Tensidlésung in Lésung gebracht

wurden.

Auffallig ist, daB eine Steigerung der Loslichkeit von Benzo[a]pyren bei allen Tensiden
bereits auch im Konzentrationsbereich unterhalb der CMC vorlag. Eine deutliche Los-
lichkeitssteigerung wurde bei einer Konzentration von 0,01 % Tensid sichtbar. In den
0,5%igen Tensidlosungen war samtliches Benzo[a]pyren in Losung gegangen. Dieses

galt Gbereinstimmend fiir alle 6 Tenside.
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Tragt man die Menge des solubilisierten Benzo[a]pyren als prozentualen Anteil des
insgesamt eingesetzten Benzo[a]pyren gegen die Tensidkonzentration auf, so wird die
Solubilisierungsféhigkeit der 6 Tenside im Vergleich deutlich (s. Bild 3-5).
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Bild 3-5: Menge des solubilisierten Benzo[a]pyrens in % des eingesetzten Benzo[a]pyrens
(primare GroRRenachse) und in pg/l (sekundére GrofRenachse) in Abhéngigkeit von der Tensid-
konzentration, 100 % = 100 pg/l

Die eingesetzte Benzo[a]pyrenmenge von 100 ng/ml Tensidldsung entsprach, fir die in
der Literatur angegebenen Wasserldslichkeiten von 4-14 pg/l, bei vollstandiger Solubi-
lisierung einer 7 bis 25fachen Loslichkeitssteigerung. Die Wasserloslichkeit von
Benzo[a]pyren, die jeweils experimentell in dem Ansatz mit 0% Tensid ermittelt
wurde, lag zwischen 3,46 und 7,48 pg/l, im Mittel ergab sich damit ein Wert von
5,52 pg/l (Standardabweichung o = 1,55). Wenn 100 ng Benzo[a]pyren in 1 ml Ten-
sidlésung vollstandig solubilisiert wurden, lag somit eine Erhohung der Wasserldslich-
keit um den Faktor 18 vor.

Exemplarisch wurde die Stoffkonzentration auf 200 ng Benzo[a]pyren/ml Tensidlésung
verdoppelt. Diese Versuchsreihe wurde flr 3 der 6 Tenside durchgefuhrt, wobei nur die
Tensidldsungen von 0,05 bis 1 % zum Einsatz kamen. Die Ergebnisse sind im Bild 3-6
dargestellt.
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Bild 3-6: Menge des solubilisierten Benzo[a]pyrens in % des eingesetzten Benzo[a]pyrens
(primare GroRenachse) und in pg/l (sekundéare Groéf3enachse) in Abhéangigkeit von der Tensid-
konzentration, 100 % = 200 pg/l

Auch die mit 200 ng/ml im Vergleich zum vorherigen Versuch doppelt so hohe Menge
an Benzo[a]pyren wurde in den hohen Konzentrationsstufen des Tensids vollstandig in
Losung gebracht. Dieses entsprach einer Erhohung der experimentell bestimmten Was-
serloslichkeit um den Faktor 36. Trotz der doppelten Benzo[a]pyrenmenge zeigten sich
im getesteten Konzentrationsbereich bei den 3 eingesetzten Tensiden im Vergleich zum
Vorversuch mit 100 ng/ml keine Unterschiede in den Prozentanteilen, die in Losung
gingen.

Bei einem Vergleich der einzelnen Tenside in ihrer Fahigkeit, Benzo[a]pyren zu solubi-
lisieren, erwies sich das Tensid Dehyquart A als am wenigsten effektiv (s. Bild 3-5). Bei
einer Konzentration von 0,05 % lagen erst 55 % des Benzo[a]pyren solubilisiert vor,
alle anderen Tenside brachten 71 bis 95 % des Benzo[a]pyren in LOsung. Erst in den
beiden hochsten Konzentrationsstufen mit 0,5 und 1% Tensidgehalt solubilisierte
Dehyquart A das vorhandene Benzo[a]pyren nahezu vollstandig. Diese Eigenschaft des
Tensids korrelierte mit dem auffélligen Kurvenverlauf bei der Bestimmung der Oberfla-
chenspannung von Dehyquart A (s. Bild 3-3). Die Oberflachenspannung veranderte sich
erst bei hoheren Tensidkonzentrationen und die CMC wies mit 0,63 % den hdchsten
Wert der 6 Tenside auf.

Dieser Zusammenhang zwischen CMC und Solubilisierungsvermdgen bestétigte sich
bei den anderen Tensiden nicht so eindeutig. Lutensit A-PS besal} eine CMC von 0,5 %,
die Kurve der Oberflachenspannung verlauft im Bereich geringerer Konzentrationen
flach. Das Tensid hatte jedoch auch schon im unteren Konzentrationsbereich die Fahig-
keit, Benzo[a]pyren in hohem Male in Ldsung zu bringen.

Texapon N 70 und Dehyton K besal’en den gleichen Wert von 0,05 % fur die CMC und
auch die Kurven zur Bestimmung der Oberflachenspannung verlaufen &hnlich. Sie
zeigten trotzdem eine unterschiedliche Solubilisierungsféhigkeit fir Benzo[a]pyren:
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Texapon N 70 hatte in den unteren Konzentrationsstufen ein geringeres Solubilisie-
rungsvermdgen als Dehyton K.

Plantacare 2000 UP wies mit 0,03 % von allen Tensiden den niedrigsten Wert fir die
CMC auf. Dieses korreliert wiederum mit dem Solubilisierungsvermogen: Plantacare
2000 UP war das einzige Tensid, das bei einer Konzentration von 0,05 % bereits mehr
als 90 % des Benzo[a]pyren solubilisierte.

Lutensol ON 70 erreichte mit einem Wert von 28 mN/m bei einer CMC von 0,08 % die
niedrigste Oberflachenspannung der 6 Tenside. Bei einer Konzentration von 0,1 % wa-
ren jedoch erst 86 % des Benzo[a]pyren solubilisiert und erst bei einer 1%igen Lutensol-
L6ésung war nahezu samtliches Benzo[a]pyren in Lésung.

Um die Solubilisierungsféhigkeit der einzelnen Tenside besser vergleichen zu kdnnen,
wurden fir die 0,005%igen und 0,05%igen Tensidlosungen Solubilisierungskoeffizi-
enten gebildet (s. Tabelle 3-2). Diese wurden auf die Aktivsubstanz des Tensids bezo-
gen, daher sind die unter 2.1.1 getroffenen Einschrankungen zur Zusammensetzung des
technischen Produkts zu bedenken. Als Menge an Aktivsubstanz und als Molmasse der
Tenside wurden die in Tabelle 2-1 angegebenen Grolienbereiche des jeweiligen techni-
schen Tensidprodukts gemittelt. Die Solubilisierungskoeffizienten geben an, wieviel
Benzo[a]pyren in der Tensidlésung durchschnittlich in Losung gebracht werden kann.
Der gewichtsbezogene Solubilisierungskoeffizient (GwSK) veranschaulicht, wieviel
Benzo[a]pyren pro Milligramm Aktivsubstanz Tensid solubilisiert wird, der molare
Solubilisierungskoeffizient (MSK) zeigt, wieviel Benzo[a]pyren-Molekule von einem
Tensidmolekdl in Losung gebracht werden.

Tabelle 3-2: Solubilisierende Eigenschaften der Tenside fir Benzo[a]pyren in einer
0,005%igen und einer 0,05%igen Tensidldsung bezogen auf die jeweils durchschnitt-
liche Menge an Aktivsubstanz in den technischen Produkten (s. Tabelle 2-1)

GWSKo05%6 MSKooos6 GWSKoos96 MSKq 059

Tensid [ng/mg] [mol/mol] [Hg/mg] [mol/mol]
Dehyquart A 0,51 0,66 0,44 0,57
Dehyton K 0,49 0,70 0,59 0,83
Lutensit A-PS 0,53 0,85 0,26 0,42
Lutensol ON 70 0,39 0,73 0,16 0,30
Plantacare 2000 UP 0,38 0,59 0,36 0,56
Texapon N 70 0,63 0,96 0,47 0,71

GWSKg 005 96, GWSKp 05 9%: gewichtsbezogener Solubilisierungskoeffizient einer 0,005 bzw.
0,05%igen Tensidlésung (bezogen auf den durchschnittlichen Gehalt an Aktivsubstanz)
MSKo 005 9%, MSKg 05 %: molarer Solubilisierungskoeffizient einer 0,005 bzw. 0,05%igen
Tensidlésung (bezogen auf die durchschnittliche Molmasse der Aktivsubstanz)

Die Unterschiede in der Solubilisierungseffizienz der einzelnen Tenside waren nicht
sehr gravierend. In der niedriger konzentrierten Tensidldsung hatte Texapon N 70 fur
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Benzo[a]pyren die hochste Effizienz, Plantacare 2000 UP eine nur etwa halb so hohe. In
der hoheren Konzentrationsstufe verénderten sich die Rangfolgen und die Unterschiede
wurden ausgeprégter. Hier zeigte Dehyton K die htéchste Effizienz, diese war etwa 4mal
so hoch wie die von Lutensol ON 70.

3.3 Solubilisierungsvermdgen von Plantacare im Kultur-
medium

Das Kulturmedium enthielt neben Benzo[a]pyren auch Salze, Spurenelemente, Vitamine
und die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren. Die Wirkung eines
Tensids in diesem Medium verteilte sich daher, im Unterschied zum System Aqua
bidest./Benzo[a]pyren, auf mehrere Komponenten. AuRerdem betrug die Konzentration
an *C-Benzo[a]pyren im Kulturmedium 50 pg/ml, dieses entsprach im Vergleich zum
Solubilisierungsversuch mit Aqua bidest. einer 500fachen Menge. Mit dem Tensid
Plantacare 2000 UP wurde daher ein Solubilisierungsversuch im Kulturmedium durch-
gefuhrt, welcher die geplanten Bedingungen zu Beginn der Abbauversuche simulieren
sollte.

Die Startbedingungen der Abbauversuche wurden hierbei im Miniaturmal3stab nachge-
stellt. Das Kulturmedium enthielt pro ml jeweils 25 pug der PAK Phenanthren, An-
thracen, Pyren und Fluoranthen; 50 pg **C-Benzo[a]pyren und das Tensid Plantacare in
den Konzentrationsstufen 0,0001 % bis 1 %. Als Bezugswert wurde auch hier in einem
Ansatz mit 0 % Tensid die Loslichkeit von Benzo[a]pyren unter diesen Versuchsbedin-
gungen ermittelt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind dem Bild 3-7 zu entnehmen.
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Bild 3-7: Menge des solubilisierten 14C-Benzo[a]pyrens im Kulturmedium in % des eingesetzten
Benzo[a]pyrens und in pg/l in Abh&éngigkeit von der Plantacarekonzentration, 100 % = 50 mg/I

Die Loslichkeit von Benzo[a]pyren im Kulturmedium ohne Plantacare wurde mit
27,32 pg/l bestimmt. Setzte man diesen Wert = 1, so ergab sich in den Ansdtzen mit
Plantacare eine Vervielfachung dieses Wertes. Dieser Zusammenhang ist im Bild 3-8
dargestellt.
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Bild 3-8: Vervielfachung der Léslichkeit von Benzo[a]pyren im Kulturmedium in Abhangigkeit
von der Plantacarekonzentration, r+ CMC: kritische Micellbildungskonzentration des Tensids:
0,03 % technisches Gemisch

Plantacare war auch im Kulturmedium in der Lage, die Losungsrate des Benzo[a]pyren
bedeutend zu erhdhen. Ab der CMC des Tensids zeigte sich hierbei eine deutlich er-
hohte Solubilisierung, aber auch unterhalb der CMC, also dort, wo nur Plantacare-Mo-
nomere vorlagen, zeigte sich eine — wenn auch geringe — meRbare Steigerung der L&s-
lichkeit.

3.4 DMSO-Test

Mit Hilfe des DMSO-Tests sollte ein Vergleich der Tenside beziiglich ihres Einflusses
auf die Aktivitat der Mikroorganismenmischpopulation vorgenommen werden.

Zunachst wurde die Eignung dieses Tests fir den Einsatz von Mikroorganismen in
Kulturmedium Gberpruft. Dazu wurde der Einflul} einer wasserige Verdinnungsreihe
von Glucose auf die Reduktase-Aktivitat der Mikroorganismen nach 3 und nach 7 Ta-
gen gemessen. Die Basisaktivitat der Mikroorganismen ohne Glucose wurde hierbei als
100 %-Wert betrachtet und die Aktivitatsveranderung entsprechend prozentual berech-
net. Wie man Bild 3-9 entnehmen kann, wird die Aktivitatsverdnderung der Mischpo-
pulation entlang der Konzentrationsreihe deutlich. Eine 5%ige Glucoseldsung steigerte
nach 3 Inkubationstagen die Aktivitat der Mikroorganismen um mehr als das 160fache.
Auch nach 7 Tagen Inkubation ist diese Tendenz, wenn auch etwas abgeschwacht,
meRbar.
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Bild 3-9: Veranderung der DMSO-Aktivitat einer Mischkultur unter dem Einfluf3 verschiedener
Glucosekonzentrationen

Nach dem gleichen Versuchsprinzip wurde nun die Anderung der Reduktase-Aktivitat
unter dem EinfluB verschiedener Konzentrationsstufen der 6 Tenside untersucht. Ver-
gleichende Messungen zeigten, dal nach 7tagiger Inkubation die Aktivitatsveranderun-
gen deutlicher sichtbar wurden als nach 3tégiger Inkubation. Die Ergebnisse der Veran-
derungen der DMSO-Reduktionsrate nach 7 Inkubationstagen sind im Bild 3-10 darge-
stellt.
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Bild 3-10: Veranderung der DMSO-Aktivitat einer Mischkultur unter dem Einflul3 der Tenside
nach 7 Tagen Inkubation

Die Mikororganismenpopulation reagierte in Bezug auf ihre Reduktase-Aktivitat auf die
einzelnen Tensidtypen in sehr unterschiedlichem MaRe. Dehyquart A wirkte hierbei
bereits im ppb-Bereich hemmend, Plantacare 2000 UP dagegen zeigte noch mit mehre-
ren Gramm Substanz pro Liter Wasser einen positiven Effekt auf die mikrobielle Akti-
vitat.
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Dehyquart A verringerte die mikrobielle Aktivitat bereits in der geringsten Konzentra-
tionsstufe auf nur 56 % der Grundaktivitat. Ab der 0,005%igen Tensidlosung kam die
Aktivitat praktisch zum Erliegen.

Die beiden anionischen Tenside Lutensit A-PS und Texapon N 70 besallen ebenfalls
bereits in der geringsten Tensidkonzentration einen hemmenden Effekt auf die DMSO-
Reduktion. Eine Halbierung der Aktivitat lag bei Lutensit A-PS in der 0,05%igen Lo-
sung vor. Bei beiden Tensiden fand sich in dem jeweiligen 0,5%igen Ansatz keine Re-
duktion von DMSO mehr.

Dehyton K als amphoteres Tensid zeigte in den Konzentrationsstufen bis 0,01 % eine
Erhohung der Reduktaseaktivitat bis auf 131 % der Basisaktivitat. Erst oberhalb dieser
Konzentration sank die mikrobielle Reduktaseaktivitat.

Die nichtionischen Tenside Lutensol ON 70 und Plantacare zeigten zunéchst eine Erho-
hung der Basisaktivitat der Mikroorganismen. In der Konzentrationsreihe von Lutensol
ON 70 sank sie jedoch oberhalb von 0,005 % (= 100 mg AS/I) rasch ab und bei den
Konzentrationen groRer als 0,5 % fand sich keine Aktivitdt mehr. Das Alkylpolyglyco-
sid Plantacare erhohte die Reduktase-Aktivitat der Mikroorganismen in den Tensidkon-
zentrationen 0,001 bis 1 % quasilinear. In der 1%igen Plantacare-Ldsung — diese ent-
sprach einem Wirkstoffgehalt von 5,3 g/l — war die Basisaktivitat auf 454 % erhoht.
Oberhalb dieser Konzentration sank die Aktivitat auf 88 % im 2,5%igen Ansatz und
dartiber hinaus war keine DMS-Freisetzung mehr mef3bar.

3.5 Keimzahlbestimmung im Boden

Die hoch mit PAK-kontaminierte Bodenprobe, aus der die Mikroorganismenmischpo-
pulation gewonnen wurde, enthielt nach der Bestimmung der Keimzahlen auf R2A-Agar
1,73*10° Kolonien pro g naturfeuchter Boden. Das Ausplattieren der Verdiin-
nungsstufen auf Standard I-Agar ergab einen etwa 3fach niedrigeren Wert von 6*10*
Kolonien.

3.6 Optische Charakterisierung der Mischkultur

Die bei der Bestimmung der Keimzahl isolierten Mikroorganismen wurden nach opti-
schen Merkmalen der Kolonien in Typen eingeteilt. Die Kolonietypen der Bodenprobe
sind in Tabelle 3-3 beschrieben. Die isolierten Mikroorganismen in den Biometer-Ab-
bauversuchen wurden nach den Kriterien dieser Tabellen Kolonietypen zugeordnet.
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Tabelle 3-3: Kolonietypen der isolierten Mikroorganismen aus der Bodenprobe (R2A-Agar)

Typ Koloniemorphologie

1

10

11

blaR zitronengelb, leicht mit einem Stich ins griingelbe fluoreszierend; glanzend;
transparent durchscheinend, in der Mitte massiver, zum Rand transparenter wer-
dend; EK flach, in der Mitte leicht erhaben; Rand glatt; rund; ¢ 4-7 mm

hellbeige-cremefarben bis leicht gelblich; stark gldnzend; nur schwach transpa-
rent; EK flach; Rand glatt; vollig kreisrund; ¢ 1-3 mm

ahnlich Typ 2; strahlend weil3; stark glanzend; nicht transparent; EK kugelig er-
haben; Rand glatt; vollig kreisrund, « 1-2 mm

ahnlich Typ 3, aber etwas matter weif3 (eher leicht wollweiR); nicht transparent;
EK flach; Rand glatt; vollig kreisrund, ¢ 1-2 mm

weil; stark glanzend, nicht transparent, in der Mitte massiver, zum Rand transpa-
rent, » 4-8 mm

kraftig gelb-orange; glanzend; nicht transparent; EK leicht erhaben; Rand glatt;
kreisrund; ¢ 1-3 mm

zart weil3; schwach glanzend; am Rand sehr transparent; ¢ 6—7 mm
weil3; sehr transparent; glanzend; rund; flach; ¢ 2-3 mm

cremeweil}, zum Rand hin weiller werdend; glanzend; nicht transparent; unre-
gelmaRig geformt; glatter Rand; « 4 mm

beige bis dunkel gelblich; in der Mitte massiv, zum Rand hin transparenter;
* 10 mm, wirken wie Kolonienansammlungen

rosa beige; glanzend; nicht durchscheinend, recht massiv; konzentrisch aufge-
baut; Rand leicht gewellt; « 4-8 mm

EK: Einzelkolonie

3.7 Ergebnisse der Abbaustudien mit **C-Benzo[a]pyren

3.7.1 Versuchsreihe Biometer |, Ansatze M5 bis M9

3.7.1.1 Ziel der Versuchsreihe Biometer |, Ansatze M5 bis M9

Die Ansatze M5 bis M9 (s. Tabelle 2-12) dienten zur Untersuchung der Frage, ob
Benzo[a]pyren den Mikroorganismen als alleinige C- und Energiequelle dienen konnte.
Die Solubilisierung von Benzo[a]pyren durch Plantacare sollte dabei den bioverfuigba-
ren Anteil des 5-Ring PAK erhdhen und so mdglicherweise einen Abbau ermdglichen
oder steigern.
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3.7.1.2 Mineralisation von Benzo[a]pyren

Bild 3-11 stellt die Menge an freigesetztem *CO, in diesen Ansatzen als kumulative
Mineralisation wahrend der gesamten bis dahin verstrichenen Inkubationszeit dar.
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Bild 3-11: Mischkultur MK I: Freigesetztes ¥C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren in Abhangigkeit vom Plantacare-
Gehalt des Kulturmediums, Prozentangabe in der Legende: Tensidgehalt im Kulturmedium zu
Inkubationsbeginn (die Kurven der Ansatze M8b und M9b werden durch die Kurve von Ansatz
M9a verdeckt)

In allen Kolben dieser Versuchsreihe — in der neben Benzo[a]pyren als einziger PAK-
Verbindung nur Plantacare als weitere mogliche C-Quelle im Kulturmedium vorlag —
fand sich wéhrend der gesamten Inkubationsdauer von 120 Tagen eine nur geringe,
nicht signifikante **CO,-Entwicklung (s. auch Tabelle 3-6). Die eingesetzte Mischkultur
konnte Benzo[a]pyren unter dem EinfluB von Plantacare nicht verwerten.

Im Ansatz M5 mit 0,005 % Plantacare kam die **CO,-Entwicklung nach 3 Wochen zum
Erliegen, die mittlere **CO,-Freisetzung der beiden Parallelen betrug 0,37 %. Die bei-
den Ansatze mit 0,01 % Tensidgehalt zeigten nach 4wdochiger Inkubation keine weitere
4CO,-Entwicklung mehr, im Mittel entwichen 0,24 % der gesamten Radioaktivitat als
YCO,. Die beiden Parallelen des Ansatzes M8 mit 0,1 % Plantacare-Gehalt im Kultur-
medium entwickelten sich unterschiedlich. Die Parallele M8b zeigte bei der ersten Pro-
benahme nach 4 Tagen 0,01 % '*CO,-Entwicklung, danach lieR sich keine Radioakti-
vitat in der NaOH mehr nachweisen. M8a hingegen begann erst nach 3wdchiger Inku-
bation mit einer Freisetzung von markiertem CO,, diese Phase hielt dann bis etwa zur
13. Inkubationswoche an, dann konnte auch hier kein weiteres radioaktives Kohlendi-
oxid mehr nachgewiesen werden. Der Ansatz M9 zeigte in beiden Parallelen keinerlei
Freisetzung von **CO,.
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3.7.1.3 Keimzahlbestimmung

Die Biometer wurden zu Beginn der Kultivierung mit jeweils 2 ml Bakteriensuspension
einer 8 Wochen alten Stammkultur angeimpft. Der ODsgq-Wert dieser Suspension be-
trug 1,54.

Am Ende der Inkubationszeit wurden in allen Ansdtzen der ODsgq-Wert und die Le-
bendkeimzahlen bestimmt. Die Kolonien wurden nach optischen Gesichtspunkten den
Typen der Tabelle 3-3 zugeordnet, wobei nur solche Typen beriicksichtigt wurden, die
mindestens 5 % der Gesamtkolonien auf einer Agarplatte darstellten. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3-4 aufgelistet.

Tabelle 3-4: ODsg4-Wert, Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kultur-
mediums der Anséatze M5 bis M9, Versuchsreihe Biometer | nach 120 Tagen Inkubation

Plantacare
Ansatz [%] ODsg4 KBE/ml Typen [%]

1 2 3 6
M5a 0,005 0,01  942*10° 26 6 58 10
M5b 0,005 0,06  6,36*10° 33 5 57 5
Mé6a 0,01 0,02  6,06*10° 48 7 34 11
M6b 0,01 0,02  6,14*10° 40 8 42 10
M8a 0,1 0,37  445*10° 87 6 7 -
M8b 0,1 0,28 2,064*10° 65 30 5 -
M9a 0,5 0,11 <10 - - - -
M9b 0,5 0,22 1,798*10° 55 45 - -

-: Anteil an der Gesamtkoloniezahl < 5 %

Die Werte der OD-Bestimmungen und der Lebendkeimzahlen auf R2A-Agar zeigen,
daB in den Ansétzen M8 mit 0,1 % Plantacare-Gehalt die hochste Gesamtbakterienzahl
vorkam. Die Diversitat der Bakterientypen nahm hingegen mit steigendem Tensidgehalt
deutlich ab. Fanden sich in den Ansédtzen mit 0,005 % und 0,01 % Plantacare-Gehalt
noch 4 Typen, so sank diese Zahl im Ansatz mit 0,5 % Tensid auf 2 Typen.

Hauptvertreter waren in den Ansatzen M5 und M6 die Typen 1 und 3, in den Anséatzen
mit den héheren Tensidkonzentrationen die Typen 1 und 2.

3.7.1.4 Anteil der gelosten Radioaktivitat im Kulturmedium

Vor der Aufarbeitung des Kulturmediums nach 120 Tagen Inkubation wurde, wie unter
2.12.8 beschrieben, die gel6ste Menge an Radioaktivitat im Kulturmedium bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Messung sind in Tabelle 3-5 aufgefihrt.
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Tabelle 3-5: Im Kulturmedium geléste Radioaktivitat nach 120
Tagen Inkubation; Versuchsreihe Biometer I, Ansétze M5 bis M9

Plantacare geldstes **C  geldstes **C?

ANz g [%] [ng/mi]
Mb5a 0,005 0,25 0,28
M5b 0,005 0,23 0,27
M6a 0,01 0,23 0,27
M6b 0,01 0,39 0,42
M8a 0,1 0,64 0,70
M8b 0,1 0,59 0,64
M9a 0,5 8,76 9,44
M9b 0,5 7,83 9,63

?perechnet als ““C-Benzo[a]pyren

In 50 ml Kulturmedium wurden bei diesen Ansatzen 5 mg Benzo[a]pyren als einziger
PAK-Vertreter eingesetzt, so dal sich theoretisch pro ml Kulturldsung eine Konzentra-
tion von 100 pg **C-Benzo[a]pyren ergeben hatte, wenn alles in Lésung gegangen wére.
Das Volumen des Kulturmediums betrug zum Ende der Inkubation nicht mehr 50 ml, da
Proben fiur die Bestimmung von OD-Wert und Lebendkeimzahl enthommen wurden.
Fur die Berechnung der geldsten Radioaktivitat wurde das tatsachliche Volumen des
Kulturmediums, welches durch Auswiegen bestimmt wurde (s. 2.12.8), zu Grunde
gelegt.

Mit zunehmendem Tensidgehalt in den Ansétzen stieg der Anteil der Radioaktivitat, der
im Kulturmedium gel6st vorlag. In den Anséatzen mit 0,5 % Plantacare 16sten sich von
den 100 pug Benzo[a]pyren 9,44 bzw. 9,63 pg in einem Milliliter Medium. Auch in den
Ansétzen mit 0,1 % Tensidgehalt fand sich ein, im Vergleich zu den niedrigeren Ten-
sidkonzentrationen, deutlich erhohter Wert der gelosten Radioaktivitat.

Vergleicht man die bestimmte Menge der geldsten Radioaktivitat mit den Ergebnissen
des Versuchs zur Bestimmung des Solubilisierungsvermogens von Plantacare im Kul-
turmedium — welcher die Startbedingungen in den Biometer-Versuchen nachstellte — (s.
Bild 3-7 und Bild 3-8), so gibt es in der hochsten Konzentrationsstufe mit 0,5 % Planta-
care eine Ubereinstimmung (Loslichkeit im Solubilisierungsversuch: 7,48 pg/ml). In der
0,1%igen Plantacare-Ldosung ist eine etwa 3fach geringere Menge an Benzo[a]pyren
gel6st als in der vergleichbaren Konzentration im Solubilisierungsversuch (1,89 pg/ml).
Dieses deutet auf einen Tensidabbau in diesen Ansatzen hin. Die beiden niedriger do-
sierten Ansatze, deren Plantacare-Konzentration unterhalb der CMC des Tensids lagen,
besitzen, im Vergleich zu den Ergebnissen der entsprechenden Konzentrationen im So-
lubilisierungsversuch, eine 5fach erhohte Menge an geldster Radioaktivitat. Diese Er-
hohung konnte auf den EinfluR der Bakterien im Kulturmedium zurtickgefuhrt werden.
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Sie bewirkten maoglicherweise durch die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten eine
Présenz von organischer Substanz im Medium, welche, auch wenn es sich dabei nicht
um Biotenside handeln muRte, eine oberflachenaktive Wirkung aufwies. Dieser Effekt
konnte im Solubilisierungsversuch, der nicht beimpft wurde, nicht auftreten. Die er-
hohte Menge an geltster Radioaktivitat im Kulturmedium konnte aber auch auf polare
C-markierte Metaboliten des Benzo[a]pyrens zuriickzufiihren sein.

3.7.1.5 pH-Wert im Kulturmedium

Zu Beginn der Aufarbeitung der Kulturmedien wurden die pH-Werte bestimmt. Diese
lagen in allen Ansétzen zwischen pH 7 und 8.

3.7.1.6 Bilanzierung der Radioaktivitat

Am Ende der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivitat
in den organischen und wasserigen Extrakten und dem Anteil, welcher als **CO, aufge-
fangen wurde, fur jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (s. Tabelle 3-6).

Tabelle 3-6: Verteilung der Radioaktivitat nach Extraktion des Kulturmediums in % der appli-
zierten Menge beim Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren durch die Mischkultur MK 1 in Abh&ngigkeit
vom Plantacare-Gehalt des Kulturmediums; Versuchsreihe Biometer |, Ansatz M5 bis M9, Inku-
bationsdauer: 120 Tage

Ansatz Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitat [%] findung [%]

als CcO, im CH2C|2- im H,O-

Extrakt Extrakt
Mba 0,005 0,34 89,99 0,17 90,50
M5b 0,005 0,40 91,16 0,22 91,77
Mé6a 0,01 0,25 91,33 0,14 91,72
M6b 0,01 0,23 91,76 0,40 92,38
M8a 0,1 0,58 87,81 0,41 88,80
M8b 0,1 0,01 84,94 0,57 85,52
M9a 0,5 n.n. 98,36 0,53 98,90
M9b 0,5 n.n. 99,19 0,37 99,56

n.n.: nicht nachweisbar

In allen Ansétzen betrug der Anteil der Radioaktivitat im CH,Cl,-Extrakt mehr als 99 %
der insgesamt wiedergefundenen Radioaktivitat. Die Anteile an **C in den wasserigen
Extrakten entsprachen, mit Ausnahme von Ansatz 9, den vor der Extraktion bestimmten
Anteilen an gel6ster Radioaktivitét (s. Tabelle 3-5). Das Benzo[a]pyren wurde aus den
Plantacare-Micellen der 0,5%igen Tensidlosung des Ansatzes 9 extrahiert. Diese Er-
gebnisse untermauern die Vermutung, dal es sich — mit Ausnahme von Ansatz 9 — bei
der im Kulturmedium gelésten Radioaktivitst um polare Metaboliten des C-



64 3 Ergebnisse

Benzo[a]pyren handelte. Diese Metaboliten waren nicht mit Dichlormethan extrahier-
bar, sie verblieben in der polaren Wasserphase. Auch das in Biomasse eingebaute **C
wirde in der Wasserphase verbleiben.

3.7.1.7 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die Charakterisierung der Radioaktivitat in den CH,Cl,-Extrakten der Kulturmedien
zeigte, daR diese zu nahezu 100 % aus der Ausgangsverbindung *C-Benzo[a]pyren
stammte.

3.7.2 Versuchsreihe Biometer |, Ansatze 1 bis 11

3.7.2.1 Ziel der Versuchsreihe Biometer I, Ansatze 1 bis 11

Die Ansétze 1 bis 11 der Versuchsreihe Biometer | (s. Tabelle 2-12) dienten zur Unter-
suchung der Fragestellung, ob die Gegenwart von 3- und 4-Ring PAK im Kulturme-
dium, als mogliche C- und Energiequellen, einen cometabolischen Abbau von
Benzo[a]pyren ermdglichen konnen. Die Solubilisierung von Benzo[a]pyren durch
Plantacare sollte dabei den bioverfugbaren Anteil des 5-Ring PAK erhéhen und so unter
Umsténden einen Abbau ermdglichen oder steigern.

3.7.2.2 Mineralisation von Benzo[a]pyren

Die bei jeder Probenahme bestimmte Menge an **C in der NaOH wurden als prozen-
tualer Anteil der gesamten eingesetzten Radioaktivitat je Biometer berechnet und als
kumulative Mineralisation wahrend der gesamten bis dahin verstrichenen Inkubations-
zeit dargestellt (s. Bild 3-12 bis Bild 3-19).
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Bild 3-12: Mischkultur MK I: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren ohne Plantacare-
EinfluR, 1: nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium und je 1,25
mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-13: Mischkultur MK I: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,0001 % Plantacare, 1: nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,0001 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-14: Mischkultur MK I: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,0005 % Plantacare, M: nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,0005 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-15: Mischkultur MK I: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,001 % Plantacare, 1 nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,001 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-16: Mischkultur MK I: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,005 % Plantacare, 1 nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,005 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-17: Mischkultur MK I: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,01 % Plantacare, M nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,01 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-18: Mischkultur MK I: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,05 % Plantacare, 1 nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium
mit 0,05 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren
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Bild 3-19: Mischkultur MK I: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als ku-
mulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren unter Einflu® von
0,1 % Plantacare, M nach 167 Tagen Inkubation erneute Zugabe von 20 ml Mineralmedium mit
0,1 % Plantacare und je 1,25 mg Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren

Die Ansétze 9 und 10 mit 0,5 % bzw. 1 % Plantacare-Gehalt im Kulturmedium wurden
nicht grafisch dargestellt, da bei diesen vier Biometern wahrend der gesamten Inkuba-
tionszeit von 325 Tagen keine Freisetzung von **CO, nachweisbar war. Das gleiche galt
auch fur die Sterilkontrollen, den Ansatz 11.

Betrachtet man die Kurven der **CO,-Freisetzung in den einzelnen Ansétzen, so fallt
auf, dal? jeweils die beiden parallel behandelten Systeme der Ansétze 1 bis 8 beziiglich
der Absolutwerte keine gleichlaufende Entwicklung aufwiesen.

Die beiden Parallelen des Ansatzes 1 zeigten ber den anfanglichen Zeitraum von etwa
180 Tagen einen sehr ahnlichen Kurvenverlauf — auch auf die Absolutwerte bezogen.
Erst dann entwickelten sich die Kulturen auseinander: Ansatz la zeigte nach 353 Tagen
am Ende der Inkubation eine **CO,-Freisetzung von 6,7 % der eingesetzten Radioakti-
vitdt, Ansatz 1b einen Wert von 5,05 %.

Ansatz 2 zeigte wesentlich hdhere Unterschiede in der CO,-Entwicklung der beiden
Parallelen. Insgesamt 4,6 % Freisetzung im Ansatz 2a standen nur 2,45 % im Ansatz 2b
entgegen.

Im Ansatz 3 behielten die beiden Parallelen vom ungefahr 40. Inkubationstag einen
Unterschied von etwa 1 % in der Hohe der Freisetzung von markiertem CO, bei, dieser
war jedoch, bei den geringen Entwicklungsraten von 3 bzw. 1,89 %, ein Unterschied,
der etwa einem Drittel entsprach.

Ansatz 4 hingegen zeigte, bezogen auf den Endwert der **CO,-Freisetzung in beiden
Parallelen etwa 10 %, die zeitliche Entwicklung der Kurven war jedoch anders: 4b
zeigte zu Inkubationsbeginn eine steile Freisetzungsrate, 4a wies diese erst nach Zugabe
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von weiterem Mineralmedium und den PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und
Pyren auf.

Ab dem 60. Inkubationstag entwickelten sich die beiden Ansatze 5a und 5b immer
weiter auseinander. Ansatz 5a besal} mit einer Wiederfindungsrate von 3,69 % der Ra-
dioaktivitat als **CO, einen mehr als doppelt so hohen Wert wie der Ansatz 5b mit nur
1,54 %.

Die beiden Ansétze 7 und 8 wiesen in den beiden jeweiligen Parallelen die gravierend-
sten Unterschiede auf. Ansatz 7b zeigte eine etwa 6fach erhohte Freisetzung an Radio-
aktivitat wie Ansatz 7a. Beim Ansatz 8 besal} die Parallele 8b mit 23,6 % die hdchste
Umsatzrate in allen Biometern wéhrend die entsprechende Parallele 8a nicht einmal 1 %
Umsatz erreichte.

Nur vier Ansétze zeigten eine *CO,-Freisetzung tber 10 %, diese waren 4a (10,18 %),
4b (10,25 %), 7b (16,34 %) und 8b (23,66 %). Eine 1%ige Freisetzung der Radioakti-
vitét als *CO, entsprach hierbei einem Umsatz von 25 pg Benzo[a]pyren, so daR wéh-
rend der 384tdgigen Inkubation im Ansatz 8b 591,5 pg Benzo[a]pyren umgesetzt wur-
den.

Obwohl sich die beiden Parallelen eines Ansatzes, bezogen auf die Absolutwerte, in der
Regel sehr unterschiedlich zeigten, ergaben sich jedoch in der Entwicklung der Kulturen
in der Gesamtbetrachtung einige deutliche Ubereinstimmungen.

Mit steigendem Tensidgehalt in den Ansdtzen zeigte sich eine verspétet einsetzende
Entwicklung von **CO,. In den Ansétzen 1 bis 4 mit den Plantacare-Konzentrationen
0 % bis 0,001 %, konnte bereits bei der ersten Probenahme nach 4 Inkubationstagen
Radioaktivitat in der NaOH nachgewiesen werden, beim Ansatz 7b mit 0,05 % Planta-
care im Kulturmedium nach 11 Tagen und bei 7a nach 17 Tagen. Erst nach 42 bzw.
nach 56 Tagen wurden die Ansétze 8a und 8b mit 0,1 % Plantacare im Kulturmedium
mit einer 14C02-Freisetzung aktiv. Die Ansatze mit den hoheren Tensidkonzentrationen
lieRen wahrend der gesamten Inkubationszeit kein markiertes CO, nachweisen.

Der weitere Verlauf der **CO,-Entwicklung ergab in den Ansatzen mit Plantacare im
Kulturmedium ein tbereinstimmendes Bild. Nach der Anlaufphase folgte eine expo-
nentielle Phase. Im Unterschied dazu zeigten die Kurven des Ansatzes 1 — der Ansatz
ohne Plantacare im Kulturmedium — einen linearen Kurvenverlauf.

Nach 167 Tagen Inkubation wurden alle Biometer mit frischem Kulturmedium supple-
mentiert. In jeden Ansatz wurden 20 ml Medium gegeben, welches Né&hrsalze, Vit-
amine, Spurenelemente und je 1,25 mg der PAK Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen
und Pyren sowie eine dem jeweiligen Ansatz entsprechende Plantacare-Menge enthielt.
Die Ansatze 1 bis 8 reagierten fast alle mit einer erneuten bzw. verstarkten Freisetzung
von *CO,. Diese erneute exponentielle Phase verlief jedoch unterschiedlich intensiv. In
Ansatz 1 und Ansatz 4b dauerte diese Phase etwa 7 Wochen, in dieser Zeit wurde der
bisher erfolgte 1*CO,-AusstoR nahezu verdoppelt. Wesentlich weniger intensiv und kiir-
zer war die Steigerung in den Ansatzen 2, 3, 4b, 5 und 6. Ansatz 7 zeigte zunachst keine
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Reaktion auf die Supplementierung mit Kulturmedium, erst 112 Tage danach erfolgte
ein exponentieller Anstieg der Freisetzung von Radioaktivitat. Ansatz 8b reagierte nach
50 weiteren Inkubationstagen mit einem sehr steilen Anstieg der Kurve, 8a zeigte keine
Reaktion.

Da auch der Ansatz 1, welcher keine Zugabe an Tensid erhielt, auf die Supplementie-
rung des Kulturmediums mit Mineralmedium und PAK in beiden Parallelen mit einer
erneuten Freisetzung von **CO, reagierte (s. Bild 3-12), kann dieser positive Effekt
nicht auf den EinfluB des Tensids zuruckzufiihren sein. Ursache dieser Umsatzstei-
gerung muRte daher entweder das Mineralmedium — mit den Nahrsalzen und Vitaminen
— oder die 3- und 4-Ring PAK-Verbindungen sein.

3.7.2.3 Keimzahlbestimmung

Die Ansatze 1 bis 11 wurden zu Beginn der Kultivierung mit 2 ml derselben Bakterien-
suspension angeimpft wie die Ansatze M5 bis M9. Der ODsg4-Wert dieser Suspension
betrug 1,54.

Nach 167 Tagen Inkubationszeit wurde in allen Ansédtzen der ODsgs-Wert und die Le-
bendkeimzahlen bestimmt. Die Kolonien wurden den Typen der Tabelle 3-3 zugeordnet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-7 aufgelistet.

Tabelle 3-7: ODsg4-Wert, Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kulturmediums der
Versuchsreihe Biometer I, Anséatze 1 bis 11 nach 167 Tagen Inkubation

Ansatz Plar[lg/:;\i:are ODsgs  KBE/m Typen [%]
1 2 3 6 9 10
la 0 02521 1,85*10° 30 29 12 3 26 nn.
1b 0 0,1402 57*10" 45 40 5 7 3 nn

2a 0,0001 0,2569  1,87*10’ 9 11 5 12 63 n.n.
2b 0,0001 0,3451  8,5*10° 63 5 12 9 11 n.n.

3a 0,0005 0,146 1,59*10" 41 47 7 2 3 nn
3b 0,0005 01671 2,3*10° 14 54 7 7 3 15
4a 0,001 002871 269*10" 74 5 1 11 9 nn
4b 0,001 02907 58+*10° 13 26 34 26 1 nn.
5a 0,005 041522 19*%10° 23 50 9 6 3 9

5b 0,005 00957 22*10° 2 16 6 7 nn 69
6a 0,01 0,1845 6,2*10° 77 5 5 13 nn. nn
6b 0,01 0,4133  3,9*10° 76 n.n. n.n 24 n.n. n.n

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-7 (Fortsetzung)

Ansatz Plar[lg/fz)\i:are ODses  KBE/mI Typen [%]

1 2 3 6 9 10
7a 0,05 0,3938 2,13*108 74 7 n.n. 2 17 n.n.
7b 0,05 0,3795 3,9*107 85 3 1 11 n.n. n.n.
8a 0,1 04040 1,23*10° 23 77 nn. nn. nn nn
8b 0,1 0,2991  6*10’ 21 78 n.n. 1 nn nn
9a 0,5 0,4084 8,6*107 8 10 12 n.n. n.n. 70
9b 0,5 0,2093 1,31*107 n.n. n.n. 12 n.n. 8 81
10a 1 0,2033 n.n.
10b 1 0,1095 n.n.
11a* 0 0,0193 n.n.
11b? 0 0,0004 n.n.

n.n.: nicht nachweisbar
Sterilkontrollen

Die Werte der OD-Bestimmung und die ermittelten Lebendkeimzahlen korrelieren nicht
miteinander. Da das Kulturmedium nach so langer Inkubationszeit von den Metaboliten
der PAK bréunlich gefarbt war, ist nicht auszuschliel3en, daf} die tibliche Bestimmung
des OD-Wertes keine verlaBliche Aussage Uber die Bakteriendichte ermdglichte. Im
folgenden wurde daher ausschlieBlich die Ermittlung der Lebendkeimzahlen durchge-
flhrt.

In den Kulturmedien aller Ansatze 1 bis 9 waren Bakterien nachweisbar, im Ansatz 10
und in der Sterilkontrolle fanden sich auch auf den Platten mit der Verdinnungsstufe
10 keine Kolonien.

Die Keimzahlen der einzelnen Ansatze schwankten im Bereich von zwei Zehnerpoten-
zen. Ein Zusammenhang zwischen den Bakterienzahlen und der Typenzusammenset-
zung mit der Hohe des freigesetzten **CO; lieR sich nicht erkennen, wobei aber bedacht
werden muB, dal am Tag der KBE-Bestimmung alle Ansdtze in einer stagnierenden
Phase der **CO,-Entwicklung waren.

Im Ansatz 9 fanden sich Bakterien, obwohl keine *CO,-Freisetzung nachweisbar war,
auffallig ist jedoch, dal? der dominierenden Typ in diesem Ansatz Typ 10 war, dieser
zeigte sich in dieser Dominanz ansonsten nur noch in Ansatz 5b.

Einen Zusammenhang zwischen der Hohe der **CO,-Freisetzung und der Bakterienzahl
oder den dominierenden Bakterientypen herzustellen, ist aufgrund der komplexen Vor-
génge in einer Bakterienmischkultur und dem Abbau des Benzo[a]pyren im Cometabo-
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lismus prinzipiell schwierig. Durch die Verwertung der 3- und 4-Ring PAK und ggf. des
Plantacares konnen Bakterienarten dominieren, welche moglicherweise fir den
Benzo[a]pyren-Abbau keine relevante Bedeutung haben.

3.7.2.4 Anteil der gelosten Radioaktivitat im Kulturmedium

Am Ende der Inkubation wurde die geldste Menge an Radioaktivitat im Kulturmedium
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Tabelle 3-8 aufgefiihrt.

Tabelle 3-8: Im Kulturmedium geléste Radioaktivitdt am Ende der
Inkubation; Versuchsreihe Biometer |, Ansatz 1 bis 11

Ansatz | Plantacare  gelostes “C  gelostes C?
[%] [%] [ug/mI]
la 0 0,83 032
1b 0 0,83 0,34
2a 0,0001 1,30 0,53
2b 0,0001 1,15 0,47
3a 0,0005 1,26 0,48
30 0,0005 0,70 0.28
4a 0,001 1,54 0,60
4b 0,001 1,08 0,51
5a 0,005 1,80 0,70
5b 0,005 1,45 0,80
6a 0,01 2,38 0,92
6b 0,01 2,03 0,82
7a 0,05 1,08 0,39
7b 0,05 2,53 0,07
8a 0,1 0,96 0,40
8b 0.1 2,14 1,06
92 0,5 20,67 7.86
9b 05 21,11 8.70
10a 1 41,12 19,51
10b 1 45,62 18,93

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-8 (Fortsetzung)

Plantacare  gel6stes C  geldstes *C?

A
S ] [%] [ug/mi]
11a° 0 0,29 0,12
11bP 0 0,38 0,15

%perechnet als ““C-Benzo[a]pyren
®Sterilkontrollen

Im Kulturmedium wurde bei diesen Ansitzen jeweils 2,5mg (0,64 pCi) **C-
Benzo[a]pyren eingesetzt. Nach der Bestimmung der Menge des Kulturmediums am
Ende des Versuchs konnte quantifiziert werden, welcher Anteil der Gesamtaktivitat in
einem Milliliter Kulturmedium gel6st war. Nimmt man vereinfacht an, daf es sich hier-
bei allein um *C-Benzo[a]pyren handelte, so kann geschatzt werden, wieviel
Benzo[a]pyren im Kulturmedium geldst vorlag. Eventuelle vorliegende Metaboliten
wurden — da nicht ndher untersucht — hierbei nicht berticksichtigt.

Alle Ansétze — auch der ohne Plantacare-EinfluR — zeigten im Vergleich zu den nicht
beimpften Sterilkontrollen eine erhohte Menge an gelGster Radioaktivitat im Kulturme-
dium. Diese mul} daher zumindest z.T. allein auf die Aktivitdt der Mikroorganismen
zurlckzufiihren sein. Sie bewirkten maoglicherweise durch die Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten eine Présenz von organischer Substanz im Medium, welche,
auch wenn es sich dabei nicht um Biotenside handeln mufite, eine oberflachenaktive
Wirkung aufwies. Die erhthte Menge an geldster Radioaktivitat im Kulturmedium
konnte aber auch auf polare **C-markierte Metaboliten des Benzo[a]pyrens zuriickge-
flhrt werden.

Die Ansatze 9 und 10, mit einem Plantacare-Gehalt von 0,5 bzw. 1 % zu Beginn der
Kultivierung, zeigten zu Versuchsende eine Solubilisierung der **C-Radioaktivitit, wel-
che im Vergleich zum Ansatz 1 (ohne Tensid) eine Steigerung um den Faktor 25 bzw.
um den Faktor 58 im Mittel betrug.

Aber auch die Ansédtze mit geringeren Tensidgehalten — welche eine Freisetzung von
4CO, zeigten — lieBen Unterschiede in der Loslichkeit der **C-markierten Substanz(en)
erkennen. Tragt man diese Ergebnisse fur die Ansétze 1 bis 8 grafisch auf, so ergibt sich
das Bild 3-20.
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geloste “C-Radioaktivitat [ug/ml]

la 1 2a 2b 3a 3 4a 4 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a 8b
Ansatz

Bild 3-20: Menge der geldsten “C-Radioaktivitat berechnet als Benzo[a]pyren im Kulturmedium
der fur Benzo[a]pyren abbauaktiven Ansatze 1 bis 8; Versuchsreihe Biometer |

Es zeigte sich, dal3 auch in diesen Ansatzen mit zunehmendem Tensidgehalt eine Stei-
gerung des Anteils an geloster radioaktiv markierter Substanz vorlag. Vergleicht man
die Mengen dieser Substanz im Kulturmedium mit den entsprechenden Werten der
Biometer M5 bis M9 (s. Tabelle 3-5), so stimmen diese in den Ansétzen deutlich ober-
halb der CMC — mit 0,5 % Plantacare — tberein. Gleiches gilt auch beim Vergleich der
Ergebnisse mit den ermittelten Werten im Solubilisierungsversuch (s. Bild 3-5 und Bild
3-6). Diese deutet darauf hin, dal® in Ansatz 9 und 10 noch bis zum Inkubationsende
entsprechend hohe Plantacare-Mengen im Kulturmedium vorhanden waren, die
Benzo[a]pyren in den Micellen solubilisierten. Dieses Benzo[a]pyren mifte bei der
Extraktion des Kulturmediums in die organische Losungsmittelphase tberfuhrt werden.

In diesen beiden Anséatzen, in denen deutliche Mengen an Radioaktivitat geldst vorla-
gen, lieB sich keine Entwicklung von **CO, belegen. Bei der Bestimmung der Lebend-
zellzahl (s. Tabelle 3-7) wiesen die beiden Parallelen von Ansatz 10 keine Bakterien
auf. Ansatz 9 hingegen besaR Zellzahlen in vergleichbarer Hohe zu denen der aktiven
Ansatze.

Besonders aufféllig waren die Unterschiede der jeweiligen Parallelen von Ansatz 7 und
8. Die Ansétze 7a und 8a besallen, im Vergleich zu den Ansétzen 7b und 8b, eine deut-
lich verringerte Konzentration an *C-markierter geloster Substanz im Kulturmedium (s.
Bild 3-20). Betrachtet man sich die Kurven der **CO,-Freisetzung in diesen Ansétzen
(s. Bild 3-18 und Bild 3-19), so fallt auf, dal} die Parallelen in der Menge der freige-
setzten Radioaktivitat ebenfalls sehr stark auseinander lagen. Die Parallelen, die kaum
Freisetzung von **CO, zeigten, waren die mit einem geringen Anteil an geldster **C-
markierter Substanz im Medium (Ansétze 7a und 8a). Die beiden Parallelansatze 7b und
8b besaBen mit 16,34 und 23,66 % '*CO,-AusstoR die hochste Umsatzrate an
Benzo[a]pyren und fiir alle aktiven Ansétze die hochste Menge an geldster Radioakti-
vitat im Medium. Wenn es sich bei dieser gelésten Radioaktivitat um solubilisiertes **C-
Benzo[a]pyren gehandelt hatte, wére dieses eine Hinweis auf eine Steigerung des Abbau
durch verstarkte Solubilisierung. Die hohen Benzo[a]pyren-Umsatzraten kdnnen aber
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auch in einer verstarkten Bildung von Benzo[a]pyren-Metaboliten resultiert haben, diese
konnten, je nach Struktur und Abbaugrad, noch die radioaktive Markierung tragen.
Aufschluf3 darliber kann die Bilanzierung der Radioaktivitat nach der Extraktion mit
Dichlormethan geben.

Ein Zusammenhang zwischen der Lebendkeimzahl im Kulturmedium und dem **CO,-
Ausstol} konnte auch hier nicht erkannt werden, da alle 4 Ansétze ahnliche Werte fir die
Lebendkeimzahl hatten, Ansatz 7a sogar von allen Ansdtzen die hochste Keimzahl
besalR. Auch die Zusammensetzung der Bakterientypen zeige keine bedeutenden Unter-
schiede. Dieses verstarkt die bereits oben angesprochenen Hypothese, dal3 ein solcher
Zusammenhang auch nicht zu erwarten ist (s. 3.7.2.3).

3.7.2.5 pH-Wert im Kulturmedium

Zu Beginn der Aufarbeitung wurden die pH-Werte im Kulturmedium bestimmt. Diese
lagen in allen Ansétzen zwischen pH 7 und 9.

3.7.2.6 Bilanzierung der Radioaktivitat

Am Ende der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivitat
in den organischen und wasserigen Extrakten und dem Anteil, welcher als **CO, aufge-
fangen wurde, fur jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (s. Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9: Verteilung der Radioaktivitat nach Extraktion des Kulturmediums in % der appli-
zierten Menge beim Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren durch die Mischkultur MK | in Abh&ngigkeit
vom Plantacare-Gehalt des Kulturmediums; Versuchsreihe Biometer I, Ansatz 1 bis 11

Ansatz Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitat [%] findung [%]

als CO, im CH,Cl,- im H,O-

Extrakt Extrakt
la 0 6,70 87,81 1,35 95,89
1b 0 5,05 87,52 1,23 93,82
2a 0,0001 4,60 91,36 1,74 97,74
2b 0,0001 2,45 93,30 1,21 97,00
3a 0,0005 3,00 91,02 1,56 95,61
3b 0,0005 1,89 97,04 0,83 99,77
43 0,001 10,18 85,49 2,09 97,79
4b 0,001 10,25 74,96 1,60 86,83
5a 0,005 1,54 92,16 1,45 95,19
5b 0,005 3,69 71,53 1,23 76,50

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-9 (Fortsetzung)

Ansatz Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitat [%] findung [%]

als CO; im CH,Cl,- im H,O-

Extrakt Extrakt
6a 0,01 0,93 77,97 0,85 79,80
6b 0,01 5,31 85,77 2,38 93,50
7a 0,05 2,74 94,03 1,79 98,58
7b 0,05 16,34 74,92 3,07 94,41
8a 0,1 0,29 94,61 1,45 96,39
8b 0,1 23,66 63,24 3,43 90,41
9a 0,5 n.n. 92,98 1,64 95,25
9b 0,5 n.n. 81,92 1,45 84,07
10a 1,0 n.n. 85,55 1,51 87,84
10b 1,0 n.n. 93,87 1,89 96,52
11a° 0 n.n. 101,47 0,32 101,80
11b? 0 n.n. 100,42 0,42 100,84

n.n.: nicht nachweisbar
Sterilkontrollen

Im Vergleich zu den Sterilkontrollen zeigten alle Ansatze eine erhdhte Radioaktivitat im
wasserigen Extrakt. Dieses mull auf die bakterielle Aktivitat in diesen Ansatzen zu-
riickzufiihren sein und deutet auf das Vorhandensein polarer **C-markierter Metaboliten
oder in Biomasse eingebautes **C hin. Mit Ausnahme der beiden Ansitze 7b und 8b
betrug bei allen Ansédtzen der Anteil an Radioaktivitat im wéasserigen Extrakt zwischen
1,2 und 2,4 % der Gesamtaktivitit. Die Ansatze 7b und 8b waren — bezogen auf die
1CO,-Freisetzung — die beiden aktivsten Ansatze und sie wiesen auch mit 3,1 und
3,4 % den hochsten Anteil an geléster Radioaktivitat im Kulturmedium auf. DaR sich in
diesen beiden Ansatzen nun auch die héchste Menge an Radioaktivitat im wasserigen
Extrakt fand, bestétigt sehr deutlich die Annahme, dal? es sich hierbei um polare Meta-
boliten des *C-Benzo[a]pyren handelt.

Ansatz 9 und 10 zeigten bei der Bestimmung der im Kulturmedium geldsten Radioakti-
vitat zu Inkubationsende Werte, die denen des Solubilisierungsversuchs entsprachen (s.
Tabelle 3-8). Die hohe Loslichkeit von Benzo[a]pyren in diesen Kulturmedien war
wahrscheinlich auf das Vorhandensein von Plantacare-Micellen bis zum Inkubations-
ende zurlckzufiihren, die Tensidkonzentration lag dabei deutlich oberhalb der CMC.
Nach der Extraktion des Kulturmediums mit CH,Cl, waren die Mengen an Radioakti-
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vitdt im wasserigen Extrakt dieser Ansatze nicht hoher als in denen der Ansatze mit
wenig oder ohne Tensid. Das Benzo[a]pyren wurde vom Losungsmittel vollstandig aus
den Micellen extrahiert, nur polare Metaboliten oder auch in Biomasse festgelegtes **C
verblieben in der Wasserphase.

3.7.2.7 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die Charakterisierung der Radioaktivitat in den CH,Cl,-Extrakten der Kulturmedien
zeigte, daR diese zu nahezu 100 % aus der Ausgangsverbindung *C-Benzo[a]pyren
stammte. Bild 3-21 zeigt als Beispiel das Dlnnschichtchromatogramm von Ansatz 1a.
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Bild 3-21: Dunnschichtchromatogramm der Radioaktivitatsverteilung eines Aliquots des aus
dem Kulturmedium von Ansatz 1a gewonnen CH,Cl,-Extraktes, (FlieBmittel Ethylacetat : Pe-
trolether 1 : 2, v/v), Start der Laufstrecke bei 3 cm, Laufmittelfront bei 19 cm

Ein geringer Anteil der Aktivitat des **C-Benzo[a]pyren fand sich nach der Entwicklung
im FlieBmittel am Start. Dieses zeigte sich bei allen DC-Chromatogrammen (auch bei
der Stammsubstanz) und ist ein Ergebnis der Umsetzung des bereits auf Kieselgel
aufgetragenen Benzo[a]pyrens durch einfallendes UV-Licht.

3.7.2.8 Gaschromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte am Gaschromatographen erlaubt eine Aussage
uber die Verwertung der nicht Y4 C-markierten PAK Anthracen, Phenanthren, Fluoran-
then und Pyren einschlieBlich des Benzo[a]pyren durch die Mischkultur. Durch den
Vergleich der Wiederfindungsanteile von *C-Benzo[a]pyren mit radioanalytischen
Methoden und dem quantitativen Nachweis von Benzo[a]pyren am GC liel sich die
Aussagekraft und die Qualitat der beiden Nachweismethoden Uberprifen.

Stellvertretend fur die Vielzahl an Extrakten, die in diesem und den nachfolgenden Ab-
bauversuchen am Gaschromatographen vermessen wurden, sind in Bild 3-22, Bild 3-23
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und Bild 3-24 drei Gaschromatogramme abgebildet. Bild 3-22 zeigt das Chromato-
gramm des Standards, welcher die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Py-
ren mit je 250 pg/ml und Benzo[a]pyren mit 500 pg/ml CH,CI; enthélt. In Bild 3-23 ist
das Gaschromatogramm des Ansatzes 8a und in Bild 3-24 das des Ansatzes 8b abge-

bildet.
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Bild 3-22: Gaschromatogramm des PAK-Standards, Konzentrationen an Phenanthren, Anthra-
cen, Fluoranthen und Pyren je 250 pg/ml und Benzo[a]pyren 500 pg/ml CH,Cl,
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Bild 3-23: Gaschromatogramm des CH,Cl,-Extraktes von Ansatz 8a
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Bild 3-24: Gaschromatogramm des CH,Cl,-Extraktes von Ansatz 8b

Nach den vom GC-Auswerteprogramm angegebenen Retentionszeiten wurden, im Ver-
gleich zum definierten Standard, die Peaks den PAK-Verbindungen zugeordnet. Uber
die Peakflachen erfolgte dann — aus dem Vergleich von Standard und Extrakt — die Be-
rechnung der PAK-Konzentrationen/ml Extrakt. Aus den berechneten ug PAK/ml lieR
sich dann die PAK-Gesamtmenge im CH,Cl,-Extrakt (Volumen 4 ml) ermitteln. Im
Kulturmedium waren zu Beginn der Versuchsreihe je 1,25 mg Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren sowie 2,5 mg Benzo[a]pyren enthalten. Nach 167 Tagen Inku-
bation wurden je 1,25 mg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren hinzugefigt,
so dall —wenn kein Abbau erfolgt war und die Extraktion erschépfend erfolgte — am

Ende der Inkubation 2,5 mg je PAK 100 % entsprachen.

Die Ergebnisse der Analysen am Gaschromatographen sind der Tabelle 3-10 zu ent-
nehmen, in der letzten Spalte sind die ermittelten Wiederfindungsmengen des

14C-Benzo[a]pyrens aufgefiihrt.
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Tabelle 3-10: Wiederfindung der PAK im CH,Cl,-Extrakt am Inkubationsende nach Ex-
traktion des Kulturmediums; Versuchsreihe Biometer |, Ansatz 1 bis 11

Ansatz GC-?;:)?Iytik aFriZ(Ij)I/'?i;(
[%]

Anthr. Phen. Fluora. Pyren BaP “Cc-BaP
la 0,07 0,14 0,42 0,87 84,02 87,81
1b 0,12 0,3 0,66 1,06 83,97 87,52
2a 0,13 0,31 0,47 0,72 94,41 91,36
2b 0,16 0,4 0,43 0,80 83,32 93,3
3a 0,15 0,25 0,52 0,88 88,72 91,02
3b 0,23 0,25 0,65 1,31 105,47 97,04
da 0,15 0,53 0,94 1,48 81,2 85,49
4b 0,09 0,34 0,6 0,93 72,92 74,86
5a 0,07 0,24 0,54 1,10 82,45 92,16
5b 0,15 0,22 0,68 1,10 71,48 71,53
6a 7,76 0,62 1,11 5,24 70,87 77,97
6b 0,21 0,37 1,18 1,88 77,32 85,77
7a 0,64 0,32 0,72 1,19 94,00 94,03
7b 4,69 0,45 0,76 1,54 82,72 74,92
8a 32,37 6,04 33,14 50,60 96,32 94,61
8b 0,24 0,26 0,71 0,86 65,94 63,24

9a 31,94 4,14 51,31 58,49 92,01 92,98
9b 22,12 2,19 31,41 36,29 82,05 81,92
10a 30,22 6,13 54,98 58,46 89,05 85,55
10b 30,81 5,80 54,71 58,44 96,01 93,87
118 35,84 30,43 60,42 63,98 96,92 101,47
11b? 33,21 28,21 59,20 65,71 91,61 100,42

Sterilkontrollen

Vergleicht man die Wiederfindungsanteile des Benzo[a]pyren, die mit der Methode der
Gaschromatographie ermittelt wurden, mit der jeweiligen Wiederfindung des
14C-Benzo[a]pyren, so ergibt sich im Mittel eine Abweichung von 2 %, wobei die hdch-
ste Differenz im Ansatz 2b 9,98 % betragt, die niedrigste im Ansatz 7a 0,03 %.
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Die Wiederfindungsanteile der einzelnen PAK in den Kulturmedien der Ansétze 1 bis
11 sind im Bild 3-25 vergleichend dargestelt.
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Bild 3-25: Durch GC-Analyse ermittelter Anteil an wiedergefundener PAK im CH,Cl,-Extrakt am
Ende der Inkubation nach Extraktion des Kulturmediums; Versuchsreihe Biometer I, Ansatz 1 bis
11

Die Verluste an 3- und 4-Ring PAK nach der etwa einjédhrigen Versuchsdauer in den
Sterilansétzen lassen sich durch eine gewisse Wasserdampffliichtigkeit dieser PAK-
Verbindungen erkldren. Diese Eigenschaft ist bei Benzo[a]pyren zu vernachl&ssigen.
Bedingt durch die lange Versuchsdauer wurde so ein Anteil der Verbindungen aus dem
System ausgetragen und in die Silikonstopfen adsorbiert.

In den bezlglich des Benzo[a]pyren-Abbaus aktiven Ansatzen 1 bis 8 fanden sich —
trotz des einmaligen Nachdosierens der 3- und 4-Ring PAK nach 167 Tagen Inkubation
— von diesen nur noch Restkonzentrationen, die in der Regel weniger als 1 % der Aus-
gangsmenge betrugen. Sortiert man die PAK nach den noch im Kulturmedium vorlie-
genden Konzentrationen am Inkubationsende, so ergibt sich folgende Reihenfolge:
Benzo[a]pyren » Pyren > Fluoranthen > Phenanthren > Anthracen. Ausnahmen bilden
hierbei Ansatz 6a und Ansatz 7b, in deren Kulturmedien fand sich Anthracen in hoherer
Konzentration als Pyren.

Abweichungen von dieser Konzentrationsrangfolge zeigten die Ansatze 8a, 9a, 9b, 10a
und 10b. In Ansatz 8a war wahrend der Inkubation eine dufRerst geringe
1CO,-Entwicklung zu verzeichnen, die anderen Ansatze lieBen keine Freisetzung von
Radioaktivitdt nachweisen. Doch auch in den Ansédtzen, in denen keine
4CO,-Freisetzung nachgewiesen werden konnte, fand ein teilweiser Abbau der anderen
PAK statt. Verglichen mit den Wiederfindungsanteilen der Sterilkontrollen ist dieser flr
Phenanthren deutlich, fur die anderen PAK jedoch stark inhibiert. Phenanthren wurde
fast vollstdandig metabolisiert, hier lagen z.B. mit 0,15 mg in Ansatz 8a nur noch 6 %
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und mit 0,05 mg in Ansatz 9b nur noch 2 % der Ausgangsmenge vor. Die anderen PAK
zeigten noch &hnliche Restkonzentrationen wie die Sterilkontrollen. Die Bakterien be-
sallen ganz offensichtlich ein PAK-Abbaupotential, dieses wurde jedoch durch den
Plantacare-Gehalt des Kulturmediums verringert.

3.7.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer |

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer |
ergibt folgende Punkte:

O Die Mischkultur konnte **C-Benzo[a]pyren weder als einzige C- und Energiequelle
verwerten noch durch einen Cometabolismus mit Plantacare einen signifikanten Ab-
bau zeigen.

0 Ein cometabolischer Abbau von Benzo[a]pyren mit einem PAK-Spektrum an 3- und
4-Ring PAK konnte nachgewiesen werden. Kam der Benzo[a]pyren-Abbau zum Er-
liegen, so konnte durch die Zugabe von Mineralmedium und dem PAK-Spektrum
eine erneute Freisetzung von **CO, erreicht werden.

0 Die Mischkultur besaR ein Abbaupotential fir Phenanthren, Anthracen, Flouranthen,
Pyren und Benzo[a]pyren. Die Reihenfolge des PAK-Abbaus erfolgte im allgemeinen
in der Reihenfolge der Wasserldslichkeiten.

[0 Das Plantacare wurde von der eingesetzten Mischkultur abgebaut.

O In den Ansédtzen mit hoher Plantacare-Konzentration (deutlich oberhalb der CMC),
liel sich kein Benzo[a]pyren-Abbau nachweisen. Die hohe Menge an geloster Ra-
dioaktivitat im Kulturmedium dieser Ansatze zeigte, dall Plantacare-Micellen bis
zum Inkubationsende Benzo[a]pyren solubilisierten.

O In den Ansédtzen ohne nachweisbaren Benzo[a]pyren-Abbau wurde Phenanthren auf
Gehalte unter 10 % abgebaut. Die Mischkultur zeigte daher auch unter hohem Ten-
sideinflul ein — allerdings verringertes — Abbaupotential fir PAK, dieses war aber
aufRer fur Phenanthren nicht signifikant.

OO Die Lebendkeimzahlen der Ansétze zeigten: Plantacare wirkte in Konzentrationen bis
zu 1% nicht toxisch auf die Gesamtbakterienzahl, die Typenzusammensetzung
zeigte jedoch eine Verringerung der Diversitét.

[0 Bei der Extraktion mit CH,Cl, wurde in Micellen solubilisiertes Benzo[a]pyren ins
Losungsmittel Gberfahrt. Fur die Ansdtze mit hoher Benzo[a]pyren-Umsatzrate lagen
erhdhte Werte an Radioaktivitat in den wasserigen Extrakten vor, dieses deutet auf
das Vorhandensein polarer Metaboliten von Benzo[a]pyren hin.
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3.7.3 Versuchsreihe Biometer Il

3.7.3.1 Ziel der Versuchsreihe Biometer Il

Da sich in der Versuchsreihe Biometer | gezeigt hat, daf} hohe Plantacare-Konzentratio-
nen den PAK-Abbau inhibierten, sollte mit der Versuchsreihe Biometer Il die Bedeu-
tung der CMC des Tensids fur den PAK-Abbau herausgestellt werden. Daher wurden
als einzusetzende Tensidkonzentrationen 0,005 % (< CMC) und 0,05 % (> CMC) ge-
waéhlt. Die Bakterieninokula wurden Ansétzen der Versuchsreihe Biometer | enthom-
men. Die Auswahl richtete sich dabei zum einem nach dem Tensidgehalt der Ansatze,
es sollte geprift werden, ob eine mogliche Adaption an Plantacare einen EinfluB zeigt.
Zum anderen wurden moglichst umsatzstarke Ansatze ausgewahlt. Die Herkunft der 3
verschiedenen Inokula (Mischkultur MK lla, MK 1Ib, MK lic) kann der Tabelle 2-14
entnommen werden.

3.7.3.2 Mineralisation von Benzo[a]pyren
Die bei jeder Probenahme bestimmte Menge an entstandenem *CO, wurde als prozen-
tualer Anteil der gesamten eingesetzten Radioaktivitat je Biometer berechnet und als
kumulative Mineralisation gegen die Inkubationszeit dargestellt (s. Bild 3-26 bis Bild 3-
34).
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Bild 3-26: Mischkultur MK lla: Fre|gesetztes *CO, in % der emgesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe
von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg
Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg Glucose, w.\Zugabe der ent-
sprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-27:_Mischkultur MK lla: Freigesetztes C0O, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. MNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, MM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit
25 mg Plantacare, M Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-28: Mischkultur MK lla: Freigesetztes C0O, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %. MNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Planta-
care, MM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, M: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-29: Mischkultur MK Ilb: Fre|gesetztes *CO, in % der emgesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe
von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg
Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg Glucose, w.\Zugabe der entspre-
chenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-30: Mischkultur MK Ilb: Fre|gesetztes *CO, in % der emgesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. NNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit
25 mg Plantacare, M: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-31: Mischkultur MK IIb: Freigesetztes C0O, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %. NNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Planta-
care, MM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, M: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-32: Mischkultur MK llc: Freigesetztes C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe
von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg
Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg Glucose, MZugabe der ent-
sprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-33: Mischkultur MK lic: Freigesetztes C0O, in % der elngesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. MNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit
25 mg Plantacare, w\: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-34: Mischkultur MK lic: Freigesetztes C0O, in % der elngesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %. NNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Plan-
tacare, MM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit

5 mg Plantacare, w\ Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Auch in der Versuchsreihe Biometer Il zeigten die beiden parallelen Systeme der ein-
zelnen  Ansédtze nicht immer gleichrangige Absolutwerte bezuglich  der
1%CO,-Freisetzung, doch war die Entwicklung der Kurven iiber diesen langen Versuchs-
zeitraum von mehr als 700 Tagen in den Tendenzen Ubereinstimmend.

Vergleicht man zunéchst einmal die Abbaupotentiale fiir Benzo[a]pyren der einzelnen
Mischkulturen MK 1la, MK 1lIb und MK llc untereinander (s. Tabelle 2-14), so féllt auf,
dal’ die Mischkultur MK 1lb in allen sechs Biometern tber einen sehr langen Zeitraum
nur eine geringe Freisetzung von **CO, aufwies, die exponentielle Phase begann nach
480 bzw. im Ansatz 4.2 erst nach 650 Tagen Inkubation. Die Kulturen MK Ila und MK
llc zeigten hingegen eine lag-Phase von 40 bis etwa 150 Tagen, an diese schlof} sich
dann eine mehr oder weniger steile exponentielle Phase an.

Ubereinstimmend wiesen alle Kurven Spriinge in der **CO,-Freisetzung auf. Phasen mit
geringen Freisetzungsraten wurden abrupt von Phasen mit nahezu exponentieller
Benzo[a]pyren-Mineralisation abgeldst. Diese Sprunge folgten in der Regel immer einer
Aufdotierung des Kulturmediums mit den PAK Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen
und Pyren. Die Zugabe von diesen PAK-Verbindungen in Kombination mit Mineral-
medium bewirkte ebenfalls eine Steigerung des Benzo[a]pyren-Umsatzes. Die sprung-
hafte Steigerung der Umsatze, die der Supplementierung des Mediums mit dem PAK-
Spektrum alleine folgten, beweisen, dal3 die gestiegene Konzentration an 3- und 4-Ring
PAK im Kulturmedium entscheidend fiir die erhéhte **CO,-Freisetzung war.

Der EinfluRR des Tensids Plantacare liel? sich nicht so deutlich einordnen. Zu Beginn der
Inkubation zeigte sich in den Biometern 1.3 und 8.3 mit 0,05 % eine — im Vergleich zu
den anderen Biometern — kiirzere lag-Phase und eine darauf folgende sehr steile expo-
nentielle Phase. Auch die gelegentlichen Zugaben héherer Tensidmengen mit langeren
Zeitabstanden zeigten keinen negativen Effekt auf die Benzo[a]pyren-Umsatzrate. Zum
Ende der Inkubation wurde standig Tensid in das Kulturmedium nachdosiert, um eine
hohere Tensidkonzentration aufrecht zu halten. Dieses bewirkte zumindest bei der ho-
heren Plantacare-Konzentration ein Abflachen der Kurven, die hohe Tensidkonzentra-
tion schien die Benzo[a]pyren-Mineralisation zu hemmen. Auch eine erneute PAK-Zu-
gabe lieR die Mineralisation in diesen Ansatzen im restlichen Inkubationszeitraum von
etwa 70 Tagen nicht mehr anspringen.

In den Biometern mit der geringeren Plantacare-Konzentration war dieser hemmende
Effekt des Tensids nicht sichtbar. Die besonders in den Ansdtzen 1.2 und 4.2 steile ex-
ponentielle Phase knickte zwar zum Ende hin leicht ab, doch dieses war auch ohne Ten-
sideinflu zu beobachten.

Die Zugabe von Glucose ins Kulturmedium der Ansétze 1.1, 4.1 und 8.1 schien keinen
Effekt auf die *CO,-Freisetzungsrate zu haben. Die Glucose-Dosierung in das Medium
wurde dabei so durchgefihrt, daR sich, bezogen auf den ca. 50%igen AS-Gehalt von
Plantacare, eine vergleichbare Konzentration zu den gewéhlten Plantacare-Konzentra-
tionen einstellte. Die Kurven in den Ansétzen ohne Tensid zeigten — wie zuvor schon in
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der Versuchsreihe Biometer | — einen linearen Verlauf, dieser Verlauf anderte sich auch
durch die Glucose-Zugabe nicht.

Auch die wochentliche Supplementierung des Kulturmediums mit der geringen Tensid-
konzentration in die ansonsten tensidfreien Kulturmedien der Ansatze 1.1, 4.1 und 8.1
Uber einen Zeitraum von 4 Wochen, hatte keinen deutlichen EinfluR auf die
Benzo[a]pyren-Umsatzraten.

Bei dem Vergleich der Hohe des Benzo[a]pyren-Gesamtumsatzes in den einzelnen An-
sétzen am Ende der gesamten Inkubationszeit ergab sich kein einheitliches Bild (s. Bild
3-35).
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Bild 3-35: Vergleich des Gesamtumsatzes an Benzo[a]pyren in den einzelnen Ansatzen der
Versuchsreihe Biometer Il

Mit Ausnahme der Ansétze von Mischkultur MK lla zeigten die Parallelen bei den an-
deren beiden Ansatzen zum Teil sehr starke Schwankungen in der Menge an insgesamt
umgesetzten Benzo[a]pyren. Somit &Rt sich eine Tendenz des Abbaupotentials flr
Benzo[a]pyren in Abhédngigkeit vom Tensidgehalt des Kulturmediums uber den ge-
samten Inkubationszeitraum nicht eindeutig erkennen. Es muf3 jedoch beriicksichtigt
werden, dal3 dieses Uber einen solchen langen Inkubationszeitraum mit wechselnden
Inkubationsbedingungen auch nicht unbedingt zu erwarten war. Einfliisse von einzelnen
Kultivierungsparametern wie PAK- oder Tensid-Zugabe konnten bei der Betrachtung
der unmittelbar angrenzenden kirzeren Inkubationszeitraume deutlich werden.

Berechnet man aus der bestimmten Radioaktivitat jeder Probenahme den durchschnitt-
lichen taglichen Umsatz an Benzo[a]pyren und bildet dann daraus den Benzo[a]pyren-
Umsatz in einer Inkubationswoche, so werden die Entwicklung der einzelnen Biometer
und der Einflul der Zugaben besonders deutlich (s. Bild 3-36 bis Bild 3-44).
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Bild 3-36:_Mischkultur MK Ila: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkubationswoche , Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., ™NM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml
Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg
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Bild 3-37: Mischkultur MK Ila: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,005 %. MP: Zugabe von 1,25 mg je Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, ™MM:
Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 25 mg Plantacare, M\Zugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Bild 3-38: Mischkultur MK lla: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in g pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,05 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Plantacare, ™NM:
Zugabe von 10ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, MZugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Bild 3-39: Mischkultur MK Ilb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., ™M: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml
Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg
Glucose,v: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-40: Mischkultur MK lIb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in g pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,005 %. MP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, ™NM:

Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 25 mg Plantacare,
jeder Probenahme
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Bild 3-41: Mischkultur MK Ilb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,05 %. MNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Plantacare, ™M:

Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare,
jeder Probenahme

MZugabe der entsprechenden Komponente bei
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Bild 3-42: Mischkultur MK llc: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pug pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., ™M: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 m|

Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2,5 mg Glucose, NG+: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 12,5 mg
Glucose,vz Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-43: Mischkultur MK llc: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pug pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,005 %. MNP: Zugabe von je 1,25 mg Anthracen Phenanthren, Fluoranthen, und Pyren, NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg
Plantacare, MM: Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 25 mg Plantacare, JZugabe der entsprechenden
Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-44: Mischkultur MK lic: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pug pro Inkubationswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkuba-
tionsbeginn: 0,05 %. MP: Zugabe von je 1,25 mg Anthr., Phen., Fluora. und Pyr., NT: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 50 mg Plantacare, ™MM:
Zugabe von 10 ml Mineralmedium, NT+: Zugabe von 1 ml Plantacare-Lsg. mit 5 mg Plantacare, MZugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Stellt man die drei Ansétze mit den jeweils 2 Parallelen fur 0 %, 0,005 % und 0,05 %
Plantacare-Gehalt der einzelnen Mischkulturen (s. Tabelle 2-14) zunéchst vergleichend
gegenuber, so wird deutlich, daR die hochsten Umsatzraten einer Inkubationswoche in
den Ansétzen mit Tensid vorlagen. Bei den Ansétzen der Mischkultur Ila und Ilc waren
dieses die Ansatze mit 0,05 % Tensid. Hier fanden sich Benzo[a]pyren-Umsatzraten von
mindestens 75 pug/Woche bis zu maximal 230 pg, im Vergleich dazu lagen die Umsatze
in den Biometern ohne Tensid zwischen 14 und 80 pug Benzo[a]pyren/Woche. Die
Ansatze mit 0,005 % Plantacare-Gehalt zeigten wdchentliche Umsatzraten zwischen 23
und 90 ug Benzo[a]pyren. Der Ansatz der Mischkultur 1lb ist wegen der langen lag-
Phase gesondert zu betrachten, hier wies der Ansatz mit 0,005 % Tensid die maximale
Umsatzrate von 350 pg Benzo[a]pyren in der 98. Inkubationswoche auf.

Besonders deutlich wird der fordernde Effekt der Zugabe von den PAK Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren. Nach jedem Zudotieren dieser PAK-Mischung
lie3 sich in der Regel bereits in der folgenden Inkubationswoche eine erhéhte Umsatz-
rate flr Benzo[a]pyren feststellen. In den nachsten 2 bis 6 Wochen steigerte sich diese
Rate kontinuierlich bis zum Maximalwert und fiel dann in wenigen Wochen rasch wie-
der ab. Sogar in den Ansétzen der Mischkultur 1lb liel sich dieser foérdernde Effekt der
PAK-Zugabe selbst in der anfanglichen Phase der Inkubationszeit beobachten, obwohl
der Umsatz an Benzo[a]pyren hier duBerst gering war.

Die Wirkung einer standig hohen Plantacare-Konzentration auf den Benzo[a]pyren-
Umsatz am Ende der Inkubation der Anséatze 1.3, 4.3 und 8.3 wird in Bild 3-38, Bild 3-
41 und Bild 3-44 sehr deutlich. In den Inkubationswochen 87 bis 90 wurde in diese An-
sétze bei jeder Probenahme 5 mg Plantacare ins Kulturmedium gegeben. Die Umsatz-
rate von Benzo[a]pyren veranderte sich kaum oder stieg leicht an. In der 91. bis 93.
Woche wurde dann die Plantacare-Dosis um den Faktor 10 auf 50 mg erhoht. Der
Benzo[a]pyren-Umsatz ging daraufhin zurlick und kam bis zum Inkubationsende vollig
zum Erliegen.

Die Ansétze 1.1, 4.1 und 8.1 wurden zundchst ohne Tensidzugabe angesetzt. In den
Inkubationswochen 87 bis 90 wurde jedoch auch in diese Ansatze bei jeder Probenahme
5 mg Plantacare ins Kulturmedium gegeben. Diese Tensidzugabe schien jedoch keinen
hemmenden Effekt auf den Benzo[a]pyren-Umsatz zu haben, die Umsatzraten blieben
konstant und bei Ansatz 1.1 wurde die fallende Tendenz der Abbauraten verringert. Das
Aufdotieren mit Glucose in die Kulturmedien dieser Ansdtze hatte einen der Tensid-
wirkung ahnlichen Effekt. Die mehrmalige Zugabe von 2,5 mg Glucose — vergleichbar
zur Zugabe von 5 mg Plantacare — zeigte eine leicht férdernde Wirkung. Erhohte sich
die Glucosedosis auf das vierfache, so sank die Umsatzrate fir Benzo[a]pyren — wenn
auch nicht so drastisch wie bei der hohen Tensidgabe.
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3.7.3.3 Keimzahlbestimmung

Die Biometer-Flaschen der Versuchsreihe Biometer 1l wurden zu Versuchsbeginn mit
jeweils 2 ml Kulturmedium aus den Ansatzen 1a, 4b und 8b der Versuchsreihe Biometer
I nach dem Schema der Tabelle 2-14 beimpft.

Die Lebendkeimzahlen und die Zusammensetzung der Population im Inokulum kénnen
der Tabelle 3-7 entnommen werden. Dabei fallt auf, dal die Keimzahlen von Ansatz 4b
(MK 11b) sehr niedrige Werte aufwiesen. Ansatz 8b (MK lic) besalR um den Faktor 10
hohere Keimzahlen und der KBE-Wert von Ansatz 1a (MK Ila) war um den Faktor 30
groBer. Moglicherweise war diese geringe Keimzahl im Inokulum von MK llb der
Grund fur die lang andauernde lag-Phase in den damit beimpften Anséatzen.

Nach 638 Tagen Inkubationszeit wurden in allen Ansétzen die Lebendkeimzahlen be-
stimmt. Die Kolonien wurden den Typen der Tabelle 3-3 zugeordnet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3-11 aufgelistet.

Tabelle 3-11: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kulturmediums der Anséatze
von Versuchsreihe Biometer Il nach 638 Inkubationstagen

Ansatz Plantacare KBE/mlI Typen [%]
[%]

1 2 3 4 6 8 10
1.1a 0 2,99*10° 80 5 8 2 5 nn o nn
1.1b 0 9,83*10" 78 1 3 5 13 n.n.  nn
1.2a 0,005 1,2610° 64 nn. 12 2 13 nn. 9
1.2b 0,005 2,24*10° 72 nn. 4 1 22 nn 1
1.3a 0,05 1,28*10° 74 2 4 nn. 4 nn 15
1.3b 0,05 1,60%10° 68 4 5 1 6 nn 17
4.1a 0 2,49*10° 86 2 5 1 7 nnnn
4.1b 0 450108 67 10 12 nn. 12 nn.  nn

4.2a 0,005 8,80*107 26 8 31 3 14 17 n.n.
4.2b 0,005 1,10*108 30 n.n. 67 n.n. n.n. 3 n.n.

4.3a 0,05 418*108 69 13 8 nn 1 nn 9

4.3b 0,05 1,68%10® 5 31 44 nn. 1 nn 19
8.1a 0 2,73*108 82 4 1 8 5 nn nn
8.1b 0 261*108 81 3 3 5 8 nn nn

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-11 (Fortsetzung)

Plantacare

Ansatz
[%]

KBE/ml Typen [%]

1 2 3 4 6 8 10

8.2a 0,005 2,14*108 82 8 n.n. n.n. 10 n.n. n.n.
8.2b 0,005 9,50*107 86 5 n.n. n.n. 9 n.n. n.n.

8.3a 0,05 768*10° 33 14 nn. 2 26 nn 25
8.3b 0,05 1,85%10®° 59 5 1 nn. 34 nn 2

n.n.: nicht nachweisbar

Die Lebendkeimzahlen der Ansétze liegen zwischen 7,68*10 und 4,5*10° Keimen/ml
Medium. Sie korrelieren nicht mit der Héhe der Benzo[a]pyren-Umsatzrate zum Zeit-
punkt der KBE-Bestimmung.

Die KBE-Bestimmung erfolgte nach 638 Tagen Inkubation und lag somit am Ende einer
Phase von 29 Inkubationstagen, in der wochentlich 5 mg Plantacare ins Kulturmedium
eines jeden Ansatzes zugegeben wurde.

Trotz dieser Gleichbehandlung fallen Unterschiede in der Zusammensetzung der Bakte-
rientypen im Kulturmedium einzelner Ansatze auf. Stellt man diese Typenzusammen-
setzung der Ansétze vergleichend in einer Grafik dar (s. Bild 3-45), so féllt auf, daR Typ
10 nur in den Ansétzen, die zu Inkubationsbeginn mit Plantacare supplementiert waren,
im Kulturmedium nachweisbar war.

Die Dominanz von Bakterientyp 1 im Kulturmedium fast aller Ansétze wird ebenfalls
deutlich.

Ansatz 4.2 war zum Zeitpunkt der KBE-Bestimmung der einzige Ansatz, in dem bisher
kaum eine **CO,-Freisetzung (2 %) nachweisbar war. Auffillig war bei diesem Ansatz
die geringe Dominanz von Typ 1, der hohe Anteil von Typ 3 und das Vorkommen von
Bakterientyp 8, der sich ausschlielRlich in diesem Ansatz nachweisen lie. Das Vertei-
lungsmuster von Typ 1 und Typ 3 fand sich ebenfalls in Ansatz 4.3b, und auch dieser
Ansatz zeigte mit 8 % nur eine geringe Benzo[a]pyren-Abbaurate.
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Bild 3-45: Vergleich der Lebendkeimzahlen und der Anteile der einzelnen Bakterientypen im
Kulturmedium der Ansétze der Versuchsreihe Biometer |l nach 638 Tagen Inkubation

Nach weiteren 65 Tagen Inkubation wurde in den Ansétzen der Versuchsreihe Biometer
Il eine weitere Bestimmung der Lebendkeimzahl und der Typenzusammensetzung
durchgefuhrt (Tabelle 3-12).

Tabelle 3-12: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kulturmediums der
Ansatze von Versuchsreihe Biometer Il nach 703 Inkubationstagen

Ansatz Pla?(;\i:are KBE/mlI Typen [%]

1 2 3 4 6 10
1.1a 0 345%10° 52 27 nn. 3 15 3
1.1b 0 1,72¢10° 60 29 5 2 2 2
1.2a 0,005  4,90*10® 60 5 1 21 9
1.2b 0,005  565*10° 48 4 3 2 3% 8
1.3a 0,05 1,43*10’ 65 30 4 n.n. nn. nn
1.3b 0,05 1,58*10° 77 15 6 nn. 2  nn
4.1a 0 7,55*10° 73 8 2 nn 18 nn.
4.1b 0 440108 66 10 1 8 14 1
4.2a 0,006  570*10° 65 5 1 4 22 2
4.2b 0,006  6,30*10° 62 3 1 2 2 31

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-12 (Fortsetzung)

Ansatz Pla?(;\i:are KBE/ml Typen [%]

1 2 3 4 6 10
4.3a 0,05 6,18*10" 71 7 8 nn 14 nn
4.3b 0,05 505*10° 74 11 11 1 2 nn
8.1a 0 6,88*10° 51 12 8 3 24
8.1b 0 535%10° 32 13 6 1 44 4

8.2a 0,005 7,45%10° 57 16 14  nn. 13

8.2b 0,005 1,53*10° 72 3 16 n.n. 9 n.n.
8.3a 0,05 1,32*10° 81 15 4 n.n. 1 n.n.
8.3b 0,05 4,45*10" 84 4 3 n.n. 9 1

n.n.: nicht nachweisbar

Zum Zeitpunkt dieser Lebendkeimzahlbestimmung wurden die Ansétze 1.1, 4.1 und 8.1
zuvor Uber eine Zeitdauer von vier Wochen zweimal wochentlich mit 2,5 mg Glucose
supplementiert. In die Kulturmedien der Ansétze 1.2, 4.2 und 8.2 wurde entsprechend
5 mg Plantacare gegeben und in die Ansatze 1.3, 4.3 und 8.3 wurde das gleiche Volu-
men an Aqua dest. zupipettiert.

Betrachtet man die Werte der Lebendkeimzahlbestimmung, so féllt auf, dal3 die Keim-
zahlen der Ansétze 1.3, 4.3 und 8.3 im Mittel um das 11- bis 26-fache niedriger lagen
als die der anderen Ansatze. Dieses korreliert mit den duBerst niedrigen Abbauraten
dieser 3 Ansétze fur Benzo[a]pyren im gleichen Zeitraum. Nach der dreimaligen Zugabe
von jeweils 50 mg Plantacare in das Kulturmedium dieser Ansétze in den Inkuba-
tionswochen 92 bis 94 ging die Freisetzung von *CO, drastisch zuriick und blieb bis
zum Inkubationsende auf einem geringen Niveau. Die Keimzahlen in diesen Ansétzen
waren jedoch nicht so niedrig, das sie diesen massiven Riickgang des Benzo[a]pyren-
Umsatzes zur Folge gehabt haben konnten. Die hoheren Lebendzellzahlen der anderen
Ansétze resultierten aus der Zugabe der C-Quellen Glucose oder Plantacare.

Vergleicht man auch hier wieder die Anteile der einzelnen Bakterientypen an der
Mischpopulation (s. Bild 3-46), so bewies sich erneut die Dominanz des Typs 1 in allen
Ansatzen.
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Bild 3-46: Vergleich der Lebendkeimzahlen und der Anteile der einzelnen Bakterientypen im
Kulturmedium der Ansétze von Versuchsreihe Biometer Il nach 703 Tagen Inkubation

3.7.3.4 Anteil der gelosten Radioaktivitat im Kulturmedium
Vor Beginn der Extraktion wurde die Oberflachenspannung des Kulturmediums gemes-
sen und die geloste Menge an Radioaktivitat bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messun-
gen sind in Tabelle 3-13 aufgefiihrt.

Tabelle 3-13: Oberflachenspannung des Kulturmediums und geléste Radioaktivitat am
Ende der Inkubation, Versuchsreihe Biometer Il

Ansatz Plangacare O?g;ﬂiﬁﬂzn' gelostes *C  geléstes *C?
[%] [mN/m] [%] [ug/mi]
1.1a 0 65,5 6,16 1,08
1.1b 0 67,4 6,09 1,02
1.2a 0,005 61,1 11,79 1,87
1.2b 0,005 55,6 9,23 1,43
1.3a 0,05 52,2 10,47 1,30
1.3b 0,05 52,5 8,46 1,26
4.1a 0 54,4 4,36 0,81
4.1b 0 60,9 4,18 0,80
4.2a 0,005 62,9 7,96 1,40
4.2b 0,005 58,4 16,42 1,86

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-13 (Fortsetzung)

Ansatz Plantacare  OPerflachen- o \sces1C  gelostes 14c?
[%] Spariung [%] [ug/mi]
[MN/m]
4.3a 0,05 58,6 6,65 0,93
4.3b 0,05 56,6 2,28 0,53
8.1a 0 57,4 13,85 1,30
8.1b 0 60,7 7,25 1,04
8.2a 0,005 56,8 9,93 1,46
8.2b 0,005 57,9 11,65 1,61
8.3a 0,05 56,11 6,91 1,11
8.3b 0,05 49,82 12,43 1,20
K1 0 69,8 0,28 0,08
K2° 0,005 49,5 3,06 1,19

?perechnet als ““C-Benzo[a]pyren
®Sterilkontrollen

Die gemessenen Oberflachenspannungen in den einzelnen Kulturmedien wiesen keine
groBen Unterschiede auf. Mit steigendem Tensidgehalt ergab sich zwar in der Regel
eine geringere Oberflachenspannung, Werte, wie sie fur das Erreichen der CMC cha-
rakteristisch sind, gab es jedoch auch in den Ansétzen, welche hdufig mit 0,05 % Plan-
tacare supplementiert wurden, nicht. Das Tensid wurde in all diesen Ansatzen abgebaut.
Schlie3t man von den dort gemessenen Werten der Oberflachenspannung auf den noch
vorhandenen Tensidgehalt, so ergeben sich Konzentrationen von 0,005 % Plantacare.
Da in den Inkubationswochen 87 bis 90 allen Biometern — mit Ausnahme der beiden
Kontrollansatze, jedoch einschlieflich der zuvor ohne Tensid inkubierten Ansétze —
viermalig jeweils 5 mg Plantacare zugesetzt wurden, konnte das am Inkubationsende
noch vorhandene Plantacare in allen Ansatzen zu einer Verringerung der Oberflachen-
spannung fiihren. Die ermittelten Werte entsprachen dabei denen von Plantacare-L6-
sungen zwischen 0,001 und 0,005 % Plantacare-Gehalt. Es ist jedoch zu bedenken, dal3
sicherlich auch ausgeschiedene Stoffwechselprodukte der Bakterien zu einem Absinken
der Oberflachenspannung des Kulturmediums gefiihrt haben, so dal3 der Tensidgehalt
auch unterhalb dieser berechneten Konzentrationen liegen kann.

Die Ansétze 1.3, 4.3 und 8.3 wurden in den Inkubationswochen 91 bis 93 wéchentlich
mit 50 mg Plantacare und die Ansétze 1.2, 4.2 und 8.2 in den Inkubationswochen 91 bis
103 mit 5 mg Plantacare sowie in der Woche 104 mit 25 mg des Tensids supplemen-
tiert.
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Diese intensive Plantacare-Zugabe ins Kulturmedium der Ansatze 1.2, 4.2 und 8.2 zum
Inkubationsende kann eine Erklarung daftr sein, da3 sich im Schnitt in diesen Ansétzen
auch die hdchsten Werte fur die Menge an geldster Radioaktivitat im Kulturmedium
fanden. Auch im Ansatz 8.3b lag tberdurchschnittlich viel geléste **C-markierte Sub-
stanz im Kulturmedium vor und obwohl die letzte Tensidzugabe in diesem Ansatz be-
reits mehr als 8 Wochen zuriicklag, besal} die Oberflachenspannung den geringsten
Wert von allen Ansétzen. Mit einer **CO,-Freisetzung von nahezu 60 % der eingesetz-
ten Radioaktivitdt war dieser Ansatz, bezogen auf den Benzo[a]pyren-Abbau, der
leistungsfahigste. Die hohe Metabolisierungsaktivitit der Bakterien in diesem Ansatz
kann daher zu hohen Menge an geltster Radioaktivitdt in Form polarer Metaboliten
gefuhrt haben. Die Verteilung der gelosten Radioaktivitat nach der CH,Cl,-Extraktion
in die organische oder wasserige Phase kann mehr AufschluR dartiber geben, ob es sich
hierbei um geldstes Benzo[a]pyren oder um polare Metaboliten handelte.

3.7.3.5 pH-Wert im Kulturmedium

Zu Beginn der Aufarbeitung wurden die pH-Werte im Kulturmedium bestimmt. Diese
lagen in allen Ansétzen zwischen pH 7 und 8.

3.7.3.6 Bilanzierung der Radioaktivitat

Am Ende der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivitat
in den organischen und wasserigen Extrakten und dem Anteil, welcher als **CO, aufge-
fangen wurde, fur jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (s. Tabelle 3-14).

Tabelle 3-14: Verteilung der Radioaktivitat nach Extraktion des Kulturmediums in % der
applizierten Menge beim Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren durch die Mischkulturen MK lla,
MK 1lb und MK lIc; Versuchsreihe Biometer I

Ansatz  Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitat [%] findung [%]

als CO, im CH2C|2- im H,O-

Extrakt Extrakt
1.1a 0 26,01 63,88 6,31 96,21
1.1b 0 27,91 59,99 6,12 94,03
1.2a 0,005 34,42 53,03 8,62 96,17
1.2b 0,005 33,97 55,02 9,17 98,19
1.3a 0,05 46,49 38,52 11,55 96,58
1.3b 0,05 40,34 48,21 8,85 97,43

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-14 (Fortsetzung)

Ansatz  Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitat [%0] findung [%]

als CO, im CH,Cl,- im H,O-

Extrakt Extrakt
4.1a 0 20,86 73,67 5,83 100,37
4.1b 0 18,60 74,36 6,13 99,09
4.2a 0,005 28,60 53,36 14,11 96,08
4.2b 0,005 49,78 34,57 10,98 95,36
4.3a 0,05 40,59 46,25 9,96 96,81
4.3b 0,05 10,87 85,89 7,36 104,13
8.1a 0 56,27 31,33 8,76 96,38
8.1b 0 39,88 52,67 7,41 99,99
8.2a 0,005 40,94 48,79 12,37 102,11
8.2b 0,005 41,93 46,61 13,27 101,83
8.3a 0,05 35,22 55,93 10,78 101,94
8.3b 0,05 57,87 25,61 10,94 94,43
K1 0 0 75,05 0,31 75,77
K2 0,005 0 89,16 4,26 93,96

Sterilkontrollen

Mit Ausnahme des Kontrollansatzes K1 lagen die Gesamtwiederfindungsanteile fir die
eingesetzte Radioaktivitat zwischen 94 und 104 %.

Die Anteile, die sich davon nach der Extraktion jeweils in der wasserigen Phase fanden,
korrelierten mit den vor der Extraktion bestimmten Mengen an geldster Radioaktivitét
im Kulturmedium. Die hochsten Werte flr die Menge an Radioaktivitat im H,O-Extrakt
besalRen auch hier die Ansatze 1.2, 4.2 und 8.2, gefolgt von den Ansatzen 1.3, 4.3 und
8.3. Dieser Zusammenhang bestatigt die Annahme, dal es sich bei der gelsten radio-
aktiven Substanz im Kulturmedium nicht um Benzo[a]pyren, sondern um polare Meta-
boliten oder in Biomasse eingebautes **C handelt. Beim Vergleich der Menge an freige-
setztem **CO; zu der Menge an Radioaktivitat im wésserigen Extrakt, ergeben sich fiir
das **CO; in nahezu allen Ansitzen im Schnitt 4fach hohere Werte. Ausnahmen hiervon
sind zum einen die Ansétze 4.2a und 4.3b, diese besaRen relativ hohe Mengen an Ra-
dioaktivitat im H,O-Extrakt, diese deutet auf einen hohen Anteil an priméarer Metaboli-
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ten hin. Zum anderen wiesen die Ansétze 8.1a, 8.1b sowie 8.3b relativ geringe Anteile
an *C-Substanz in der wasserigen Phase auf, dieses spricht fir eine vollstandigere
Metabolisierung des Benzo[a]pyrens in diesen Ansatzen.

Die Parallelen der Ansétze, die mit der Mischkultur Ila beimpft wurden (s. Tabelle 2-
14), zeigten — wie auch schon zuvor bei den Mineralisationskurven — eine jeweils sehr
ubereinstimmende Entwicklung und Bilanz. Dabei lagen — betrachtet man die
YCO,-Freisetzung — die Ansatze mit 0,05 % Tensid an der Spitze, gefolgt von den
Ansétzen mit 0,005 % Tensidgehalt.

Leider war bei den Ansétzen, die mit den Mischkulturen MK Ilb und MK llc beimpft
wurden, die Ubereinstimmung zwischen den Parallelen nicht in allen Ansétzen eindeu-
tig gegeben, so daR sich die oben gemachte Beobachtung fur die anderen Ansatzreihen
nicht bestatigen laRt.

3.7.3.7 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die Charakterisierung der Radioaktivitat in den CH,Cl,-Extrakten der Kulturmedien
zeigte, daR diese zu nahezu 100 % aus der Ausgangsverbindung *C-Benzo[a]pyren
stammte.

3.7.3.8 Gaschromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die CH,Cl,-Extrakte der Kulturmedien wurden gaschromatographisch auf ihren PAK-
Gehalt untersucht. Die Ergebnisse der Analysen sind der Tabelle 3-15 zu entnehmen, in
der letzten Spalte sind die ermittelten Wiederfindungsmengen des “C-Benzo[a]pyren
aufgefunhrt.

Tabelle 3-15: Wiederfindung der PAK im CH,Cl,-Extrakt am Ende der Inkubation nach
Extraktion des Kulturmediums; Versuchsreihe Biometer I

Ansatz GC_@Z?Iyﬁk aiZ?;’?i-k
[%]
Anthr. Phen. Fluora. Pyren BaP 14C-BaP
1.1a 3,67 0,33 0,38 0,84 63,08 63,88
1.1b 2,81 0,17 0,11 0,74 59,85 59,99

1.2a 12,91 10,37 11,56 14,31 47,34 53,03
1.2b 19,50 16,20 17,86 20,06 50,16 55,02

1.3a 33,78 28,40 37,34 37,71 39,5 38,52
1.3b 24,97 25,07 45,21 39,17 46,37 48,21

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-15 (Fortsetzung)

. Radio-
-Analytik .

Ansatz GC [(;:)? yi analytik
[%]

Anthr. Phen. Fluora. Pyren BaP 4C-BaP

4.1a 4,29 0,16 0,10 0,13 72,46 73,67
4.1b 0,94 0,08 0,10 0,19 72,65 74,36
4.2a 15,62 3,84 4,94 7,08 48,91 53,36
4.2b 8,24 2,59 3,06 4,28 36,52 34,57
4.3a 14,24 8,06 9,36 33,34 43,6 46,25

4.3b 22,08 14,28 18,40 42,23 84,46 85,89

8.1a 10,40 2,10 2,50 2,89 36,68 31,33
8.1b 2,67 0,13 0,13 0,14 58,38 52,67
8.2a 18,26 13,43 16,74 20,26 52,48 48,79
8.2b 20,97 17,65 21,22 25,88 44,69 46,61
8.3a 24,56 30,19 38,42 41,56 51,05 55,93
8.3b 22,67 13,29 16,29 23,91 24,47 25,61

K1? 44,23 35,19 61,83 60,43 79,62 75,05
K2? 44,63 37,26 55,04 50,21 85,49 89,16

Sterilkontrollen

Beim Vergleich der Wiederfindungsmengen des Benzo[a]pyren, die mit der Methode
der Gaschromatographie ermittelt wurden, mit der jeweiligen Wiederfindung des
14C-Benzo[a]pyren, ergab sich im Mittel eine Abweichung von 1,64 %, wobei die hdch-
ste Differenz im Ansatz 8.1b 5,71 % betrug, die niedrigste im Ansatz 1.1b 0,14 %.

Im Kulturmedium waren zu Beginn der Versuchsreihe je 1,25 mg Anthracen, Phe-
nanthren, Fluoranthen und Pyren sowie 2,5 mg Benzo[a]pyren enthalten. Nach 72 und
188 Tagen Inkubation wurde in alle Ansatze, mit Ausnahme der Kontrollen, 10 ml Me-
dium mit je 1,25 mg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren gegeben. Am
479., 568., 638., 675. und 696. Inkubationstag wurde das Kulturmedium jeden Ansatzes
mit je 2,5 mg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren supplementiert und nach
728 Tagen nochmals je 2,5 mg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren in die
Ansétze 1.1,1.2,4.1,4.2,8.1 und 8.2.
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Am Inkubationsende konnten somit in den Ansatzen 1.1, 1.2, 4.1, 4.2, 8.1 und 8.2 ma-
ximal je 18,75 mg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren und 2,5mg
Benzo[a]pyren vorliegen. In den Ansatzen 1.3, 4.3 und 8.3 héatten je 16,25 mg An-
thracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren und 2,5mg Benzo[a]pyren vorliegen
konnen. Wie die Ergebnisse der Wiederfindung in den Sterilkontrollen zeigen, sind auch
hier die Effekte der Ausstrippung der 3- und 4-Ring PAK zu bericksichtigen.

Die Wiederfindungsmengen der einzelnen PAK in den Kulturmedien der Ansétze 1.1
bis 8.3 sind im Bild 3-47 vergleichend dargestellt.
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Bild 3-47: Wiederfindung der PAK im CH,Cl,-Extrakt am Ende der Inkubation nach Extraktion
des Kulturmediums, Versuchsreihe Biometer ||

Fur den Vergleich der PAK-Gehalte in den Kulturmedien zum Zeitpunkt der Extraktion
ist es erforderlich, die Inkubationsdauer der einzelnen Ansédtze und dabei insbesondere
die Lénge des Zeitraums zwischen der letzten PAK-Zugabe und dem Inkubationsende
zu bericksichtigen. Diese Angaben sind in Tabelle 3-16 aufgelistet.

Tabelle 3-16: Zeitraum der letzen PAK-Zugabe ins Kulturmedium
der Versuchsreihe Biometer Il vor Inkubationsende

Inkubations- letzte PAK-  Zeitraum

Ansatz ende [Tag] Zugabe [Tag] [Tage]
1.1,4.1,8.1,4.2 770 728 42
1.2,8.2 736 728 8
1.3,4.3,8.3 710 696 14

Betrachtet man Bild 3-47, so féllt zunéchst auf, daR bei allen 3 Mischkulturen die 3er
Ansatze, also die unter verstarktem EinfluR von Plantacare, die hochsten PAK-Gehalte
aufwiesen. Der PAK-Gehalt dieser Kulturmedien entsprachen immer mindestens der
PAK-Menge der letzten Zugabe, welche bei diesen Ansatzen 2 Wochen zuriicklag. Bei
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den Biometern 1.3a, 1.3b und 8.3a entsprach der noch verbliebene PAK-Gehalt sogar
der PAK-Konzentration von etwa 2 Zugaben mit je 2,5 mg Substanzmenge. Dies legt
die Vermutung nahe, dal? der PAK-Abbau wéhrend dieser Zeit stagnierte oder insgesamt
stark verlangsamt war.

Die Ansétze 1.2 und 8.2 wurden 8 Tage nach der letzten Zugabe extrahiert, die PAK-
Gehalte der Medien entsprechen in etwa der PAK-Konzentration in den Zugabemenge.

Bei den Biometern, die zuletzt extrahiert wurden (s. Tabelle 3-16), lag ein Zeitraum von
6 Wochen zwischen der letzten PAK-Zugabe und dem Inkubationsende. In diesen An-
satzen fanden sich nur noch PAK-Restkonzentrationen. Interessant ist der Vergleich des
Ansatzes 4.1 mit Ansatz 4.2, da diesen die gleiche Zeitdauer zum PAK-Abbau zur Ver-
fugung standen, Ansatz 4.2 jedoch bis zum Inkubationsende mit Tensid supplementiert
wurde. Im Biometer 4.2 fanden sich im Mittel die PAK Phenanthren, Fluoranthen und
Pyren in mehr als 30fach hoherer Konzentration als im Ansatz 4.1.

Beim Vergleich des Abbaupotentials der Mischkulturen fur die einzelnen PAK-Verbin-
dungen fallt auf, dal? in den Biometern, die mit 0 % Plantacare angesetzt wurden, sich
nur noch geringe PAK-Gehalte fanden, aber immer eine auffallend hohe Restkonzen-
tration von Anthracen verblieben war. Phenanthren und Fluoranthen waren am stérksten
abgebaut worden, gefolgt vom Pyren. Diese Rangfolge entspricht der Reihenfolge der
PAK geordnet nach der Wasserloslichkeit. Anthracen ist mit 48 pg/l duBerst schlecht
wasserloslich, Pyren 16st sich mit 150 pg/l in Wasser, Fluoranthen besitzt eine Wasser-
I6slichkeit von 260 pg/l und Phenanthren von 950 pg/l. Diese Tendenz zeigte sich auch
in den Ansétzen, in denen zwar ein deutlicher, doch noch kein so vollstandiger Abbau
erfolgt war, wie z.B. in Ansatz 4.2 oder 8.1a.

Die Biometer mit der Mischkultur MK I1b besalen durchweg geringere Rest-PAK-Ge-
halte als die vergleichbaren Kulturmedien der Ansatze mit den Mischkulturen MK lla
und MK llc. Diese erhéhte Abbauaktivitat der Mischkultur MK I1b bestatigt sich auch,
wenn man die wochentlichen Umsatzraten fir Benzo[a]pyren betrachtet (s. Bild 3-40
und Bild 3-41). Die Ansétze mit der Mischkultur 1lb zeigten alle erst sehr spat héhere
Abbauraten fir Benzo[a]pyren, sie waren daher in den letzten Monaten der Inkubation
weitaus aktiver als die anderen Ansédtze. Dieses gesteigerte Abbaupotential fir
Benzo[a]pyren schien gleichzeitig auch fur die anderen PAK zu gelten.

3.7.3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer Il

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer Il
ergibt folgende Punkte:

0 Zu geringe Lebendkeimzahlen im Inokulum kénnten maéglicherweise ein Grund fur
lang andauernde lag-Phasen zu Beginn des Benzo[a]pyren-Umsatzes in einigen An-
satzen gewesen sein.



108 3 Ergebnisse

[J Die Zugaben der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren ins Kultur-
medium bewirkten einen erneuten bzw. verstarkten Umsatz von Benzo[a]pyren.
Supplementierung von Mineralmedium war daftr nicht erforderlich.

[0 Gelegentlich hohe Tensidgaben mit langeren Zeitabstdnden oder zu Inkubations-
beginn flhrten zu kurzfristig hohen Umsatzraten von Benzo[a]pyren.

[0 Eine stdndig hohe Tensidkonzentration im Kulturmedium hemmte den
Benzo[a]pyren-Abbau.

[J Das Tensid wurde in den hier eingesetzten Konzentrationen von den Bakterien abge-
baut. Tensidmicellen konnten héchsten kurzfristig auftreten.

[J Der standige EinfluB von niedrigen Tensidkonzentrationen hatte — ebenso wie die
Zugabe entsprechender Glucosekonzentrationen — keinen hemmenden Effekt auf die
1CO,-Freisetzung.

3.7.4 Versuchsreihe Biometer Il

3.7.4.1 Ziel der Versuchsreihe Biometer Il

Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, durch selektive Anreicherung spezialisierte
Mischkulturen zu etablieren, die Benzo[a]pyren mit moglichst hohen Mineralisie-
rungsraten abbauen konnten. Aus diesem Grund wurde aus den drei leistungsfahigsten
Ansatzen der Versuchsreihe Biometer Il (Ansétze 8.1a, 8.2a und 8.3b) nach 149 Tagen
Inkubation jeweils 2 ml Kulturmedium entnommen und damit — unter den Gblichen
Versuchsbedingungen — neue Kulturen angeimpft (s. 2.12.5). Der Plantacare-Gehalt der
neuen Stammkulturen wurde auf die jeweilige Anfangskonzentration der entsprechen-
den Biometer Il Kultur eingestellt. Somit waren wieder die drei Konzentrationsstufen
0 %, 0,005 % und 0,05 % Plantacare-Gehalt vertreten. Mogliche Anpassungseffekte der
Mischkulturen an das Plantacare konnten so beriicksichtigt werden. Die Medien der neu
beimpften Kulturen enthielten kein **C-markiertes Benzo[a]pyren, diese Ansétze sollten
als Stammkulturen dazu eingesetzt werden, genigend Animpfmaterial fur weitere Ver-
suche zur Verfiigung zu stellen. Nach 181 Tagen Inkubation wurde aus diesen Stamm-
kulturen durch Zentrifugation jeweils eine Bakteriensuspension gewonnen, welche dann
zum Beimpfen der Biometerflaschen der Versuchsreihe Biometer I11 diente.

3.7.4.2 Oberflachenspannung in den Stammkulturen

Die Oberflachenspannungen der Stammkulturen, aus denen durch Zentrifugation ein
Bakterieninokulum gewonnen wurde, wurde gemessen. Stammkultur 8.1a (0 % Planta-
care) besal3 eine Oberflachenspannung von 69,6 mN/m, Stammkultur 8.2a (0,005 %
Plantacare) von 68,0 mN/m und 8.3b (0,05 % Plantacare) von 64,7 mN/m. Mit zuneh-
mendem Tensidgehalt der Kulturen waren die Werte der Oberflachenspannung am In-
kubationsende zwar tiefer, doch zeigten sie, dal} offensichtlich in den Tensidansétzen
allenfalls geringe Restkonzentrationen von Plantacare im Medium verblieben waren.
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3.7.4.3 Keimzahlbestimmung der Stammkulturen

Die Lebendkeimzahlbestimmung und die optische Differenzierung der Bakterientypen
in 1 ml der Animpfsuspension gibt Aufschluf? uber die Bakterienkulturen in den Bio-
metern zu Beginn der Inkubation. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind der Tabelle
3-17 zu entnehmen.

Tabelle 3-17: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kulturme-
diums der Anséatze von Versuchsreihe Biometer Il zu Inkubationsbeginn

Misch-

Ansatz
kultur

KBE/mlI Typen [%]

1 2 3 6

1.1,12,1.3 MKllla 1,42*10° 50 39 11 n.n.
2.1,22,23 MKIllb 1,8*10° 62 19 5 14
3.1,32,33 MKllc 1,18*10° 66 31 8 nn.

8.3 MK llld  1,2*10° 53 47 nn. nn

n.n.: nicht nachweisbar

Die Mischkultur MK 1l1d, die nicht durch Zentrifugation einer Stammkultur aufkon-
zentriert wurde, wies nur einen geringfugig niedrigeren Wert der Lebendkeimzahl im
Vergleich zu den drei anderen Mischkulturen auf.

In allen Biometern bildeten die Bakterientypen 1 und 2 den Hauptanteil der auf R2A-
Agar kultivierbaren Typen der Mischpopulationen.

3.7.4.4 Mineralisation von **C-Benzo[a]pyren

Wie zuvor bei den Versuchsreihen Biometer | und Il wurde das freigesetzte **CO, als
prozentualer Anteil der gesamten eingesetzten Radioaktivitét je Biometer berechnet und
als kumulative Mineralisation in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt (s. Bild 3-48 bis
Bild 3-57).
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Bild 3-48: Mischkultur MK llla: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, fNM: Zugabe von 25 ml Mineralmedium,
NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2 mg Glucose
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Bild 3-49: Mischkultur MK llla: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1N\T: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, ™MNP; Zugabe von je 25 pug Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, . Zugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Bild 3-50: Mischkultur MK llla: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1MNT: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, INP: Zugabe von je 25 pug Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, MM: Zugabe von 25 ml Mineralmedium, w.\Zugabe
der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-51: Mischkultur MK IlIb: Freigesetztes 1C0o, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit
2 mg Glucose




112 3 Ergebnisse

| —&—2.2a 0,005 %

- |—A—2.2b 0,005 %

freigesetztes 1*COz2 [%)]

Inkubationsdauer [d]

Bild 3-52: Mischkultur MK IlIb: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1NT: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, ™NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, M Zugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Bild 3-53: Mischkultur MK IlIb: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1MNT: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, U Zugabe der entsprechenden Komponente bei
jeder Probenahme
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Bild 3-54: Mischkultur MK llic: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit

2 mg Glucose

45

WOT [e—32a 0,005 %

35 + |——3.2b 0,005 %

20

15+ 4

freigesetztes **COz2 [%)]

0+ %

B0 f -

B/

150
P

200 250 300
P T TTTPT

Inkubationsdauer [d] T

TT P PTT

Bild 3-55: Mischkultur MK llic: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1N\T: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pug Anthracen, Phenanthren,
M Zugabe der entsprechenden Komponente bei

Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium,

jeder Probenahme
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Bild 3-56: Mischkultur MK llic: Freigesetztes 1C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1NT: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, INP: Zugabe von je 25 pug Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von 25 ml Mineralmedium, MZugabe
der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-57: Mischkultur MK Illd: Freigesetztes YC0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.MNT: Zugabe von Plantacare-Lsg., Ein-
stellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pg Anthracen, Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von 25 ml Mineralmedium, MZugabe
der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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In der Versuchsreihe Biometer 111 zeigten jeweils die Parallelansétze eine vergleichbare
Entwicklung beziiglich der **CO,-Freisetzung, wenn auch die Absolutwerte z.T. von-
einander abwichen. Eine Ausnahme hiervon machten Biometer 2.3b und 3.1a: bei die-
sen Ansatzen brach abrupt nach etwa 30 Inkubationstagen die **CO,-Freisetzung nahezu
vollig zusammen und war wahrend der restlichen Inkubationszeit kaum noch
nachweisbar.

Vergleicht man die Abbaupotentiale fur Benzo[a]pyren der einzelnen Mischkulturen
MK Illa, MK IlIb und MK Illc untereinander, so zeigen sich keine auffélligen Unter-
schiede in den jeweils gleich behandelten, aber anders beimpften Systemen. Bei den
beiden Biometern, die mit der Mischkultur MK Il11d beimpft wurden, féllt jedoch eine
mit etwa 40 Tagen ausgesprochen lang andauernde lag-Phase zu Inkubationsbeginn auf.
Das Inokulum dieser Mischkultur wies zwar nur wenig geringere Keimzahlen als die der
anderen Mischkulturen auf, es stammte jedoch aus einem wesentlich &lteren Ansatz.

Der Tensidgehalt im Kulturmedium zu Beginn der Inkubation schien einen EinfluRR auf
die Lange der lag-Phase zu haben. Vergleicht man die Ansétze der Kulturen MK llla,
MK Illb und MK Illc mit den unterschiedlichen Tensidgehalten untereinander, so findet
sich in den Ansatzen mit 0,05 % Tensid erst nach etwa 2 oder 3 Wochen eine mef3bare
YCO,-Entwicklung. In den Ansétzen mit weniger oder keinem Tensid im Medium lieR
sich diese jedoch in der Regel bereits nach einer Woche feststellen. Wenn bei den Bio-
metern mit hohem Tensidgehalt jedoch der Benzo[a]pyren-Umsatz eingesetzt hatte, so
setzte sich dieser mit einer schnell steigenden Umsatzrate fort, so dal3 sich auf die lag-
Phase zu Inkubationsbeginn eine steile exponentielle Phase anschlof3. In den Ansétzen
ohne Plantacare im Medium berwog jedoch — mit Ausnahme von Ansatz 1.1a — ein
linearer Kurvenverlauf mit einer konstanten und stetigen Umsatzrate von
Benzo[a]pyren. Die Biometerkolben mit 0,005 % Tensidgehalt im Kulturmedium zu
Inkubationsbeginn konnte man vom Kurvenverlauf zwischen diesen beiden Typen ein-
ordnen.

Die einmalige Zugabe von Plantacare in die Kulturmedium der Biometer nach 55 Inku-
bationstagen bewirkte in den Ansatze mit 0,5 % Tensid eine leichte Steigerung der
Benzo[a]pyren-Umsatzrate.

Vom 78. bis zum 97. Inkubationstag erfolgte insgesamt 7mal eine Zudotierung von
Plantacare in die Ansatze mit 0,005 % und 0,05 % Tensidgehalt. In allen Ansatzen mit
0,05 % Tensidgehalt brach der Benzo[a]pyren-Umsatz wéhrend dieser Zeit vollig zu-
sammen und war auch durch mehrmalige Zugabe des PAK-Gemischs oder von Mine-
ralmedium wéhrend der restlichen Inkubationsdauer nicht mehr zu aktivieren.

In den Ansatzen mit 0,005 %igem Tensidgehalt wurde eine solche Phase der Dauerten-
sidzugabe noch mehrmals wiederholt, in dieser Konzentrationsstufe lief sich jedoch
kein hemmender Effekt auf den Benzo[a]pyren-Abbau erkennen.
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Das Zudotieren des PAK-Gemischs in die Kulturmedien der Ansétze ohne Tensid und
mit 0,005 % Tensid bewirkte im allgemeinen immer einen Anstieg der Umsatzrate von

Benzo[a]pyren.
Die Zugabe von Glucose ins Kulturmedium der Ansétze ohne Tensid beeinfluite die

CO,-Freisetzung nicht. Erst bei erganzender Supplementierung mit dem PAK-Spek-
trum liel3 sich eine Erhdhung der Benzo[a]pyren-Umsatzes feststellen.

Vergleicht man die H6he des Gesamtumsatzes an Benzo[a]pyren in den einzelnen An-
satzen am Ende der gesamten Inkubationszeit, so ergibt sich Bild 3-58.
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Bild 3-58: Vergleich des Gesamtumsatzes an Benzo[a]pyren in den einzelnen Ansatzen der
Versuchsreihe Biometer 111

Da in den Ansétzen mit 0,05 % Plantacare-Gehalt der Benzo[a]pyren-Umsatz nach etwa
80 Inkubationstagen zum Erliegen kam, betragt dieser insgesamt weniger als die Halfte
des Umsatzes der anderen Ansétze. Vergleicht man die Ansétze ohne Plantacare und mit
0,005 % Plantacare, so findet sich kein signifikanter Unterschied, in der Tendenz waren
jedoch die Umsatzraten der Ansétze mit Tensid hoher.

Berechnet man aus dem freigesetzten **CO, den durchschnittlichen taglichen Umsatz an
Benzo[a]pyren und bildet dann daraus den Benzo[a]pyren-Umsatz in einer Inkuba-
tionswoche, so werden die Entwicklungsphasen der einzelnen Biometer und die Ein-
fliisse der Zugaben besonders deutlich (s. Bild 3-59 bis Bild 3-68).
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Bild 3-59:_Mischkultur MK Illa: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkubati-
onswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NP: Zugabe von je
25 pg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von

25 ml Mineralmedium, NG: Zugabe von 1 ml Glucose-Lsg. mit 2 mg Glucose
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Bild 3-60: Mischkultur MK Illa: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkubati-
onswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1NT: Zugabe von
Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pg
Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, M Zugabe der ent-
sprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-61: Mischkultur MK Illa: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1\T: Zugabe von
Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 ug Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von 25 ml
Mineralmedium, MZugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-62: Mischkultur MK IlIb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. MNP: Zugabe von je
25 pg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NG: Zugabe von 1 ml
Glucose-Lsg. mit 2 mg Glucose
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Bild 3-63: Mischkultur MK IlIb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1NT: Zugabe
von Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, IN\P: Zugabe von je 25 ug
Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, M Zugabe der ent-
sprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-64: Mischkultur MK IlIb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1NT: Zugabe von
Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pg
Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen, und Pyren/ml Kulturmedium, w\: Zugabe der
entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme




120 3 Ergebnisse

80
03.1a0%

60 1 m3.1b 0%

40 L - -

BaP-Umsatzrate [ugw]

o ””Hm\lluun...HH”\IIm........ \HH‘ m
1 T 2 WMITET

53! 57
G GG

Inkubationsdauer [w]

Bild 3-65: Mischkultur MK Ilic: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pug pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0 %. NNP: Zugabe von je
25 pg Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NG: Zugabe von 1 ml
Glucose-Lsg. mit 2 mg Glucose
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Bild 3-66: Mischkultur MK Illc: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %.1NT: Zugabe
von Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,005 % Plantacare-Gehalt, IN\P: Zugabe von je 25 ug
Anthracen, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, M Zugabe der ent-
sprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-67: Mischkultur MK Illc: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkuba-

tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1\T: Zugabe von
Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 ug Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von 25 ml
Mineralmedium, M Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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ild 3-68: Mischkultur MK 1l1d: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkuba-

tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,05 %.1NT: Zugabe von
Plantacare-Lsg., Einstellen von 0,05 % Plantacare-Gehalt, NP: Zugabe von je 25 pug Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren/ml Kulturmedium, NM: Zugabe von 25 ml
Mineralmedium, M Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Vergleicht man die Ansétze der verschiedenen Mischkulturen mit dem jeweils gleichen
Plantacare-Gehalt untereinander, so ergibt sich ein recht einheitliches Bild, aus dem sich
einige Grundsétzlichkeiten ableiten lassen.

Je hoher der Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn war, desto stei-
ler war die folgende exponentielle Phase des Benzo[a]pyren-Umsatzes. Bei den drei
Ansatzen einer Mischkultur zeigte immer der Ansatz mit 0,05 % Plantacare den maxi-
malen wdchentlichen Benzo[a]pyren-Umsatz in dieser Anfangsphase, dieser lag im
Schnitt mit Werten von 70 bis 130 pg etwa doppelt so hoch wie das Umsatzmaximum
der Ansatze ohne Tensid (24 bis 80 ug).

In der H6he der Umsatzraten folgten darauf dicht die der Ansatze mit 0,005 % Planta-
care, die geringsten Umsatzraten besaflen — mit Ausnahme von 1.1a — die Biometer
ohne Tensid.

Die Wirkung der Dauerzugabe von Tensid in der hoheren Konzentration auf die wo-
chentliche Umsatzrate von Benzo[a]pyren wird bei dieser Art der Darstellung gut er-
kennbar. In den Inkubationswochen 11 bis 14 erfolgte in 3 bzw. 4tdgigem Abstand eine
Zugabe von jeweils 27,5 mg Plantacare ins Kulturmedium der Biometer 1.3, 2.3, 3.3
und 8.3. Nach der zweiten Zugabe brach in all diesen Ansétzen die **CO,-Freisetzung
zusammen. Danach lag die Menge an aufgefangenem **CO, nur noch knapp oberhalb
der Nachweisgrenze oder war nicht mehr nachweisbar.

Die Dauerzugabe von Plantacare in der zehnfach niedrigeren Konzentration in den An-
sétzen 1.2, 2.2 und 3.2 hatte — im Vergleich zu den Ansatzen ohne Tensid — keine er-
kennbare Wirkung. Da die Tensidzugabe von vornherein in eine Phase sinkender
Benzo[a]pyren-Umsatzraten fiel, schien das Tensid in dieser Konzentration keinen Ef-
fekt — auch keinen férdernden — auf den Benzo[a]pyren-Umsatz zu haben. Ein Grund fiir
diese Beobachtung konnte ein Mangel an C-Quellen im Form der 3- und 4-Ring PAK
gewesen sein. Da der Abbau von Benzo[a]pyren nur cometabolisch durchgefiihrt wurde
und das Tensid kein geeignetes Cosubstrat dafir war, sanken die Benzo[a]pyren-
Umsatzraten.

Vergleicht man den weiteren Kurvenverlauf der Ansatze ohne Tensid mit den Ansatzen
mit geringer Tensidkonzentration, so zeigen sich in der Tendenz Ubereinstimmende
wadchentliche Umsatzraten fur Benzo[a]pyren.

Die Zugabe von Glucose in den Biometern der Ansatze 1.1, 2.1 und 3.1 wéhrend der
Inkubationswochen 40 bis 47 bewirkte, ebenso wie die vergleichbare Zugabe von Ten-
sid in die Biometer der Ansétze 1.2, 2.2 und 3.2, keine eindeutige Veranderung des
Benzo[a]pyren-Umsatzes. Wahrscheinlich ist Glucose, dhnlich wie Plantacare, kein
geeignetes Cosubstrat fiir den Benzo[a]pyren-Abbau.

Ubereinstimmend 14Rt sich jedoch fiir alle Biometer der positive Effekt der Zugaben von
PAK erkennen. Diese bewirkten fast immer einen mehr oder weniger intensiven Anstieg
des Benzo[a]pyren-Umsatzes.
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3.7.4.5 Entwicklung der Oberflachenspannung

In den ersten 100 Inkubationstagen wurde in den Erlenmeyerkolben, die als nicht radio-
aktive Parallelen zu den Biometerkolben mitgefiihrt wurden, regelmaRig die Oberfla-
chenspannung des Kulturmediums bestimmt. Die Ergebnisse der Messungen in den 6
Erlenmeyerkolben mit gleicher Plantacare-Konzentration wurden gemittelt und im Bild
3-69 grafisch dargestellt.
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Bild 3-69: Entwicklung der Oberflachenspannung in den Kulturmedien des Begleitversuchs zu
der Versuchsreihe Biometer Ill, T: Zugabe von Plantacare ins Kulturmedium: Einstellen der
Plantacare-Gehalte vom Inkubationsbeginn

Es wird deutlich, dall das Tensid Plantacare im Kulturmedium rasch abgebaut wurde
und daher immer nur eine kurze Zeit nach der Zugabe seine Funktion als Tensid erfullen
konnte. Zu Inkubationsbeginn setzte nach 8 Inkubationstagen ein zlgiger Plantacare-
Abbau ein, nach langerer Inkubation erfolgte dieser schneller. Die Oberflachenspannung
in den Kolben mit Tensid erreichte zwar bei den Kolben mit 0,05 % Plantacare nicht
mehr den Wert der Kolben ohne Tensid und auch die Ansédtze mit 0,005 % Plantacare
besalRen nach der zweiten Tensid-Zugabe eine verringerte Oberflachenspannung, doch
die Absenkung der Oberflachenspannung auf das gewinschte Level, das dem
prozentualen Gehalt des Tensids im Kulturmedium entspricht, wurde immer nur
kurzfristig erreicht.

Mehrere Messungen der Oberflachenspannung in den Kulturmedien der radioaktiven
Biometeransatze bestétigten die Werte, die in den Parallelen ermittelt wurden. Im An-
satz 2.3b, der nach 34 Tagen Inkubation kaum noch biologische Aktivitat aufwies, blieb
der Wert fur die Oberflachenspannung nach der ersten Zugabe von Tensid auf einem
Wert um 30 mN/m konstant.

3.7.4.6 Keimzahlbestimmung

Nach 54 Tagen Inkubationszeit wurden in allen Ansétzen die Lebendkeimzahlen be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-18 aufgelistet.
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Tabelle 3-18: Lebendkeimzahl im Kultur-
medium der Ansétze von Versuchsreihe
Biometer Il nach 54 Tagen Inkubation

Ansatz Plantacare KBE/ml

[%]
1.1a 0 6,4*10’
1.1b 0 1,24*108

1.2a 0,005 1,564*108
1.2b 0,005 1,48*10°

1.3a 0,05 3,3*10°%
1.3b 0,05 3,4*10%
2.1a 0 1,44*10°
2.1b 0 1,84*10°

2.2a 0,005 1,56*108
2.2b 0,005 2,7*108

2.3a 0,05 3.4*108
2.3b 0,05 <10°
3.1a 0 <10*
3.1b 0 1,8*10°

3.2a 0,005 3,2*10°%
3.2b 0,005 1,6*10°8

3.3a 0,05 4,0*10°
3.3b 0,05 3,8*108
8.3a 0,05 6,9%10’
8.3b 0,05 1,0*108

In den Ansatzen 2.3b und 3.1a lieRen sich in den niedrigsten Verdiinnungsstufen von 10°
% bzw. 10™, die ausplattiert wurden, keine Keime nachweisen.

Mit steigendem Tensidgehalt im Kulturmedium stiegen in der Regel die Lebendkeim-
zahlen. Die Keimzahlen in den Ansatzen mit 0,05 % Plantacare waren immer minde-
stens doppelt so hoch wie die der entsprechenden Ansétze ohne Tensid. Eine Ausnahme
hiervon bildete nur Ansatz 3.1b.
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Nach 148 Inkubationstagen wurde erneut eine Lebendkeimzahlbestimmung in allen
Ansétzen der Versuchsreihe Biometer Il durchgefiihrt und die Kolonien den Typen der

Tabelle 3-3 zugeordnet. Die Ergebnisse kdnnen der Tabelle 3-19 entnommen werden.

Tabelle 3-19: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung im Kulturmedium
der Ansatze von Versuchsreihe Biometer Il nach 148 Tagen Inkubation

Plantacare

Ansatz (%] KBE/mI Typen [%]

1 2 3 6
1.1a 0 95*10" 8 10 5 nn
1.1b 0 5710 65 30 5 nn
1.2a 0,005 1,12*108 63 30 7 nn
1.2b 0,005 88*10° 18 74 8 nn.
1.3a 0,05 8,8¥10° 93 7 nn.nn
1.3b 0,05 1,17%10" 92 8 nn nn
2.1a 0 34*10° 18 4 2 76
2.1b 0 4,7%10° 17 4 73
2.2a 0,005 1,46*10% 7 39 5 49
2.2b 0,005 1,38*10° 3 47 6 44
2.3a 0,05 96%*10° 59 30 11 nn.
2.3b 0,05 <10° nn. nn. nn nn
3.1a 0 7,7%10° 16 84 nn. nn
3.1b 0 48*10" 15 82 3  nn
3.2a 0,005 1,09%108 34 66 nn. nn
3.2b 0,005 1,45%108° 7 93 nn.  nn
3.3a 0,05 33*10° 15 84 1 nn
3.3b 0,05 29108 24 73 3  nn
8.3a 0,05 6,010° 35 65 nn. nn
8.3b 0,05 1,09%10 38 62 nn.  nn

n.n.: nicht nachweisbar

Zum Zeitpunkt dieser Keimzahlbestimmung befanden sich alle Biometer in einer sta-
gnierenden Phase des Benzo[a]pyren-Umsatzes. In den 94 Inkubationstagen, die zwi-
schen dieser Keimzahlermittlung und der letzten Bestimmung am 54. Inkubationstag
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lagen, wurde in die Ansatze mit Tensid mehrmals Plantacare nachdosiert. In die Ansétze
ohne Tensid wurde nicht eingegriffen.

Im Vergleich der Keimzahlbestimmungen nach 54 und nach 148 Inkubationstagen wa-
ren die Keimzahlen in fast allen Biometern gesunken. Im Ansatz 1.1a hingegen waren
sie leicht angestiegen, in den Ansétzen 2.1a und 2.1b fand sogar eine drastische Steige-
rung etwa um den Faktor 25 statt.

In allen Biometern — mit Ausnahme der Ansédtze 3.3 — mit hohem Plantacare-Gehalt
fand eine deutliche Reduzierung der Keimzahlen statt.

Besonders stark gesunken sind die Keimzahlen in den Ansétzen 1.3a, 1.3b und 2.3a. Die
Bakterienzahl reduzierte sich hier im Mittel um den Faktor 34. In den Biometern 8.3a
und 8.3b sank die Zahl der Keime etwa um das 12fache.

In den anderen Biometern fanden nur geringfiigige Veranderungen der Keimzahlen statt.

Vergleicht man die Zusammensetzung der Bakterientypen in den einzelnen Ansétzen, so
ergibt sich kein einheitliches Bild. Die Typen, die sich zu Inkubationsbeginn im In-
okulum fanden (s. Tabelle 3-17), haben sich im allgemeinen in den Kulturen gehalten,
es gab jedoch Verschiebungen bezuglich der prozentualen Anteile.

In den Biometern der Ansétze 2.1 und 2.2 konnte sich Art 6 durchsetzen und bildete
nach 148 Tagen dort den groRten Anteil der Mischpopulation.

Nach weiteren 51 Tagen wurde am Inkubationstag 199 eine weitere Lebendkeimzahlbe-
stimmung in allen Ansétzen der Versuchsreihe Biometer 111 durchgefihrt. Die Kolonien
wurden den Typen der Tabelle 3-3 zugeordnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-20
aufgefunhrt.

Tabelle 3-20: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung im Kulturmedium
der Ansatze von Versuchsreihe Biometer Il nach 199 Tagen Inkubation

Ansatz Plantacare KBE/mI Typen [%]
[%]
1 2 3 6
1.1a 0 1,3*10° 55 18 27 n.n.
1.1b 0 6,9%10" 41 18 41 nn.

1.2a 0,005 1,6%108 49 41 10  n.n.
1.2b 0,005 1,110 48 30 22 n.n.

1.3a 0,05 6,1*10° 100 n.n. n.n.  n.n.
1.3b 0,05 32*10° 100 n.n. n.n.  n.n.

(wird fortgesetzt)
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Tabelle3-20 (Fortsetzung)

Ansatz Plantacare KBE/mlI Typen [%]
[%]
1 2 3 6
2.1a 0 2,5%10° 9 51 17 23
2.1b 0 7,4*10° 15 17 8 60

2.2a 0,005 4,010 32 40 16 12
2.2b 0,005 1,2*10° 47 37 8 8

2.3a 0,05 4,6*105 100 n.n. n.n.  n.n
2.3b 0,05 <10° nn. nn.  nn. nn.
3.1a 0 70%10®° 100 n.n. n.n.  n.n.
3.1b 0 75%*10° 43 36 21 nn.

3.2a 0,005 1,6%108 50 45  n.n. 5
3.2b 0,005 7,2*10° 56 8 19 17

3.3a 0,05 32*10° 100 n.n. n.n.  n.n.
3.3b 0,05 3,8%10° 100 n.n.  n.n. N
8.3a 0,05 3,4*105 100 n.n. n.n.  n.n
8.3b 0,05 4,5*105 100 n.n. n.n.  n.n

n.n: nicht nachweisbar

Zwischen dieser Keimzahlbestimmung in der 28. und der vorherigen in der 21. Inkuba-
tionswoche lag eine Zugabe von PAK in das Kulturmedium aller Biometer in der Inku-
bationswoche 22.

Mit Ausnahme von Ansatz 3.1a und aller Biometer mit der hoheren Plantacare-Kon-
zentration im Medium liel? sich in allen Ansétzen ein Benzo[a]pyren-Umsatz nachwei-
sen.

Im Vergleich der beiden Keimzahlbestimmungen blieben die Keimzahlen in fast allen
Biometern in etwa der gleichen GroRenordnung. Nur in den Ansatzen mit Tensid sanken
sie erneut etwa im Mittel um den Faktor 20.

Bei der Zusammensetzung der Bakterientypen in den Mischpopulationen haben sich
Verschiebungen ergeben. In fast allen Biometern dominierten die Typen 1,2 und 3, in
Ansatz 2.1 und 2.2 kam noch Typ 6 dazu. In den Ansatzen mit dem hohem Tensidgehalt
bestand die kultivierbare Population anscheinend nur noch aus Typ 1.
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Nach 258 Tagen (etwa 40 Wochen) Gesamtinkubationszeit wurden erneut in allen An-
satzen die Lebendkeimzahlen bestimmt. Die Ergebnisse sind der Tabelle 3-21 zu ent-
nehmen.

Tabelle 3-21: Lebendkeimzahl im Kulturmedium
der Ansétze von Versuchsreihe Biometer Ill nach
258 Tagen Inkubation

Plantacare-
Ansat KBE/ml
A2 Gehalt [%] m
1.1a 0 1,7*108
1.1b 0 9,5%10°

1.2a 0,005 5,7*10’
1.2b 0,005 2,6%10’

1.3a 0,05 3,2*%10’
1.3b 0,05 2,710’
2.1a 0 2,1*108
2.1b 0 3,6%10’

2.2a 0,005 1,2*108
2.2b 0,005 1,6*10°

2.3a 0,05 1,3*10*
2.3b 0,05 < 10°

3.1a 0 4,7%10°
3.1b 0 4,8%10’

3.2a 0,005 1,1*10°8
3.2b 0,005 1,4*10°8

3.3a 0,05 5,4*10’
3.3b 0,05 3,8%10’
8.3a 0,05 1,97*10’
8.3b 0,05 2,9%10’

Die Lebendkeimzahlbestimmung in der 37. Inkubationswoche fiel bei allen noch akti-
ven Ansdtzen in eine Phase mit sinkendem Benzo[a]pyren-Umsatz. Im Vergleich zur
vorhergehenden KBE-Bestimmung in der 29. Inkubationswoche sind die Lebendkeim-
zahlen im etwa gleichen Bereich geblieben.
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Auffallig hingegen waren die Veranderungen der Keimzahlen in den Biometern mit
0,05 % Plantacare im Medium, die schon seit etwa 23 Wochen nur noch eine kaum
meRbare **CO,-Freisetzung aufwiesen. Bei den Ansatzen 1.3, 3.3 und 8.3 waren die
Keimzahlen erheblich angestiegen, sie hatten sich um mehr als den Faktor 50 verviel-
facht. Bei dem Ansatz 2.3a hingegen hatte sich die Keimzahl um den Faktor 35 redu-
ziert. Im Unterschied zu den anderen Ansétzen mit 0,05 % Plantacare wurde im Ansatz
2.3 in der 29 Inkubationswoche kein frisches Nahrmedium hinzugegeben, sondern statt
dessen PAK.

Der Anstieg der Keimzahlen in den Ansétzen 1.3, 3.3 und 8.3 kann daher auf den posi-
tiven EinfluB der Zugabe von Mineralmedium zurlckgefihrt werden.
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Bild 3-70: Vergleich der Lebendkeimzahlen und der prozentualen Anteile der einzelnen Bakte-
rientypen im Kulturmedium der Ansatze von Versuchsreihe Biometer Il zu verschiedenen Zeit-
punkten der Inkubation
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Das Bild 3-70 falt die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen und der Zusammenset-
zung der Bakterientypen zu den verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation zusammen.

Unter Berucksichtigung der unterschiedlichen Supplementierung der Biometer mit
PAK, Tensid oder Mineralmedium lassen sich durch den Vergleich der Keimzahlent-
wicklungen einige grundsétzliche Beobachtungen ableiten.

In den Ansétzen mit 0,05 % Tensid waren die Keimzahlen zu Inkubationsbeginn am
hochsten. Dies spricht flr eine Verwertung des Plantacare als C- und Energiequelle,
wodurch dann zwar der Benzo[a]pyren-Abbau verspatet einsetze, doch daflir mit hohen
Umsatzraten.

Das haufige Dotieren hoherer Tensidmengen fiihrte zu einem Zusammenbrechen der
Keimzahlen. Verdinnte man die Tensidkonzentration des Kulturmediums mit Mineral-
medium, so erholten sich die Mischkulturen, die Keimzahlen stiegen wieder an. Diese
Reaktion lait entweder toxische Effekte des Plantacares vermuten, die durch eine Ver-
dinnung aufgehoben werden oder aber einen Mangel an Mineralsalzen, Spurenele-
menten oder Vitaminen, welcher durch die Zugabe von frischem Mineralmedium aus-
geglichen wurde.

Obwohl sich die Keimzahlen wieder erholten, setzte keine erneute Verwertung von
Benzo[a]pyren ein. Dieses spricht daflr, da die Mikroorganismen zwar das Tensid
verwerteten, aber nicht das Benzo[a]pyren. Die Mikroorganismenpopulation hatte
moglicherweise die Fahigkeit zum Abbau von Benzo[a]pyren verloren.

Die mehrmalige Zugabe geringerer Tensidkonzentrationen hatte keinen erkennbaren
Effekt auf die Keimzahlen der Mischkulturen.

Vergleicht man die Keimzahlen mit dem Benzo[a]pyren-Umsatz zum Zeitpunkt der
KBE-Bestimmung, so findet sich keine Korrelation. Die hochsten Umsatzraten der ge-
samten Versuchsreihe fanden sich im Ansatz 8.3 in der 7. Inkubationswoche, die Keim-
zahlen waren jedoch im Vergleich zu den anderen Ansatzen eher gering.

3.7.4.7 Anteil der gelosten Radioaktivitat im Kulturmedium

Vor Beginn der Extraktion wurde die Oberflachenspannung des Kulturmediums gemes-
sen und die geloste Menge an Radioaktivitat bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messun-
gen sind in Tabelle 3-22 aufgefiihrt.
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Tabelle 3-22: Oberflachenspannung des Kulturmediums und geldste Radioaktivitat

am Ende der Inkubation, Versuchsreihe Biometer Il

Ansatz  Plantacare Oberflachen- gelostes 1“C  gelostes *C?
[%] S{’;’,l,”,‘r‘:]g [%] [ug/mi]
1.1a 0 72,0 4,80 0,77
1.1b 0 69,8 5,46 0,81
1.2a 0,005 55,9 7,69 1,00
1.2b 0,005 55,7 7,71 1,02
1.3a 0,05 52,5 2,95 0,63
1.3b 0,05 52,7 2,47 0,50
2.1a 0 70,8 5,46 1,21
2.1b 0 69,8 5,25 1,12
2.2a 0,005 57,8 8,00 1,55
2.2b 0,005 56,7 6,01 1,31
2.3a 0,05 51,0 2,71 0,88
2.3b 0,05 34,3 11,27 3,92
3.1a 0 65,5 1,59 0,57
3.1b 0 68,8 5,07 1,14
3.2a 0,005 55,4 5,50 1,19
3.2b 0,005 56,0 8,29 1,58
3.3a 0,05 55,7 2,43 0,51
3.3b 0,05 55,3 4,25 0,77
8.3a 0,05 52,6 5,91 1,89
8.3b 0,05 50,2 3,78 0,49
K1 0 71,3 0,49 0,27
K2 0,05 34,33 5,22 3,55

®perechnet als ““C-Benzo[a]pyren

PSterilkontrollen

Bei dem Vergleich der gemessenen Oberflachenspannungen und den Mengen an gel6-
ster Radioaktivitat in den einzelnen Kulturmedien sind die Biometer 2.3b und 3.1a ge-
sondert zu betrachten, da bei diesen beiden Biometern nach etwa 30 Inkubationstagen
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die bakterielle Aktivitdt zusammengebrochen war und sich wéhrend des gesamten In-
kubationszeitraums nicht mehr erholt hatte.

Dieses erklart den niedrigen Wert der Oberflachenspannung von 34,4 mN/m im Ansatz
2.3b. Das Fehlen der mikrobiellen Aktivitat im Kulturmedium hatte die Plantacare-
Konzentration hoch gehalten, daher fand sich in diesem Ansatz auch tber 10 % der
noch im Medium vorhandenen Radioaktivitdt im Kulturmedium gel6st. Die niedrige
Oberflachenspannung dieses Ansatzes entspricht dem Wert in der Sterilkontrolle K2.
Bei beiden Ansétzen liegt die Oberflachenspannung im Bereich der CMC.

Vergleicht man die aktiven Ansétze untereinander, so féllt auf, dal® die Werte der Ober-
flachenspannungen mit steigendem Tensidgehalt abnahmen. Die Ansétze ohne Planta-
care-Zugabe ins Medium besallen im Mittel den Wert 70 mN/m, Ansétze mit 0,005 %
einen Mittelwert von 56,3 mN/m und die Kulturmedien der Ansétze mit 0,05 % Planta-
care ein Mittel von 52,6 mN/m.

Das Tensid unterlag in allen aktiven Ansétzen einem Abbau. Bei den Ansatzen mit
0,05 % Tensid erfolgten die letzten Tensidzugaben in den Wochen 11 bis 14, dort wurde
das Medium im Abstand von 3 bis 4 Tagen mit jeweils 27,5 mg Plantacare beaufschlagt.
In den Ansétzen mit 0,005 % Tensid wurde bis zum Ende der Inkubation immer wieder
Plantacare ins Kulturmedium gegeben, bei den Ansétzen 1.2 und 3.2 zuletzt eine Woche
vor Beginn der Aufarbeitung, beim Ansatz 2.2 zwei Wochen zuvor. Die etwas hoheren
Werte der Oberflachenspannung in Ansatz 2.2 beweisen den fortgeschritteneren
Tensidabbau wéhrend der um eine Woche langeren Inkubationszeit.

Die gemessenen Werte der Oberflachenspannung und die geléste Menge an **C-mar-
kierter Substanz im Kulturmedium eines Ansatzes korrelieren nicht miteinander. In den
Ansitzen mit 0,005 % Plantacare waren im Mittel die héchsten Mengen an **C-mar-
kierter Substanz solubilisiert, gefolgt von den Ansatzen ohne Plantacare im Medium.
Die geringsten Mengen an geldster **C-markierter Substanz fanden sich in der Regel in
den mit 0,05 % Plantacare behandelten Ansatzen.

Hingegen 1Rt sich eine deutliche Korrelation zwischen der gelosten Radioaktivitat und
der Umsatzaktivitat fur Benzo[a]pyren feststellen. In den Kulturmedien der Ansatze mit
dem hochsten **CO,-AusstoR fanden sich die hdchsten Mengen an geldster **C-mar-
kierter Substanz. Dieses ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal? es sich bei der geldsten
Radioaktivitat um **C-markierte Benzo[a]pyren-Metaboliten handelte.

3.7.4.8 pH-Wert im Kulturmedium

Zu Beginn der Aufarbeitung wurden die pH-Werte im Kulturmedium bestimmt. Mit
Ausnahme von Ansatz 2.3b und 3.1a lagen diese in allen Ansétzen zwischen pH 7 und
8. Bei den Ansétzen 2.3b und 3.1a ergaben sich pH-Werte von 9,5. Diese hohen pH-
Werte lassen vermuten, dal? aus dem Seitenarm der Biometer NaOH ins Kulturmedium
gelangt ist. Dies kann auch der Grund fur den Zusammenbruch der mikrobiellen Akti-
vitat in diesen beiden Ansétzen gewesen sein.
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3.7.4.9 Bilanzierung der Radioaktivitat
Am Ende der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivitat
in den organischen und wasserigen Extrakten und dem Anteil, welcher als **CO, aufge-
fangen wurde, fur jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (s. Tabelle 3-23).

Tabelle 3-23: Verteilung der Radioaktivitat nach Extraktion des Kulturmediums in % der appli-
zierten Menge beim Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren durch die Mischkulturen MK llla, MK IlIb,
MK llic und MK llld; Versuchsreihe Biometer Ill

Ansatz Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%0] Radioaktivitat [%0] findung [%]
als CO, im CH,Cl,- im H,O-
Extrakt Extrakt
1.1a 0 34,44 54,13 6,87 95,50
1.1b 0 35,29 54,57 6,16 96,09
1.2a 0,005 42,14 46,92 8,14 97,21
1.2b 0,005 42,74 46,78 8,59 98,15
1.3a 0,05 14,45 70,14 4,31 88,93
1.3b 0,05 13,09 66,85 5,51 85,46
2.1a 0 34,78 59,14 6,26 100,25
2.1b 0 36,16 56,97 6,33 99,53
2.2a 0,005 43,24 46,20 11,00 100,47
2.2b 0,005 33,95 54,80 8,91 97,69
2.3a 0,05 15,88 74,85 5,61 96,35
2.3b 0,05 10,36 82,84 5,25 98,60
3.1a 0 2,08 89,99 2,58 94,70
3.1b 0 33,00 61,23 5,92 100,17
3.2a 0,005 34,26 56,58 7,62 98,47
3.2b 0,005 41,76 47,56 8,09 97,42
3.3a 0,05 12,47 70,30 4,70 87,48
3.3b 0,05 13,87 62,20 1,98 78,05
8.3a 0,05 9,98 82,27 19,79 112,04
8.3b 0,05 14,98 31,10 10,57 56,66

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-23 (Fortsetzung)

Ansatz Plantacare Wiederfindung der eingesetzten Gesamtwieder-
[%] Radioaktivitét [%0] findung [%]
als CO, im CH2C|2- im H,O-
Extrakt Extrakt
K1 0 0,00 96,26 0,47 97,23
K2 0,05 0,00 109,92 6,89 117,79

Sterilkontrollen

Mit Ausnahme der Ansétze 1.3a, 1.3b, 3.3a, 3.3b und 8.3b lagen die Gesamtwiederfin-
dungsmengen fiir die eingesetzte Radioaktivitat zwischen 94,7 und 117,79 %. Die nied-
rigeren Wiederfindungsmengen der soeben aufgezahlten Ansatze lassen sich durch
Aufarbeitungsverluste wahrend des ersten Extraktionsschrittes erklaren.

Die Anteile der Radioaktivitét, die sich nach der Extraktion jeweils im wésserigen Ex-
trakt fanden, korrelieren mit den vor der Extraktion bestimmten Mengen an gelOster
Radioaktivitat im Kulturmedium. Dieser Zusammenhang untermauert die Feststellung,
daR es sich hierbei um **C-Benzo[a]pyren-Metaboliten handeln muR, da bei der Extrak-
tion mit dem unpolaren Ldsungsmittel Dichlormethan nur polare Substanzen in der
Wasserphase verbleiben. Die hochsten Werte fur die Menge an Radioaktivitat im H,O-
Extrakt wiesen die Ansétze mit 0,005 % Plantacare auf, im Mittel fanden sich 8,73 %
der wiedergefundenen Radioaktivitat darin. In den wasserigen Extrakten der Ansatze
ohne Tensidzugabe waren 6,25 % der Radioaktivitdt vorhanden und der Mittelwert der
Ansitze mit 0,05 % Plantacare betrug 4,62 %. Die Menge an **C in den wasserigen
Extrakten korreliert — wie erwartet — mit den **C-Benzo[a]pyren-Umsatzraten in den
Ansatzen.

Entsprechend umgekehrt gestalteten sich die Verhaltnisse bei den Anteilen der wieder-
gefundenen Radioaktivitat in den CH,Cl,-Extrakten, welche, wie unten gezeigt, aus-
schlieRlich aus **C-Benzo[a]pyren bestanden.

Die Menge an freigesetztem CO, war im Mittel in den Ansétzen mit 0,005 % Tensidge-
halt am hochsten, knapp gefolgt von den Ansatzen ohne Plantacare (s. auch Bild 3-58).

Die Ergebnisse der Bilanzierung und die Ergebnisse der Bestimmung der gelésten Ra-
dioaktivitat lassen zusammen betrachtet die Schlu3folgerung zu, daR der Hauptanteil der
gelosten Radioaktivitat nicht aus geldstem **C-Benzo[a]pyren besteht, sondern aus
polaren Metaboliten.

3.7.4.10 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte
Die Charakterisierung der Radioaktivitdt in den CH,Cl,-Extrakten der Kulturmedien
zeigte, daB diese zu nahezu 100 % aus der Ausgangsverbindung *C-Benzo[a]pyren
stammte.
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3.7.4.11 Gaschromatographische Untersuchung der CH,Cl,-Extrakte

Die CH,Cl,-Extrakte der Kulturmedien wurden gaschromatographisch auf ihren PAK-
Gehalt untersucht. Die Ergebnisse der Analysen sind der Tabelle 3-24 zu entnehmen, in
der letzten Spalte sind die ermittelten Wiederfindungsmengen des *C-Benzo[a]pyren
aufgefunhrt.

Tabelle 3-24: Wiederfindung der PAK im CH,Cl,-Extrakt am Ende der Inkubation nach
Extraktion des Kulturmediums, Versuchsreihe Biometer Il

Radio-
Ansatz GC-Analytik [%] analytik
[%]

Anthr. Phen. Fluora. Pyren BaP 4C-BaP
1.1a 11,33 0,94 1,20 1,86 53,70 54,13
1.1b 14,15 5,01 4,45 6,12 54,32 54,57
1.2a 26,66 13,46 15,77 16,86 46,52 46,92
1.2b 19,93 14,70 15,54 15,92 47,46 46,78
1.3a 12,22 37,54 54,69 49,84 71,84 70,14
1.3b 28,16 36,31 55,76 56,07 64,30 66,85
2.1a 441 0,40 0,52 0,77 54,67 59,14
2.1b 6,60 0,39 0,43 0,49 58,09 56,97
2.2a 911 0,98 0,97 1,04 43,02 46,20
2.2b 10,71 0,93 0,91 0,90 52,14 54,80
2.3a 24,73 26,49 61,34 62,18 67,83 74,85
2.3b 33,87 21,89 68,50 69,78 77,51 82,84
3.1a 22,28 54,92 67,44 68,50 89,97 89,99
3.1b 9,43 1,19 1,55 1,75 57,42 61,23
3.2a 9,58 0,87 0,79 0,80 56,16 56,58
3.2b 5,58 1,00 0,91 0,91 36,57 47,56
3.3a 35,22 31,41 51,47 52,26 71,68 70,30
3.3b 20,39 27,94 45,69 46,45 62,21 62,20
8.3a 37,52 42,53 65,47 66,67 80,48 82,27
8.3b 23,26 28,15 48,71 49,09 28,98 31,10

(wird fortgesetzt)

3 Ergebnisse
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Tabelle 3-24 (Fortsetzung)

Radio-

Ansatz GC-Analytik [%] analytik
[%]

Anthr. Phen. Fluora. Pyren BaP 4C-BaP

K1? 39,58 35,72 70,21 78,52 99,48 96,26
K2? 45,01 39,21 65,43 76,21 98,57 109,92

Sterilkontrollen

Vergleicht man die Wiederfindungsmengen des Benzo[a]pyren, die mit der Methode der
Gaschromatographie ermittelt wurden, mit den jeweiligen Wiederfindung des
14C-Benzo[a]pyren, so ergab sich im Mittel eine Abweichung von 1,64 %, wobei die
hdchste Differenz im Ansatz 3.2b 10,99 % betrug, die niedrigste im Ansatz 3.3b 0,01 %.

Im Kulturmedium waren zu Beginn der Versuchsreihe je 1,25 mg Anthracen, Phe-
nanthren, Fluoranthen und Pyren sowie 2,5 mg Benzo[a]pyren enthalten. Wahrend der
Inkubation wurden zu den einzelnen Ansdtzen zu mehreren Zeitpunkten Anthracen,
Phenanthren, Fluoranthen und Pyren gegeben, die Menge an PAK, die — vorausgesetzt
es ware kein Abbau erfolgt und die Extraktion war erschopfend— maximal in jedem
Ansatz hatte vorliegen konnen, ist der Tabelle zu entnehmen. Fir die 3- und 4-Ring
Aromaten mussen auch hier die abiotischen Verluste durch die Wasserdampfflichtigkeit
der Substanzen ber(cksichtigt werden.

Tabelle 3-25: Summen der PAK-Zugaben ins Kulturmedium
der Ansétze von Versuchsreihe Biometer Il

Phen., Anthr.
! ' BaP
Ansatz Fluora., Pyr. [n? ]

[ma]

1.1a, 1.1b, 1.2a, 1.2b 11,49 2,5
1.3a.1.3b 6,83 2,5
2.1a, 2.1b, 2.2a, 2.2b 8,85 2,5
2.3a, 2.3b 5,44 2,5
3.1a 7,15 2,5
3.1b, 3.2a3, 3.2b 8,85 2,5
3.33, 3.3b 4,75 2,5

(wird fortgesetzt)
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Tabelle 3-25: (Fortsetzung)

Phen., Anthr.,

Ansatz Fluora., Pyr. [?nagp]
[mg]

8.33, 8.3b 6,83 2,5

K1? K22 2,5 2,5

Sterilkontrollen

Die Wiederfindungsmengen der einzelnen PAK in den Kulturmedien der Ansétze 1.1
bis 8.3 sind im Bild 3-71 vergleichend dargestellt.
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Bild 3-71: Wiederfindung der PAK im CH,Cl,-Extrakt am Ende der Inkubation nach Extraktion
des Kulturmediums, Versuchsreihe Biometer Il

Betrachtet man Bild 3-71, so fallt zundchst auf, dal bei allen 3 Mischkulturen die An-
sétze, die unter verstarktem EinfluR von Plantacare inkubiert wurden, die hdchsten
PAK-Restgehalte aufwiesen, obwohl in diese Ansétze die niedrigsten Summen an PAK
zugegeben wurden. Da bei den Ansétzen 1.3, 3.3 und 8.3b Verluste bei der Aufarbei-
tung auftraten, wiirden hier die Wiederfindungsanteile fur die einzelnen PAK noch um
einiges hoher liegen. Das PAK-Abbaupotential war daher in diesen Ansétzen deutlich
geringer als in den anders behandelten Biometern.

Die Ansétze ohne TensideinfluB und mit 0,005 % Plantacare-Gehalt im Kulturmedium
zeigten einen weitgehend vollstdndigen Abbau der 3- und 4-Ring PAK. Ausnahmen
bildeten hier die Ansatze 1.2a und 1.2 b, wo von diesen Verbindungen noch Restkon-
zentrationen oberhalb von 10 % vorlagen. Da aber Ansatz 1 bei der Zugabe von PAK
aufgrund des grolReren Volumens an Kulturflissigkeit — durch die Zugabe von Mine-
ralmedium in der 30. Inkubationswoche — etwa um 30 % hoéhere PAK-Zugaben erhalten
hatte, ist dieses verstandlich. Ansatz 3.1a muf3 hier wieder gesondert betrachtet werden,
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da dieser Ansatz nach einer Inkubationszeit von 30 Tagen nur noch geringe biologische
Aktivitat aufwies.

Betrachtet man das Abbaupotential der Mischkulturen in den Ansétzen flr die einzelnen
PAK-Verbindungen, so fallt auf, dafl in allen Ansdtzen ohne Plantacare oder mit
0,005 % Plantacare-Gehalt im Kulturmedium die PAK Phenanthren, Fluoranthen und
Pyren in der gleichen Grolenordnung abgebaut wurden, die Verbindung Anthracen
jedoch im Mittel um den Faktor 7,5 erhoht vorlag. Bei den Ansatzen mit 0,05 % Planta-
care im Kulturmedium zeigte sich jedoch ein anderes Bild. Hier wurde Phenanthren
deutlich am stérksten abgebaut, gefolgt von Fluoranthen und Pyren, die etwa noch
gleich stark im Medium vorhanden waren. Anthracen war jedoch — mit Ausnahme von
Ansatz 2.3b und 3.3a — mit der geringsten Konzentration von allen PAK noch vertreten
und auch in den Ansétzen 2.3b und 3.3a lag Anthracen deutlich unterhalb der Konzen-
tration von Fluoranthen und Pyren.

3.7.4.12 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer Ill

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer IlI
ergibt folgende Punkte:

[0 Hohere Tensidkonzentrationen im Kulturmedium fuhrten zu langeren lag-Phasen des
Benzo[a]pyren-Umsatzes zu Inkubationsbeginn, daran schlossen sich dann aber Pha-
sen mit sehr hohen Umsatzraten fir Benzo[a]pyren an.

O Ansatze ohne Tensid zeigten eine lineare, konstante Freisetzung von **CO..

O Eine standig hohe Tensidkonzentration im Kulturmedium flihrte zum Zusammen-
bruch des Benzo[a]pyren-Umsatzes. In diesen Ansatzen gingen auch die Lebend-
keimzahlen zurilick. Verdinnung der Tensidkonzentration bzw. Erganzung des Me-
diums mit Salzen, Vitaminen und Spurenelementen fiihrte zur Erhéhung der Keim-
zahlen, die Abbaufahigkeit fir PAK schien jedoch verloren, da auch nachfolgende
PAK-Zugaben keine Reaktion hervorriefen (Hemmung des gesamten PAK-Abbaus).

[0 Das Tensid wurde von allen Mischkulturen in jeder hier eingesetzten Konzentration
abgebaut.

O Geldste Radioaktivitat im wasserigen Extrakt deutet auf polare Metaboliten des **C-
Benzo[a]pyren hin.

[0 Die Zugabe der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren ins Kulturme-
dium bewirkte eine Steigerung des Benzo[a]pyren-Umsatzes.

[0 Die Zugabe von Glucose zeigte keinen signifikanten Effekt oder nur in Kombination
mit PAK-Gaben.

0 Die Zugaben geringerer Tensidkonzentrationen zeigten keinen signifikanten Einfluf}
auf den Benzo[a]pyren-Abbau.
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3.7.5 Versuchsreihe Biometer IV

3.7.5.1 Ziel der Versuchsreihe Biometer IV

Einige Ansatze der Versuchsreihe Biometer Il zeigten nach etwa 700tdgiger Inkubation
einen sprunghaften Anstieg der **CO,-Freisetzungsrate (Ansatz 1.2a, Ansatz 4.2a und
Ansatz 4.2b (s. Bild 3-37 und Bild 3-40)). Die ungewshnlich hohen **C0O,-Mengen
deuteten auf ein hohes Benzo[a]pyren-Abbaupotential in diesen Kulturen hin, so daf3 zur
weiteren Selektionierung und Optimierung Benzo[a]pyren-abbauender Mischkulturen
mit jeweils einem Aliquot dieser Kulturen diese neue Versuchsreihe angesetzt wurde (s.
2.12.6). Ein Schwerpunkt der Versuchsreihe sollte weiterhin darin bestehen, die
Bedeutung der einzelnen PAK in dem bisher als C-Quelle dienenden Spektrum an 3-
und 4-Ring-PAK néher einzugrenzen. Um die nicht so aussagekraftige Methode der
optischen Differenzierung von Bakterienkolonien zu erganzen, sollten andere Methoden
auf ihre Eignung zur Charakterisierung und Differenzierung der Mikroorganismen ge-
pruft werden.

3.7.5.2 Mineralisation von Benzo[a]pyren

Die bei jeder Probenahme bestimmte Menge an entstandenem **CO, wurde als prozen-
tualer Anteil der gesamten eingesetzten Radioaktivitat je Biometer berechnet und als
kumulative Mineralisation gegen die Inkubationszeit dargestellt (s. Bild 3-72 bis Bild 3-
74).
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Bild 3-72: Mischkultur MK IVa: Freigesetztes C0O, in % der elngesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von **C- Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. MNT: Zugabe von 2,5 mg Plantacare,
NPh: Zugabe von 2,5 mg Phenanthren, NNFI: Zugabe von 2,5 mg Fluoranthen, NPy: Zugabe
von 2,5 mg Pyren, M Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-73: Mischkultur MK IVb: Freigesetztes C0, in % der eingesetzten Radioaktivitat als
kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C—Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. NT: Zugabe von 2,5 mg Plantacare,
NPh: Zugabe von 2,5 mg Phenanthren, MNFI: Zugabe von 2,5 mg Fluoranthen, NPy: Zugabe
von 2,5 mg Pyren,@: Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Bild 3-74: Mischkultur MK IVc: Freigesetztes C0O, in % der eingesetzten Radioaktivitat als

kumulative Mineralisation beim cometabolischen Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren, Plantacare-
Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. MNT: Zugabe von 2,5 mg Plantacare,
NPh: Zugabe von 2,5{?\ Phenanthren, MNFI: Zugabe von 2,5 mg Fluoranthen, MNPy: Zugabe

von 2,5 mg Pyren, I"Zugabe der entsprechenden Komponente bei jeder Probenahme
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Alle Ansatze zeigten zu Inkubationsbeginn maximal eine einwdchige lag-Phase. Darauf
folgte die exponentielle Phase, diese war in Ansatz 3 besonders ausgepragt, so daf3 hier
nach 28 Inkubationstagen im Mittel beider Parallelen bereits 13 % der eingesetzten
Radioaktivitat als **CO, freigeworden war. Ansatz 2 wies zu diesem Zeitpunkt einen
9%igen Benzo[a]pyren-Umsatz auf und in Ansatz 1 waren 6 % des eingesetzten
Benzo[a]pyren umgesetzt. Nach diesem Inkubationszeitraum von 4 Wochen gingen die
Umsatzkurven aller Ansétze in eine stationdre Phase Uber.

Das daraufhin zweimalige Dosieren von jeweils 2,5 mg einer PAK-Verbindung in die
Kulturmedien schien in allen Ansatzen einen positiven Effekt zu haben. Besonders in
Ansatz 3 zeigte die **CO,-Freisetzungskurve einen, wenn auch nicht sehr steilen, so
doch linearen Anstieg. Hier bewirkte das folgende viermalige Dosieren von Phenanthren
zundchst einen schnellen leichten Anstieg der Benzo[a]pyren-Umsatzraten, dieser Effekt
war jedoch nicht langer anhaltend.

Die Zugabe von Fluoranthen bzw. Pyren in den anderen beiden Ansétzen zeigte hinge-
gen zunachst keinen Effekt auf den Benzo[a]pyren-Umsatz, erst zum Ende der Dosie-
rung oder danach kam es zu einem Anstieg.

In den Inkubationswochen 167 bis 203 wurde in alle Ansétze erneut eine bisher jeweils
dort noch nicht zudotierte PAK-Verbindung gegeben. Ansatz 2 und 3 wurden mit Phe-
nanthren bzw. Fluoranthen beaufschlagt, hier zeigt sich nach der 3. Zugabe ein deutlich
positiver Effekt. Bei Ansatz 1 nahm die Pyren-Zugabe zundchst keinen Einfluf® auf die
1CO,-Freisetzungsrate, erst mit einiger Verzégerung begann in der 224. Woche ein
steiler Anstieg der Werte. Weitere Pyren-Zugaben hielten diesen Anstieg konstant. Das
Aufdotieren der anderen Ansédtze mit Pyren zeigte ebenfalls zunachst keine Wirkung,
flhrte bei Ansatz 2 jedoch ab dem Inkubationstag 272 und bei Ansatz 3 ab dem Tag 301
zu einem Anstieg der Umsatzraten.

Berechnet man aus der Menge an **CO; jeder Probenahme den durchschnittlichen tagli-
chen Umsatz an Benzo[a]pyren und bildet dann daraus den Benzo[a]pyren-Umsatz pro
Inkubationswoche, so werden die Entwicklung der einzelnen Biometer und die Ein-
fliisse der Zugaben besonders deutlich (s. Bild 3-75 bis Bild 3-77).
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Bild 3-75: Mischkultur MK IVa: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in ug pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. M T: Zugabe
von 2,5 mg Plantacare, MPh: Zugabe von 2,5 mg Phenanthren, MFI: Zugabe von 2,5 mg
Fluoranthen, MPy: Zugabe von 2,5 mg Pyren, M Zugabe der entsprechenden Komponente
bei jeder Probenahme
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Bild 3-76: Mischkultur MK IVb: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. M T: Zugabe
von 2,5 mg Plantacare, MPh: Zugabe von 2,5 mg Phenanthren, MFI: Zugabe von 2,5 mg
Fluoranthen, MPy: Zugabe von 2,5 mg Pyren, w\ Zugabe der entsprechenden Komponente
bei jeder Probenahme
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Bild 3-77: Mischkultur MK IVc: Cometabolisch umgesetztes Benzo[a]pyren in pg pro Inkuba-
tionswoche, Plantacare-Gehalt im Kulturmedium zu Inkubationsbeginn: 0,005 %. M T: Zugabe
von 2,5 mg Plantacare, PMPh: Zugabe von 2,5 mg Phenanthren, NFI: Zugabe von 2,5 mg
Fluoranthen, MPy: Zugabe von 2,5 mg Pyren, M: Zugabe der entsprechenden Komponente
bei jeder Probenahme

Bild 3-75 bis Bild 3-77 bestatigen noch anschaulicher die bereits zu Bild 3-72 bis Bild
3-74 beschriebenen Wirkungen der einzelnen PAK-Zugaben auf den Benzo[a]pyren-
Umsatz.

In Ansatz 3 war die anfangliche Freisetzung von **CO, ausgesprochen hoch, in der
dritten Inkubationswoche wurden in Ansatz 3 als Mittel aus den beiden Parallelen
0,11 mg Benzo[a]pyren umgesetzt. Bei Ansatz 1 fand sich ebenfalls in Woche 3 der
maximale Umsatz mit 0,06 mg Benzo[a]pyren im Mittel und in Ansatz 2 fand sich das
Maximum der beiden Parallelen in der 2. Inkubationswoche mit 0,73 mg
Benzo[a]pyren-Umsatz.

Das zweimalige Nachdosieren einzelner PAK-Verbindungen in der 7. und 9. Inkuba-
tionswoche wirkte sich nur geringflgig auf die wochentlichen Umsatzraten aus.

Im Unterschied dazu zeigte sich nach oder wéhrend des folgenden viermaligen Dosie-
rens einer PAK-Verbindung in den Inkubationswochen 13 bis 18 bei den meisten An-
sétzen eine leichte Erhéhung des Umsatzes. In Ansatz 1b wurde die Benzo[a]pyren-
Umsatzrate nach Zugabe von Fluoranthen gesteigert, wobei diese Steigerung erst 5 Wo-
chen nach der ersten Fluoranthen-Zugabe begann und in der 21. Woche ein Maximum
zeigte, die Parallele 1a hingegen reagierte jedoch nur mit einer aufRerst geringen Erho-
hung der **CO,-Freisetzung. In Ansatz 2a steigerte sich der Umsatz von Benzo[a]pyren
nach Pyren-Zugabe nur gering und ebenfalls mit einer gewissen Verzdgerung. Die
Phenanthren-Zugabe ins Kulturmedium der beiden Parallelen von Ansatz 3 flhrte zu
einer raschen Reaktion, die Umsatzrate war bereits in der folgenden Woche erhéht, je-
doch lieR sich dieser Effekt nicht Giber den gesamten Zeitraum der Zugabe halten.
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Die Phenanthren-Zugabe in Ansatz 2 wéhrend der Inkubationswochen 24 bis 29 fuhrte
ebenfalls zu einer raschen Steigerung der Umsatzrate. In Ansatz 3 wurde durch das Do-
tieren von Fluoranthen die Umsatzrate zwar recht schnell, aber nur geringfligig gestei-
gert. Die Zugabe von Pyren ins Kulturmedium der beiden Parallelen von Ansatz 1 zeigte
zunachst keine Wirkung, ein Benzo[a]pyren-Umsatz war kaum noch nachweisbar. Erst
eine Woche nach der letzten Pyren-Zugabe erhéhte sich die **CO,-Freisetzung merklich
und erreichte dann eine ebenso hohe Rate wie zu Inkubationsbeginn. Weitere Pyren-
Zugaben ab der Woche 36, hielten den Benzo[a]pyren-Umsatz auf einem relativ
konstanten hohen Niveau. Ansatz 2a reagierte in ahnlicher Weise auf die Pyren-Zugabe
und Ansatz 3a zeigte zwar erst 7 Wochen nach der ersten Pyren-Zugabe eine deutliche
Steigerung, doch diese war dann ebenfalls sehr hoch. Ansatz 2b und Ansatz 3b zeigten
nur geringe Erhéhungen des Benzo[a]pyren-Umsatzes und wichen damit deutlich von
ihren jeweiligen Parallelen ab.

Wahrend der Inkubationswochen 36 bis 57 wurde alle zwei Wochen Pyren in die Kul-
turmedien der Biometer gegeben. Die Reaktion darauf war jeweils eine sprunghafte
Freisetzung von **CO; in der ersten Woche nach der Zugabe, gefolgt von einer geringe-
ren Rate in der zweiten Woche. Bei einer wochentliche Pyren-Zugabe, wie in den Inku-
bationswochen 60 bis 64, glatteten sich diese Spriinge.

3.7.5.3 Keimzahlbestimmung

Die Lebendkeimzahlbestimmung und die optische Differenzierung der Bakterientypen
in den Biometern der Versuchsreihe Biometer Il (s. Tabelle 3-12) zum Zeitpunkt der
Entnahme der je 1,5 ml Inokulum zum Animpfen der Biometer von Versuchsreihe
Biometer 1V gab Aufschluf? Uber die Bakterienkulturen in den Ansétzen zu Inkuba-
tionsbeginn. Die Ergebnisse sind der Tabelle 3-26 zu entnehmen.

Tabelle 3-26: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kultur-
mediums der Ansatze von Versuchsreihe Biometer IV zu Inkubationsbeginn

Ansatz  KBE/ml Typen [%)]

1 2 3 4 6 10
la,1b  1,47*10" 60 4 5 1 21 9
2a,2b 1,71*10" 65 5 1 4 22 2
3a,3b 1,89*10° 62 3 1 2 2 31

Nach 84 Tagen Inkubation wurde aus dem Kulturmedien der 6 Biometer jeweils 0,5 ml
entnommen und damit eine Verdinnungsreihe angelegt. Von den einzelnen Verdin-
nungsstufen wurden 100 ul auf R2A-Platten ausgestrichen und nach 10 Tagen Inkuba-
tion die Lebendkeimzahl und die Typenzusammensetzung ermittelt (s. Tabelle 3-27).
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Tabelle 3-27: Lebendkeimzahl und Typenzusammensetzung des Kulturmediums der Anséatze
von Versuchsreihe Biometer IV nach 84 Tagen Inkubation

Ansatz  KBE/ml Typen [%)]
1 2 3 4 5 6 7

la  5,40%10" 41 40 n.n. 19 n.n. n.n. n.n.
1b  5,40*10° 33 43 n.n. 24 n.n. n.n. n.n.

2a  9,10*10’ 8 5 17 4 5 60 1
2b  4,08*10° 17 5 27 11 3 32 5
3a 1,15*10®  n.n. 19 37 3 1 40 n.n.
3b  7,15*10° n.n. 31 30 9 3 27 n.n.

n.n.: nicht nachweisbar

Der Zeitpunkt der Lebendkeimzahlbestimmung fiel in eine Inkubationsphase, in der die
Tendenz der **CO,-Freisetzung in allen Ansatzen fallend war. In die beiden Parallelen
von Ansatz 1 war in den drei Wochen zuvor zweimal Phenanthren zugegeben worden,
in die von Ansatz 2 Fluoranthen und in Ansatz 3 Pyren. Die Lebendkeimzahlen der
Ansatze lagen in einem &hnlichen Bereich, doch in der Zusammensetzung der Bakteri-
entypen zeigten sich Unterschiede.

In den beiden Parallelen der Ansétze 1 dominierten nur noch 3 Typen, wobei Typ 1 und
Typ 2 in etwa gleichen Anteilen zu etwa je 40 % vertreten waren und Typ 4 zu etwa
20 % vorkam. Im Vergleich zur Zusammensetzung der Mischkultur zu Inkubationsbe-
ginn, wo Typ 1 und Typ 6 dominierten, haben sich somit wesentliche Verdnderungen in
der Typenzusammensetzung ergeben.

Die Ansdtze 2 und 3 wiesen eine groliere Vielfalt an Typen auf. Es dominierten hier die
Typen 3 und 6. Aufféllig ist, dal’ in Ansatz 2 der Typ 1 den drittwichtigsten Typ stellte,
wahrend dieser in Ansatz 3 vollig fehlte und dort Typ 2 diese Position Gibernahm. Auch
in diesen beiden Ansatzen ergab sich im Vergleich zu Inkubationsbeginn ein jeweils
neues Artenspektrum. Das Bild 3-78 stellt die Anteile der einzelnen Bakterientypen an
den Mischpopulationen der einzelnen Ansatze vergleichend dar.
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Bild 3-78: Vergleich der Lebendkeimzahlen und der Anteile der einzelnen Bakterientypen im
Kulturmedium der Ansatze von Versuchsreihe Biometer IV nach 84 Tagen Inkubation

Die Unterschiede in der Zusammensetzung der Mischpopulation in den einzelnen Bio-
metern koénnten ein Resultat der unterschiedlichen PAK-Zugaben gewesen sein. Es
setzten sich jeweils die Bakterienarten durch, die die angebotene C-Quelle nutzen
konnten. Demnach wirden Typ 1, Typ 2 und Typ 4 zu den Phenanthren-Verwertern
gehort haben, ihr Anteil war in den Ansatzen 2 und 3 stark zuriickgegangen. Typ 3 und
Typ 6 konnten Fluoranthen abbauen und Typ 2, Typ 3 und Typ 6 waren Pyren-Ver-
werter.

3.7.5.4 Aufarbeitung der Kulturmedien von Versuchsreihe Biometer IV

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der hier vorliegenden Arbeit wurden die Biometer
noch weiterhin inkubiert, so dal’ die Ergebnispunkte: Anteil der geldsten Radioaktivitat
im Kulturmedium, pH-Wert im Kulturmedium, Bilanzierung der Radioaktivitat, DC-
und GC- Untersuchungen fir diese Versuchsreihe entfallen.

3.7.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer IV

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse von Versuchsreihe Biometer 1V
ergibt folgende Punkte:

[0 Die Keimzahlen der Ansétze zu Inkubationsbeginn waren alle etwa gleich hoch, es
zeigten sich in allen Anséatzen zu Inkubationsbeginn tberall nur kurze lag-Phasen der
1CO,-Freisetzung.

[0 Die Zugabe der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren als PAK-Mix
ins Kulturmedium bewirkte eine Steigerung des Benzo[a]pyren-Umsatzes.

[0 Die Zugabe der PAK Phenanthren, Fluoranthen und Pyren als Einzelsubstanzen ins
Kulturmedium bewirkte jeweils eine Steigerung des Benzo[a]pyren-Umsatzes.
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[0 Eine Zugabe von Pyren ins Kulturmedium konnte den Benzo[a]pyren-Metabolismus
lange und mit z.T. hohen Umsatzraten aufrecht halten.

[0 Die Kulturen reagierten auf Pyren-Mangel (2. Woche nach Zugabe) mit einem Ab-
sinken des Benzo[a]pyren-Umsatzes, eine Dauerzugabe von Pyren in jeder Inkuba-
tionswoche verhinderte dieses.

[0 Die Zusammensetzung der Bakterientypen in den Mischpopulationen veranderte sich
deutlich nach unterschiedlicher Zugabe der einzelnen PAK.

3.7.5.6 Versuche zur molekularbiologische Charakterisierung der Bakterien-
typen der Versuchsreihe Biometer IV mittels PCR

Die bisher nach rein optischen Gesichtspunkten unterschiedenen Bakterientypen sollten
in ersten orientierende Untersuchungen mittels PCR néher klassifiziert werden. VVon den
einzelnen Typen wurden jeweils mehrere Kolonien ausgewéhlt und mit diesen nach der
unter 2.8.2 beschriebenen Methode eine PCR-Analyse durchgefuhrt.

Das Bild 3-79 zeigt die bei der PCR amplifizierten und im Anschlu3 elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Fragmente.

Bild 3-79: PCR-Amplifikationsprodukte der unterschiedenen Bakterientypen, Slots (von links
nach rechts): 1 bis 3: Typ 1; 4 bis 7: Typ 2; 8: pBR322 DNA/Alul Marker, 20; 9: 100bp DNA
Ladder Plus; 10 bis 13: Typ 3; 14 bis 16: Typ 4; 17: pBR322 DNA/Alul Marker; 18: Lambda
DNA/Eco471(Avall) Marker, 13; 19 bis 20: Typ 5; 21 bis 24 Typ 6; 25 bis 26: Typ 7

Durch Vergleich der Laufstrecken der Marker-DNAs mit den Rf-Werten der PCR-Pro-
dukte wurden die GroRe der Fragmente mit Hilfe des Programmes DNASsis ermittelt.

Die Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 3-28 aufgelistet.
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Tabelle 3-28: FragmentgréRen der
Spaceramplifikationsprodukte der
Bakterientypen 1 bis 7

Typ  Fragment-
grofiie (bp)

600

825

900

1186

830

1125, 710

7 675, 530, 415

o o1 B~ W N P

unterstrichene Werte: Primarfragment

3.7.5.7 Gram-Farbung

Die einzelnen Bakterientypen wurden durch die Methode der Gram-Farbung auf ihr
Gram-Verhalten untersucht. Alle sieben Bakterientypen waren gramnegativ.

3.7.5.8 Physiologische Charakterisierung der Bakterientypen mittels API-Test-
system

API 20 NE ist ein standardisiertes System mit 8 konventionellen und 12 Assimilations-
reaktionen zur Identifizierung nicht anspruchsvoller, gramnegativer Stabchen, die nicht
zur Familie der Enterobacteriaceae gehdren (s. 2.8.5). Die nachfolgende Tabelle 3-29
listet die durchgefuhrten Tests auf und gibt die Reaktion der 7 Bakterientypen darauf
wieder.
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Tabelle 3-29: Reaktionen der Bakterientypen auf die Tests des API 20 NE-Testsystems, -: keine
Reaktion, +: positive Reaktion

Reaktionen/

Tests Substrate Reaktionen der Bakterientypen
Enzyme
2 3 4 5 6 7
NO; KNO; Nitratreduktion zu + O+ o+ - - -
Nitrit (NOy)
Nitratreduktion zu - - - - - -
Stickstoff (N,)
TRP  Tryptophan Indolnachweis - - - - - .
GLU  Glucose Fermentation - - - - - -
ADH  Arginin Arginindihydro- - - - - - .
lase
URE  Harnstoff Urease -+ o+ - - -
ESC  Asculin Hydrolyse (B- + + + o+ o+ o+ -
Glucosidase)
GEL  Gelatine + Tusche  Hydrolyse + - - - - -
(Protease)
PNPG p-Nitro-Phenyl-B-  B-Galactosidase + - -+ o+ o+ -
D-Galactopyranosid
GLU  Glucose Assimilation + -+ o+ -+ -
ARA  Arabinose Assimilation -+ o+ - + -
MNE Mannose Assimilation + -+ o+ - - -
MAN Mannit Assimilation + + o+ - - -
NAG N-Acetylglucosa-  Assimilation + -+ o+ - - -
min
MAL Maltose Assimilation + -+ - -+ -
GNT  Gluconat Assimilation + - - - -+
CAP  Caprat Assimilation -
ADI  Adipat Assimilation - - - - -+
MLT Malat Assimilation + - 4+ - -+ o+
CIT  Citrat Assimilation - - - - -+
PAC Phenylacetat Assimilation - - - - -+
OoX Tetramethyl-p- Cytochromoxidase + + - -+ -+

Phenylen-Diamin
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Aus den Testresultaten ermittelte die Firma bioMérieux mit Hilfe eines ldentifizie-
rungsprogrammes Vorschlége zur ldentifizierung der Bakterientypen (s. Tabelle 3-30).

Tabelle 3-30: Identifizierungsvorschlage durch das Identifizierungsprogramm API

Typ Identifizierungsvorschlag nach APl Qualitét der Identifizierung %id T

1  Xanthomonas maltophilia geringe Selektivitat 76,3 0,52
2 Aeromonas solmonicida sehr gute Identifizierung 995 0,67
masoucida/achromogenes
3 Agrobacterium radiobacter sehr gute Identifizierung 99,9 0,59
4 Agrobacterium radiobacter zweifelhaftes Profil 99,6 0,36
5 Pseudomonas vesicularis geringe Selektivitat 93,3 0,84
6  Sphingomonas paucimobilis ausgezeichnete Identifizie- 99,9 0,83
rung
7 Alcaligenes xylosoxidans ssp geringe Selektivitat 53,9 0,75

denitrificans

% id: Prozentidentifizierung, relative Nahe des ermittelten Profils zu den verschiedenen Taxa der
Datenbasis (s. 2.8.5), T: Index fur die relative Nahe zu dem typischen Profil innerhalb des
ermittelten Taxons (s. 2.8.5)

Das ldentifizierungsprogramm API lieferte fir alle 7 isolierten Bakterientypen der
Mischkultur Identifizierungsvorschlage (s. Tabelle 3-30). Die Berlcksichtigung der
Aussagekraft der Identifizierung ist von grof3er Bedeutung, da in diesem standardisier-
tem Testsystem gezielt nach den 64 Mikroorganismen gesucht wird, deren Profil im
Test aufgenommen wurde (s. 2.8.5). Die Qualitat der Identifizierung war bei Typ 2, Typ
3 und Typ 6 sehr gut bis ausgezeichnet.
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4 Zusammenfassende Betrachtung der
Ergebnisse und Diskussion

4.1 Auswahl des Tensids

Geeignete Tenside zur Steigerung des mikrobiellen PAK-Abbaus sollten verschiedene
Eigenschaften aufweisen (ODENSAR & SCHROERS 1997):

O gute PAK-Solubilisierungseigenschaften
O geringe Mikroorganismentoxizitat
[ gute biologische Abbaubarkeit

Aus einem Spektrum von 6 Tensiden, die sich in ihrer Struktur und ihren Eigenschaften
unterscheiden, sollte nach den genannten Kriterien ein geeignetes Tensid zum Einsatz in
die PAK-Abbauversuche ausgewahlt werde.

Zunachst wurden die Tenside auf ihre Fahigkeit gepruft, die Wasserloslichkeit von
Benzo[a]pyren zu erhthen.

Alle getesteten Tenside solubilisierten Benzo[a]pyren in der Wasserphase. Der Prozel}
der Solubilisierung begann bereits bei allen 6 Tensiden im Konzentrationsbereich un-
terhalb der CMC (s. Bild 3-5). Oberhalb dieser Konzentration wurde dann rasch nahezu
samtlich eingesetztes Benzo[a]pyren von 100 ng/ml solubilisiert. Die Wasserldslichkeit
von Benzo[a]pyren wurde damit um den Faktor 18 erhoht.

In der Regel beginnt eine Solubilisierung hydrophober Substanzen erst bei Erreichen der
CMC, bei extrem hydrophoben Substanzen kann diese jedoch auch bereits signifikant in
einem Konzentrationsbereich unterhalb der Micellbildung eintreten. Eine solche
Wirkung von Tensiden zeigten KiLE & CHiou (1989) auf die Solubilisierung von DDT,
diese Verbindung besitzt mit einer Wasserloslichkeit von 5,5 pg/l eine vergleichbar
geringe Wasserloslichkeit wie Benzo[a]pyren. Sie fuhrten ihre Beobachtung auf eine
Interaktion zwischen dem unpolaren Anteil des gelésten Tensids und der hydrophoben
Substanz zuriick, der Effekt ahnelt somit dem fiir geléste Huminstoffe beschriebene
(KILE & CHiou 1989, SmiTH et al. 1991, MAXIN 1992, ENGEBRETSON & VON
WANDRUSZKA 1994). Auch EDWARDS et al. (1991a) fanden fiir PAK-Verbindungen in
Losungen mit nichtionischen Tensiden unterhalb der CMC Vervielfachungen der Was-
serloslichkeiten um den Faktor 2,5.

Das Bild 4-1 soll eine Vorstellung davon vermitteln, wie sich die Tensidmolekule und
die Benzo[a]pyren-Molekiile in den durchgefiihrten Solubilisierungsversuchen (s. 3.2)
verhalten.
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Bild 4-1: Schematische Ubersicht der Wechselwirkungen zwischen Benzo[a]pyren, Tensidmo-
nomeren und Tensidmicellen in wasseriger Losung

Der Vergleich der Tenside, hinsichtlich ihrer F&higkeiten Benzo[a]pyren zu solubilisie-
ren, zeigte, dal? eine unterschiedlich groRe Menge an Aktivsubstanz bendtigt wurde, um
gleiche Mengen an Benzo[a]pyren zu solubilisieren. Die Solubilisierungseffizienz eines
Tensids fir eine hydrophobe Substanz h&ngt dabei von mehreren Faktoren, wie z.B. Typ
und Menge des Tensids und der Hydrophobizitdt der Substanz, ab (GUHA & JAFFE
1996b, ZHANG et al. 1997).

Bei einer Tensidkonzentration oberhalb der CMC ist die Steigerung der Loslichkeit
hydrophober Substanzen uber einen weiten Konzentrationsbereich linear. Tragt man die
Tensidkonzentration gegen die Konzentration an solubilisierter Substanz auf, 146t sich
uber die Berechnung der Steigung der Geraden der molare oder gewichtsbezogene So-
lubilisierungskoeffizient berechnen (EDWARDS et al. 1991a und 1991b). Nach EDWARDS
et. al. (1992b) soll es fir manche PAK/Tensid-Systeme auch im Konzentrationsbereich
unterhalb der CMC zu einem linearen Anstieg der Loslichkeit von PAK — wenn auch
mit weit geringerer Geradensteigung — kommen kénnen,

Bei den hier durchgefiihrten Solubilisierungsversuchen wurde in der Regel sdmtlich
eingesetztes Benzo[a]pyren in Losung gebracht, so dal} der Bereich der linearen Bezie-
hung oberhalb der CMC nicht erfa3t werden konnte. Zum Vergleich der Solubilisie-
rungsféhigkeit der Tenside wurden daher Konzentrationen unterhalb oder knapp ober-
halb der CMC herangezogen. Wie die Berechnungen der Solubilisierungskoeffizienten
bei 0,005 und 0,05 % Tensidgehalt zeigten, fanden sich in diesem Konzentrationsbe-
reich keine linearen Zusammenhénge: die Solubilisierungskoeffizienten der einzelnen
Tenside nahmen in der Regel ab, bei Dehyquart A allerdings zu, bei Plantacare 2000 UP
war der Koeffizient in beiden Tensidldsungen in etwa gleich (s. Tabelle 3-2). Eine sol-
che nicht-lineare Beziehung zwischen der Wasserloslichkeit von extrem schlecht was-
serloslichen Verbindungen und der Tensidkonzentration wurde auch von KiLE & CHIou
(1989) gefunden. Sie begriindeten dieses mit einer sukzessiven Micellierung der hetero-
genen Monomere technischer Tenside. Die hier getesteten Tenside bestehen ebenfalls
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aus Monomerengemischen, so dal} solche Prozesse hier ebenfalls denkbar waren. Die
berechneten Koeffizienten kdnnen daher nur als Anhalt fir eine GrdRenordnung be-
trachtet werden. Sie zeigen, dal? eine Steigerung der Loslichkeit vorlag und dal? sich die
Tenside in ihrer Solubilisierungsfahigkeit nicht sehr gravierend voneinander unter-
schieden.

Ein weiteres entscheidendes Auswahlkriterium fur den Einsatz eines bestimmten Ten-
sids in Abbaustudien mit Benzo[a]pyren war die moglichst wenig toxische Wirkung des
Tensids auf Mikroorganismen.

Die offiziellen Angaben der Tensidhersteller zu den 6kotoxikologischen Eigenschaften
der Tenside sind der Tabelle 2-2 zu entnehmen. Bei einigen der Tenside wurden die
akute und die chronische Bakterientoxizitat angegeben. Da diese Angaben unvollstéandig
waren und die Tenside zudem auf unterschiedliche Bakterienarten sowie auf eine
Mischkultur eine andere Wirkung haben konnen, wurden in Verdinnungsreihen der
EinfluB des Tensids im DMSO-Test tberprift (s. 3.4).

Die Reduktion von DMSO zu DMS wurde als Parameter fir eine Beeinflussung der
Aktivitat der Mischkultur herangezogen. Ein Absinken der Aktivitat wurde dabei als
hemmender Effekt des Tensids gedeutet, eine Erhohung als férdernder.

Die Tenside zeigten in diesem Test konzentrationsabhéngige Wirkungen. Dehyquart A —
als Vertreter der kationischen Tenside — hemmte bereits in stark verdinnten Lésungen
die Reduktase-Aktivitat. Diese Hemmung wird als toxischer Effekt gedeutet und ist
typisch fur viele kationische Tenside, die eine mikrobiozide Wirksamkeit (BERTH et al.
1988) besitzen kdnnen.

Die Hemmung der Aktivitat durch die beiden anionischen Tenside Lutensit A-PS und
Texapon N 70 war weniger stark, das amphotere Tensid Dehyton K und die beiden
nichtionischen Tenside Lutensol ON 70 und Plantacare zeigten in verdinnter Konzen-
tration fordernde Wirkungen auf die Reduktaseaktivitét.

Auffallig war die Aktivitatssteigerung der Reduktase unter EinfluR von Plantacare.
Dieses Tensid war bis zur Konzentration von 2,5 %, fur die Mischkultur als Gesamtheit
betrachtet, nicht toxisch.

Die Ergebnisse des DMSO-Tests werden durch die 6kotoxikologischen Herstelleranga-
ben — soweit vorhanden — bestatigt. Dehyquart A besitzt die hochste akute Bakterien-
toxizitat und Plantacare zeigt mit einer EC, tiber 100 mg /I keine toxischen Effekte. Die
Tensidklasse der Alkylpolyglycoside ist zudem aus der Literatur fir ihre giinstigen Oko-
Tox-Daten bekannt (ANDREE & MIDDELHAUVE 1991).

Die Ergebnisse des DMSO-Tests ergaben fur das Tensid Plantacare eine besonders gute
Vertréglichkeit, bezogen auf die mikrobielle Biozonose als Gesamtheit. Die Steigerung
der Reduktase-Aktivitat als Summenparameter fir die Aktivitat einer Mischkultur muf
jedoch mit gewissen Einschrankungen bewertet werden. Die einzelnen Mitglieder der
Mischpopulation kénnen eine unterschiedliche Vertraglichkeit fir das Tensid aufwei-
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sen. Es ist bekannt, daR die Reaktionen von Mikroorganismen auf Tenside hochvariabel
sind (RoBICHAUX et al. 1972). Beispielsweise kann der Zellwandaufbau von Bakterien
fir die Wirkung von Tensiden auf die Zelle eine Rolle spielen. Von Rhamno- und
Sophoroselipiden weil man, daf sie toxisch auf grampositive Bakterien wirken kénnen,
als biologische Bedeutung von Biotensiden wird daher auch ihre teilweise antimikro-
bielle Eigenschaft diskutiert (LANG et al. 1989). Veranderungen der Zelloberflache
durch TensideinfluR sind ebenfalls moglich: beim Abbau von Natriumdodecylsulfat
durch Pseudomonas-Stamme wurde beobachtet, dal die Zelloberflache dieser Bakterien
hydrophober wurde (Neu 1996).

Die Aktivitatssteigerung unter EinfluR von Plantacare war zwar wesentlich geringer als
unter dem EinfluR von Glucose, doch war sie wahrscheinlich auf eine Verwertung des
Tensids als C-Quelle zuriickzufiihren. Es konnte dadurch moglicherweise zu Verénde-
rungen in der Populationszusammensetzung und/oder zu Verschiebungen in der Do-
minanz der Arten gekommen sein. Ob und inwieweit dabei die PAK-Abbauer betroffen
wurden, konnte erst durch die entsprechenden Abbauversuche unter Tensideinfluf3 her-
ausgefunden werden.

Auch die Verwandtschaft des Alkylpolyglycosids Plantacare zu der Klasse der Bioten-
side (BOCKER & THIEM 1989) war ein weiteres Auswahlkriterium dafr, dieses Tensid
in weiteren Versuchen einzusetzen. In Hinblick auf die Anwendung von Tensiden in
Sanierungstechniken sollte ein Tensid nicht toxisch wirken und biologisch abbaubar
sein (EDWARDS et al. 1991b, BUNZEL 1995, TSOMIDES et al. 1995). Die Ahnlichkeit von
Plantacare und Biotensiden spricht fur eine gute Abbaubarkeit, eine in der Regel geringe
Toxizitat und zudem fir eine hohere Akzeptanz der Anwendung dieser Substanz in
Saniertechniken. Die Synthese dieses Tensids aus weitgehend nativen Bausteinen
nachwachsender Rohstoffe — insbesondere Stdrke, Fett und deren Derivate
(MATSUMURA et al. 1990, BALZER 1991, BAUMANN 1991) — ist unter 6kologischen
Gesichtspunkten ebenfalls ein Argument fir die Verwendung dieses Tensidtyps.

Um die Solubilisierungsféhigkeit von Plantacare auf Benzo[a]pyren besser beurteilen zu
konnen, wurden erganzende Loslichkeitsversuche mit diesem Tensid im Kulturmedium
der Abbauversuche durchgefuhrt.

Im Kulturmedium der Abbauversuch waren neben Benzo[a]pyren auch Salze, Spuren-
elemente, Vitamine und die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren ent-
halten. All diese Komponenten kdnnen EinfluB auf das Verhalten des Tensids — z.B. auf
die Micellbildung — haben (Rouskt et al. 1994), so daB der L&slichkeitsversuch mit
Plantacare im Kulturmedium genau die Verhaltnisse widerspiegelte, die zu Kultivie-
rungsbeginn vor der Zugabe des Bakterieninokulums vorlagen. Die Loslichkeit von
Benzo[a]pyren in diesem Medium betrug 27,32 pg/l und war somit gegeniiber dem
Literaturwert von 3,8 —14 pg/l um den Faktor 2 bis 7 erhoht. Mdglicherweise wirkte die
Gegenwart der anderen PAK, die ja auch z.T. als gelOste organische Substanz in dem
Medium vorlagen, l6slichkeitssteigernd auf Benzo[a]pyren.
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Plantacare erhohte diese Loslichkeit besonders oberhalb der CMC um ein Vielfaches. In
der 0,1%igen LOsung besalR Benzo[a]pyren eine scheinbare L&slichkeit von nahezu
1,9 mg/l, dieser Wert tberschritt den der reinen Wasserloslichkeit von Phenanthren. Das
System der Abbauversuche war mit der Vielzahl seiner Komponenten sehr komplex und
es ergaben sich vielfaltige Wechselwirkungen zwischen Mikroorganismen,
Tensidmonomeren, Tensidmicellen und PAK-Molekiilen. Die Ubersichtszeichnung im
Bild 4-2 soll einige dieser moglichen Interaktionen, die in den Abbauversuchen auftre-
ten konnten, verdeutlichen. Die PAK-Molekiile konnten durch die Tensidmonomere und
die Tensidmicellen solubilisiert werden, wobei die PAK-Verbindungen untereinander
konkurrieren konnten. Tensidmonomere in der Losung und in der Micelle standen im
Austausch miteinander. Die Zellwande der Bakterien konnten in Kontakt mit Ten-
sidmicellen und Tensidmonomere treten und diese z.B. in ihre Zellwand integrieren.

Bild 4-2: Schematische Ubersicht der Wechselwirkungen zwischen den PAK-Molekiilen, Ten-
sidmonomeren, Tensidmicellen und Mikroorganismen im Kulturmedium der Abbauversuche
Neben dem Benzo[a]pyren wurden auch die anderen PAK durch das Plantacare solubi-
lisiert. Dabei hatten die starker hydrophoben PAK kleinere Molfraktionen in der micel-
laren Pseudophase, d.h. Benzo[a]pyren wurde bezogen auf die Molmenge am wenigsten
von allen PAK solubilisiert und Phenanthren und Anthracen wurden als kleinere PAK-
Molekdile von den Tensidmicellen mit der hdchsten Kapazitét solubilisiert (EDWARDS et
al. 1991a und 1991b, TiEHM et al. 1997). Andererseits besteht aber eine lineare Bezie-
hung zwischen dem n-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten einer Substanz und
ihrem Verteilungskoeffizienten zwischen micellarer und wasseriger Pseudophase
(EDWARDS et al. 1991a und 1991b). Dieses bedeutet, dal das Verhaltnis von
Benzo[a]pyren in der micellaren Pseudophase zu Benzo[a]pyren in der wasserigen
Pseudophase am hdchsten von allen eingesetzten PAK war.
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Fur den Einsatz in die PAK-Abbauversuche wurde das nichtionische Tensid Plantacare
2000 UP ausgewahlt. Die Griinde fur diese Entscheidung waren zusammengefalit fol-
gende:

[0 Plantacare besitzt die Fahigkeit, Benzo[a]pyren in deutlicher Menge in die Wasser-
phase bzw. in das Kulturmedium zu solubilisieren.

[0 Plantacare erfordert nur eine geringe Menge an Aktivsubstanz, um seine solubilisie-
rende Wirkung zu entfalten.

[J Plantacare zeigte — flr die Mischkultur als Gesamtheit gesehen — in einem Konzen-
trationsbereich bis 1 % keinen toxischen Effekt.

[0 Plantacare wurde von der Mischkultur abgebaut.

[ Plantacare wird aus weitgehend nativen Bausteinen nachwachsender Rohstoffe her-
gestellt.

[0 Die Substanzklasse der Alkylpolyglycoside, zu denen Plantacare gehort, zeigt eine
gute Umweltvertraglichkeit und besitzt in Struktur und Eigenschaften Ahnlichkeiten
mit Biotensiden.

4.2 Abbau von *C-markiertem Benzo[a]pyren

Die Mischkultur, die aus einem hoch mit PAK kontaminierten Boden isoliert wurde,
konnte mit einem Gemisch von 3- und 4-Ring PAK als einzige C- und Energiequelle
wachsen und besaR die Fahigkeit, Benzo[a]pyren cometabolisch zu verwerten.

Ein Abbau von Benzo[a]pyren als alleinige C-Quelle unter Plantacare-Einflul} wurde in
der Versuchsreihe Biometer | getestet, es lieR sich jedoch keine signifikante **CO,-Frei-
setzung messen (s. Bild 3-11). Der geringe Nachweis von markiertem CO, zu Ver-
suchsbeginn deutet darauf hin, dal3 die auf einem PAK-Spektrum vorgezogene Misch-
kultur die Fahigkeit zum Benzo[a]pyrenabbau besal3, diese jedoch mit Benzo[a]pyren
als Wachstumssubstrat nicht aufrecht erhalten werden konnte. Die mangelnde Fahigkeit,
Benzo[a]pyren als einzige C- und Energiequelle zu nutzen, wurde auch in den anderen
Biometer-Versuchen deutlich: waren die 3- und 4-Ring PAK als Wachstumssubstrat im
Medium verbraucht, so stagnierte der Benzo[a]pyren-Umsatz. Auch das Tensid diente
nicht als geeignetes Cosubstrat fur einen Benzo[a]pyrenabbau.

Ein cometabolischer Benzo[a]pyren-Abbau von etwa 50 % mit anderen PAK-Vertretern
als Wachstumssubstrat konnte in mehreren Ansétzen nachgewiesen werden, dazu waren
jedoch Inkubationszeiten von etwa 300 Tagen notwendig.

Die Abbaubilanzen wurden tber die Freisetzung von **CO, aus der **C-markierten
Benzo[a]pyren-Verbindung erstellt. Inwieweit man hierbei von einer vollstandigen Mi-
neralisierung dieser Verbindung ausgehen kann, muf3 kritisch hinterfragt werden.

Werden organische Verbindungen zur Deckung des Energiebedarfs der Zelle und zum
Aufbau von Zellsubstanz verwendet, so fiihrt dieses unter gunstigen Bedingungen letzt-
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endlich zum Abbau dieser Verbindungen in deren Mineralisierungsprodukte — Kohlen-
dioxid, Wasser und anorganische Salze. Durch die spezifische Markierung des
Benzo[a]pyrenmolekils an der 7er und 10er Position (s. Bild 2-1) wurde mit dem
Nachweis von **CO, beim Abbau des **C-Benzo[a]pyren nur der erste Abbauschritt —
der Primérabbau — nachgewiesen.

Die 7-8 oder die 9-10 Positionen gehdren zu den energetisch bevorzugten im
Benzo[a]pyrenmolekul (LoEw et al. 1978) und ein enzymatischer Angriff ist daher an
diesen  Positionen  besonders  gunstig.  lIdentifizierte  Metaboliten  des
Benzo[a]pyrenabbaus von Bakterien und Pilzen bestatigen dieses (GiBsON et al. 1975,
CERNIGLIA et al. 1992, SCHNEIDER et al. 1996). Folgt auf die enzymatische Oxidation an
diesen Positionen die Ringspaltung, wird **CO, frei und zumindest eine Markierung des
Molekils ist verschwunden.

SCHNEIDER et al. (1996) wiesen beim Benzo[a]pyrenabbau durch ein Mycobacterium sp.
als Metaboliten 7,8-Dihydropyrencarbonsduren nach. Bei der hier vorliegenden
Markierung fande sich dann jeweils noch ein markiertes Kohlenstoffatom in der Car-
bonséure, so dal} ein Nachweis dieses Metaboliten durch radioanalytische Methoden
moglich sein konnte.

Andererseits wird die anfangliche Oxidation von Benzo[a]pyren durch mikrobielle En-
zymsysteme als limitierender Schritt fur die Umsatzrate betrachtet (CARMICHAEL &
PFAENDER 1997a). Durch die erfolgte Oxidation und die Ring6ffnung werden PAK
besser verfiigbar und leichter abbaubar. Eine hohe Akkumulation von Metaboliten war
daher nicht zu erwarten, besonders wenn man die langen Inkubationsdauern bertck-
sichtigt und auRerdem bedenkt, dal? durch den Einsatz einer an PAK adaptierten Misch-
kultur die Abbaukapazitaten der einzelnen Mitglieder dieser Biozonose sich erganzten.

Da durch die Analysen am Gaschromatographen bestétigt wurde, dal die Mischkultur
Pyren zlgig abbaute, war eine Ansammlung von 4-Ring Metaboliten des
Benzo[a]pyrens nicht wahrscheinlich, zudem, wie der Biometer-Versuch 1V zeigte, die
4-Ring Verbindung Pyren den Cometabolismus von Benzo[a]pyren in besonderem
MaRe aufrecht erhalten konnte und den Mikroorganismen dabei als einziges Wachs-
tumssubstrat diente.

In den wasserigen Extrakten aller Biometer wurde ein — wnn auch in der Regel geringer
— Anteil an Radioaktivitat gefunden. Da dieser nicht mit dem unpolaren Ldsungsmittel
Dichlormethan extrahiert werden konnte, muR es sich bei der **C-markierten Substanz
im Wasserextrakt um polare Stoffe handeln. Es wird vermutet, dal3 diese Verbindungen
polare Primarmetaboliten des '“C-Benzo[a]pyrens waren. Zum anderen kénnte auch
uber Metabolisierungsvorgéange ein Einbau der markierten C-Atome in Biomasse erfolgt
sein. In allen Biometer-Versuchen war zu beobachten, daf} in den Ansétzen, die hohe
1CO,-Freisetzungsraten aufwiesen, hohere Anteile an Radioaktivitdt in den H,O-
Extrakten vorlagen. Dieser Zusammenhang bestatigt die Annahme, dal3 es sich bei der
Radioaktivitat im Wasserextrakt um polare Metaboliten des *C-Benzo[a]pyrens han-
delte.
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Die Identifizierung von Metaboliten war nicht Ziel dieser Arbeit und wurde — auch aus
den oben genannten Griinden — nicht weiter verfolgt. Als bewiesen galt daher in den hier
durchgefiihrten Abbaustudien (iber den Nachweis von **CO, zumindest die initiale
Oxidation der Benzo[a]pyrenmolekdle und die Ringspaltung.

4.3 EinflulR des Plantacare

Die isolierte Mischkultur war in der Lage, auf PAK als einzige C- und Energiequelle zu
wachsen und dabei auch Benzo[a]pyren zu verwerten. Das nichtionische Alkylpolygly-
cosid Plantacare 2000 UP war fur die Mischkultur als Gesamtheit gesehen gut vertrag-
lich, es solubilisierte Benzo[a]pyren im Kulturmedium und es war abbaubar.

Wenn nun die geringe Ldsungsrate von Benzo[a]pyren ins Medium ein entscheidender
Faktor fiir den schlechten Abbau dieser Verbindung wére, so sollte eine Solubilisierung
dieser Substanz durch ein Tensid einen positiven Effekt auf die Bioverfligbarkeit von
Benzo[a]pyren haben und damit steigernd auf die Abbaurate wirken.

Bei der Diskussion der Plantacare-Effekte in den hier vorliegenden Abbaustudien ist zu
bedenken, dal3 die Mischkulturen, mit denen die Biometer angesetzt wurden, aus Vor-
kulturen stammten, in denen den Bakterien als einzige C- und Energiequelle ein defi-
niertes PAK-Gemisch zur Verfugung stand. Das bedeutet, da3 sich zwischen den ein-
zelnen Mitgliedern der Population ein gewisses Zusammenspiel eingestellt hatte. Es
wird Organismen gegeben haben, welche vom Abbau bestimmter PAK lebten, andere
verwerteten Metaboliten und stellten vielleicht ihrerseits C-Quellen fiir weitere Abbau-
vorgange bereit. In einem solchen komplexen System konnte die Wirkung des Tensids
neben einer Solubilisierung der PAK, z.B. darin bestehen, auf eine oder mehrere Bakte-
rienarten toxisch zu wirken oder aber einer oder mehrerer Bakterienarten als C-Quelle
zu dienen. Das gesamte Konzert der einzelnen Bakterienarten konnte dadurch verandert
worden sein. Fur den Abbau von Benzo[a]pyren kdnnte dieses bedeutungslos gewesen
sein, es konnten aber auch positive oder negative Effekte aufgetreten sein, die zudem
konzentrationsabhéngig gewesen sein konnten. Der EinfluR von Plantacare auf den Ab-
bau von Benzo[a]pyren durch die isolierte Mischkultur wurde in mehreren Biometer-
Versuchen getestet, und es ergeben sich einige grundsétzliche Ergebnisse:

Im Biometer-Versuch | war in den Biometern mit mehr als 0,1 % Plantacare-Gehalt kein
Benzo[a]pyren-Umsatz nachweisbar. Die Menge an geloster Radioaktivitdt im
Kulturmedium zu Inkubationsende zeigte, daB3 in diesen Ansétzen Tensidmicellen, wéh-
rend der gesamten Inkubationsdauer von 384 Tagen Benzo[a]pyren, solubilisierten. In
den Ansatzen mit 0,5 bzw. 1 % Plantacare wurde — im Vergleich zu dem Ansatz ohne
Tensid — so eine 25 bzw. 60fach erhohte Menge an Benzo[a]pyren gelst (s. Tabelle 3-
8). Trotzdem wurde keine Freisetzung von *CO, ermittelt, und auch der Abbau der
anderen PAK-Vertreter war deutlich verringert (s. Tabelle 3-10). In Konzentrationen
oberhalb der CMC wirkte das Tensid offensichtlich hemmend auf die PAK-Verwertung
und dabei besonders auf die Mineralisation hoherkerniger PAK. Dieser Effekt wird in
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der Literatur auch fir anderen PAK-Abbauversuchen beschrieben. Eine Inhibierung des
PAK-Abbaus unter TensideinfluR kann auf viele verschiedene Griinde zurtickgefuhrt
werden.

Einige Autoren vermuteten, dal3 in Micellen eingeschlossene PAK nicht bioverfuigbar
sind (LAHA & LUTHY 1991, JIMINEZ & BARTHA 1996). GUHA & JAFFE (1996a) und auch
GRIMBERG et al. (1996) postulierten, daB ein Uberdosieren von Tensiden die PAK quasi
aus der freien Wasserphase entzdge und auf diese Weise die Bioverfuigbarkeit der PAK
verringere. Andere Autoren widersprechen dieser Theorie damit, dal die PAK nur
geringe Verweilzeiten in den Micellen aufwiesen und somit eine hohe Austauschrate
mit den im Medium gel6dsten Molekilen besélien (Liu et al. 1995).

Doch nicht nur in den Anséatzen, in denen bis zum Inkubationsende Tensidmicellen
vorlagen, wurde der PAK-Abbau inhibiert. Die Mineralisation von PAK wurde auch
dann gehemmt, wenn die Tensidkonzentration durch den Tensidabbau den Wert fur die
CMC unterschritt. In der Versuchsreihe Biometer Il (s. 3.7.3) wurde durch Zugabe von
Mineralmedium die Plantacare-Konzentration des Kulturmediums verdiinnt, Messungen
der Oberflachenspannung zeigten, dal} keine Tensidmicellen mehr vorlagen, trotzdem
lield sich der PAK-Abbau nicht mehr reaktivieren.

Ein anderer Grund flr eine Inhibierung kann eine Toxizitat des Tensids oder eines sei-
ner Abbauprodukte auf den oder die PAK-Abbauer sein (TIEHM 1994, RocH &
ALEXANDER 1995, TsoMIDES et al. 1995). Dieser toxische Effekt kann z.B. aus Interak-
tionen zwischen Tensid(micelle) und Bakterienzellwand bestehen (LAHA & LUTHY
1991, CHURCHILL et al. 1995). Je nach Aufbau und Hydrophobizitat der Zellwand kon-
nen sich Bakterienarten dabei unterscheiden.

Der DMSO-Test (s. 3.4) hat gezeigt, dal? Plantacare — flr die Mischpopulation als Ge-
samtheit gesehen — erst in htheren Konzentrationsstufen (> 1 %) eine toxische Wirkung
besal. In der Versuchsreihe Biometer | wurden Plantacare-Konzentrationen bis 1 %
eingesetzt, in dieser Konzentrationsstufe liellen sich nach 167 Tagen Inkubation keine
Mikroorganismen mehr nachweisen (s. Tabelle 3-7), der erfolgte PAK-Abbau (s.
Tabelle 3-10) zeigt aber, dal} kein massiv toxischer Effekt des Plantacares von Inkuba-
tionsbeginn an vorliegen konnte. Mdoglicherweise waren es die Abbauprodukte des
Plantacare, die toxisch wirkten, dagegen spricht, dal3 sich in den 0,5 %igen Ansétzen
keine verringerten Keimzahlen fanden. Auch in den Ansétzen der Biometer 1l und IlI,
die z.T. unter EinfluR einer lang andauernden Tensidzugabe mit 0,005 % Tensid stan-
den, traten keine signifikant verringerten Keimzahlen auf, obwohl es auch in diesen
Ansétzen zur verstarkten Ansammlung von Tensidabbauprodukten gekommen sein
muf3te. In der Mischkultur kdnnten die einzelnen Mitglieder nattrlich trotzdem unter-
schiedlich sensitiv auf das Plantacare oder seine Abbauprodukte reagiert haben. Dieses
erklart auch die Abnahme der Diversitat in der Population bei h6heren Tensidkonzen-
trationen. Dieser Effekt zeigte sich auch in den Biometern der Versuchsreihe Biometer I,
in denen Benzo[a]pyren als einziges PAK im Medium vorlag. Auch hier sank mit
steigender Tensidkonzentration der Benzo[a]pyren-Umsatz, die Keimzahlen stiegen,
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aber die Artenvielfalt wurde geringer (s. Tabelle 3-4). In der Mischkultur kbnnten einige
Bakterienarten auf bestimmte Plantacare-Konzentrationen empfindlich reagiert haben
und so aus der Biozénose ausgeschieden sein. Wenn dieses Bakterienarten betraf, die
fur den PAK-Abbau von Bedeutung waren, so resultierten daraus verringerte Ab-
bauraten einzelner oder auch mehrerer PAK-Verbindungen. Dieses wirde auch erklaren,
warum in den Ansétzen mit hoher Plantacare-Konzentration Phenanthren, im Vergleich
zu den anderen PAK-Vertretern, weitgehend abgebaut wurde (s. Tabelle 3-10).
Maoglicherweise war der oder waren die Phenanthren-Verwerter weniger empfindlich
gegenlber hohen Tensidkonzentrationen.

THIBAULT et al. (1996) nannte als eine mogliche Ursache fiir eine von ihnen gemessene
Inhibierung des Pyrenabbaus, dal hohe Konzentrationen an solubilisiertem Pyren
toxisch auf Bakterien wirken kénnen, indem die PAK-Verbindung selbst Schéden in der
Zellwand verursacht. Untersuchungen von CALDER & LADER (1976) belegen, daR be-
reits Konzentrationen von 5 pg/l Benzo[a]pyren auf einige marine Pseudomonaden
toxisch wirken konnen. Die Toxizitat ist abhéngig von der in Losung vorliegenden
Konzentration (BARTHA & ATLAS 1977, SIKKEMA et al. 1995), nicht bioverfugbare
Substanzen — z.B. an Bodenpartikel absorbierte PAK — zeigen keine toxischen Effekte
(WEISSENFELS et al. 1992).

Eine solche toxische Wirkung der PAK-Vertreter in den hier vorliegenden Abbaustu-
dien ware fir die Anséatze mit héherer Tensidkonzentration denkbar, da es sich bei den
Bakterien jedoch um PAK-Verwerter handelte, die an hohe PAK-Konzentrationen ad-
aptiert waren, war eine solche sensitive Reaktion unwahrscheinlich.

Ein Tensid kann auRerdem von den PAK verwertenden Mikroorganismen bevorzugt als
C-Quelle genutzt werden (TIEHM 1994, TsoMIDES et al. 1995, TiEHM et al. 1997). In
einer Mischkultur mussen die PAK-Abbauer und die Tensidverwerter nicht dieselben
Organismen sein, so daf sich die Tensidabbauer gegentiber den PAK-Abbauern durch-
setzten konnen (DESCHENES et al. 1996).

Bei einigen Biometer-Ansitzen féllt eine lag-Phase der **CO,-Freisetzung zu Inkuba-
tionsbeginn auf. Diese war zum einem durch die ndtige Anpassung des Stoffwechsels
der Mikroorganismen an das neue Ndhrmedium nach Beimpfung durch die Impfkultur
(Induktionsphase) bedingt, zum anderen erfolgte hier zunédchst die Vermehrung der
Biomasse. Die lag-Phase war daher auch bei den Biometer-Versuchen, die mit Kulturen
aus sehr alten und inaktiven Biometer-Ansatzen inokkuliert wurden, sehr lang. Ein
weiterer Grund daftr war auch die relativ niedrige Lebendkeimzahlen in diesen Inokula
(z.B. Biometer-Versuch Il, MK 1Ib). Die Vorgange in der lag-Phase erklaren aber auch,
warum mit steigendem Tensidgehalt die Freisetzung von **CO, immer spéter begann als
in den Ansétzen ohne Tensid. Die Vermehrung der Biomasse erfolgte hier zunachst
durch die Tensidverwertung. Erst danach begann die Verwertung der PAK. Da diese
Population durch die leichter erschliebare C-Quelle im Vergleich zu den Kulturen, die
als C-Quelle nur die PAK oder PAK und weniger Tensid nutzen konnten, wesentlich
gestarkt wurde, wendete sich dann eine groRere Population dem PAK-Abbau zu, so dal
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sich daher in den Ansédtzen mit Tensid direkt nach der lag-Phase ausgesprochen hohe
Benzo[a]pyren-Umsatzraten fanden (bis zu 240 pg/Woche im Ansatz 1.3a, Biometer I1).
In den Ansédtzen ohne Plantacare zeigten sich hingegen in der Regel von Inkubati-
onsbeginn an eine relativ geringe, aber stetige lineare Freisetzung von **CO, (maximale
Umsatzrate 80 pg Benzo[a]pyren/Inkubationswoche). Die Starkung der Population
durch die Tensidverwertung wurde durch die erhdhten Keimzahlen der Ansétze mit
0,05 % Plantacare zu Inkubationsbeginn gezeigt (s. Bild 3-70).

Dall Plantacare einigen Mitgliedern der Mischkultur als C-Quelle diente, ist als ge-
sichert anzusehen, die Abnahme der Oberflachenspannung beweist dieses ebenso wie
die Verringerung der Artendiversitét.

Das Tensid, als leicht erschlieSbare C-Quelle, kann fir den PAK-Abbau von Vorteil
sein, wenn namlich die PAK-Abbauer das Tensid verwerten konnen, die Fahigkeit zum
PAK-Abbau aber dabei nicht verlieren und zu ausschlieBlichen Tensidverwertern wer-
den bzw. sich von den reinen Tensidverwertern nicht verdréangen lassen. Der Verlust der
Abbauféhigkeit fir PAK trat erst bei andauernden hohen Tensidgaben bzw.
-konzentrationen auf. Hohe Tensidkonzentrationen zu Beginn oder auch mit gewissen
Abstanden wahrend der Inkubation waren, ebenso wie andauernde méflige Tensidgaben,
nicht von Nachteil oder sorgten sogar flr steigende Umsatzraten. Glucosezugaben in die
Kulturmedien wéhrend der Inkubation zeigten einen zu Plantacare vergleichbaren
Effekt, so dal’ diese Theorie bestatigt wird.

Auch in der Literatur finden sich Hinweise zum Einfluf3 leichter verwertbarer C-Quellen
auf den PAK-Abbau von Mikroorganismen. BAUER & CAPONE (1988) stellten fest, dal3
Glucosegaben von 0,0001 % keinen Effekt auf die Mineralisation von Anthracen oder
Naphthalin zeigten. Beim Abbau von Phenanthren in Gegenwart von Glucose als
bevorzugtes Substrat zeigte sich in einer Studie von LAHA & LUTHY (1991) bis zu einer
Konzentration von 0,013 % kein hemmender Effekt. Bei einer Konzentration von
0,13 % fand sich ebenfalls keine signifikante Inhibierung, doch zeigt sich — ahnlich wie
in den hier vorliegenden Abbaustudien — eine lag-Phase der Phenanthrenmineralisation,
der eine sehr intensive **CO,-Freisetzung folgte. KEUTH & REHM (1991) untersuchten
den Effekt von Glucosegaben auf den Phenanthrenabbau von Arthrobacter
polychromogenes und fanden einen simultanen Abbau der beiden Verbindungen. Ge-
ringe Zugaben von Glucose (0,045 %) stimulierten den Phenanthrenabbau, bei einer
Konzentration von 0,1 % verlangerte sich die lag-Phase und die Abbaurate sank, bei
0,3 % Glucose im Kulturmedium wurde der Phenanthrenabbau deutlich inhibiert. Auch
diese Ergebnisse bestatigen die Interpretation der Resultate in den hier durchgefiihrten
Abbauversuchen. In einer Studie von WEIR et al. (1995) steigerte eine Zugabe von
Magermilchpulver zu Bodenslurries den Phenanthrenabbau durch Pseudomonas sp. und
autochthonen Mikroorganismen. Begriindet wurde dieses mit der gesteigerten Aktivitat
der Bakterien und einer um den Faktor 10 erhéhten Keimzahl.

Die Effekte, die das Plantacare in den hier vorgestellten Abbaustudien bewirkte, lassen
sich nicht nur auf die blof3e Funktion dieses Tensids als C-Quelle reduzieren. Die vor-
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liegenden Versuchsergebnisse machen es durchaus plausibel, da das Tensid im Kul-
turmedium zumindest vorubergehend solubilisierende Funktionen erfillte, wie sie Bild
4-1 und Bild 4-2 darstellen. Denn dal3 Plantacare die PAK im Medium solubilisieren
konnte, war eindeutig, und dal} es selbst in geringen Konzentrationen auch als Mono-
mere noch eine Steigerung der Wasserloslichkeit von Benzo[a]pyren erreichte, wurde
ebenfalls gezeigt. Ob daher die in den Abbaustudien beobachteten positiven Effekte von
Plantacare auf den Benzo[a]pyrenabbau mdglicherweise auf die solubilisierenden Ei-
genschaften des Tensids oder auf seine Verwertung zurtickzufuhren sind, l&i3t sich nicht
eindeutig klaren. In dem komplexen System der verschiedenen Versuchsvarianten mit
den Mischkulturen hat sich die Kombination beider Funktionen als am wahrscheinlich-
sten herausgestellt.

Liu et al. (1995) untersuchten die Bedeutung eines Tensid als kompetitives Substrat zu
Naphthalin und fanden einen simultanen Abbau der beiden Verbindungen, jedoch keine
Inhibierung des Naphthalin-Abbaus. Naphthalin ist aber im Unterschied zu
Benzo[a]pyren eine leicht abbaubare Substanz mit hoher Wasserldslichkeit und der Ef-
fekt eines leicht abbaubaren Tensids auf den Abbau dieser Verbindung ist sicherlich
nicht auf den Abbau von Benzo[a]pyren zu ibertragen.

SOEDER et al. (1996) benutze in Abbaustudien mit Phenanthren und Fluoranthen durch
Reinkulturen abbaubare Tenside. Mit Lecithin als Tensid wurde die PAK-Abbaurate
etwa verdoppelt, obwohl das Lecithin parallel zu den PAK abgebaut wurde. Beim Ein-
satz von Saponin als Tensid steigerte sich die Bioverfuigbarkeit der PAK nicht und bei
einer Reinkultur stellten sich lange lag-Phasen ein. Inkubationszeiten von weniger als
einer Woche und im Vergleich zu Benzo[a]pyren leicht abbaubare PAK machen auch
hier eine Ubertragung auf die hier vorliegenden Abbaustudien mit Benzo[a]pyren nicht
maoglich.

CHURCHILL et al. (1995) diskutierten ebenfalls den Effekt leicht verfligbarer C-Quellen
fiir einen PAK-Abbau. Ein Tensid aus Olsauren angereichert mit Nahrstoffen diente als
C-Quelle fir die PAK-Abbauer, erfillte jedoch gleichzeitig seine Funktion als Lo-
sungsvermittler und steigerte so den Abbau von Phenanthren. Der Einsatz der gleichen
Tensidklasse in einer Studie von CARMICHAEL & PFAENDER (1997Db) fihrte jedoch zu
einer Hemmung des Phenanthren-Abbaus.

Im allgemeinen wird die Verwendung abbaubarer Tenside als Hemmnis fur einen PAK-
Abbau betrachtet. TIEHM et al. (1995 und 1997) verglichen den EinfluR eines schnell
und eines langsam abbaubaren Tensids auf den PAK-Abbau im Boden. Nach einem
anfanglich beschleunigten PAK-Abbau durch die gesteigerte mikrobielle Aktivitét hatte
das leicht abbaubare Tensid — mit Ausnahme fir die Verwertung von niederkernigen
PAK wie Phenanthren — keinen positiven Effekt auf die Abbauraten. Das schwerer ab-
baubare Tensid hingegen bewirkte einen gesteigerten Abbau aller betrachteten PAK.
Die Autoren fiihrten die Inhibierung des PAK-Abbaus auf den Sauerstoffmangel zurtick,
der durch den schnellen Tensidabbau auftrat.
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Auch in den hier durchgefiihrten Abbaustudien finden sich vergleichbare Ergebnisse. In
den Ansatzen unter hohem TensideinfluB (z.B. 0,5 und 1 % Plantacare-Gehalt im Bio-
meter 1) wurden die 3- und 4-Ring PAK metabolisiert. Die Mischkultur zeigte auch
unter hohem Tensideinflul? ein — allerdings verringertes — Abbaupotential fir PAK, aber
keines flr Benzo[a]pyren. Besonders Phenanthren wurde in diesen Ansétzen auf Gehalte
unter 10 % abgebaut (s. Tabelle 3-10).

Ein Mangel an O, oder wahrscheinlicher ein Mangel an Nahrstoffen, die Ansétze wur-
den in der Regel wochentlich bellftet, konnte auch ein Grund dafur sein, daB in den
Biometer-Versuchen bei Dauerzugabe hoherer Tensidkonzentrationen, wie in der Ver-
suchsreihe Biometer Ill, die Keimzahlen im Medium zusammenbrachen (s. Tabelle 3-
20). Verdunnungen der Tensidkonzentrationen durch Mineralmedium flihrten dazu, dal
sich die Mischpopulation wieder erholte und die Keimzahlen stiegen. Allerdings setzte
in so behandelten Kulturen kein erneuter Benzo[a]pyrenabbau ein, die Fahigkeit dazu
schien verloren gegangen zu sein.

DESCHENES et al. (1996) untersuchten den Effekt von zwei abbaubaren Tensiden auf 13
PAK-Verbindungen. Alle 2 Wochen wurden die Versuchsmikrokosmen mit frischen
Tensiden beaufschlagt, der PAK-Abbau uber eine Inkubationsdauer von 45 Wochen
verfolgt. Der Abbau der 3- und 4-Ring PAK wurde durch die Tenside nicht beeinfluft,
hohere Tensidgaben hatten jedoch einen negativen Effekt auf die Verwertung der 4-
Ring PAK. Die Autoren begriinden diesen Effekt damit, dal3 die Tenside in diesen Kon-
zentrationen als kompetitive Substrate genutzt wurden und daher die Abbaurate der
schlechter abbaubaren PAK verringerten. Auflerdem konnte auch ein verstérktes
Wachstum von Tensidverwertern eine Erklarung sein.

In den hier vorliegenden Abbaustudien wurde der Phenanthrenabbau durch hohe Ten-
sidkonzentrationen ebenfalls kaum beeinflu3t (s. Tabelle 3-10). Mdglicherweise spielte
Plantacare als kompetitives Substrat fiir Phenanthren keine Rolle, jedoch fur die
schlechter wasserloslichen anderen PAK-Verbindungen.

Anderseits besteht, wie bereits unter 4.1 geschildert, eine lineare Beziehung zwischen
dem n-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten einer Substanz und ihrem Verteilungs-
koeffizienten zwischen micellarer und wésseriger Pseudophase (EDWARDS et al. 1991a
und 1991b). Dieses bedeutet, dal das Verhaltnis von Phenanthren und Anthracen in der
micellaren Pseudophase zu Phenanthren und Anthracen in der wésserigen Pseudophase
am niedrigsten von allen eingesetzten PAK war. WWenn nun — so wie es einige Autoren
vermuteten — in Micellen eingeschlossene PAK nicht bioverfiigbar waren (LAHA &
LUuTHY 1991, JIMINEZ & BARTHA 1996), so wéren davon die schlechter wasserloslichen
PAK mit héherem Ko stérker betroffen als das Phenanthren mit seiner relativ hohen
Wasserloslichkeit.

MADSEN & KRISTENSEN (1997) testeten mehrere abbaubare, nichtionische Tenside, dar-
unter auch ein Alkylpolyglycosid, auf ihren EinfluR beziglich des PAK-Abbaus im
Boden. Sie fanden eine Steigerung der Mineralisierungsrate fir 2- und 3-Ring PAK
nach 14 Tagen, der Abbau von 4-und 5-Ring PAK setzte erst nach 4 wochiger Inkuba-
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tion ein und war unter Tensideinflul3 hoher als in der Kontrolle. Benzo[a]pyren, Pyren
und Benzo[b,j,k]fluoranthen wurden nur unter Tensideinflu} signifikant abgebaut. Den
nur maiigen Effekt eines der Tenside begriinden sie mit einem zu schnellen Abbau die-
ses Tensidtyps und der dadurch weniger effektiven Solubilisierung der PAK.

In der Versuchsreihe Biometer | war in den hohen Tensidkonzentrationen eine effektive
Solubilisierung von Benzo[a]pyren mit 20-40 % des vorliegenden Benzo[a]pyren ge-
geben, es lieR sich jedoch kein Abbau nachweisen, so dal} eine solche Begrundung hier
nicht gelten kann. Auch der Abbau aller anderen PAK-Verbindungen war unter Tensid-
einflul?, im Vergleich zu den Ansétzen ohne Tensid im Kulturmedium, verringert.

In den hier durchgefuhrten Abbaustudien wurde bei Vorliegen von Tensidkonzentratio-
nen knapp oberhalb der CMC eine verlangerte lag-Phase des PAK-Abbaus zu Inkubati-
onsbeginn beobachtet. Eine Verringerung des bioverfiigbaren Anteils der PAK durch
EinschluR in Micellen ware eine Erklarung fir diese Beobachtung. Durch den Ten-
sidabbau wirden die Micellen zerfallen und die PAK wieder frei geben, so daR dann ein
PAK-Abbau einsetzen kdnnte. Dabei konnte der Effekt auftreten, dal die einzelnen
Benzo[a]pyren-Kristalle zahlreicher und kleiner wéren, als vor der Solubilisierung.
Durch diese VergroRerung der Oberflache wirde das Benzo[a]pyren schneller ins Me-
dium nachgeldst werden, dieses kénnte zu einer erhdhten Abbaurate fiihren und waére
eine Erklarung fur die hohen Umsatzraten in den Ansédtzen mit Tensidkonzentrationen
von 0,05 % nach der anfanglichen lag-Phase. Ein solcher EinfluR von vergrolierten
Kristalloberflachen wurde von mehreren Autoren beschrieben (KEUTH & REHM 1991,
KOHLER 1992, TIEHM 1994).

4.4 EinflulR der anderen PAK

Bedingt durch die Art ihrer Entstehung und ihrer Verbreitung treten PAK in der Umwelt
immer als verschieden zusammengesetzte chemische Gemische auf. Die einzelnen
PAK-Vertreter dieser Gemische unterscheiden sich u.a. in ihrer Molekilmasse und ihrer
Ringzahl. Die Effekte der einzelnen Verbindungen kénnen sich kombinieren und somit
z.B. zu hoheren Toxizitaten fihren. Die Kombinationseffekte konnen auch positiv auf
den Abbau wirken, indem sie mehr Substrat fir mikrobielles Wachstum zur Verfiigung
stellen und moglicherweise die Induktion von Enzymen fiir den Abbau bewirken. Zwi-
schen den einzelnen PAK-Verbindungen sind hierbei — bedingt durch die homologen
Strukturen — viele Interaktionen auf mehreren Ebenen denkbar, diese kdnnen synergisti-
sche, inhibierende oder keine Effekte besitzen.

Der Abbau von Benzo[a]pyren in den hier vorliegenden Abbaustudien erfolgte aus-
schlieBlich im Cometabolismus mit anderen PAK. In der Versuchsreihe Biometer |
wurde *C-Benzo[a]pyren ohne weitere PAK-Verbindungen zusammen mit Plantacare
in einigen Biometern eingesetzt, hier ergab sich jedoch kein signifikanter Abbau.

Wie die gaschromatographische Analyse der Extrakte zeigte, konnte die Mischkultur die
(nicht **C-markierten) PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren verwerten.
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Mit steigendem Tensidgehalt bzw. unter Dauerzugabe von Tensid oberhalb der CMC
nahm die Verwertung ab. Der Abbau der einzelnen PAK-Vertreter erfolgte in der Regel
in der Reihenfolge ihrer Wasserléslichkeit.

Es ist sehr wahrscheinlich, dal} die einzelnen PAK-Verwerter ein multiples PAK-Ab-
bauspektrum aufweisen, dieses wurde in anderen Untersuchungen vielfach nachgewie-
sen (KASTNER et al. 1991, KIYOHARA et al. 1992, KASTNER et al. 1994). Dabei fanden
sich Mikroorganismen, die hoherkernige PAK abbauten, nur an Standorten mit PAK-
Kontaminationen, wahrend sich Naphthalin oder Phenanthren-Abbauer ubiquitér nach-
weisen liel3en.

Auch der Abbau der PAK in Reihenfolge ihrer Wasserloslichkeit ist typisch flr den
Abbau von PAK-Gemischen (WALTER et al. 1990, WEIRENFELS et al. 1990b, TIEHM
1994, TRZESICKA-MLYNARZ & WARD 1995, KELLEY & CERNIGLIA 1995). Die Anzahl
der Ringe scheint in Bezug auf die Abbaubarkeit weniger relevant zu sein, der 3-Ring
Aromat Anthracen wird in der Regel langsamer abgebaut, als der 4-Ring Aromat Pyren
mit der im Vergleich héheren Wasserloslichkeit. BANARJEE et al. (1995) hingegen fand
beim Vergleich der Abbauraten von Anthracen und Pyren einen deutlich langsameren
Abbau des 4-Ring PAK Pyren. In einigen Biometern der hier durchgefiihrten Versuchs-
reihen ergab sich ebenfalls dieses Reihenfolge. In der Versuchsreihe Biometer | wurde
in nahezu allen Ansatzen Pyren langsamer abgebaut als Anthracen, gleiches galt fur die
Ansdtze unter Tensideinfluf3 in Biometer Il und die Ansédtze unter hohem Tensideinfluf3
in Biometer I1l. Anthracen wies oft bei einem nahezu vollstandigem Abbau der 3- und
4-Ring PAK die hochsten Restkonzentrationen auf, im Biometer-Versuch | wurde An-
thracen jedoch in vielen Ansédtzen vollstandiger als Phenanthren abgebaut. Diese Auf-
falligkeiten bei der Wiederfindung von Anthracen konnen ihren Grund in Sukzessions-
vorgéngen in der Mischkultur haben. Flr den enzymatischen Abbau sind aber neben der
Loslichkeit und der Ringzahl auch noch andere substratspezifische Eigenschaften, wie
z.B. die Verteilung der Elektronendichte im PAK-Molekil (RocorF 1961) oder auch
die clusterformige Anordnung der Ringe (YE et al. 1996), von Bedeutung.

Wenn der **C-Benzo[a]pyrenabbau in den Biometern zum Erliegen kam, so konnte die-
ser durch das Zudotieren des PAK-Gemischs von 3- und 4-Ring-Verbindungen wieder
angeregt werden. Diese Reaktion der Mikroorganismen ist ebenfalls ein Hinweis auf
ihre mangelnde Fahigkeit, Benzo[a]pyren als einzige C- und Energiequelle zu nutzen.

In der Versuchsreihe Biometer IV wurde versucht, durch die Zugabe von nur einer
PAK-Verbindung aus diesem Spektrum das geeignete Substrat flir den cometabolischen
Abbau von Benzo[a]pyren einzugrenzen.

Das Supplementieren des Kulturmediums mit Phenanthren, Fluoranthen und Pyren
konnte den Cometabolismus von Benzo[a]pyren steigern. Der cometabolische Abbau
von Benzo[a]pyren schien also mit mehreren PAK-Verbindungen méglich zu sein. Da-
bei traten z.T. lange lag-Phasen auf, diese deuten auf induzierbare Enzyme hin. Diese
Ergebnisse werden durch vergleichbare Studien anderer Arbeitsgruppen bestéatigt:
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Ein cometabolischer Abbau von Benzo[a]pyren durch Sphingomonas paucimobilis in
Gegenwart von Fluoranthen als Wachstumssubstrat wurde von YE et al. (1996) nach-
gewiesen. GROSSER et al. (1991) fanden in seinen Abbaustudien eine cometabolische
Verwertung von Benzo[a]pyren mit Pyren als Substrat. Die limitierte Substratspezifitat
des Abbaus begriindete die Forschergruppe mit der Ahnlichkeit der Molekilstrukturen
dieser beiden PAK, sie schlossen daraus einen &hnlichen enzymatischen Abbau. Auch
BAUER & CAPONE (1988) vermuteten, daR aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von
PAK und ihren Abbauprodukten ein grofRes Spektrum an Mikroorganismen Gber funk-
tionell &hnliche Oxygenasen und Abbauwege verflgt, um ein oder mehrere PAK abzu-
bauen.

Andererseits ist es nicht bekannt, ob immer dieselben Enzymsysteme beim Abbau von
Mischungen dhnlicher Substrate eingebunden sind. Physiologische, biochemische und
genetische Studien zeigten, daR unterschiedliche Arten verschiedene Abbauwege fir
PAK nutzen (CERNIGLIA 1992, GRUND et al. 1992). Es ist auch denkbar, da ein PAK-
Abbauer mehr als einen Abbauweg flr verschiedene PAK besitzt. STRINGFELLOW &
AITKEN (1995) fanden eine kompetitive Hemmung des Phenanthrenabbaus durch meh-
rere andere PAK. Sie schlossen daraus, daB3 ein sehr unspezifisches Enzym den PAK-
Abbau einleitet.

Diese Hypothese findet sich auch hier bestétigt: wie die Versuchsreihe Biometer 1V
zeigte, wurde der Benzo[a]pyrenabbau zumindest durch die Verwertung von drei
strukturell unterschiedlichen PAK cometabolisch gesteigert. Es ist jedoch sehr bemer-
kenswert, daf3 hierbei anscheinend keine kompetitive Hemmung aufgetreten ist.

Die wiederholte Zugabe von Pyren ins Kulturmedium erzielte bei fast allen Biometern
lang anhaltende Phasen der ““CO,-Freisetzung aus dem '*C-markierten Benzo[a]pyren
mit hohen Raten. Dabei wurde das Pyren innerhalb von einer Inkubationswoche durch
die Mikroorganismen verbraucht, dieses war dadurch zu erkennen, dal} die Pyren-Kri-
stalle, die nach der Zugabe auf der Oberflache des Mediums schwammen, von der Zu-
gabe bis zur nachsten Probenahme verschwunden waren. Dieser schnelle Abbau des
Wachstumssubstrats innerhalb einer Woche bewirkte dann sinkende '*CO,-Freiset-
zungsraten in der zweiten Inkubationswoche nach der Zugabe. Wochentliche Zugaben
von Pyren fiihrten zu gleichmaBigen Abbauraten von **C-Benzo[a]pyren. Im Vergleich
mit Phenanthren, Fluoranthen und Anthracen bewirkte Pyren als Cosubstrat in der Bio-
meterserie 1V die héchsten und stabilsten '*C-Benzo[a]pyrenumsitze. Eine mégliche
Erklarung hierfir wéren die &hnlichen Mokelulstrukturen des 5- und 4-Ring PAK.

JUHASZ et al. (1996) isolierten drei Stdmme von Pseudomonas cepacia: diese konnten
Benzo[a]pyren als alleinige C- und Energiequelle nutzen (s. Tabelle 1-2). Im Cometa-
bolismus mit anderen PAK erfolgte der Abbau der hoherkernigen Verbindungen parallel
zu dem der niederkernigen. Die bis zu 21 Tage dauernde lag-Phase fur den Abbau der 5-
und 7-Ring Verbindungen wurde — im Vergleich zum Abbau dieser Substanzen als
einzigem Substrat — in Anwesenheit der anderen PAK auf 7 bis 10 Tage reduziert. Auch
die ermittelte Abbaurate war hoher als die in den Ein-Substrat-Experimenten. Die
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Forschergruppe fuhrt den beobachteten Effekt darauf zurlck, daR moglicherweise die
Gegenwart der leichter abbaubaren PAK in einer erh6hten metabolische Aktivitat resul-
tierte.

Die Zugabe von Néhrsalzen und Vitaminen wahrend der Inkubation (Biometer IlI)
zeigte keinen Effekt auf die Abbaurate des Benzo[a]pyren. Von diesen Komponenten
des Nahrmediums schien daher zu diesem Zeitpunkt keine fur den PAK-Abbau not-
wendige ins Minimum geraten zu sein.

In allen aktiven Ansétzen der Biometer-Versuche | bis IV wechselte die Farbe des
Kulturmediums waéhrend der Inkubation von klar tber gelb bis zu dunklem Braun. Es
wurde nicht versucht, die Verbindungen, die fir den Farbwechsel verantwortlich waren,
zu identifizieren, doch werden solche Farbverdnderung beim mikrobiellen PAK-Abbau
oft beschrieben und auf die Entstehung Catechol-ahnlicher Verbindungen zurtickgefiihrt
(DAGHER et al. 1997, JUHASZ et al. 1997). Die VergrofRerung des Kulturvolumens in den
Biometerkolben durch die Zugabe von Mineralmedium sollte daher eine Verdinnung
der Konzentration moglicherweise vorhandener toxischer oder inhibierender Metaboli-
ten zur Folge haben, doch es wurde keine Veranderung der Benzo[a]pyren-Abbaurate
nach Zugabe des Mediums beobachtet. Daraus wurde geschlossen, dal} keine toxischen
oder inhibierenden Intermediate den Abbau von Benzo[a]pyren hemmten.

4.5 Die Mischkultur

Die Mischkultur, die aus dem hoch mit PAK kontaminierten Standort isoliert wurde,
besal’ ein groRBes Abbaupotential fir PAK. Da die Stammbhaltung der Mischkultur nach
der Isolation Uber mehrere Jahre auf PAK als einziger C- und Energiequelle erfolgte,
wurde die Adaptation an dieses Substrat durch den konstanten Selektionsdruck immer
ausgepragter. Dieses belegen auch die Ergebnisse der Abbauversuche. Die lag-Phasen
zu Inkubationsbeginn wurden in der Reihenfolge der Versuche immer kirzer und die
wadchentlichen Umsatzraten héher. AuRBerdem schienen die Kulturen in ihrer Zusam-
mensetzung stabiler zu werden, da die jeweiligen Parallelen der Ansatze in den letzten
Biometer-Versuchen nicht so starke Abweichungen voneinander aufwiesen wie zu Be-
ginn der Versuchsreihen.

In dem Isolat aus der Bodenprobe lieRen sich optisch 11 verschiedene Kolonietypen
unterscheiden, von denen jedoch einige nur in geringer Keimzahl vorkamen. Die Isolie-
rung der Bakterien erfolgte immer auf R2A-Agar, auf diesem Néahrbodentyp nicht kul-
tivierbare Bakterien wurden nicht erfat. Der R2A-Agar lieferte im Vergleich zum
Standard I-Agar hohere Keim- und Typenzahlen (s. 3.5). Er eignete sich offenbar besser
fur die Né&hrstoffanspruche der PAK-Abbauer. Bei der nachfolgenden Diskussion der
Ergebnisse ist trotzdem zu bedenken, daR moglicherweise auf diesem N&hrboden nicht
isolierbare Bakterien ebenfalls eine Rolle in der Bioztnose der Mischkultur gespielt
haben konnten. Methoden zur Quantifizierung der lebensfahigen Zellen, wie die der
Lebendkeimzahlbestimmung, kénnen nur mehr oder weniger selektiv einen Teil der
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tatsachlich vorhandenen lebensfédhigen Organismen erfassen. Der Wechsel der physio-
logischen Bedingungen wahrend der Isolation kann zum Absterben von Arten fuhren,
dieses wirde dann in eine Unterbewertung der Bakterienzahlen resultieren. Aullerdem
ist eine optische Klassifizierung der Kolonien nach Form und Farbe eine nicht sehr aus-
sagekréftige und subjektive Differenzierung von Bakterien, so dal3 hier einschrankend
von Bakterientypen und nicht von Arten die Rede sein wird.

Die Gesamtkeimzahlen in den Biometern lagen allgemein in dem Bereich zwischen 10’
und 10® koloniebildenden Einheiten/ml Kulturfliissigkeit. Nach Dauerzugabe von Plan-
tacare in einer Konzentration oberhalb der CMC fanden sich stark verringerte Keim-
zahlen von 10° koloniebildende Einheiten/ml Kulturfliissigkeit (s. Bild 3-70). Die Zahl,
der durch optische Differenzierung in einem Biometer jeweils isolierten Typen,
schwankte zwischen 1 und 6. Die Zusammensetzung der Population aus nur einem oder
zwei Typen fand sich in den Ansétzen, in denen Uber langere Zeit viel Plantacare zudo-
siert wurde. Allgemein dominierten in den Ansatzen die Typen 1, 2, 3und z. T. auch 6.

In der Versuchsreihe Biometer | wurden die Anséatze M5 bis M9 nur mit Benzo[a]pyren
und Plantacare als mogliche C- und Energiequellen angesetzt. Nach 120 Tagen Inkuba-
tion fanden sich hier noch die Typen 1, 2, 3 und 6, wobei mit zunehmender Tensidkon-
zentration Typ 6 und Typ 3 verschwanden. Die Empfindlichkeit dieser beiden Typen
gegenuber langer andauernden hohen Tensidkonzentrationen bestétigte sich auch in
anderen Versuchsreihen.

Typ 1 war in nahezu allen Biometern der dominante Bakterientyp. Er war anscheinend
in der Lage, PAK und Tensid verwerten zu konnen. Bei steigenden Tensidkonzentratio-
nen verwertete er nur noch das Plantacare, denn trotz ausreichend hoher Keimzahlen
war keine oder nur geringe Freisetzung von **CO, meRbar. Denkbar wére aber auch, daR
er bei den Abbauvorgéngen, die die PAK betrafen, seine Funktion nur im Konzert mit
einem oder mehreren Partnern erfullen konnte. Fielen diese aus, brach der PAK-Abbau
zusammen.

Wenn ein Bakterientyp bei der Bestimmung der Lebendkeimzahl nicht nachgewiesen
werden konnte, so bedeutete dieses nicht zwingend, daB dieser in der Mischkultur nicht
vorhanden war. In Mischkulturen kdnnen sich die Bakterien in unterschiedlichen Sta-
dien ihrer Aktivitat befinden: von aktivem Stoffwechsel bis hin zu Ruhezustanden.
Diese erklart auch, daB sich bei aufeinanderfolgenden Lebendkeimzahlbestimmungen
plotzlich Bakterientypen nachweisen lielen, die zuvor in dieser Mischkultur nicht iden-
tifiziert werden konnten.

Die Interaktionen der Mikroorganismen kénnen so vielfaltig und komplex sein, dall aus
der blol3en Présenz oder dem Fehlen eines Typs nicht auf seine Funktion in der Misch-
kultur geschlossen werden kann. Die Dominanz einer Bakterienart in einer Biozonose
sagt nicht unbedingt etwas uber ihre Abbauleistungen aus. Erschwert werden solche
Rickschlisse zusatzlich dadurch, dalR cometabolische VVorgange im wesentlichen ver-
steckt ablaufen, da das Wachstum und damit auch die Dominanz von Bakterien in einer
Mischpopulation auf Kosten der Cosubstrate erfolgt und daher fur die einzelnen Arten
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die Verwertung einer oder mehrerer der 3- und 4-Ring PAK entscheidend war. Hier
mussen weiterfiihrende Untersuchungen tber die genaue Zusammensetzung der Bio-
zonose und die Abbauleistungen ihrer Mitglieder allein und in Kombinationen ange-
schlossen werden.

Die molekularbiologische Charakterisierung der einzelnen Bakterientypen mittels PCR
und die physiologische Charakterisierung mittels API-Testsystem kann die Differenzie-
rung nach optischen Gesichtspunkten erganzen. Die Eignung dieser Methoden, mehr
Transparenz in die Zusammensetzung und Entwicklung einer Mischkultur zu bringen,
sollte ebenfalls geprift werden.

Durch die Untersuchung mehrerer Isolate der Bakterientypen mit der Methode der PCR
hat sich bestéatigt, dal} die nach optischen Kriterien unterschiedenen Typen verschiedene
Bakterienarten waren. Die zu gleichen Typen zusammengeschlossene Kolonien schie-
nen auch weitgehend einer Bakterienart anzugehoren, obwohl naturlich nicht auszu-
schliel3en ist, dal} weitere Bakterienarten durch die optische Differenzierung nicht erfal3t
wurden.

Die physiologische Charakterisierung der Bakterientypen mittels API1 20 NE-Testsystem
fuhrte aufgrund der im Test ermittelten Reaktionen zu Identifizierungsvorschléagen. Die
standardisierten Testsysteme von API kdnnen dabei nur Bakterien identifizieren, die in
das Profil aufgenommen wurden. Dieses umfalit beim hier verwendeten Test 64
Mikroorganismen verschiedener Gattungen, die alle zu den nicht anspruchsvollen,
gramnegativen Stabchen und nicht zur Familie der Enterobacteriaceae gehoren. Andere
Mikroorganismen kénnen weder identifiziert noch ausgeschlossen werden.

Die Gram-Farbung und die mikroskopische Betrachtung der 7 isolierten Bakterientypen
ordnete alle den gramnegativen Stdbchen zu, so dal der API-Test geeignete Ergebnisse
versprach.

Das Vorkommen von ausschlielich gramnegativen Bakterien in der Mischkultur
konnte auch eine Resultat des TensideinfluBes gewesen sein. Bekanntermalien sind
gramnegative Arten weniger sensitiv gegeniiber Tensiden als grampositive Bakterien
(SwWiISHER 1987). MATSUMURA et al. (1990) testeten Alkylpolyglycoside auf ihre anti-
mikrobiellen Eigenschaften und stellten fest, dal} grampositive Bakterienstamme emp-
findlicher auf den Tensideinflul? reagierten. Die Tensidkonzentrationen, die solche
toxische Effekte verursachten, lagen jedoch hoher, als die in den hier durchgefuhrten
Abbaustudien eingesetzten Mengen.

In den vergangenen Jahren sind eine Reihe von PAK-Abbauern unter den Bakterien
identifiziert worden. Im wesentlichen gehdren sie zu den gramnegativen Bodenbakterien
der Gattungen Pseudomonas (FOGHT & WESTLAKE 1988, MUELLER et al. 1990,
WEIRENFELS et al. 1990a, MENN et al. 1993, MAUE et. al 1994, STRINGFELLOW &
AITKEN 1994, BoucHEZ et al. 1995a, TRZESICKA-MLYNARZ & WARD 1995, BURD &
WARD 1996), Alcaligenes, Moraxella, Beijerinckia (SCHOCKEN & GIBSON 1984, STUCKI
& ALEXANDER 1987, MAHAFFEY et al. 1988) und Flavobacterium (STuckl &
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ALEXANDER 1987, MAUE et. al 1994, TRZESICKA-MLYNARZ & WARD 1995), aber die
Oxidation aromatischer Verbindungen ist auch fur grampositive Gattungen wie
Arthrobacter (KEuTH & ReHM 1991), Nocardia, Rhodococcus (WALTER et al. 1991,
MAUE et. al 1994, BoucHez et al. 1995a, TONGPIM & PICKARD 1996), Gordona
(KASTNER et al. 1994, MAHRO et al. 1995) und Corynebacterium bekannt. In den letzten
Jahren belegen aullerdem zunehmend Veréffentlichungen einen PAK-Abbau durch
Mycobacterium (GUERIN & JONES 1988b, HEITKAMP et al. 1988a und 1988b, CERNIGLIA
1991, GROSSER et al. 1991 und 1995, BOLDRIN et al. 1993, KASTNER et al. 1994, MAUE
et. al 1994, KELLEY et al. 1995, MAHRO et al. 1995).

KIYOHARA et al. (1992) isolierte PAK-Abbauer aus 700 Umweltproben. Alle isolierten
Stamme gehorten zu den aeroben, gramnegativen stdbchenformigen Bakterien. Die
Gruppen, zu denen die Isolate gehorten, waren Acinetobacter, Pseudomonas, Alcalige-
nes, Flavobacterium und Aeromonas.

Die Dominanz gramnegativer Bakterien unter den PAK-Abbauern mag an der Zusam-
mensetzung ihrer Membran liegen (SIKKEMA et al. 1995). Gramnegative Bakterien be-
sitzen eine dulRere Membran aus Phospholipiden, Lipopolysacchariden und anderen
Lipiden, die der Mureinschicht in erheblicher Menge aufliegen. Der Aufbau der
Zelloberflache scheint fiir den PAK-Abbau von Bedeutung zu sein. Bakterien, die eine
hydrophobe Zellhille besitzen, haben moglicherweise eine hohere Kapazitat PAK auf-
zunehmen (BoucHEZ et al. 1997b). STRINGFELLOW & AITKEN (1994) beobachteten, dal3
Bakterien mit hydrophoben Zelloberflachen Biofilme auf Phenanthrenkristallen bilden
konnten, Bakterien mit hydrophilen Zelloberflachen zeigten diese Fahigkeit nicht.

Das API-Testsystem umfat eine Vielzahl der aufgezahlten gramnegativen PAK-Ab-
bauer und ist daher gut zu deren Identifizierung geeignet. Es wird zur Isolierung und
Charakterisierung von PAK-Verwertern haufig eingesetzt (WEIRENFELS et al. 1990a,
KASTNER et al. 1991 und 1994, DAGHER et al. 1997).

Fur die Bakterientypen 1 bis 7 ergaben sich nach der Testdurchfiihrung und Auswertung
durch das Identifizierungsprogramm 6 verschiedene Bakterienarten, von denen Typ 2,
Typ 3 und Typ 6 mit sehr guter bis ausgezeichneter Identifizierung ermittelt wurden.

Die ermittelten Mikroorganismen gehdren vorwiegend zu den oben aufgezdhlten PAK-
Abbauern. Durchsucht man die Literatur gezielt nach diesen Bakterien, so finden sich
einige Hinweise zu dem PAK-Abbaupotential dieser Arten (s. Tabelle 4-1).
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Tabelle 4-1: Literaturtibersicht tber das PAK-Abbaupotential der nach API identifizierten
Mikroorganismen

Typ Bakterien

nachgewiesener PAK-
Abbau

Quelle

2
2
7

go~N NN

(62}

Aeromonas sp.
Aeromonas sp. (4 Isolate)

Alcaligenes denitrificans

Alcaligenes denitrificans

Alcaligenes denitrificans
Alcaligenes sp.
Alcaligenes sp. (15 Isolate)

Pseudomonas sp. (49 Iso-
late)

Pseudomonas vesicularis

Sphingomonas sp.

Sphingomonas sp.
Sphingomonas paucimo-
bilis

Sphingomonas paucimo-
bilis

Sphingomonas paucimo-
bilis

Sphingomonas paucimo-
bilis (ehem. Pseudomonas
paucimobilis)

Sphingomonas sp.

Xanthomonas maltophilia

Phen.
Phen.

Fluora., Phen., Anthr.,
Fluoren, Pyr.,
Benzol[a]anthr.

Fluora., Phen., Anthr.,
Fluoren, Pyr.,
Benzol[a]anthr.

Fluora.

Phen.

Phen., Pyr.

Phen., Pyr., Anthr.

Fluoren

Acenaphthen, Anthr.,
Phen.

Anthr., Phen., Fluora.
Anthr., Phen.

Fluora., Pyren,
Benz[a]Anthr., Chrysen,
BaP, Benzol[b]fluora., Di-
benz[a,h]anthr.

Phen., Fluora., 4- u. 5-
Ring PAK

Fluora., Phen., Anthr.,
Fluoren, Pyr., Chrysen,
Benzo[b]fluoren

Fluoren, Phen., Anthr.,
Fluora., Benz[a]anthracen,
Pyr.

Fluora.

KIYOHARA et al. 1976
KIYOHARA et al. 1992

WEISSENFELS et al.
1990b und 1991

WEISSENFELS et al.
1991

WEIRENFELS et al. 1990a
ASHOK et al. 1995
KIYOHARA et al. 1992
KIYOHARA et al. 1992

WEIRENFELS et al. 1990a
MAUE et al. 1994

MAHRO et al. 1995
KASTNER et al. 1994

YE et al. 1996

MUELLER et al. 1997

MUELLER et al. 1990,
WEIRENFELS et al. 1990a

DAGHER et al. 1997

MUELLER et al. 1997
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Die 6 Identifizierungsvorschlage des API-Testsystems beinhalteten 5 Bakterienarten, die
aus der Literatur als PAK-Abbauer bekannt sind. Dieses erhértet die Aussagekraft des
Testsystems. Da die Bakterien auf ein PAK-Spektrum als einziger C- und Energiequelle
dauerkultiviert wurden — die Verwertung von Plantacare als zusétzliche C-Quelle war ja
nur als Variante in einigen Biometern moglich — mussen alle Bakterien in PAK-
Abbauprozesse eingebunden sein.

In den Mittelpunkt der identifizierten PAK-Abbauer sind in den letzten Jahren neben
den bereits erwdhnten Mycobacterien die Sphingomonas-Arten gertickt (eine Bakteri-
engattung, die fraher den Pseudomonaden zugeordnet wurde). Der Bakterientyp 6
wurde durch das API-System als Sphingomonas paucimobilis identifiziert.

Der Bakterienstamm Beijerinckia sp., der mit Hilfe von Succinat und Biphenyl
Benz[a]anthracen und Benzo[a]pyren cometabolisch umsetzen kann und mit dem es
GIBsON et al. (1975) gelang, zwei Metaboliten des Benzo[a]pyrenabbaus zu identifizie-
ren, wurde durch neue Erkenntnisse mit Hilfe biochemischer und phylogenetischer
Techniken bei den Sphingomonaden eingeordnet und zu Sphingomonas yanoikuyae
umbenannt (KHAN et al. 1996).

MUELLER et al. (1997) untersucht die Diversitat von PAK-Abbauern bezuglich ihrer
Phylogenie und Physiologie und wies den Sphingomonaden eine zentrale Stellung unter
PAK-Verwertern zu. Er vermutet, dal3 diese Bakterien auf ihrer Zelloberflache spezifi-
sche Eigenschaften besitzen, die speziell die hohermolekularen PAK zu den abbauenden
Enzymen in der Zellmembran vermitteln. In vergleichenden Abbaustudien besal’en aber
nicht alle Sphingomonas-Arten die Kapazitdten, PAK abzubauen. Die Forschergruppe
schloRR daraus, da manche Arten in PAK kontaminierten Standorten effektiver die
notwendigen Gene fiir den PAK-Abbau einschalten kdnnen.

Aufgrund seines hohen Abbaupotentials fir PAK wurde ein Sphingomonas sp. zur
Entwicklung eines mikrobiellen Biosensors ausgewahlt, mit dem ein rasches Screening
auf PAK maglich ist (KONIG et al. 1996).

In den hier durchgefiihrten Versuchsreihen war der Bakterientyp 6 jedoch nicht in allen
aktiven Mischkulturen nachzuweisen, so dal? es fraglich ist, ob diese Sphingomonas-Art
hier wirklich eine Schlisselfunktion fur den Benzo[a]pyrenabbau hatte, aus den oben
genannten Griinden ist dieses jedoch auch nicht auszuschliel3en.

Die Bakterientypen 1 und 2 waren die dominanten Typen in nahezu allen aktiven Bio-
metern.

In Biometer-Versuch IV zeigten sich deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung
der Mischpopulationen in den einzelnen Biometern, nachdem diese mit unterschiedli-
chen PAK-Verbindungen supplementiert wurden. Hier setzten sich die Bakterien in der
Mischpopulation durch, die das angebotene Wachstumssubstrat nutzen konnten. Typ 1,
Typ 2 und wirden damit zu den Phenanthren-Verwertern gehort haben; Typ 1, Typ 3,
und Typ 6 konnten Flouranthen abbauen und Typ 2, Typ 3 und Typ 6 waren Pyren-
Verwerter.
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Anscheinend besallen einige Bakterien ein sehr breites PAK-Abbauspektrum und
konnten mehrere der PAK-Verbindungen verwerten. Die Bedeutung der einzelnen Iso-
late fur den PAK-Abbau — und dabei insbesondere fiir den Abbau von Benzo[a]pyren —
mussen weiterflihrende Versuche mit definierten Mischkulturen zeigen. Auf diese Art
wird sich dann auch klaren lassen, ob mdglicherweise bisher nicht auf R2A-Agar
kultivierte Organismen entscheidende Abbauleistungen liefern. Solche Identifizierungs-
untersuchungen sind aufgrund der langwierigen Abbauversuche mit Benzo[a]pyren sehr
zeitaufwendig und waren nicht priméres Ziel dieser Arbeit.

Die Methode der PCR und der Identifizierungstest mit dem API-System erwiesen sich
als gut handhabbare und aussagekréftige Untersuchungsverfahren, nahere Informationen
uber die Zusammensetzung einer Mischkultur zu erhalten. Ihr Einsatz zur Kontrolle der
Entwicklung definierter Mischkulturen in Abbaustudien konnte es ermdglichen,
Sukzessionsvorgéange innerhalb der mikrobiellen Biozénosen aufzuklaren.
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5 Zusammenfassung

Der mikrobielle Abbau von PAK wurde besonders unter dem Aspekt der biologischen
Altlastensanierung in den vergangenen Jahren intensiv untersucht. Uber den Abbau von
finf- und mehrkernigen Verbindungen ist jedoch immer noch verhaltnisméRig wenig
bekannt, obwohl gerade dieser Gruppe aufgrund ihrer mutagenen und cancerogenen
Eigenschaften und ihrer hohen Persistenz eine Schlisselstellung fur den Erfolg
biologischer Sanierungsmafnahmen zukommt.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit sollte daher der mikrobiologische Abbau der Verbindung
Benzo[a]pyren als Leitsubstanz der hoherkernigen PAK stehen. Dieser Abbau konnte
Uber den Einsatz von radioaktiv markiertem Benzo[a]pyren verldRlich quantifiziert
werden.

Die geringe Wasserloslichkeit und Losungsrate dieser Verbindung wird oftmals als
Grund fir einen limitierten Abbau dieser Substanz genannt. Die Eignung eines biolo-
gisch abbaubaren Tensids zur Verbesserung dieser Eigenschaft von Benzo[a]pyren und
damit zur Steigerung des Benzo[a]pyren-Abbaus wurde untersucht.

Die aus einer mit PAK hoch belasteten Bodenprobe isolierte Mischkultur besal? ein ho-
hes Abbaupotential fir PAK und konnte mit diesen Verbindungen als einzige C- und
Energiequelle wachsen. Neben dem Abbau von Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen
und Pyren konnte die Mischkultur auch Benzo[a]pyren abbauen. Dieser Abbau erfolgte
cometabolisch, wobei die anderen PAK als Wachstumssubstrate dienten. Der erzielte
Umsatz flr Benzo[a]pyren betrug bis zu 65 %, daftr wurden jedoch Inkubationszeit-
raume von mehr als einem Jahr benétigt. Eine Metabolisierung von Benzo[a]pyren als
einzige C- und Energiequelle konnte nicht nachgewiesen werden.

Alle getesteten Tenside konnten Benzo[a]pyren in hohem Malie solubilisieren. Eine Er-
hoéhung der Wasserloslichkeit von Benzo[a]pyren trat dabei bereits bei Tensidkonzen-
trationen unterhalb der CMC auf. Das Alkylpolyglycosid Plantacare 2000 UP wurde fiir
den Einsatz in die mikrobiellen Abbaustudien mit **C-Benzo[a]pyren ausgewahlt. Es
war fur die Gesamtheit der Mischkultur gut vertraglich, biologisch abbaubar und von
seinem Aufbau und seiner Struktur mit mikrobiell synthetisierten Biotensiden ver-
gleichbar.

Im Kulturmedium mit einer Plantacare-Konzentration deutlich oberhalb der CMC
wurde Benzo[a]pyren durch die Tensidmicellen bis zum Inkubationsende um das
60fache — verglichen mit den Ansatzen ohne Tensid — solubilisiert. In diesen Ansétzen
fand sich kein Benzo[a]pyren-Abbau und die Mineralisation der anderen PAK-Verbin-
dungen war deutlich verringert. Bei Vorliegen von Plantacare-Konzentrationen im
Bereich der CMC und darunter baute die Mischpopulation das Tensid zligig ab. Wie-
derholte Zugaben von Tensidmengen in Hohe der CMC resultierten in einer Inhibierung
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des PAK-Abbaus. Die Keimzahlen der Mischpopulation verringerten sich und die
Diversitat sank. Geringere Tensidkonzentrationen zeigten keinen signifikanten Einflu}
auf den Gesamt-PAK-Abbau, es ergaben sich jedoch im Mittel erhdhte Umsatzraten an
Benzo[a]pyren. Ein zu Inkubationsbeginn vorliegender Tensidgehalt im Kulturmedium
verzogerte den Beginn der Freisetzung von **CO, aus dem **C-Benzo[a]pyren, fiihrte
jedoch dann kurzfristig zu duRerst hohen Benzo[a]pyren-Abbauraten. Diese beobachte-
ten Effekte werden vorrangig auf die Nutzung des Plantacare als C-Quelle zuriickge-
fuhrt. Zu Inkubationsbeginn konnte sich so in den Ansatzen mit Tensid eine gestérkte
Mischpopulation dem PAK-Abbau zuwenden, bei intensiverem Tensideinflul® wurden
die PAK-Abbauer verdrangt oder sie verloren ihre Abbauféhigkeit.

Aber auch die guten PAK-Solubilisierungseigenschaften des Plantacare kdnnten, zumin-
dest kurzfristig und bei Vermeidung von Uberdosierung, fiir den *C-Benzo[a]pyren-
Abbau von positiver Bedeutung sein. Mdoglicherweise wird das Benzo[a]pyren durch
EinschluB in die Tensidmicellen der mikrobiellen Verfligbarkeit zunéchst entzogen — so
daB es zu einer verlangerten lag-Phase der *CO,-Freisetzung kommt —, beim Zerfall der
Micellen durch den mikrobiellen Plantacareabbau jedoch wieder freigegeben. Dieses
hatte den Effekt, dal? die einzelnen Benzo[a]pyren-Kristalle dann zahlreicher und kleiner
sind als ohne Solubilisierung. Durch die so erfolgte VergréRerung der Kristalloberflache
wirde das Nachlésen des Benzo[a]pyrens ins Medium beschleunigt.

Der Abbau von Benzo[a]pyren konnte durch eine regelmalige Versorgung mit den nie-
derkernigeren PAK uber langere Zeitrdume aufrecht erhalten werden oder wieder indu-
ziert werden. Eine stabile Phase des Benzo[a]pyren-Abbaus Uber einen langen Inku-
bationszeitraum liel? sich dabei mit Pyren als Wachstumssubstrat erreichen.

Die Zusammensetzung und Entwicklung der Mischkultur wurde durch optische Diffe-
renzierung der Kolonietypen kontrolliert. Durch den Einsatz der molekularbiologischen
Methode der PCR lieRen sich die dabei gewonnen Ergebnisse festigen und durch das
API-Testsystem ergaben sich Identifizierungsvorschldge zu einigen der isolierten
Bakterientypen. Diese sind zu einem grof3en Teil als PAK-Abbauer aus der Literatur
bekannt.
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6 Ausblick

Die vorliegenden Studien zum Benzo[a]pyren-Abbau haben gezeigt, dal adaptierte Mi-
kroorganismenmischkulturen die Fahigkeit zum Abbau dieser Verbindung besitzen
kdnnen. Sie bringen Voraussetzungen mit, die sie fur weitere wissenschaftliche Unter-
suchungen, besonders auch im Hinblick auf eine eventuelle praktische Anwendung bei
der Sanierung kontaminierter Standorte interessant werden lassen. Es ist sicherlich von
Bedeutung Bakterien zu isolieren, die imstande sind, héher molekulare PAK zu mine-
ralisieren. Diese Isolate kénnen bei der biologischen Altlastensanierung zur Steigerung
des PAK-Abbaus eingesetzt werden und insbesondere die hoherkernigen PAK abbauen,
welche oft von der autochthonen Mikroorganismenpopulation nicht verwertet werden.

Kinftige Untersuchungen sollten sich aber nicht nur auf die Suche nach weiteren Ab-
bauspezialisten beschranken, die héherkondensierte aromatische Verbindungen effektiv
metabolisieren kénnen, sondern sie sollten sich verstarkt auf das Zusammenspiel der
Mitglieder solcher Populationen beim Schadstoffabbau richten. Dabei sollte sich das
Augenmerk, neben der Bestimmung von Abbaufahigkeiten einzelner Mitglieder, auf die
Wechselwirkungen und Interaktionen in der mikrobiellen Gemeinschaft richten.

Fur eine Klarung der Zusammenhénge bei der Metabolisierung von Xenobiotica sind
aber auch Untersuchungen zur Identifizierung und Charakterisierung der beim Abbau
von Schadstoffen beteiligten Enzyme und zur Aufkldrung der Mechanismen der
Stoffaufnahmen durch die Mikroorganismen unumgénglich. Gerade auf dem letztge-
nannten Gebiet ist bis heute wenig bekannt und besteht ein groRer Forschungsbedarf.

Ein erfolgreicher Tensideinsatz zur Steigerung der Bioverfiigbarkeit schlecht wasserlds-
licher Verbindungen muR besonders flr die hoherkernigen PAK in Frage gestellt wer-
den. Die Forderung nach der Verwendung von abbaubaren Tensiden auf der einen Seite
und das Vorhandensein von extrem schwer und mdglicherweise nur im Cometabolismus
abbaubaren Substanzen auf der anderen Seite erschweren das Auffinden eines ge-
eigneten Systems. Hier sind weitere Forschungsansétze nétig, die ihr Augenmerk spe-
ziell auf die gering wasserloslichen, schwer abbaubaren PAK richten.
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