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Kurzfassung
Ozonierung schadstoffbelasteter Boden in Kombination mit mikrobiologischen

Verfahren

Der mikrobiologische Schadstoffabbau eignet sich sehr gut zur Sanierung von mit leicht
wasserloslichen und bioverfugbaren Schadstoffen kontaminierten Boden. Bei sandigen Boden
mit hohen Durchlassigkeiten fur Sauerstoff und Wasser sind die Sanierungsaussichten daher
als gut einzuschatzen. Feinkérnige BoOden, eine schlechte Wasserloslichkeit und
Bioverfluigbarkeit der Schadstoffe wie die der PAK fuhren sehr leicht zu Limitierungen des
Schadstoffabbaus. Der Abbau erfolgt nur langsam und ein Totalabbau der Schadstoffe lasst

sich in den meisten Fallen nicht erreichen.

Eine Strategie zur Verbesserung der Wasserloslichkeit und der Bioverfuigbarkeit der PAK ist
die Voroxidation eines mit PAK kontaminierten Bodens durch Ozon, um die anoxidierten

Schadstoffe auf diese Weise einem mikrobiologischen Abbau besser zuganglich zu machen.

Ein wichtiger Teil der Arbeiten wurde am Modellsystem Phenanthren als ein Vertreter der
Substanzklasse der PAK durchgefiihrt. Durch fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen
konnte eine Erh6hung der Wasserldslichkeit und der Bioverfugbarkeit des Phenanthrens nach
erfolgter Vorozonierung des kontaminierten Bodens nachgewiesen werden, wenn der
Ozoneintrag niedrig gehalten wurde. Die Ursache dafur war mdglicherweise die Oxidation
der Huminstoffe zu kleineren Molekilen mit verbesserter Wasserldslichkeit. Adsorbierte
PAK konnten auf diese Weise mit in die wassrige Phase Uberfuhrt werden. Es konnten 7
Oxidationsprodukte des Phenanthrens gaschromatisch nachgewiesen und 4 weitere postuliert
werden. Ein im Vergleich zum Ausgangsschadstoff verbesserter mikrobiologischer Abbau
dieser Oxidationsprodukte durch Rein- und Mischkulturen war nur moglich, wenn mindestens
monoaromatische Substanzen aus der Ozonolyse hervorgegangen waren. Eine Erhéhung der
Toxizitat Phenanthren- und PAK-kontaminierter Boden durch Ozonierung konnte durch
Untersuchungen mitS. yanoikuyae, V. fischeri, B. subtiliMischkulturen und Kresse
nachgewiesen werden. Der mikrobiologische Schadstoffabbau in BodensuspensiorEmittels
yanoikuyaeund einer Mischkultur wurde durch eine Vorozonierung gar nicht oder nur wenig

verbessert.

Schlagworte: Mikrobiologischer PAK-Abbau; Vorozonierung; Bioverfligbarkeit
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Abstract

Ozonation of contaminated soils in combination with microbial degradation of PAH

The remediation of sites contaminated with PAH can be performed easily by microbial
methods, which lead to a natural mineralization of the contaminants. Biological treatment has
been demonstrated to be a feasible and common remediation technology which has been
successfully applied to the clean-up of contaminated soils, if the permeability of water and
oxygen in the solil is high enough. Soils containing shares of clay as well as bad solubility and
low bioavailability of contaminants like PAH are causing limitations in biodegradability of
these substances. For these reasons biological oxidation processes are often inherently slow

and total mineralization to carbondioxide cannot be achieved.

Because bioavailability of the contaminants is of great importance for a successful
bioremediation the idea is to test a chemical pre-oxidation step by ozone to enhance a
following biodegradation step. Oxidation of PAH by ozone should result in reaction products
that have a better solubility in water and a better bioavailability.

A main part of this work was done by examinations of the model substance phenanthrene as a
typical compound of polycyclic aromatic hydrocarbons. Analysis by 2-D fluorescence
spectroscopy showed an increasing phenanthrene concentration in soil suspensions if the
ozone input in the soils was quite low. The ozonation of the humic acids lead to low mass
molecules of humic acids that were better soluble into water. By this way PAH adsorbed to
these humic acids has been transferred into the aqueous phase. Analysis by GC-MS showed 7
identified conversion-products of phenanthrene and 4 substances were supposed to be further
reaction products. In comparison to phenanthrene these conversion-products were better
biodegraded b. yanoikuya®r mixed culture when the ozonation resulted in monoaromatic
compounds. Investigations about the toxicity of contaminated and ozonated soils were carried
out by tests ofS. yanoikuyae, V. fischeri, B. subtilimixed cultures and gardencress. The
ozonated soils showed toxic or inhibitory effects to different organisms than the PAH itself.
The microbial degradation of PAH in slurry reactors iy yanoikuyaeor mixed culture

wasnot enhanced significantly by pre-ozonation of the contaminated soil.

Keywords: bioremediation of PAH; pre-ozonation; bioavailability
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1 Einleitung und Zielsetzung

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) entstehen bei zahlreichen industriellen
Verbrennungsprozessen und verursachen oft grol3e Grundwasser- und Bodenbelastungen. Die
Substanzen dieser Stoffklasse sind haufig schwer biologisch abbaubar und stellen aufgrund
ihrer meist mutagenen und karzinogenen Eigenschaften eine Bedrohung fir Mensch und
Umwelt dar [SRU, 1995]. Dabei weisen die einzelnen Vertretern dieser Substanzklasse
deutliche Unterschiede auf. Ist z.B. das Phenanthren nur wenig toxisch, so wirkt dagegen das
Benz(a)anthracen in hohem Mal3e kanzerogen und mutagegtai et al., 1975]. Aufgrund

ihrer hohen Zahl werden in einer von der ,Environmental Protection Agency“ (EPA)
veroffentlichten Prioritatenliste 16 PAK, die nach Vorkommen, umweltpolitischer Bedeutung
und toxikologischem Potenzial als Leitsubstanzen fir ihre Stoffklasse angesehen werden,
zusammengefasst. PAK sind haufig auf Standorten ehemaliger Gaskraftwerke, Tankstellen,
Oltanklager oder den Gelanden ehemaliger Olférderstellen nachzuweisen. Nachdem viele
Fundstellen erschopft sind, werden die ehemaligen Foérderanlagen demontiert und es
verbleiben mit PAK und Mineraldlen kontaminierte Flachen in der Nahe des vormals
genutzten Bohrlochs. Speziell fir derartige, kleine kontaminierte Flachen wére ein effektives
und wenig zeitaufwendiges Sanierungsverfahren winschenswert. Durch eine
Kombinationsbehandlung kontaminierten Bodenmaterials mit chemisch-oxidativen Methoden
und einer kostengunstigen mikrobiologischen Behandlung sollen die Vorteile beider
Methoden miteinander kombiniert werden. Die Vorbehandlung eines mit PAK kontaminierten
Bodens soll in einem durchmischten Feststoffreaktor durch eine Voroxidation der Schadstoffe
durch Ozon erfolgen, wobei die Ozonierungszeit kurz und die eingesetzte Ozonmenge aus
Kostengrinden gering gehalten werden soll. Durch die Behandlung mit Ozon sollen die
Schadstoffe anoxidiert und aufgrund einer verbesserten Wasserldslichkeit einem
mikrobiologischen Abbau besser verfugbar gemacht werden. Auf diese Weise sollen ein
Abbau vormals inerter Schadstoffe und eine Beschleunigung des mikrobiellen
Schadstoffabbaus angestrebt werden. Der mikrobiologische Abbau soll in Suspensionskultur
studiert werden, um aus den auf diese Weise erhaltenen Ergebnissen schnell Aussagen uber
die Machbarkeit eines kombinierten Schadstoffabbaus ableiten zu kénnen. In diesem Rahmen
sind zudem die auftretenden Ozonierungsprodukte, als auch ihre 06kotoxikologischen

Eigenschaften Gegenstand der Untersuchungen.
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2 Theoretischer Tell

2.1 Mikrobieller Abbau von PAK

2.1.1 Mikrobiologisch abbaubare PAK und beteiligte Organismen

Die Fahigkeit zur Metabolisierung von PAK ist innerhalb der Gruppe der Mikroorganismen
weit verbreitet. Es gibt keine ausgepragten Spezialisten des PAK-Abbaus, sondern vielmehr
handelt es sich meist um ausgesuchte Spezies aus einzelnen Mikroorganismengattungen, die
zum Abbau der PAK befahigt sind und fir die entsprechende Leistungen beobachtet und
berichtet worden sind. Die folgende Tabelle =zeigt eine Zusammenstellung von
Mikroorganismengattungen, bei denen eine partielle oder vollstandige Oxidation einzelner
oder mehrerer PAK durch Metabolismus oder Kometabolismus beschrieben wistegK

et al, 1993; SIEBER, 1995].

Tab. 1 Mikroorganismen mit der Befahigung zum PAK-Abbau
[KAsTNER et al, 1993; ERNIGLIA et al, 1992; KNALY et al, 2000]

Bakterien Cyanobakterien und Alge Pilze*
Aeromonas Oscillatoria Aspergillus
Acinetobacter Agmenellum Cunninghamella
Alcaligenes Selenastrum Neurospora
Bacillus Saccharomyces
Burkholderia (Phanerochaete
Corynebakterium (Coriolus)
Flavobacterium (Pleurotus)
Micrococcus (Trametes)
Mycobacterium (Funalia)
Nocardia (Poria)
Pseudomonas (Chrysosporium
Sphingomonas (Phlebia)
Rhodococcus
Streptomyces
Vibrio

(* WeilRfaulepilze in Klammern)
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Die meisten Informationen dber den mikrobiologischen PAK-Abbau wurden bei
Untersuchungen mit Naphthalin, Phenanthren und Anthracen gewonnen. Einige weitere
Vertreter der 16 PAK, die nach der Environmental Protection Agency EPA als Leitsubstanzen
dieser Stoffklasse ausgewahlt worden sind, konnten in Untersuchungen ebenfalls als
biologisch abbaubar nachgewiesen werdenifeAmMP et al, 1988; ERNIGLIA et al, 1992;
KANALY et al, 2000]. Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht.

Tab. 2 Durch Mikroorganismen oxidierbare PAKEENIGLIA et al, 1992]

Bakterien Cyanobakterien und Alge Pilze
Naphthalin Naphthalin Naphthalin
Acenaphthen Acenaphten
Anthracen Anthracen
Phenanthren Phenanthren Phenanthren

Fluoranthen

Fluoranthen

Pyren Pyren
Chrysen
Benz[a]anthracen Benz[a]anthracer
Benz[a]pyren Benz[a]pyren Benz[a]pyren

2.1.2 Mechanismen des mikrobiologischen PAK-Abbaus

Die Mechanismen des mikrobiologischen PAK-Abbaus sind fir die einzelnen Spezies, bzw.
Gruppen sehr verschieden. Im Wesentlichen lassen sich dabei drei Haupttypen des PAK-
Abbaus unterscheiden fSTNER et al., 1993; @sT et al, 1997; RITSCHE 1999].
« Typ1l: Vollstandige Mineralisierung
intrazellular, vollstandiger Abbau des Ringgeriistes, theoretisch keine Metabolitenbildung
bzw. —akkumulation, C@als Hauptprodukt
* Typ2: kometabolische Transformation
uberwiegend intrazellular, partielle Oxidation des Ringgerustes, in der Regel
Akkumulation teiloxidierter Metabolite, C{als mégliches Produkt
» Typ3: unspezifische radikalische Oxidation
Uberwiegend extrazellular, Initialoxidation durch Radikalbildung, ungerichtete

Weiterreaktion des Oxidationsproduktes, £ mogliches Produkt



Theoretischer Teil Seite 4

PAK-Abbau durch vollstandige Mineralisierung (Typ 1)

Bei der vollstandigen Mineralisierung fungiert das PAK-Substrat sowohl als Kohlenstoff- als
auch als Energiequelle. Demnach sind Bakterien, die zu einer vollstandigen PAK-
Mineralisierung imstande sind, in der Lage, auf einer derartigen Substanz als alleiniger
Energie- und Kohlenstoffquelle zu wachsen. Diese Fahigkeit wird daher auch als
Hauptkriterium fir eine Klassifizierung dieses PAK-Abbautyps herangezogen. Die
wvollstdndige Mineralisierung“ suggeriert einen vollstandigen Abbau zu Kohlendioxid als
einziges Stoffwechselprodukt bei einer aeroben PAK-Metabolisierung. Dies ist in der Realitat
weder fur PAK noch fir andere Substrate der Fall. Hinsichtlich der Zellokonomie und des
Wachstums einer Zelle werden nicht nur Energie, sondern auch Zellbausteine benétigt. Ein
Teil des Kohlenstoffgeriistes einer abzubauenden Verbindung wird deshalb auf
unterschiedlichen Stufen des Abbauweges ausgeschleust und als Grundbaustein fur die
Synthese hohermolekularer Zellbestandteile verwendes{® et al., 1984; KSTNER et al,

1993; RRITSCHE 1997]. Am Beispiel des bekannten Abbauweges fiur Naphthalin sollen die
Stoffwechselvorgange bei einem vollstandigen PAK-Abbau aufgezeigt werden.

OH
OH
O Dloxygenase Dloxygenase OO

Naphthalin cis-1,2- D|hydroxy 1,2- 1,2-Dihydroxy-
dihydronaphthalin Naphthalin
OHO OH
C—COOH
02 | -H20
Dioxygenase = -Pyruvat
COOH
cis-O-Hydroxy- Salicylsaure

benzalpyruvat

OH

CO2 ortho-Spaltung # COOH Essigsdure
— > > 2 Succinat
x__COOH
OH

Catechol Muconséaure

mQA
OH
7 Ameisensaure
—_— Acetaldehyd
COOH Pyruvat

spaltung
CHO

2-Hydroxymucon-
semialdehyd

Abb. 1 Bakterielle Metabolisierung von Naphthalin [nacBrREIGLIA et al und GBSsoON et al]
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Bei den 2- und 3-Ringaromaten Naphthalin, Anthracen und Phenanthren liegt im
wesentlichen das gleiche Abbaumuster vor, wie Untersuchungen fir die Spezies
Pseudomonasp. zeigen konnten. Die einzelnen PAK-Ringe werden immer nacheinander
abgebaut. Die Oxidation von Naphthalin wird durch die Einflihrung von Sauerstoff in den
aromatischen Ring eingeleitet. Durch Katalyse mittels eines Multienzymkomplexes wird cis-
1,2-Dihydroxy-1,2-Dihydronaphthalin gebildet, das mit Hilfe einer Dehydrogenase zu 1,2-
Dihydronaphthalin dehydriert wird. Unter Beteiligung einer Dioxygenase wird der Ring
extradiol gespalten und es entsteht cis-2-Hydroxybenzalpyruvat. Durch eine mit Aldolase
katalysierte Reaktion werden Pyruvat und Salicylaldehyd gebildet, um schliel3lich zu
Salicylsaure oxidiert zu werden. Mit Hilfe einer Monooxygenase entsteht aus Salicylséure
Catechol und der weitere Abbauweg entspricht dem Abbauweg der Monoaromaten. Je
nachdem ob sich eine meta- oder ortho-Spaltung anschliel3t, entstehen Acetaldehyd und
Pyruvat, bzw. Essigsdure und Succinat, die in den Citratzyklus der Zelle einflie3en
[CERNIGLIA et al und @SON et al].

PAK-Abbau durch Kometabolismus (Typ 2)

Der kometabolische Abbau von PAK ist sowohl fur Pilze als auch fur Bakterien beschrieben
worden. Als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle kénnen PAK als Substrate nicht genutzt
werden. Bei Zugabe mindestens einer weiteren verstofiwechselbaren Kohlenstoffquelle
konnen die PAK kometabolisch transformiert werden.

Bei Bakterien wird in Analogie zum mineralisierenden Abbau die initiale PAK-Oxidation in
vielen Fallen durch eine Dioxygenase-katalysierte Einfihrung von Sauerstoff zu cis-Diol-
Derivaten eingeleitet. Untersuchungen fihrten aber auch zu Erkenntnissen, wonach bei
bestimmten Spezies, wie z.B. Mycobacterium-Spezies eine Monooxygenase-katalysierte
PAK-Oxidation auftreten kann [HTKAMP et al, 1988]. In diesem Fall trat beim
kometabolischen Pyrenabbau ein trans-4,5-Pyrendihydrodiol als Metabolit auf, anstelle der
sonst gangigen Bildung von cis-Dihydrodiolderivaten bei bakteriellen Umsetzungen. Das
trans-4,5-Pyrendihydrodiol akkumuliert und wird nicht weiter umgesetzt. Interessanterweise
verfigt dieses Bakterium neben der Monooxygenase auch tber Dioxygenasen, so dass auch
das cis-4,5-Pyrendihydrodiol gebildet werden kann, das dann noch weiteren metabolischen
Umsetzungen unterliegt. Die Stereochemie der gebildeten Oxidationsprodukte tbt einen nicht
unerheblichen Einflul3 auf den weiteren Metabolismus einer Verbindung aus. Der genaue

Metabolismusweg beim kometabolischen Pyrenabbau konnte noch nicht in allen Details
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aufgeklart werden. Eine Ubersicht Uber die entstandenen Ringoxidations- und
Ringspaltungsprodukte gibt die folgende Abbildung.

Pyren
Ringoxidationsprodukte:

' ‘ ‘ c OH

: OH

OH OH
cis-4,5-Pyrendihydrodiol trans-4,5-Pyrendihydrodiol Pyrenol

A~0 COOH
|I|II OH iill“llii [:::]::

COOH

COOH

4-Hydroxyperinaphtenon 4-Phenanthrencarbonséure Phthals&ure

c=c
O/ “COOoH

Zimtsaure

Ringspaltungsprodukte:

Abb. 2 Ringoxidations- und Ringspaltungsprodukte des Pyrens wahrend des kometabolischen Abbaus durch
Mycobacteriunsp. [HEITcAmP et al., 1988]

Weitere Beispiele fir die Fahigkeit zur initialen Monooxygenierung von PAK sind auch bei
anderen Spezies wiBeijerinckia (Sphingomonassp.) und Streptomyzeterbeschrieben
worden [$HOCKEN et al, 1984; S8THERLAND et al., 1990].

Im Gegensatz zum mineralisierenden PAK-Abbau bleibt der kometabolische PAK-Abbau
meistens auf einer Stufe stehen. Haufig kommt es nur zu Ringoxidationen oder partiellen
Ringspaltungen, so dass phenolisierte, carboxylierte oder chinoide Verbindungen als ,Dead-
End-Produkte* akkumulieren.

Im Gegensatz zu einigen Bakterien verfiigen Pilze nicht Gber die Fahigkeit, PAK vollstandig
zu mineralisieren. Pilze transformieren PAK immer unter kometabolischen Bedingungen zu
trans-Diol-Intermediaten und benutzen im Unterschied zu den meisten Bakterien einen den

Saugerzellen vergleichbaren Monooxygenase-katalysierten Mechanismus der PAK-
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Oxidation. Im Gegensatz zu S&ugerzellen, die aus den PAK meist R,R-Dihydrodiole mit

erheblichen kancerogenen Potenzial bilden, werden durch Pilze Dihydrodiolisomere mit S,S-
Konfiguration und geringeren kancerogenen Potenzial als das der Ausgangsstoffe gebildet.
Die Stereochemie hat demnach einen deutlichen Einflu3 darauf, ob Substanzen wie die PAK
entgiftet oder in ihrer Kanzerogenitdt noch gesteigert werderNGLIA et al, 1985 und

1990].

PAK-Abbau durch unspezifische radikalische Oxidation (Typ 3)

Untersuchungen zu diesem Typ des PAK-Abbaus zeigen, dass vor allem WeiRfaulepilze, die
taxonomisch zu den sog. Basidiomyceten zahlen, zur Oxidation der PAK durch unspezifische
radikalische Oxidation befahigt sind. Funktionell zahlen diese Pilze zu den Holz-abbauenden,
speziell zu den Lignin-abbauenden Pilzen. Lignin ist ein wasserunldsliches Heteropolymer,
das nicht intrazellular aufgenommen und metabolisiert werden kann. Der Abbau des Lignins
erfolgt dagegen mit Hilfe extrazellularer Enzymsysteme, den Ligninasen unter Beteiligung
H,O.-bildender Zuckeroxidasen. Ligninasen wirken demnach als Peroxidasen und damit
weitgehend unspezifisch. Durch Wasserstoffperoxid wird das aktive Zentrum des Enzyms in
einen oxidativen Zustand und damit in die Lage versetzt, eine grol3e Auswahl organischer
Verbindungen zu oxidieren. Da die Ligninasen extrazellular wirken, kdnnen auch
wasserunlosliche oder schlecht wasserlosliche Stoffe wie PAK in der gleichen Weise wie
Lignin oxidiert werden. Ligninase-katalysierte Umsetzungen konnen in kinetischer
Sichtweise, bezogen auf das abzubauende Substrat, als Reaktion erster Ordnung beschrieben
werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit hangt demnach hauptsachlich von der Konzentration
des Substrates ab. Wichtiger ist jedoch der physiologische Zustand des Pilzes, da sich der
Organismus in einem ligninolytischen Zustand befinden muss. Am Ende der Wachstumsphase
bei Eintritt von Stickstoffmangel tritt dieser Zustand ein und erfordert eine leicht verwertbare
Kohlenstoffquelle. In der Sanierungspraxis haben sich dabei Stroh oder andere
Cellulosequellen bewahrt.

Der Umsatz von PAK mit Weifaulepilzen fiihrt, vergleichbar dem schon geschilderten
kometabolischen Abbau, zu einer groRen Zahl von Metaboliten. Als Primérmetabolite
entstehen dabei meist chinoide Verbindungen und die weiteren Abbauwege dieser Stoffe sind
nicht genau geklart. Eine Oxidation bis zum Kohlendioxid und ein Einbau in die Biomasse
findet nur in geringem Ausmalfd statt. Ein Grof3teil der polaren Abbauprodukte findet sich
stattdessen in der &aufReren Matrix wieder. Ein Anteil der Abbauprodukte wird in den
Huminstoffen festgelegt und ein anderer Teil liegt als extrahierbar im Boden vor. Dies konnte
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durch Untersuchungen nfitC-markierten Verbindungen nachgewiesen werdetsfiKER et
al, 1993].

2.2 PAK-Abbau am Beispiel des Phenanthrens durchSphingomonas
yanoikuyaeB1

Der in dieser Arbeit verwendete Mikroorganisngghingomonas yanoikuydd (entspricht

DSM 6900) ist in der Lage, eine Vielzahl organischer und aromatischer Substrate zu nutzen.
Dazu zahlen z.B. Toluol, m-Xylol, p-Xylol, Biphenyl, Naphthalin, Phenanthren und
Anthracen [@BsON et al, 1973]. Werden dem Organismus leicht verstoffwechselbare
Kohlenstoffquellen angeboten, dann konnen auch Acenaphthen, Acenaphthylen,
Benz[a]pyren, Benz[alanthracen IBSON et al, 1975] aber auch Heterozyklen wie
Dibenzofuran, Carbazol, Dibenzothiophen und diverse weitere Substanzen kometabolisch
umgesetzt werden [G50N et al, 1999; kv undZYLSTRA, 1999].

HO OH
HO HO
‘ ‘ -
—_— —_— —_—>
—_—>

Phenanthren cis-3,4-Phenanthrendihydrodiol 3,4-Phenanthrendiol

OH OH OH
CHO COOH OH

1-Hydroxynaphtaldehyd 1-Hydroxynaphtalin- 1,2-Dihydroxynapthalin
carbonséure
COOH
 —  —
OH EI/YCOOH
2-Hydroxy-2-Carboxy-Chromen cis-0-Hydroxybenzalpyruvat Salicylaldehyd
Acetaldehyd
Pyruvat
COOH
Salicylsaure Catechol

Abb. 3 Bakterielle Metabolisierung von Phenanthren diphingomonas yanoikuyfi€im et al, 1999]

Der Abbauweg des Phenanthrens ist noch nicht in allen Details aufgeklart worden. Es gibt
jedoch einige Ahnlichkeiten zu den Abbauwegen des Phenanthrens Arnmaimonasund
PseudomonaSpezies [@SON et al, 1984].
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Der Metabolismus von Phenanthren lasst diesen Abbauweg als vollstandige Mineralisierung
(Typ 1) einordnen, da Phenanthren als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzbar ist.
Die Abbauprozesse laufen intrazellular ab und es bleiben keine Restmetaboliten tbrig. Es
entsteht Kohlendioxid, bzw. es findet ein teilweiser Einbau der Kohlenstoffketten in die
Zellbestandteile statt. Durch eine Dioxygenase wird Phenanthren zu cis-Phenanthrendiol
oxidiert. Interessanterweise spielt fur die Funktionsweise der initialen Dioxygenase ein
weiteres Enzym, das Ferredoxin, eine wichtige Rolle, indem das Ferredoxin als
Elektronentransferprotein mit den unterschiedlichen Komponenten der Dioxygenase
wechselwirken kann [iK1 UND ZYLSTRA, 1999].

Eine cis-Dihydrodioldehydrogenase entzieht dem Molekil Wasserstoff und stellt die
Aromatizitat des angegriffenen Ringes durch Bildung von 3,4-Dihydroxyphenanthren wieder
her. Die nachsten Schritte bis zum 1-Hydroxynaphtaldehyd sind noch nicht eindeutig geklart
worden. Die Umsetzungen zu 1-Hydroxynaphthalincarbonsaure und zu 1,2-
Dihydroxynaphthalin erfolgen durch eine Aldehyddehydrogenase und eine Hydroxylase. Da
1,2-Dihydroxynaphthalin ein Metabolit des Naphthalinabbaus duBphingomonas
yanoikuyae darstellt, ist beim weiteren Abbau mit einem dem Naphthalinabbau
entsprechenden Metabolismus zu rechnen. Dabei wird 1,2-Dihydroxynaphthalin Gber mehrere
Schritte unter Beteiligung von 2-Hydroxy-chromen-2-carboxylatisomerase und trans-o-
Hydroxy-benzyliden-pyruvathydratase-aldolase zu Salicylaldehyd abgebaut. Durch
Einwirkung von Salicylaldehyddehydrogenase und Salicylathydroxylase entsteht Catechol,
das schlief3lich zu Pyruvat und Acetaldehyd abgebaut wird KD ZYLSTRA, 1999].

2.3 Limitierungen des mikrobiologischen PAK-Abbaus

2.3.1 Biotische Limitierungen des Schadstoffabbaus

Die mikrobiologische Sanierung PAK-kontaminierter Bodden ist eine umwelt- und
ressourcenschonende, kostengiinstige Bodensanierungsmethode, die anderen technisch
aufwendigeren und energieintensiveren Methoden wie z.B. der Bodenwdasche, thermischer
Verbrennung oder der das Problem verlagernden Deponierung vorzuziehen ist. In jedem
einzelnen Schadensfall muss eine vorhergehende Prifung die Machbarkeit eines
mikrobiologischen Abbaus nachweisen. Die mikrobiologische Sanierung von PAK-belasteten
Boden ist dennoch aufgrund den Schadstoffabbau limitierender biotischer und abiotischer
Faktoren begrenzt.
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Es gibt zahlreiche biotische Faktoren, die einen Einfluss auf die mikrobiologische Umsetzung
von PAK haben koénnen. Fir die Schadstoffmineralisierung ist eine adaptierte
Mikrorganismenpopulation notwendig, die in den meisten Altlastbéden schon vorliegt. Dabei
unterscheidet man bei den anzuwendenden Sanierungsmethoden zwischen den sog. weichen
und harten mikrobiologischen Sanierungsmethoden. Zu den weichen Methoden z&ahlt man
z.B. die ,Natural Attenuation, bei der die vorhandene Mikroorganismenpopulation angeregt
und ausgenutzt werden soll. Hierbei wird weitgehend das natirliche Selbstreinigungspotenzial
ausgenutzt. Bei der davon abgeleiteten ,Biostimulation® werden durch Zusatz von
Kosubstraten und Elektronenakzeptoren optimalere Lebensbedingungen fir die vorliegenden
Mikroorganismenpopulationen geschaffen. Zu den harten Methoden gehort die sog.
.Bioaugmentation, bei der speziell gezichtete und an die vorliegenden Schadstoffe
angepasste Mikroorganismenpopulationen verwendet werden. Ein Einsatz dieser Methode gilt
dann als sinnvoll, wenn damit zusatzliche metabolische Leistungen erbracht werden kdénnen.
Die eingeimpften Spezialkulturen sollen dabei in die standorteigene Flora integriert werden
und nicht zu deren totalen Verdréangung fuhreRITSCHE et al.,1999; VWRD LIEBEG et al,

1999; AL JuHASz et al, 2000]. Der mogliche Einsatz gentechnisch optimierter
Mikroorganismen zahlt ebenfalls dazu und ist derzeit Gegenstand aktueller Untersuchungen
und Diskussionen.

Neben den Schadstoffen als Kohlenstoff- und Energiequelle mussen zusétzlich die
Makronédhrstoffe Phosphor und Stickstoff, sowie eine Vielzahl von Spurenelementen in
ausreichender Menge vorliegen. Im Allgemeinen ist ein C:N:P-Verhéaltnis von 100:10:1
ausreichend [SHIPPERS 1999].

Bei den vorliegenden Substraten entscheiden die Anzahl der C-Atome, Molekilstruktur,
Hydrierungsgrad, Kondensierung, Substitutionsgrad und Position von Substituenten Gber die
Abbaubarkeit von Schadstoffen. Dabei ist mit zunehmenden xenobiotischen Charakter das
Vorhandensein von kompletten Abbauwegen immer unwahrscheinlicher. Es kommt in
zunehmenden Mal3e nur noch zu Teiltransformationen und zur Anreicherung von persistenten
.Dead-End-Produkten” [ReF et al., 1994]. In Gegenwart mehrerer Schadstoffe besteht die
Moglichkeit eines mehrphasigen Wachstums (Diauxie), wenn alle vorliegenden Stoffe leicht
verstoffwechselbar sind, oder des Kometabolismus, der beim Metabolismus von Pilzen eine
wichtige Rolle einnimmt. Die vorliegende Schadstoffkonzentration ist ebenfalls von
Bedeutung, wenn eine Mindestkonzentration zur Induktion der am Metabolismus beteiligten

Enzymsysteme notwendig ist. Andererseits kénnen zu hohe Konzentrationen von prinzipiell
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gut abbaubaren Stoffen auch zu einer akuten Schadigung und Toxizitat fihren (z.B. bei
kurzkettigen Alkanen) [LFU Baden-Wirttemberg, 1991].

Zu Veranderungen im Stoffwechsel kommt es haufig dann, wenn es zu einer Limitierung des
Elektronenakzeptors z.B. von Sauerstoff oder auch von Nitrat kommt. Die Auswirkungen auf
den Stoffwechsel sind jedoch reversibel, wenn eine Behebung des Akzeptormangels
herbeigefuhrt wird [SHLEGEL, 1992].

Weitere abiotische Faktoren, die den mikrobiologischen Schadstoffabbau ebenfalls

beeinflussen, werden auch unter dem Begriff der sog. Bioverfligbarkeit zusammengefasst.

2.3.2 Bioverfugbarkeit als Hauptproblem des mikrobiologischen PAK-Abbaus

Ein den Schadstoffabbau beeinflussendes Kriterium ist die sogenannte Bioverflugbarkeit der
Schadstoffe. Neben den stoffspezifischen Eigenschaften eines Schadstoffes in Bezug auf seine
generelle Verwertbarkeit durch Mikroorganismen ist es ebenfalls von groR3er Bedeutung, wie
die Mikroorganismen Zugang zum verwertbaren Substrat haben. Eine Verwertung durch
Mikroorganismen erfolgt nur, wenn die potenziellen Substrate in der wassrigen Phase in
physiologisch gunstiger Konzentration gelost vorliegen. Die Ldsungsvorgange und den
anschlieBenden mikrobiologischen Abbau beeinflussende Faktoren liegen in der Oberflache
der Schadstoffe, Adsorption, Desorption, Porendiffusion und dem Lé&slichkeitsprodukt der
betrachteten Substanz begrindeiNG, 1995].

Die GrofRe der Schadstoffoberfliche bestimmt die Geschwindigkeit der Einstellung des
Loslichkeitsgleichgewichts der PAK mit der wassrigen Phase. Die PAK kdnnen an
Oberflachen adsorbiert, als Kristalle oder in Partikeln, verklebt mit Teer und Boden vorliegen.
Besonders in gealterten Altlastbdden liegen die PAK in Kohle- und Teerpartikeln vor, deren
flissige und leichter fliichtigen Bestandteile im Laufe der Zeit an die Bodenluft abgegeben
worden sind. Die Oberflachen solcher Partikel sind im Zuge der Alterung so verhartet, dass
die eingeschlossenen PAK nicht ohne zuséatzliche Massnahmen remobilisierbar sind. Durch
Adsorptionsprozesse oder zunehmende KristallgréRen der PAK-Partikel wird die freie
Oberflache eingeschrankt und der Abbau limitieH@WAS et al, 1986; BINKMANN, 1996].

PAK sind vorzugsweise in der Feinkornfraktion von Boden vorhanden, da es an den dort
vorliegenden Tonmineralen mit grofen Oberflichen zu Adsorptionsprozessen kommt.
Zusatzlich kommt es zu starken Wechselwirkungen mit den Huminstoffen, die ebenfalls ein
starkes Adsorbens fiir PAK darstellendMLAL et al, 1991]. Die Wechselwirkungen mit den

Huminstoffen fliihren zur Bildung gebundener Ruckstande, den sog. ,Bound residues”.
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Darunter versteht man nicht extrahierbare und chemisch nicht in ihrer Struktur definierbare
Ruckstande, die in verschiedenen Bindungsformen in der Fulvo- oder Huminséure und in der
Huminfraktion vorliegen. Denkbare Bindungsformen sind Wasserstoffbrickenbindungen,
Charge-Transfer-Komplexe oder chemische Bindungen partiell umgesetzter PAK durch
Ether-, Ester- oder C-C-Kohlenstoffbindungen. Sowohl bakterielle Umsetzungen als auch der
Kometabolismus von Pilzen kann zur Bildung gebundener Rickstéande fiihren. Die bakterielle
Umsetzung von Phenanthren und Pyren fiihrte zu einer Einbindung in die geldste
Huminsaure- oder feste, partikulare Huminfraktion im Boden von bis zu 20 % der
Ausgangsmengen. Auf diese Weise wurde ein Teil der eingesetzten PAK dem Abbau
entzogen und war damit nicht mehr bioverfigbaed®ER et al, 1999]. Das Ausmald der
Bildung gebundener Riickstande wurde durch den Eiré&tmarkierter PAK stichhaltig
nachgewiesen. Zu einem mit Pyren oder Anthracen kontaminierten Boden wurde ein Pilz-
Strohgemisch hinzugefiigt und der PAK-Abbau tber 160 Tage verfolgt. Im Falle des Pyrens
gingen 20 % des dotierten PAK in die gebundenen Riickstande ein, beim Anthracen waren es
unter vergleichbaren Bedingungen 45 % der Ausgangsaktivitdt. Durch Exoenzyme der
zugesetzten WeilRfaulepilze wurden die dotierten PAK partiell oxidiert und ohne weiter
verwertet zu werden, in die Huminstoffmatrix eingebaut. Die aus PAK gebildeten nicht
extrahierbaren Ruckstéande sind sehr stabil und eine Remobilisierung war nach einem Jahr
nicht nachweisbar. Uber die Langzeitstabilitat solcher Verbindungen ist jedoch nicht viel
bekannt und erst weitere Untersuchungen kdnnen die Frage klaren, ob die Humifizierung als
sicherer Remediationsprozess angesehen werden kaonHEBACHet al., 1997].

Fir die Mobilisierung und Bioverfiigbarkeit von PAK sind auch Desorptionsprozesse und das
Loslichkeitsgleichgewicht der PAK mit Wasser von Bedeutung. Die Solvatisierung ist von
dem Adsorptions/Desorptionsverteilungskoeffizienten der PAK zwischen den Oberflachen
der Bodenbestandteile und der wassrigen Phase abhangig. Der Verteilungskoeffzisnt (k
aul3er vom Anteil der organischen Substagg ¢kur durch substanzspezifische Eigenschaften
bedingt und verhdlt sich proportional zum Verteilungskoeffizienten zwischen Octanol und
Wasser (k). Der Zusammenhang zwischep, ko, und k, flir PAK konnte empirisch
ermittelt werden [WWLES et al, 1987]. Der Octanol-/Wasserverteilungskoeffizient von PAK
kann in Gegenwart von Bodenbestandteilen zur Beschreibung des
Loslichkeitsgleichgewichtes verwendet werden.

Eine ausreichende Loéslichkeit und ein genigender Octanol-/Wasserverteilungskoeffizient
vorausgesetzt, kann eine mikrobiologische Sanierung dennoch nur Aussicht auf Erfolg haben,

wenn die wassrige Phase, das Boden- und Porenwasser beweglich und austauschbar ist. Bei
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In-situ-Verfahren werden haufig Spilkreislaufe installiert, die eine Mobilisierung der PAK
durch Solvatisierung bewirken sollen. Mit abnehmender Korngro3e des vorliegenden Bodens
wird diese Mobilisierung erschwert, da in der gleichen Weise der Durchlassigkeitsbeiwert des
Bodens fur Wasser @Wert) immer geringer wird. Mikrobiologische Sanierungsverfahren
erfahren daher nur auf sandig-kiesigen Boden mit hoheiWét einen sinnvollen Einsatz,
wahrend bei feinkdrnigen, tonigen Boden, die nur Uber geringe Durchlassigkeiten fir
Sauerstoff und Wasser verfigen schnell eine Stagnation des mikrobiologischen Abbaus
eintritt [KASTNER et al, 1993; @sTU. et al, 1997].

Es gibt unterschiedliche Strategien, die Bioverfugbarkeit von PAK zu erhéhen. Dazu zahlen
u.a. physikalisch-mechanische Verfahren (Erh6éhung des Energieeintrages), chemische
Oxidation mit Ozon oder Wasserstoffperoxid, enzymatische Verfahren, der Einsatz von
Tensiden als auch der Einsatz von thermophilen Mikroorganismen. Die unterschiedlichen

Strategien werden im Folgenden an Beispielen einzeln diskutiert.

2.4 Strategien zur Verbesserung der Bioverfugbarkeit und des

mikrobiologischen Abbaus von PAK

2.4.1 Verbesserung der Bioverfugbarkeit von PAK durch physikalisch-mechanische

Massnahmen

Anhand der schon genannten Grunde ist der Einsatz des statischen Verfahrens in
mikrobiologischer Mietentechnik in Bezug auf Schadstoffart, Bioverfigbarkeit und
Bodeneigenschaften begrenzt. Losungen fur Problembdden bietet der Einsatz von
dynamischen Verfahren in Feststoffreaktoren, bei denen die Bioverfligbarkeit von PAK durch
physikalisch-mechanische Massnahmen erhdht wird. Ein wichtiger Aspekt ist dabei die
Mischtechnik zum Zwecke der Zerkleinerung von Schadstoffaggregaten und der Ablésung
der Schadstoffe von der Feststoffoberflache. Zudem werden fir die Sauerstoffversorgung der
Mikroorganismen bessere Voraussetzungen geschaff&tHEnN et al, 1993].

Zu unterscheiden sind Verfahren, die erdfeuchten Boden im sog. ,solid-state-Verfahren* oder
den Boden in Bodensuspension im ,Slurry-Verfahren“ behandeln. Es wurde vom Einsatz
eines Drehtrommelreaktors mit Mahlkugeln berichtet, um eine Verbesserung des
Schadstoffabbaus durch Desagglomeration zu erzielen. Bei ausreichend hohen
Wassergehalten des Bodens (50% WHK) bewirken die Mahlkugeln eine hohe mechanische

Belastung des anhaftenden, plastisch verformbaren Bodens. Die Bildung grofer
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Bodenagglomerate wurde verhindert, die biologische Aktivitdt gesteigert und der
Schadstoffabbau von Kohlenwasserstoffen und Aromaten beschleutgiLiSet al., 1996].

Fur bindige B6den mit hohem Feinkornanteil bieten sich im Besonderen Bioreaktorverfahren
in Bodensuspension an. So wurde in einem Suspensionsreaktor ein Wirbelschichtverfahren
realisiert, indem eine mit Feinkorn belastete Bodensuspension von der wassrigen Phase
vertikal von unten angestromt und zusatzlich mit Luft begast wurde. Gute Abbauergebnisse
wurden fur 2-3-Ring PAK erzielt, 4-6-Ring PAK lieRen sich im Bioreaktorverfahren allein
nur wenig reduzieren. Hierzu waren zuséatzliche Massnahmen wie die Kombination des
Verfahrens mit einer vorgeschalteten Bodenwasche nougifivet al., 1996].

Untersuchungen mit einem Drehrohrreaktor konnten ebenfalls bestétigen, dass eine
Behandlung von PAK-belasteten Bodenfeinkorn in Bodensuspension mdglich ist. Die 2-4-
Ring PAK waren in Bodensuspension gut mineralisierbar, wahrend eine Abnahme von 5-6-

Ring PAK nur langsam oder gar nicht erfolgt@RPHEN, 1992; BRINKMANN 1996].

2.4.2 Erhohung der Bioverfugbarkeit von PAK durch Tenside

Eine weitere Strategie zur Verbesserung der Bioverfugbarkeit von PAK beinhaltet den Einsatz
von technischen oder Biotensiden. Eine wichtige Vorraussetzung fur die Eignung eines
Tensids ist vor allem seine mikrobiologische Abbaubarkeit. Neben Huminstoffen als
natirlichen kohlenstoffreichen Verbindungen treten in belasteten Bdden vorwiegend
Kohlepartikel als Schadstoffsenke auf, oder die PAK selbst liegen in Form von
Teeragglomeraten vor. PAK, die an diesen sorptiven Materialien gebunden sind gelten als
nicht oder nur schwer biologisch abbaubar, da die mdglichen Austauschflachen klein und die
Diffusionsprozesse erschwert sind. Tenside sollen den Phasentransfer Adsorptiv-Wasser
durch die Verringerung der Grenzflachenspannung verbel$Ssr0DENBERGet al., 1997]

Durch den Einsatz eines Tensidsystems, bestehend aus einem nichtionischen Emulgator und
einem anionischen Netzmittel, konnte in Labor- und halbtechnischen Versuchen eine
deutliche Mobilisierung und der anschlielende mikrobiologische Abbau der PAK
demonstriert werden. Ein vollstandiger Abbau der PAK gelang jedoch nreRENSERet al.,

1994].

Durch Elutionsversuche an Bodensaulen wurden mit Hilfe synthetischer Tenside gréRRere
PAK-frachten (81,6% der Ausgangskonzentration) im Spulkreislauf mobilisiert, als durch das
Biotensid Sophoroselipif67,9% der AusgangskonzentratioRREUDENBERGet al., 1997]

Durch Untersuchungen des Phenanthrenabbaus im Bioreaktor mit Hilfe von Tensiden,

konnten abbausteigernde Effekte sowohl bei Einsatz von TeXaf#fy einem synthetischen
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Tensid, als auch durch Sophoroselipide festgestellt werdenAiS:=Rs 1999]. Ob eher durch
synthetische oder sog. Biotenside eine bessere Schadstoffmobilisierung und eine gréf3ere
Abbausteigerung erzielt werden kann, ist noch nicht abschlielend beurteilt worden. Weitere
Untersuchungen auf diesem Gebiet sind zur Klarung dieser Frage notwendig.

Es kénnen anstelle von Tensiden auch andere Stoffe mit [dsungsvermittelnden Eigenschaften
eingesetzt werden. Dazu zéhlen langkettige Alkohole, ausgewahlte Aliphaten, anorganische
Pyrophosphate und Cyclodextrine. Cyclodextrine kénnen mit den hydrophoben PAK
hydrophile Komplexe bilden und in dieser Weise als Losungsvermittler wirke&mLH-
MARCKGRAF, 1994].

2.4.3 Oxidation von PAK durch Wasserstoffperoxid oder Ozon

Zu weiteren alternativen Bodenbehandlungsmethoden zahlen chemische Oxidationsverfahren
mit Wasserstoffperoxid oder Ozon [ME, 1993 und Kollogium TU Berlin, 1996]. Das Ziel
derartiger Verfahren ist entweder die Totaloxidation der Schadstoffe oder die Anoxidation
und Uberfihrung in besser wasserlosliche und damit besser bioverfligbare Stoffe. Diese
Sanierungsverfahren sind mit einem héheren Bedarf an Energie und Chemikalien verbunden,
was zu hdheren Sanierungskosten fiihrt.

Es wurde von der Behandlung PAK-belasteter Béden mit Fenton's Reagenz berichtet, bei
dem es sich um Wasserstoffperoxid und Eisen(ll)sulfat handelk{ENS et al., 1995]. Eine
Anwendung dieses Verfahrens erscheint auch bei anderen Schadstoffen vielversprechend.
Autoren berichten von der Oxidation von Pentachlorphenolerd Et al, 1991; WWTTS et al,

1991; R\VIKUMAR et al, 1992] und Trichlorethylen [iksTet al, 1993]. Durch die chemische
Voroxidation mittels Fenton's Reagenz, bestehend aus Wasserstoffperoxid und
Eisen(Il)sulfat, von PAK in einem Anthracendl konnte eine Steigerung des Gesamtabbaus
nach erfolgter mikrobiologischer Behandlung gezeigt werden. Vor allem bei 4-kernigen PAK
war eine deutliche Steigerung der Abbauleistung zu beobactieoHget al., 1996].

Durch die Oxidation von Anthracen mit Fenton’s Reagenz und zusatzlicher Ethanolzugabe
konnte eine quantitative Anthracenoxidation realisiert werden, die zum Hauptprodukt
Anthrachinon fuhrte. Das entstandene Anthrachinon konnte mikrobiologisch besser abgebaut
werden als der Ausgangsschadstoff Anthracetuf&-DAE LEE et al., 1998].

Grundlegende Untersuchungen zum Einsatz von Ozon wurden ebenfalls an verschiedenen
Schadstoffsystemen durchgefiihrt. Abgeschlossene Dissertationen beschéaftigten sich mit der
Sanierung PAK-belasteter Gaswerksbodenr[&H, 1996 und SIDEL, 1995]. Andere
Autoren fuihrten Untersuchungen zur Oxidation von Polyethoxynonylphenokend6a et
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al, 1991] und anderer aromatischer Substanzen durmigBset al, 1993]. Mittels selektiver
Adsorption von PAK an oxidativ regenerierbaren Adsorbentien konnten schwer abbaubare
PAK an modifiziertem Silicagel abgetrennt werden. Eine Oxidation des Adsorbermaterials
z.B. durch Ozon regenerierte zum einen den Adsorber und fuhrt zusétzlich zu
Oxidationsprodukten mit verbesserter Abbaubarkeit. Eine Anwendung eines derartigen
Verfahrens bietet Anwendungsmoéglichkeiten in der Behandlung von Abwéssern oder in
Bodenwaschanlagen {3z et al., 1996].

Untersuchungen Uber Kombinationsbehandlungen von chemischer Oxidation und
mikrobiologischer Bodenbehandlung sind nicht sehr zahlreich, wogegen deren Anwendung
bei der Aufarbeitung von kontaminierten Grundwasser, Abwasser oder Deponiesickerwéssern
als Stand der Technik angesehen werden kann. Studien beschéaftigten sich mit der Frage,
welche Abbauprodukte aus der Ozonierung von Pyren und Benz[a]pyren auf Quarz, Boden
und in Losung hervorgehen und ob diese eine Okotoxikologische Relevanz aufweisen
[EBERIUS et al, 1997 und X0 et al, 1998]. In diesem Zusammenhang wurden auch Arbeiten
Uber die Ozonierung von PAK-haltigen Dodekan/Wasseremulsionen durchgefuhrt
[KORNMULLER et al, 1997 und &uLz, 1998]. Die Arbeiten beschaftigten sich mit den
auftretenden Reaktionsprodukten, Reaktionskinetiken und den toxikologischen Eigenschaften
der wassrigen Extrakte als auch einzelner Ozonierungsprodukte. Das Abbauverhalten dieser
Stoffe durch Mikroorganismen wurde untersucht. Aus der Ozonierung der PAK entstandene
Stoffe fuhrten in Leuchtbakterientests zu einer Hemmung und erwiesen sich in
Mineralisierungsexperimenten als weitgehend persistent.

Es wurden einige Ubersichtsartikel tiber die Anwendung von Kombinationsbehandlungen mit
unterschiedlichen chemischen Oxidationsmitteln auf unterschiedliche Schadstoffsysteme
veroffentlicht VAN KEMENADE et al, 1995 und 1996; HEN, 1993]. Eine Auswahl
aromatischer Verbindungen wurde mit chemischer Oxidation durch Wasserstoffperoxid, Ozon
oder Kaliumpermanganat mit anschlieendem mikrobiologischen Abbau starker abgebaut als
durch mikrobiologischen Abbau allein@Bverset al, 1993].

Interessanterweise konnte bei einem Vergleich der Oxidationsmethoden mj@els G,

bzw. der Kombinationen #,/UV und QJ/UV gezeigt werden, dass die direkte Ozonolyse
von PAK durch Ozon der wichtigste Weg zur Oxidation von PAK istUFANIEMI et al.,

1999].

Autoren berichten von einer Kombinationsbehandlung, bei der nach erfolgter
mikrobiologischer in-situ-Sanierung die Restgehalte an PAK durch Ozonierung deutlich

verringert wurden [EAHY et al, 1997]. In anderen Untersuchungen konnte in Experimenten
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mit Bodensaulen gezeigt werden, dass eine Verringerung der PAK-Gehalte des verwendeten
Bodens durch eine absatzweise Begasung im Wechsel mit Ozon und Luft um 70% erreicht
wurde. In den Perioden der Begasung mit Luft nahm die mikrobiologische Aktivitéat im Boden
wieder deutlich zu, dass man auch hier von einem Abbau sowohl durch Ozon als auch durch
Mikroorganismen ausgeht (ITE et al, 1998]. In Prozesswassern aus der Extraktion von PAK-
kontaminierten Bdden mittels Uberkritischen Wasser konnte bei der Verdisung und
Ozonierung in  einem  Spruhreaktor eine  deutliche  Verringerung des
Gesamtkohlenstoffgehaltes des Prozesswassers festgestellt werden. Eine mikrobiologische
Nachbehandlung in einem Sapromaten zeigte einen deutlich erhdhten Sauerstoffbedarf,
bezogen auf den verfligbaren Gesamtkohlenstoffgehalt, was auf eine hdhere
Stoffwechselleistung und damit auf eine verbesserte Bioverfugbarkeit hinweist. Bei in der
gleichen Weise behandelten Bodenfeinkornsuspensionen zeigte sich jedoch ein gegenteiliger
Effekt, wenn man den Sauerstoffbedarf auf die Trockenmasse des Bodenfeinkorns bezog. Mit
erfolgter Vorozonierung im Spruhreaktor verschlechterte sich die Stoffwechselaktivitat, der
Sauerstoffbedarf fiel gegentber der nicht ozonierten Probes®EBDT et al., 1996].

Durch Bodenwasche abgetrennte, schwer sanierbare mit PAK belastete Feinkornfraktionen
wurden in einem Suspensionsreaktor einer kombinierten Behandlung unterworfen. Dabei
wurde nach einer mikrobiologischen Behandlung eine oxidative Behandlung mit Ozon
durchgefuhrt, um in einem zweiten mikrobiologischen Schritt eine Steigerung des
Gesamtabbaus zu bewirken. Dadurch konnte gegenuber dem alleinigen mikrobiologischen
Abbau eine Steigerung des Gesamtabbaus um bis zu 15% der Ausgangskontamination erzielt
werden [KONING et al., 1999].

2.4.4 Enzymatische Oxidation zum Abbau von PAK

Ein weiterer interessanter Ansatz zum oxidativen Abbau von PAK wird durch den Einsatz
von Enzymen verfolgt. Durch Laccase des Weil3faulepilzasetes versicolokonnte bei 14
untersuchten PAK eine Oxidation zwischen 10 und 40% erzielt werden. Durch Zugabe von
Losungsvermittlern und Mediatoren wie 1-Hydroxybenzotriazol konnte bei einigen
Verbindungen eine Steigerung der Oxidation auf bis zu 50% erreicht werdeaHBRCZYK

et al.,, 1998]. Ein weiteres nutzbares Enzymsystem stellt die Manganperoxidase einiger
Weildfaulepilze wie Nematoloma frowardji Stropharia rugosoannulataoder Trametes
versicolordar. In zellfreien Systemen gelang eine partielle Oxidation einzelner PAK in einem

Umfang von 5-80% der AusgangskonzentrationedAriCHTERet al., 1999].
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Anderen Autoren gelang es, eine Oxidation diverser PAK durch die Verwendung von
Wasserstoffperoxid und Peroxidase aus Sojabohnen als Katalysator zu erzielen. Anthracen,
Pyren und Acenaphthylen konnten nahezu quantitativ in ihre Chinone tberfuhrt werden, wenn
in einem wassrigen System mit 10% Ldsungsmittelanteil Tetrahydrofuran, Acetonitril oder
Dimethylformamid gearbeitet wurde RAus et al., 1999]. Bisherige Untersuchungen fanden
jedoch nur im Labormal3stab statt und Uber die technische Anwendung in der Boden- oder

Grundwasser- bzw. Abwassersanierung ist derzeit noch keine Aussage maoglich.

2.4.5 Der Einsatz thermophiler Mikroorganismen beim mikrobiologischen PAK-
Abbau

Ein relativ junges Forschungsgebiet stellt das der thermophilen Mikroorganismen dar. Eine
Vielzahl thermophiler Mikroorganismen konnte bereits aus naturlichen oder industriellen
heilen Standorten isoliert werden. Diese Organismen zeichnen sich durch ein grol3es
Substratspektrum aus, wobei Gber die Nutzung von PAK als Kohlenstoff- und Energiequelle
noch wenig bekannt ist. Man unterscheidet zwischen thermophilen (Wachstumsoptimum bei
50-65°C), extrem thermophilen (Wachstumsoptimum bei 65-85°C) und hyperthermophilen
Mikroorganismen (Wachstumsoptimum bei 85-110°C). Die Anwendung derartiger
Mikroorganismen erfordert bestimmte Lebensbedingungen, die fir das optimale Wachstum
der Organismen geschaffen werden missen. Dabei spielt die Einstellung des richtigen, hohen
Temperaturbereichs eine herausragende Rolle. Fir die Anwendung in der Bodensanierung
bedeutet dies, dass nur die Durchfihrung von Reaktorverfahren moglich sein wird. Ein
Einsatz thermophiler Mikroorganismen ware demnach denkbar fur mit PAK belastetes
Bodenfeinkorn in Bodensuspension in einem Slurry-Reaktor oder die Aufreinigung belasteter
Wasser aus der Bodenwasche. Der Vorteil solcher Verfahren liegt in einer erhohten
Wasserloslichkeit der PAK bei héheren Temperaturen und damit einer erhdhten
Bioverfluigbarkeit begriindet HFTKENHAUER et al., 1996].

Durch vergleichende Untersuchungen konnte sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen ein PAK-Abbau in Bodensuspension durch thermophile Mikroorganismen tber
einen Zeitraum von 60 Tagen bei 65°C demonstriert werden. Der aerobe Abbau erwies sich
mit 58% Abbauleistung als effektiver gegentiber dem anaeroben PAK-Abbau mit nur 15%
Abbauleistung [@STALDI et al., 1995].

In Laboruntersuchungen in wassriger Phase und in Slurry-Reaktoren konnte ein
Einzelstoffabbau durch thermophile Mikroorganismen nachgewiesen werden. Abgebaut
wurden u.a. Benzoesaure, Naphthalin, Benzol und aliphatische Kohlenwasserstoffe durch
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Mikroorganismen der Gattung&acillus sp.,Bacillus thermoleovoransiH1 und HH2 sowie

durch Mischkulturen [EITKENHAUER et al, 1996]. Genauere Untersuchungen zum
Naphthalinabbau durclBacillus thermoleovorandHH2 bestatigten die Fahigkeit dieses
Mikroorganismus, bei 60°C auf Naphthalin zu wachsen. Eine Untersuchung des
Metabolismus zeigte zudem einige grundlegende Unterschiede des Abbauweges gegeniber
mesophilen schadstoffabbauenden Bakterien aufi{#cILER et al., 2000].

Die Untersuchungen sind vielversprechend, jedoch missen noch weitere Anstrengungen
unternommen werden, um die Anwendbarkeit von thermophilen Mikroorganismen in der
Bodensanierung aufzuklaren. Die Abbauféhigkeit von hohermolekularen PAK mit 5 oder 6

Ringen konnte auch unter thermophilen Bedingungen noch nicht belegt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete PAK

Die in der Arbeit eingesetzten polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe PAK sind in

Tabelle 1 aufgelistet. Die Mehrzahl der Versuche wurde mit Phenanthren durchgefuhrt, das
eine geringe Toxizitdt und einen fur diese Stoffgruppe geeigneten Modellcharakter aufweist.
Darliiber hinaus wurde ein Mikroorganismenkonsortium auf einem Gemisch aus 5

verschiedenen PAK sowie lhrer Ozonierungsprodukte angezogen. Es sollte nicht nur eine
Adaption an die Ausgangsschadstoffe, sondern auch an die entstehenden
Ozonierungsprodukte erfolgen. Zu diesem Zweck wurden Fluoren, Fluoranthen, Phenanthren,
Pyren und Benzo-[g,h,i]-perylen verwendet, die eine Auswahl von 2-Ring- bis 5-Ring-PAK

darstellen. Anthracen wurde nicht fir Abbauversuche verwendet, kam aber, aufgrund seiner
Strukturverwandschaft zum Phenanthren, als interner Standard bei der GC-Analytik zum
Einsatz. Bei der Analytik auf alle 16 PAK gemal? EPA wurde an dessen Stelle eine deuterierte

Verbindung wie z.B. deuteriertes Naphthalin als interner Standard verwendet.

Tab. 3 Daten der verwendeten PAK

Bezeichnung Fluoren Fluoranthen Phenanthrenn Anthracen Pyren Benzo-[g,h,i}

perylen

sl vas NN [eeNIToe|[FelPee
N[c=clhae sslsee

Summenformel | Ci3Hig CieHi0 Ci4Hio Ci4Hio CieHi0 CooHin

Molmasse 166,2 202,26 178,23 g/mqgl 178,23 g/mol 202,26 276,34 g/mol
g/mol

Schmelzpunkt? | 115°C 108,8°C 100,5°C 216,4°C 150,4°C 278,3°C

Siedepunkt? 294°C 383°C 338°C 340°C 393°C 542°C

'BRINKMANN [1996] und SHIPPERS[1999]
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3.2 Mikroorganismen

3.2.1 Verwendete Mikroorganismen

Unterschiedliche mikrobielle Reinkulturen wurden fr Abbau- und Toxizitdtsuntersuchungen
eingesetzt. Zudem wurde eine Mischkultur auf einem Medium angezogen, das finf PAK-
Komponenten, sowie Ihre Ozonierungsprodukte enthielt (s. Kap. 3.2.2).

Fir die Abbauversuche mit einer Reinkultur an einem einfachen Modellsystem wurde der
BakterienstammSphingomonas yanoikuyaBSM 6900 verwendet, der Uber eine gute
Phenanthrenabbaukapazitat verfigt. Derselbe Stamm wurde neben den Gatfibnigen
fischeri DSM 7151 undBacillus subtilis DSM 10 auch fur Toxizitdtsuntersuchungen
verwendet. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die im Fortgang der Arbeiten verwendeten

Reinkulturen.

Tab. 4 Verwendete Reinkulturen
Mikroorganismus Herkunft G RAM - Schadstoffab-
Verhalten bauer
Sphingomonas yanoikuy&4 DSMZ, Nr. 6900 | negativ Ja
Vibrio fischeri DSMZ, Nr. 7151 | negativ Nein
Bacillus subtilis DSMZ, Nr. 10 Positiv Nein

3.2.2 Gewinnung eines auf Fluoren, Fluoranthen, Phenanthren, Pyren und Benzo-
[g,h,i]perylen und deren Ozonierungsprodukten angereicherten Mikro-

organismenkonsortiums

Zur Anreicherung von Mikroorganismen wird Boden, in dem die gewunschten Keime als
auch die Schadstoffe vorliegen, an welche die Adaption erfolgen soll, verwendet und unter
selektiven Bedingungen inkubiert. Die gewlnschten Mikroorganismen sollten sowohl die
Ausgangsschadstoffe als auch deren Ozonierungsprodukte verwerten konnen. Aus diesem
Grund wurden verschiedene Altlastbdden in naturfeuchter Form verwendet, da diese sowohl
die Schadstoffe als auch lebensfahige Keime enthalten. Des Weiteren wurden die gleichen
Boden bei 105°C getrocknet und ozoniert, um auch die Ozonierungsprodukte der
Ausgangsschadstoffe der Inkubation zuzufuhren. Zusatzlich wird eine, die genannten funf
PAK enthaltende Stammlésung in Dichlormethan und ein wassriger Extrakt mit
Ozonierungsprodukten als Substrat zugegeben. So ist das Vorhandensein eines komplexen
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Schadstoffspektrums  gewéhrleistet. Die  gewlnschten  Abbauer wurden aus
schadstoffbelasteten  Proben in  Mineralsalzmedium gMMunter Zusatz der
Ausgangsverbindungen und den aus der Ozonierung hervorgegangenen Stoffen angezogen
und durch mehrfaches Uberimpfen in frisches Medium angereichert.

Tabelle 3 gibt eine Liste des Probematerials wieder, das fur die vorgenommene Anreicherung

eingesetzt wurde.

Tab. 5 Ausgangsmaterial fiir die Anreicherung eines Mikroorganismenkonsortiums
auf einem Gemisch aus fiinf PAK und deren Ozonierungsprodukten
Nr. [Probe Quelle Vorbehandlung des Eingesetzte)
Probenmaterials Menge
1 |Altlast- |Gaswerkgelande, Lagerung bei +4°C 1lg

boden Solingen-Ohligs Trocknung und Ozonierung |1 g

2 |Altlast- |Gaswerkgelande, Lagerung bei +4°C 1g
boden | Karlsruhe Trocknung und Ozonierufg |1 g

3 | Altlast- | Mineral6lkontamination, | Lagerung bei +4°C 1g
boden || Gneburger Heicfe Trocknung und Ozonieruig |1 g

4 | Boden Autobahnnahe, Lagerung bei +4°C 1lg

Braunschweidy

5 |5PAK Dichlormethanstamm- |Lagerung bei + 4°C 30 mg/L

lésung 5 mg/L®

6 |Wasser- |Quarzsand, kontaminigr©zonierung des  Quatz 10 ml
extrakt | mit5 PAK (s. Nr. 5) Extraktion mit Wasser

7 |Belebt- |Klarwerk Herrenhausén | Sofort eingesetzt 10 mi

schlamm

'Brinkmann, 1996°Fa. Ferdinand Koller und Sohn GmbH, 1999zescka, 19957zur Verfiigung gestellt durch das Klarwerk Herrenhausen
50zonierungsbedingungen: Einsatz von 200 g TM Boden, Ozonierung im Laborreaktor bei 60 rpm, 15 min, 25 § @ahmrenstrom

30l/h

f0zonierungsbedingungen wie BeEinsatz von 100 g Quarz, kontaminiert mit Fluoren, Fluoranthen, Phenanthren, Pyren mit 1200 mg/kg
TM und Benzo[g,h,iJperylen 200 mg/kg TM. Extrahiert werden 50 g des ozonierten Materials mit 100 ml Wasser auf einem
Reziprokschittler (HT, Infors AG, Bottmingen, CH) iber 24 h bei 150 rpm

"Konzentration im Medium von Fluoren, Fluoranthen, Phenanthren, Pyren

8Konzentration im Medium von Benzo[g,h,i]perylen

Die Proben wurden in 1000 mL 4-Schikane-Erlenmeyerkolben dberfihrt, die mit 400 mL
Mineralmedium MM, befillt waren. Die Kolben fiir die ersten drei Uberimpfungen

wurden unsteril angesetzt worden, erst in der vierten und letzten Stufe wurde steril gearbeitet.
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Die Schuttelkolben wurden bei Raumtemperatur und 120 rpm (Certomat R/H, Braun,

Melsungen) inkubiert. Tabelle 4 gibt die Abfolge der durchgefiihrten Arbeitsschritte wieder.

Tab. 6 Anreicherung des Schadstoffabbauenden Konsortiums

Anreicherungs- | Inkuba- | Inokulum  fir  den [ Inkubationsbedingungen

schritt tionszeit | nachsten Schritt

1 14 d 10 mL unsteril, 120 rpm, RT, 1000 mL
4-Schikane-Erlenmeyerkolben,

2 14 d 10 mL unsteril, 120 rpm, RT, 1000 mL
4-Schikane-Erlenmeyerkolben,

3 14 d 10 mL unsteril, 120 rpm, RT, 1000 mL
4-Schikane-Erlenmeyerkolben

4 7d Anlegen von Gefriertsteril, 120 rpm, RT, 1000 mL

kulturen 4-Schikane-Erlenmeyerkolben

3.2.3 Stammhaltung der verwendeten Mikroorganismen

3.2.3.1 Stammhaltung auf Agarplatten

Die eingesetzten Reinkultur&phingomonas yanoikuyaadBacillus subtiliswurde alle 4-6
Wochen auf Standard-I-Agarplatten, der Stamiirio fischeri auf Seawater Agar mittels
Vereinzelungsausstrich Ubertragen. Dadurch war die Stammhaltung gewahrleistet und es
konnten auf einfache Weise frische Zellen fur Kultivierungen entnommen werden. Nach der
Inkubation von etwa 2-3 d bei 28°C f@phingomonas yanoikuyasnd Bacillus subtilis

sowie bei 25°C fuwibrio fischeriim Brutschrank (BE 200, Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach) wurden die bewachsenen Platten mit Parafilm verschlossen und bei +4°C im
Kuhlschrank gelagert. Zuséatzlich wurden von allen verwendeten Mikroorganismen
Gefrierkulturen angelegt.

Das auf den funf PAK und deren Ozonierungsprodukten angereicherte
Mikroorganismenkonsortium wurde zur Stammhaltung nicht auf Agarplatten ausgebracht, da
sich das Konsortium in seiner Zusammensetzung verandert hatte und ein reproduzierbares
Ubertragen auf neue Platten nicht moglich gewesen ware. Zur Stammhaltung wurden von
diesem Konsortium Gefrierkulturen angelegt. Bei Bedarf kann eine Gefrierkultur zur

Verwendung fur eine Kultivierung schonend aufgetaut werden.
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3.2.3.2  Anlegen von Gefrierkulturen

Um von einer Reinkultur eine Gefrierkultur anzulegen, wurde von einer bewachsenen
Agarplatte Biomasse entnommen und in Glucose oder Schadstoff enthaltendgs ltiw.
Seawatermedium oder Corynebacteriummedium in einen 4-Schikane-Erlenmeyerkolben
uberfuhrt und bei 28°C, bzw. 25°C und 120 rpm inkubiert (Certomat R/H, Braun,
Melsungen). Nach 24 h wurde das Kulturmedium in sterile Zentrifugenbecher tberfuhrt, 10
min bei 8.000 rpm zentrifugiert (Kuhlzentrifuge Sigma 3K20, Braun, Melsungen), der
Uberstand anschlieBend verworfen und die erhaltenen Pellets nach Resuspendierung in
frischem Medium vereinigt. Genauso wurde mit der Mikroorganismenkultur nach der
Anzucht eines Mischkonsortiums verfahren. Mit den Suspensionen wurden dann in
keimfreien Kryorohrchen mit sterilem Glycerin 15% (v/v) Glycerinlésungen hergestellt.
Einfrier- und Auftauvorgdnge wurden langsam und schonend vorgenommen, indem
schrittweise die Temperatur von Raumtemperatur auf +4°C Uber -20°C bis zu -80°C
erniedrigt bzw. erhdht wurde. Die Suspensionen wurden fur ca. 1-2 h bei den jeweiligen
Temperaturen gelagert. Einige Tage nach dem Einfrieren wurde jeweils ein Kryoréhrchen
eines Ansatzes wieder auf Raumtemperatur erwarmt, auf geeignete Agarplatten oder in
geeignete Schuttelkolben ausgebracht und nach Inkubation die Lebensfahigkeit, bzw. die
Reinheit der Kultur begutachtet.

3.3 Die verwendeten Bdden

Im Rahmen der Arbeiten wurde ein Boden eingesetzt, der vom Institut fur Biochemie der
Technischen Universitat Braunschweig zur Verfugung gestellt wurdesaBkA [1995]

fuhrte die Gewinnung, Siebung und Charakterisierung des verwendeten Bodens durch.

Der Boden wurde in der Nahe zur Autobahn A 391 in der Nahe der Gebaude der Gesellschaft
fur biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig / Stéckheim entnommen. Der
Boden wurde auf den Durchmesser von 2 mm gesiebt und bei 4°C in geschlossenen Behéltern
gelagert. Der Boden wurde bei 105°C bis zur volligen Gewichtskonstanz getrocknet und bis
zu seiner Verwendung bei RT gelagert. Der vorhandene Boden kann aufgrund seiner
KorngrofRenverteilung als sandiger Schiuff charakterisiert werdessfiEika, 1995]. Eine
Zusammenstellung der Daten zur Charakterisierung des Bodens findet sichHIFHESS

[1999].

Der zweite verwendete Modellboden wurde in der N&ahe von Banteln aus einer ehemaligen

Kiesgrube aus dem Bt-Horizont entnommenU[MER, 2000]. Bei diesem Boden handelt es
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sich um einen sehr kohlenstoffarmen LoRboden. Der Boden wurde bei 105°C bis zur volligen
Gewichtskonstanz getrocknet, auf den Durchmesser von 2 mm gesiebt und bis zu seiner
Verwendung bei RT gelagert. Eine Charakterisierung des Bodens ist in der Dissertation von
MULLER [2000] dargestellt.

Der in dieser Arbeit verwendete real kontaminierte Boden stammt von einem
Gaswerkstandort in Karlsruhe. Den Boden charakterisierende Daten finden sictiLbeRM
[2000] und BERICH [1996]. Der Boden ist mit 400 bis 500 mg PAK/kg TM belastet, wobei
uberwiegend 4- und 5-Ringaromaten der 16 EPA-PAK vorliegen. Da es sich um eine gealterte
Altlast handelt, sind die mikrobiologisch leichter verstoffwechselbaren 2- und 3-Ring PAK
nur noch in geringen Anteilen nachweisbar. Die Kontamination liegt zum Teil in festen
Agglomeraten aus Sand und Bodenfeinkorn verkittet mit Teer vor. Aufgrund seiner

KorngréRenverteilung ist der Boden als grober Sand zu bezeichnen.

3.4 Bestimmung des mikrobiellen Wachstums

3.4.1 Mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl wurde durch Auszahlung unter einem Mikroskop mittels einer
Zahlkammer ermittelt. Dazu wurde ein Durchlichtmikroskop (Olympus BH-2 , Fa. Olympus
Optical Co., Ltd., Japan) mit 400facher VergréRerung und eine Helber-Zahlkammer
verwendet. Um einen Durchschnittswert zu erhalten, wurden je vier diagonal auf dem
Zahlkreuz liegende Grol3quadrate ausgezahlt. Die Proben wurden so mit 0,9%
Kochsalzldsung verdinnt, dass sich ein Wert von 30-80 Zellen pro Grof3quadrat ergab. Die

Zellzahl pro mL wurde nach Gleichung 1 berechnet.

2z = ZSQ* KF - VF 8
wobei

ZZImL = Zellzahl pro mL

GQ = Zahlergebnis eines Gro3quadrats

X = Anzahl gezahlter Gftguadrate

KF = Kammerfaktor 1,25 1¢

VF = Verdunnungsfaktor
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3.4.2 Bestimmung der Lebendzellzahl durch Ausplattierung

Mit den Proben aus den Kultivierungen in 10% Bodensuspensionen wurden
Verdinnungsreihen in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3en mit steriler 0,9% Kochsalzlésung
angelegt. Von den Verdunnungsstuferi® Ifis 10° wurden jeweils in Doppelbestimmung

100 pL mit einem Drigalsky-Spatel auf St-1-Agar verteilt. Die Agarplatten wurden 48 h bei
28°C im Brutschrank (BE 200, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach) inkubiert und die

vereinzelt gewachsenen Kolonien ausgezahlt.

3.4.3 Messung des Proteingehaltes

Der verwendete Bio-Rad Protein Assalasiert auf dem Lowry-Test und beruht auf zwei
Reaktionen: Im ersten Schritt reagieren Proteinbestandteile, vorwiegend Tyrosin und
Tryptophan, daneben aber auch Cystein, Cystin und Histidin, mit dem Kupfer(ll) in einem
alkalischen Medium zu Kupfer(l). In der Folge wird das Folinreagenz durch das Kupfer(l)
reduziert, wodurch Verbindungen mit charakteristischer blauer Farbe gebildet werden [B
RAD LAB. 1994].

Der Test wurde als erstes darauf untersucht, ob er zur Proteinbestimmung in
Bodensuspensionen geeignet ist. Aus 10 % Bodensuspension die mit definierten Inokula auf
Zellzahlen von 19 bis 10 Zellen/mL angeimpft worden sind, wurden deshalb je 1 mL
Suspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfuhrt.

Es wurde eine Kalibrationsreihe in Eppendorf-Reaktionsgefallen mit 10% Bodensuspension
und Proteinkonzentrationen zwischen 0,1 bis 1,4 mg/mL angesetzt. Als Blindwert diente ein
Ansatz mit Bodensuspension ohne Protein- und ohne Mikroorganismen. Alle Proben wurden
durch Zentrifugation bei 13.200 rpm ankonzentriert (Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf
GmbH, Engelsdorf) und der Uberstand verworfen. Es wurde mit 20 uL 3 M HCL versetzt und
durch Zugabe von 125 pL Reagenz A und 1000 pL Reagenz B wurde die Nachweisreaktion
gestartet. Wahrend der Reaktionszeit von 15 min wurden die Anséatze wiederholt mit einem
Vortex (Reax 2000, Fa. Heidolph) intensiv gemischt. AnschlieRend wurden die Ansatze 10
min bei 13.200 rpm zentrifugiert und der Uberstand in Halbmikrokiivetten aus Kunststoff bei
750 nm im Spektralphotometer (UVIKON 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn)
vermessen. Die Messungen der Proben mit Zellzahlen Vohida@ Zellen/mL lieR keinen
linearen Zusammenhang zwischen Zellzahl und Proteingehalt erkennen, so dass dieser Test

bei den weiteren Untersuchungen nicht mehr verwendet wurde.
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3.4.4 Bestimmung der enzymatischen Hydrolyse von Fluoresceindiacetat

Das Testprinzip beruht darauf, dass das farblose Fluoresceindiacetat durch eine enzymatische
Reaktion hydrolysiert wird, was zu einer Freisetzung des intensiv gelb gefarbten Fluoresceins
fuhrt. Auch in sehr kleinen Konzentrationen ist eine Gelbfarbung photometrisch einfach zu
messen [AEF, 1991].

Der Test wurde als erstes darauf untersucht, ob er zur Bestimmung der mikrobiologischen
Aktivitat in Bodensuspensionen geeignet ist. Aus 10% Bodensuspension, die mit definierten
Inokula auf Zellzahlen von £bis 16 Zellen/mL angeimpft wurde, sind deshalb je 2 mL
Suspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberflihrt worden.

Diese Proben wurden 10 min bei 13200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Geratebau
Eppendorf GmbH, Engelsdorf). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in ein
Reagenzglas mit 5 ml Phosphatpuffer (9,84 g/L Natriumphosphat, pH 7,6) Uberfuihrt. Es
wurden 25 pL einer Stammlosung von Fluoresceindiacetat in Aceton (2 g/L) zugefugt. Die
Ansatze wurden 3h bei 24°C und 150 rpm inkubiert (Certomat R/H, Braun, Melsungen). Nach
Ablauf der 3 h wurden 5 mL Aceton hinzugefugt und mit einem Vortex (Reax 2000, Fa.
Heidolph) griindlich durchmischt. Es wurden 2 mL der L6ésung abgenommen und 10 min bei
13200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf). Die
Messung erfolgt am Spektralphotometer (UVIKON 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn)
bei 490 nm gegen eine 50% L6sung von Aceton in Wasser. Mit Hilfe einer Stammldsung von
Fluorescein in Methanol (5 g/L) wurden Kalibrationslésungen in einer 50% Mischung von
Aceton in Wasser angesetzt. Bei den gemessenen Extinktionen ergab sich keine Linearitat bei
den Proben mit Zellzahlen von®bis 10 Zellen/mL, so dass dieser Test bei den weiteren
Untersuchungen nicht mehr verwendet wurde. Eine messbare Gelbfarbung der Ldsung trat
nur bei der hdchsten Zellzahl auf.

3.4.5 Messung der Dehydrogenaseaktivitat

Dehydrogenasen sind an vielen Stoffwechselvorgédngen im Metabolismus beteiligt. Viele
Dehydrogenasen ubertragen abgespaltenen Wasserstoff auf die Coenzyme Nicotinamid-
adenin-dinucleotid (NAD) und Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP). Im
Stoffwechsel aerober Bakterien steht Pyruvat im Zentrum des Intermediarstoffwechsels.
Beispielhaft sei die Oxidation von Pyruvat zu Acetyl-CoenzymA und die Oxidation von
Acetat zu Kohlendioxid im Tricarbonsaurecyclus erwahnt, bei denen mehrere
Dehydrogenasen an der Wasserstoffabspaltung beteiligt sind. Am Abbau der PAK sind
mehrere Enzymsysteme beteiligt. So filhren Dioxygenasen und Monooxygenasen durch
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Oxidation der aromatischen Ringe Sauerstoff in die Verbindungen ein, wéahrend
Dehydrogenasen zu erneuter Wasserstoffabspaltung und zu aromatischen, funktionelle
Gruppen tragenden Verbindungen zuriickfuhren. In weiteren Schritten fuhrt die Ringspaltung
zu niedermolekularen Verbindungen wie z.B. cis,cis-Muconat, das zu 3-Oxoadipat abgebaut
und weiter zu Succinyl-CoA und Acetyl-CoA gespalten wird. Diese Verbindungen fliel3en
weiter in den Intermediarstoffvechsel ein, an dem weitere Dehydrogenasen beteiligt sind
[SCHLEGEL, 1992].

Die Kultivierungsproben (je 2 mL) wurden 10 min bei 5000 g (Kuhlzentrifuge Sigma 3K20,
Fa. Braun, Melsungen) zentrifugiert und der Ruckstand in 1 mL Sepawet CE 5432-L6sung
(3 mg/L in Pyrophosphatpuffer 2,8 g/L, pH 7) aufgenommen und griindlich gemischt (1 min,
Reax 2000, Heidolph, hdchste Stufe). Die Mikroorganismen hydrophobisieren in Gegenwart
von Kohlenwasserstoffen ihre Zellwénde, deshalb musste dieser Waschvorgang zur
Erleichterung des Transportes des hydrophilen Farbstoffs Resazurin in die Zellen
durchgefiihrt werden [EERBREMER1990].

Resazurin dient als Wasserstoff- und Elektronenakzeptor bei Oxidationsreaktionen des
mikrobiellen Stoffwechsels. Die an diesen Prozessen beteiligten Dehydrogenasen ubertragen
Wasserstoff, bzw. Elektronen auf die farbige Verbindung Resazurin. Die Reduktion des
Resazurins fuhrt zu einer Entfarbung und damit zu einem indirektem photometrischen
Nachweis der Dehydrogenaseaktivitat.

Nach erneuter Zentrifugation fir 10 min bei 5000 g wurde der Uberstand verworfen und der
Ruckstand in 1 mL BDgest aufgenommen. Die gewaschenen Bodenproben wurden in
Reagenzglaser uberfuhrt und 1 mL Resazurinldsung (75 mg/L), 0,5 mL Pufferlosung A
(Imidazol 6,8 g/L, pH 6,3) und 5 mLBqest. zugegeben. Die Proben wurden anschlieRend bei
37°C und 150 rpm im Brutschrank (Certomat R/H, Fa. Braun, Melsungen) inkubiert. Eine
Blindprobe, die statt der Bodensuspension 1 miOdek: und zusétzlich bereits 1 mL
Pufferlosung B (Natriumtetraborat 3,8 g/L, pH 11) enthielt, um jegliche Aktivitdt zu
unterbinden, wurde in der gleichen Weise angesetzt und inkubiert. Je Probe wurde zudem
parallel ein zusatzliches Reagenzglas mit einer identischen Kultivierungsprobe angesetzt, bei
dem durch Zugabe von drei TropfemKresol die biologische Reduktion des Resazurins
unterbunden wurde. So konnte die chemische Aktivitat nachubd STRACHAN [1977]
festgestellt werden.

Nach 24-48h ist die Verfarbung der Reaktionsldsungen von Blau nach Rosa erfolgt und die
Reaktion wurde durch Zugabe von je 1 mL Pufferlosung B gestoppt. Die Proben wurden dann
10 min bei 13200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf GmbH,
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Engelsdorf) und der Uberstand aller Ansatze in Halbmikrokiivetten aus Kunststoff bei 615 nm
Im Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen.
Die Dehydrogenaseaktivitat in [mg reduziertes Resazurin/L Bodensuspengibrwurde

nach folgender Gleichung berechnet:

EBIind - Eges) = EBIind B Echem) @

Dehydrogenaseaktlwtat% Vol.t DR@— 5 Vol Ot DR%D 1000 ¥
Esgiing = Extinktion der Blindprobe bei 615 nm
Eges. = Extinktion der Probe ohma-Kresol bei 615 nm
Echem. = Extinktion derselben Probe nmitKresol bei 615 nm
Vol. = Volumen in mL der Bodensuspensionsprobe
t = Inkubationszeit in h
R = mg Resazurin in der Probe ( = 0,075)

Die Reduktion des Resazurins verlauft nach dem folgenden Schema:

?
N\ N\
— —
ONa O o ONa O o

Resazurin (blau) Resorufin (rosa)

H
4
i : :N: : ~
ONa [0} OH

Hydroresorufin (farblos)

Abb. 4 Reduktion des Resazurins zu Resorufin und Hydroresorufin

3.4.6 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Kultivierungsldsungen zur Bestimmung der
Biomasseentwicklung war nur bei den Vorkulturen und den Toxizitatstests mdoglich, bei
denen keine festen Bodenpartikel zugegen waren, die aufgrund von Tribung und starker
Lichtstreuung eine Messung der Extinktion unmoglich machten. Die optische Dichte wurde
bei einer Wellenlange von 546 nm gemessen. Dazu wurde 1 mL Probe in eine
Halbmikrokuvette Uberfuhrt und die Extinktion gegen einen Blindwert mitgiMin einem
Zweistrahl-Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) bestimmt.
Bei Werten der optischen Dichte, die Uber 1 liegen wurde die Probe verdiinnt. Bei den
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Toxizitatsuntersuchungen wurde auch gegen Mischungen vogrMMInd den eingesetzten

Bodenextrakten als Referenz gemessen, um die Eigenfarbe der Extrakte zu bertcksichtigen.

3.4.7 Bestimmung der Vitalitat von Zellsuspensionen mittels Durchflusscytometrie

Die Vitalitat der Zellsuspensionen wurde nach Anfarben der Zellen mit dem Farbstoff
Propidiumiodid mittels eines Durchflusscytometers (Epics XL, Fa. Coulter) bestimmt. Die
Zellsuspension wurde dazu auf Konzentrationen véhZellen/ml oder weniger verdiinnt.
Propidiumiodid ist ein sogenannter Ausschlussfarbstoff, der tote Zellen anfarbt. Die
Zellmembranen toter Zellen sind durchlassig fur die Farbstoffmolekile und es kommt zu
einer Anfarbung der DNA und RNA in diesen Zellen. Nach Anregung emittiert dieser
Farbstoff Fluoreszenzlicht im rotenWellenlangenbereich, was zu einer Unterscheidung von
lebenden Zellen ausgenutzt werden kann. Vor der Anregung der Zellen und der Detektion des
Fluoreszenzlichts missen im Cytometer die Zellen eines definierten Probevolumens
vereinzelt werden. Diese Zellvereinzelung findet in einem laminaren Flussigkeitsstrom mit
Hilfe hydrodynamischer Fokussierung statt. Die Zellen flieRen durch eine Kapillare zur
Messkammer, in welcher die Zellsuspension nach Verlassen der Kapillare durch die in der
Kuvette stromende Tragerflussigkeit erfasst wird. Dabei verengt sich der Probestrom auf das
Kivettenzentrum und erfahrt eine Beschleunigung von wenigen cm/sec auf ca. 7 m/sec. So
kdnnen vereinzelte Zellen punktgenau an den Messpunkt gefuhrt werden, in welchem sie von
einem Laser zur Fluoreszenz  angeregt werden RNPA,  1998].  Eine
Lebendzell/Totzellverteilung, bzw. die Vitalitdt der Zellsuspension kann somit durch die

Verschiebung des Fluoreszenzlichts festgestellt werden.

Tab. 7 Geréateparameter des Epics XL (Fa. Coulter)
Laser Ar-lonen-Laser
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid

Anregungswellenlange | 488 nm

Gemessene Wellenlange 590 nm

Farbstoffkonzentration | 50 pg/mL
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3.5 On-line-Analytik

3.5.1 Temperaturmessung

Die Messung der Temperatur des Kultivierungsmediums erfolgte mit einem pT100-

Temperaturfuhler Gber die Steuereinheit des Biostat B Reaktors.

3.5.2 Messung des pH-Wertes

Zur on-line-Analytik wurde eine pH-Gelelektrode (Fa. Mettler-Toledo, Steinbach) eingesetzt,
die direkt mit der Steuereinheit des Biostat B Fermenters verbunden ist. Die sterilisierbare
pH-Elektrode wurde vor dem Autoklavieren kalibriert, indem durch eine Zwei-Punkt-
Kalibration mit einem Puffer (pH-Wert 4,01) der Elektrodennullpunkt und mit einem weiteren
Puffer (pH-Wert 7,00) die Elektrodensteilheit eingestellt wurde.

3.5.3 Erfassung des Gel6stsauerstoffgehaltes (p@Vert)

Der Gehalt an geléstem Sauerstoff im Kultivierungsmedium wurde mit einer autoklavierbaren
pO.-Elektrode (Fa. Mettler-Toledo, Steinbach) polarographisch erfasst. Die Kalibration der
Sauerstoffelektrode erfolgte nach der Sterilisation und nach anschlieRender Polarisation der
Elektrode. Zur Polarisation musste die Elektrode mindestens 6 h an die Fermentereinheit
angeschlossen sein. Die Kalibration erfolgte in Form einer Zwei-Punkt-Kalibration mit
reinem Stickstoff fir den Nullpunkt (0% Sauerstoffsattigung) und Druckluft fur die
Elektrodensteilheit (100% Sauerstoffsattigung). Bei der Kalibration mussten die
Kultivierungsbedingungen bezuglich Temperatur, Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate genau

eingehalten werden.

3.5.4 Kohlendioxidmessung (CQ) im Abgas

Bei den Ozonierungen von Boden und Quarzsand wurden die Kohlendioxidwerte mit einem
CO,-Analysator mit einem Messbereich 0-4% Kohlendioxid (Polytron IR;@Dagerwerk)
aufgenommen. Das Messgerat wurde mit Stickstoff (0%)@@d einem Prifgas (1,98%
CO,, 19,0% Q, Rest N) bei einem Volumenstrom von 30I/h kalibriert.

Bei den Kultivierungen im Bioreaktor diente ein £@8nalysator mit einem Messbereich O-

1% Kohlendioxid (FINOR, Fa. Maihak, Hamburg) fir die Aufnahme des
Kohlendioxidgehaltes im Abgas. Ein vorgeschalteter Ruckflusskiihler verhinderte das

Eindringen von Kondensat in das Messgerat. Die Kalibration des Messgerates wurde mit



Material und Methoden Seite 32

Stickstoff (0% CQ) und einem Prifgas (0,152% &ORest N) durchgefuhrt. Der
Volumenstrom durch das Messgerat betrug 40 I/h, bedingt durch die interne
Messgasforderpumpe des nachgeschalteten Sauerstoffmessgerates Oxigor (s. Kap.3.5.5).

3.5.5 Sauerstoffmessung (@ im Abgas

Die Sauerstoffmessung im Abgasstrom wurde mit eingrAr@lysator (Oxygor, Fa. Maihak

AG, Hamburg) im Messbereich von 10-21% Sauerstoff durchgefuhrt. Das Messgas wurde
uber eine Pumpe, die sich im Oxygor und damit in der letzten der in Reihe geschalteten
Abgasmessgerate befindet, mit einem Volumenstrom von 40l/h gefordert. Die 2-Punkt-
Kalibration erfolgte fir den Nullpunkt durch ein Prifgas (1,98%,,C10,0% Q, Rest N)

und fur den Messendbereich durch Luft (20,93%)CO

3.5.6 Datenaufnahme bei Kultivierungen im Bioreaktor

Der Biostat B verfugt Gber einen eigenen Frontend-Prozessor als Steuereinheit. Wahrend
der Kultivierungen wurden damit Temperatur und Ruhrerdrehzahl geregelt. Die pH- und
pO,-Messwerte wurden jeweils Uber eine serielle Schnittstelle ausgegeben. Durch ein
Mass-Flow-Meter (Mass-Flow-Controller, 0-150 L/h, Fa. Bronkhorst) mit Controller
wurde die Begasungsrate auf einem konstanten Volumenstrom von 120I/h gehalten.

Zur Datenerfassung der Kultivierungen im Bioreaktor wurde ein Hauptrechner (MIMAS)
benutzt, auf dem das Prozessleitsystem RISP installiert ist. Uber eine am Reaktor
aufgestellte Workstation (Vax-Station 3000, Digital), die tber das institutseigene local area
network (LAN) mit dem Rechner verbunden ist, wurden sowohl der
Datenerfassungsprozess gestartet und kontrolliert als auch die anfallenden Daten
visualisiert.

Die durch die Steuereinheit des Bioreaktors direkt aufgenommenen Prozessdaten, wie
Temperatur, Ruhrerdrehzahl, Geldstsauerstoffkonzentration und pH-Wert, konnten Uber
den Hostanschluss digital ausgegeben und somit direkt an die MIMAS weitergeleitet
werden. Demgegeniber verfiugen der Mass-Flow-Controller und die Abgasanalysengeréte
(CO,-FINOR, Oxigor) nur Uber Analogausgéange. Diese Daten wurden per Computer (PC
486, 50 MHz), der mit einer 12-Bit Mehrkanal-A/D-Karte (PCL 818, Advantech)
ausgestattet ist und dem Programm Labtech Notebook (Vers@88) aufgenommen und

von dort an den Zentralrechner MIMAS weitergegeben. Alle 2 s wurden die Prozessdaten
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erfasst und der jeweils nach 1 Minute gebildete Mittelwert auf dem Hauptrechner MIMAS

gespeichert.

3.6 Off-line-Analytik

3.6.1 Durchfihrung der 2D-Fluoreszenzmessungen

Fur die Untersuchungen wurde das Fluoreszenz-Spektralfluorometer F-4500 (Fa. Hitachi,
Ltd., Tokyo) eingesetzt. Bei der Messung wird Licht einer Exzitationswellenlange auf die
Probe gestrahlt und das korrespondierende Emissionsspektrum aufgenommen. Dann wurde
die Exzitationswellenlange um 10 nm erhoht und erneut die Emission registriert usw. Die
gewonnenen Daten lassen sich graphisch als 3D-Diagramm darstellen, bei dem die beiden
Wellenlangen Agx und Agn auf der X- bzw. Y-Achse liegen, wéhrend die
Fluoreszenzintensitat in der Z-Achse aufgetragen wird. Zur besseren Ubersichtlichkeit
beschréankt man sich in der Praxis auf eine 2-dimensionale Darstellung, bei der die
Intensitaten in der Ebene durch unterschiedliche Farben dargestellt werden.

Die off-line-Messungen wurden mit einer Fluoreszenzkivette (Hellma) durchgefiihrt. Durch
einen Computer konnten die aufgenommenen Daten gespeichert, in eine ASCII-Datei
umgewandelt und mittels Microsoft Excel weiterverarbeitet werden. Damit lassen sich farbige
2D-Fluoreszenzspektren graphisch darstellen. Tabelle 8 gibt die verwendeten
Gerateeinstellungen bei den off-line-Messungen wieder.

Tab. 8 Geréateparameter des Fluoreszenz-Spektrophotometers
wahrend der off-line-Klvettenmessungen

Parameter Wert
Photomultiplierspannung 700 V
Scangeschwindigkeit 30000 nm/min

Exzitation Emission
Erfasste Wellenlangen 270-530 nm 330-600 nm

Schrittweite 10 nm 10 nm
Slit 10 nm 20 nm

3.6.2 Messung des pH-Wertes

Die off-line-Proben der Schittelkolbenkultivierungen wurden mit einer Gelelektrode (Fa.
Mettler-Toledo, Steinbach) durchgefuhrt, die an die Steuereinheit des BIOSTAT B
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Bioreaktors (Fa. Braun, Melsungen) angeschlossen war. Die Kalibration wurde mit

entsprechenden Pufferlésungen im pH-Bereich von pH 4,01 bis pH 7,0 vorgenommen.

Zur Bestimmung des pH-Wertes von Bodensuspensionsproben wéahrend des
Schuttelkolbenversuchs wurde eine Probe von mindestens 1 mL des Mediumiberstandes
genommen und gemessen. Die Aufbewahrung der pH-Elektrode erfolgte in 3 M

Kaliumchloridldsung.

3.6.3 Bestimmung des Phosphatgehaltes

Zur Messung der Phosphatkonzentration wurde der Merck (PMB) Phosphortest eingesetzt.
Das Testprinzip beruht auf der Bildung von Molybdatophosphorsaure in schwefelsaurer
Losung aus Phosphat- und Molybdat-lonen, die anschlieRend mit Ascorbinsaure zu
Phosphormolybdanblau (PMB) reduziert wird. Es wurden 1 mL der Bodensuspensionsprobe
10 min bei 13200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf GmbH,
Engelsdorf) und der Uberstand im Verhaltnis 1:400 miDddes: verdiinnt und je 1 mL der
resultierenden Losung in einer Einwegkuvette mit 1 Tropfen Reagenzlésung P-1A vermischt.
Im Anschlufd daran wurde in alle Proben eine Spatelspitze Reagenz P-2A (entspricht 50 mg)
zugesetzt. Als Blindwert wurde statt der Probe 1 mDddest vorgelegt. Alle Ansétze wurden
grindlich gemischt und nach einer 15 mindtigen Inkubation bei 712 nm im
Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen.

Zum Ansatz des Phosphat-Standards wurde 0,2197 g bei 105°C getrockneR$3, iKtit
H2Obidest. UNter Zusatz von 2,5 mL430, auf 1000 mL aufgefiillt (entspricht 153,3 mg £

und daraus durch geeignete Verdinnung Kalibrationsldsungen angesetzt.

3.6.4 Bestimmung des Nitratgehaltes

Der Nitratgehalt von Bodensuspensionsproben wurde nach der DIN 38 40% b&stimmit:

In schwefel- und phosphorsaurer Losung reagieren die Nitrat-lonen mit zugesetztem 2,6-
Dimethylphenol zu 4-Nitro-2,6-dimethylphenol, das bei einer Wellenlange von 324 nm
gemessen werden kann.

Die Probenahme und -aufbereitung erfolgte wie bei der Phosphatanalytik beschrieben. 150 pL
Probe wurden in Einwegkuvetten pipettiert und durch Zugabe von 1200 pL S&uremischung
(50% Mischung von Phosphor- in Schwefelsaure) und 150 puL 2,6-Dimethylphenol-Lésung
(1,2 g/L Essigsaure) der Test gestartet. Die Reaktionslosung wurde gut vermischt und nach
15 min. die Extinktion der Losungen bei 324 nm gemessen. Als Blindwert diente ein Ansatz
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mit Wasser. Eine Kalibrationsreihne wurde durch geeignete Verdunnungen einey KNO

Stammlésung (0,3609 g/L Kaliumnitrat, 105°C getrocknet) aufgestellit.

3.6.5 Bestimmung des Ammoniumgehaltes

Die Bestimmung von Nfi-lonen wurde gemaR der DIN 38 406, Teidurchgefiihrt. Bei

einem pH-Wert von 12,6 reagieren die vorliegenden Ammoniumionen mit Hypochlorit- und
Salicylationen zu einem blauen Farbstoff, der bei 655 nm photometrisch gemessen werden
kann. Dinatriumpentacyanonitrosylferrat dient dabei als Katalysator. Die Hypochloritionen
entstehen im alkalischen Milieu durch die Hydrolyse der Dichloroisocyanursaure.

Die Probenahme und -aufbereitung erfolgte wie bei der Phosphatanalytik beschrieben. Die
Kultivierungsproben wurden vor dem Testansatz 1:200fach verdunnt und je 1 mL der
Verdliinnung in eine Einwegkivette pipettiert. Nach Zusatz von 100 pL Reagenz A (13 g
Natriumsalicylat, 13 g Trinatriumcitrat, 0,097 g Dinatriumpentacyanonitrosylferrat in 100 mL
H2Ogesy) Uund 100 puL Reagenz B (3,2 g Natriumhydroxid, 0,2 g Natriumdichloroisocyanurat in
100 mL HOges) Wurden die Ansadtze gemischt und nach 1 bis max. 3 h photometrisch
vermessen. Als Blindprobe wurde 1000 pLOkldest. angesetzt. Als Standard diente eine
Ammoniumsulfatstammlosung (0,4717 g/L, entspricht 140 mg/L,)NHur Kalibration
wurden entsprechende Verdunnungen der Stammlésung unter gleichen Bedingungen

vermessen.

3.6.6 Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffgehaltes DOC

Die Messung des DOC der unverdinnten Medienlberstande der Kultivierungsproben wurde
an einem Kohlenstoffanalysator TOCOR 3 (Fa. Maihak, Hamburg) durchgefuhrt. Mit
Glucosestandardldsungen im Bereich von 20 — 200 mg C/L wurde eine Kalibrationsgerade
erstellt. Das Messprinzip beruht auf einer Totaloxidation des geldsten organischen
Kohlenstoffs zu Kohlenstoffdioxid. Die Oxidation erfolgt durch Ozon, das wéahrend der
Begasung der Probe in schwefelsaurem Medium bei 40°C und pH 2 mit Sauerstoff in-situ bei
Bestrahlung mit UV-Licht entsteht. Das Ozon bildet unter diesen Bedingungen
Hydroxylradikale, die allen vorliegenden Kohlenstoff zu Kohlenstoffdioxid oxidiert. Das
entstandene Kohlenstoffdioxid wurde mit einem Messgerat (UNOR, Fa. Maihak, Hamburg)
gemessen und die Daten Uber eine A/D-Wandlerkarte (12-Bit Mehrkanal-A/D-Wandlerkarte
PCL 818, Fa. Advantech) an einen Computer (PC 686, 120 MHz) ubermittelt und

ausgewertet.
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3.6.7 Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs CSB

Die Bestimmung des CSB erfolgte durch die Kivettentestkits LCK 114, LCK 314, LCK 414
und LCK 614 (Fa. Dr. Lange, Dusseldorf). Es wurden jeweils 2 mL der unverdinnten
Medienuberstande der Kultivierungsproben in die Testkivetten pipettiert und auf dem Vortex
(Reax 2000, Fa. Heidolph) gemischt. AnschlieBend wurden die Testklvetten in einem
Thermoblock (Fa. Dr. Lange, Disseldorf) 2 h bei 148°C erhitzt. Nach dem Abkthlen wurden
die Kivetten in einem Spektralphotometer CADAS 100 (Fa. Dr. Lange, Dusseldorf)

gemessen. Das Testergebnis wurde in [g]@ngegeben.

3.6.8 Bestimmung des PAK-Gehaltes

3.6.8.1 Feste Bodenproben oder Quarzsandproben

Jeweils 0,5-1,5 g Bodenprobe oder Quarzsand wurden in ein Reagenzglas eingewogen, mit
1 ml einer Dimedonlésung (500 mg/100mL Aceton) und flr die Phenanthrenbestimmung mit
1 mL Anthracenstandard (1 mg/mL Dichlormethan) und fir die Bestimmung der 16 PAK
nach EPA mit 1 mL Naphthalinstandard (0,5 mg deuteriertes Naphthalin/mL Dichlormethan)
als internem Standard versetzt. Die Reagenzglaser wurden dann mit Kunststoffstopfen und
Parafilm verschlossen und bis zur Aufarbeitung b&C+#n Kihischrank aufbewabhrt.

Die Proben wurden einmal mit jeweils 5 ml Cyclohexan versetzt und auf einem Riittler (Reax
2000, Fa. Heidolph) funf Minuten bei Stufe 9 geruttelt. Der Extrakt einer Probe wurde Uber
einen mit Cyclohexan angefeuchteten Faltenfilter filtriert und in einem 100 ml Spitzkolben
aufgefangen. Das Ldsungsmittel wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers (OB 2001, Fa.
Heidolph) bei einer Wasserbadtemperatur von 40°C und 400 mbar entfernt. Nach
Abdestillieren des Lésungsmittels wurde der Druck auf 100 mbar erniedrigt, um letzte Reste
von Cyclohexan zu entfernen.

Der Ruckstand wurde in 1 ml Dichlormethan aufgenommen und mittels Festphasenextraktion
gereinigt. Diese dient der Abtrennung polarer Substanzen, die den PAK-Nachweis stéren und
die Kapillarsdule des GC-MSD bzw. das MS selbst schadigen kdnnten.
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3.6.8.2 10% Boden- oder Quarzsandsuspensionsproben

Die bei den Schuttelkolbenkultivierungen  verwendeten 100 mL-Vier-Schikane-
Erlenmeyerkolben wurden jeweils komplett zur Phenanthrenbestimmung aufgearbeitet. Bei
der Probenahme wurde durch Zugabe von 400 pL 3 M HCI die mikrobiologische Aktivitat
abgestoppt und 1 mL Anthracen-Stammldsung (1 mg/mL in Dichlormethan) zugesetzt. Bis
zur Aufarbeitung wurden die Kolben bei -20°C eingefroren und gelagert.

Die bei den Bioreaktorkultivierungen entnommenen Boden- oder Quarzsand-
suspensionsproben mit einem Volumen von 30 mL wurden ebenfalls mit 400 uL 3 M HCI
versetzt, um die mikrobiologische Aktivitat abzustoppen. Bei den Proben zur
Phenanthrenbestimmung wurde 1 mL Anthracen-Stammlosung (1 mg/mL in Dichlormethan)
und bei den Proben zur Bestimmung der 16 PAK nach EPA 1 mL Naphthalin-Stamml6sung
(0,5 mg deuteriertes Naphthalin/mL Dichlormethan) als internem Standard zugesetzt. Bis zur
Aufarbeitung wurden die Proben bei -20°C eingefroren und gelagert.

Zur Extraktion wurden die Quarzsand- und Bodensuspensionsproben quantitativ in 100 mL
Schutteltrichter Uberfuhrt. Diese wurden dann auf einem Reziprokschuttler (Lab-Shaker, Fa.
Adolph Kihn AG) befestigt und dreimal fir 30 min mit 50 mL Dichlormethan bei 170 rpm
extrahiert. AnschlieRend wurde jeweils die untere organische Phase Uber den im Auslauf mit
Watte versehenen Hahn des Schitteltrichters in einen Spitzkolben abgelassen. So konnte
eventuell aus dem Schdtteltrichter abgelassener Boden aufgefangen werden. Die Extraktion
wurde noch zweimal mit je 50 mL Dichlormethan wiederholt. Das im Spitzkolben vereinigte
Losungsmittel wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers (OB 2001, Fa. Heidolph) bei einer
Wasserbadtemperatur von 40°C und 550 mbar abdestilliert. Nach Abrotieren des
Losungsmittels wurde der Druck auf 100 mbar erniedrigt, um letzte Reste von Dichlormethan
zu entfernen. Der Rulckstand wurde in 1 mL Dichlormethan aufgenommen und einer

Festphasenextraktion unterzogen.
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3.6.8.3 Festphasenextraktion der PAK-Extrakte

Fur die Festphasenextraktion wurden Silicagelsaulen (Silica 200 mg/3 ml column reservoir,
Fa. ICT) verwendet. Bei dem Verfahren werden polare Substanzen auf der S&ule gebunden,
wéhrend unpolare Substanzen wie Phenanthren und Anthracen, bzw. andere PAK nach EPA
eluiert werden. Zur Konditionierung der Séule wurden erst 1 ml Methanol und anschlie3end
4 ml Dichlormethan eluiert. Dann wurde die Probe aufgegeben und bis zur Oberkante der
Festphase abgelassen, um schlie3lich mit 6 ml Dichlormethan in einen 10 ml Messkolben zu
eluieren.

Nach Aufnahme des Eluates und auffullen auf 10 mL mit Dichlormethan wurden von jeder
Probe je 1,5 ml auf 2 Autosamplervials verteilt und diese mit einer Boérdelzange verschlossen.
Je ein Vial diente zur Messung am GC-MSD, das andere zur Aufbewahrung als Referenz. Bis
zur Messung am GC-MSD werden die Proben béiGrin Kuihlschrank aufbewabhrt.

3.6.8.4 Bestimmung der PAK-Konzentration mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie

Die PAK-Analytik wurde mit einer Geratekombination von GC-MSD durchgefihrt.

Gaschromatograph: Modell 5890 Series I+ (Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn)
Massenspektrometer: Modell 5972 A (Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn)
Autosampler: Modell 5960 (Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn)

Die von HP gelieferte Software (HP G1034C MS ChemStation C.02.03), die einerseits zur
Geratesteuerung und andererseits zur Datenerfassung bzw. -verarbeitung dient, wurde auf
einem 486 PC von Hewlett Packard installiert.

In Tabelle 9 sind die Geréateeinstellungen fur die Bestimmung der Proben mit Phenanthren
und fur die PAK-Bestimmung der 16 PAK nach EPA aufgelistet.
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Tab. 9

Gerateeinstellungen des GC-MSD

Phenanthren

16 PAK nach EPA

Injektionsvolumen

1puL

1pL

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

Split Splitless Splitless
Chromatographiesaule HP-5MS, 30 mx 0,25 mm HP-5MS, 30 m 0,25 mm
Carriergas Helium 4.6 Helium 4.6
Tragergasdruck/-flu3rate 104 kPA/ 1,68 mL/min 104 kPA/ 1,68 mL/min
Temperaturprogramm 60 °C: 1 min 50 °C: 1 min

20 °C/min bis 150 °C
5 °C/min bis 210 °C
20 °C/min bis 310 °C

12°C/min bis 150 °C
7°C/min bis 210 °C
5 °C/min bis 310 °C

310 °C: 10 min 310 °C: 10 min
Solvens Delay 5 min 6,5 min
Elektronen-Multiplier-Spannung Gemdald  Standard  Sensi®emalR Maximum  Sensitivify
Autotune Autotune
Modus SIM SIM
Gruppe 1 Dwell: 65 ms ab 5 min: 136/128/64 Ab 6,8 min: 136/128/64/61
Gruppe 2 Dwell: 45 ms ab 7,5 min: 154/153/152/76 Ab 10 min: 154/153/152/76
Gruppe 3 Dwell: 65 ms ab 9 min: 166/165/83 Ab 11,5 min: 167/166/139/42
Gruppe 4 Dwell: 33 ms ab 10,5 min: 178/176/152/89/76  Ab 14 min:
188/184/178/176/160/158/156/
152/89/76
Gruppe 5 Dwell: 65 ms ab 13,5 min: 202/200/101 Ab 18 min:
212/211/210/208/206/202/200/
101/88
Gruppe 6 Dwell: 45 ms ab 18,5 min: 228/226/114/101 Ab 23,5 min:
228/226/224/114/101
Gruppe 7 Dwell: 65 ms Ab 28 min:
252/248/250/224/126/113
Gruppe 8 Dwell: 26 ms Ab 33 min:

278/276/274/139/138/137/124
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3.7 Analytik von Ozonierungsprodukten der Phenanthrenoxidation

3.7.1 Herstellung von Methanolextrakten nach der Ozonierung von Phenanthren

Mit Phenanthren kontaminierte und ozonierte Quarzsandproben (s. Kap 3.8.4) wurden jeweils
in Mengen von 100 g dreimal mit 200 mL Methanol extrahiert. Dazu wurde in einem 250 mL
Scheidetrichter 3 mal 2 Minuten ausgeschittelt. Die vereinigten Methanolextrakte wurden
uber einen Faltenfilter extrahiert und anschlieRend am Rotationsverdampfer (OB 2001, Fa.
Heidolph) bei einer Wasserbadtemperatur von 50°C und 200 mbar entfernt. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels wurde der Druck auf 100 mbar erniedrigt, um letzte Reste
von Methanol zu entfernen. Der Riuckstand wurde in 100 mL Methanol aufgenommen und bei
+4°C im Kuhlschrank aufbewahrt.

3.7.2 Dunnschichtchromatographie von Ozonierungsprodukten

Die aus dem Reaktionsrickstand der Ozonierung hergestellten Methanolextrakte wurden nach
einem Aufkonzentrierungsschritt fur die Dunnschichtchromatographie verwendet. Durch
Versuche mit Dunnschichtchromatographie sollten Hinweise auf die Anzahl der aus der
Ozonierung von Phenanthren entstandenen Verbindungen sowie ihrer funktionellen Gruppen
ermittelt werden. Fur die Analyse auf funktionelle Gruppen wurden kleine Dunnschichtfolien
7,5 x 5 cm mit Silicagel- oder RPPhasen verwendet, da hier mit einem hdheren Durchsatz
an DC-Folien gearbeitet wurde. Die kleinen DC-Folien sind billig und lassen sich einfach und
schnell entwickeln. Parallel dazu wurden auch Versuche mit 2D-Dinnschichtchromatographie
auf 20 x 20 cm Silicagelfolien durchgefiihrt, da durch die langere Laufstrecke und die
Verwendung von 2 verschiedenen Laufmitteln eine bessere Auftrennung der Stoffgemische
maoglich war. Nach einem ersten Lauf wurden die Platten um 90° gedreht und durch einen
Lauf mit einem zweiten Laufmittel erneut entwickelt. Die Gesamtzeit fur die Entwicklung der
DC-Folien betrug hier bis zu 4 h. Die Detektion von Substanzen erfolgte sowohl visuell unter
UV-Licht als auch durch Anfarben mit bestimmten Reagenzien. Die Zusammensetzungen der
verwendeten Reagenzien befinden sich im Anhang.

3.7.3 Saulenchromatographie von Ozonierungsprodukten

Die nach der Ozonierung von Phenanthren hergestellten Methanolextrakte wurden eingeengt
und Gber Saulenchromatographie aufgereinigt. Dazu wurden 150 g Silicagel in eine S&ule
gefullt und die Saulenchromatographie mit den gleichen Laufmitteln durchgefihrt wie bei
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der Dunnschichtchromatographie. Die erhaltenen  Fraktionen wurden  mittels

Dunnschichtchromatographie, GC-MS und NMR-Spektroskopie untersucht.

3.7.4 Derivatisierung mit MSTFA und Analyse mittels GC-MS

Der hergestelite Methanolextrakt wurde direkt der Analyse mittels GC-MS zugefiihrt, oder es
wurde 1 mL abgenommen, das Methanol am Rotationsverdampfer (OB 2001, Fa. Heidolph)
bei einer Wasserbadtemperatur von 50°C und 200 mbar abrotiert und eine Derivatisierung mit
N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) durchgefuhrt. Dazu wurde 250 pL
MSTFA zugefigt und 15 min bei 60°C erhitzt. Vor der Messung am GC-MS wurde mit
250 pL Dichlormethan verdinnt.

Tab. 10 Geréateeinstellungen des GC-MS

Ozonierungsprodukte

Injektionsvolumen 1uL

Liner Single Taper Liner
Injektortemperatur 250°C

Split Splitless
Chromatographiesaule HP-5MS, 30 mx 0,25 mm
Carriergas Helium 4.6
Tragergasdruck/-fluBrate 0,8 mL/min, const. Flow
Temperaturprogramm 60 °C: 1 min

10 °C/min bis 150 °C
15 °C/min bis 300 °C
300 °C: 10 min

Solvens Delay 4 min

Elektronen-Multiplier-Spannung Standard Sensitive Autotune
Modus SCAN

3.7.5 Analytik der Ozonierungsprodukte des Phenanthrens mittels Kapillar-

elektrophorese

Bei der Kapillarelektrophorese wird eine Quarzglaskapillare gleichmaflig mit einer

Elektrolytlosung gefullt. Nach der Beaufschlagung der Kapillare mit einer Probe kommt es
bei Anlegen einer Hochspannung durch die Kombination der elektrophoretischen Wanderung
geladener Teilchen und des elektroosmotischen Flusses der Elektrolytldosung zu einer
Trennung. Negativ geladene Teilchen wandern aufgrund ihrer elektrophoretischen
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Beweglichkeit zur Anode. Der elektroosmotische Flul3 kommt durch die Elektrolytldsung
zustande, die durch die geladene Kapillarinnenwand und die angelegte Spannung verursacht
wird. Bei Elektrolytlosungen, deren pH-Wert oberhalb von 1,5 liegt werden die
Silanolgruppen der Kapillarinnenwand negativ geladen, wobei in der Elektrolytlosung ein
kleiner UberschuR an positiven Ladungen verbleibt, die zur Kathode wandern. Aufgrund
dessen bewegt sich der elektroosmotische Fluf3 in Richtung auf die Kathode zu. Der
elektroosmotische Flul} ist starker als die elektrophoretische Beweglichkeit der Teilchen in die
entgegen gesetzte Richtung. Daher wandern alle Analyte zur Kathode, wobei die positiv
geladenen Molekule diese eher erreichen als die negativ geladenen. Ist ein UV- oder PDA-
Detektor vor der Kathode installiert, so kbnnen die Analyten, die das Detektorfenster auf
lhrem Weg zur Kathode passieren, in der Reihenfolge ihrer Auftrennung gemal3 der
unterschiedlichen elektrophoretischen Beweglichkeiten detektiert werden. Neutrale Molekule
konnen bei dieser Technik durch Zusatz von mizellaren Additiven wie z.B.
Natriumdodecylsulfat oder Cholsdure getrennt werden. Die neutralen Analyten werden in die
Mizellen aufgenommen, die ihrerseits aufgrund einer negativen Ladung Uuber eine
elektrophoretische Beweglichkeit verfigen. Diese Technik wird als mizellare
elektrokinetische Kapillarchromatographie bezeichnet und kam bei den Messungen zum
Einsatz.

Ozonierungsprodukte des Phenanthrens, die durch Gaschromatographie-Massenspektrometrie
mit Hilfe von Vergleichssubstanzen identifiziert werden konnten, sind bei Versuchen mit
Sphingomonas yanoikuya®SM 6900 und mit Mischkulturen auf ihre biologische
Abbaubarkeit untersucht worden. Die wahrend der Schuttelkolbenkultivierung genommenen
Proben wurden mit Hilfe der Kapillarelektrophorese untersucht. Dazu wurde 1 mL Medium
aus dem Schittelkolben entnommen und die Bakterienzellen bei 13200 rpm (Zentrifuge
5415C, Geratebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
10 pL einer Lésung von Cetyldiethylmethylammoniumbromid (25 mg/mL) und mitul10
Diphenylessigsaureldsung (100 mg/mL) als internem Standard versetzt. Bis zur Messung
mittels Kapillarelektrophorese wurden die Proben bei —20°C aufbewahrt. Fur die Messung
wurde ein Puffer verwendet, der Borsaure (50 mM/L) und Cholsaure (100 mM/L) als
Mizellenbildner enthielt und auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt worden ist. Die Messung
der Proben wurde mit einer Kapillarelektrophorese der Fa. Beckmann Coulter, Typ'B/ACE
System MDQ durchgefihrt.

Tabelle 11 gibt die unterschiedlichen eingesetzten Substanzen und ihre Migrationszeiten
wieder, sofern diese Substanzen mittels CE aufgetrennt und detektiert werden konnten.
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Tab. 11 Durch Kapillarelektrophorese untersuchte Substanzen
Substanzname Strukturformel | Migrationszeit [min]
COOH
Salicylsaure @/’“ 16,71
COOH
Phthalaldehydsaure @/C“O 15,09
Phthalséure @/COOH 35,92
cHo ‘
2,2'-Biphenyldialdehyd 12,81
O CHO
COOH
2'-Formyl-2-Biphenylcarbonséaurg l 11,65
J T
COOH
Diphensaure ' 25,30
‘ COOH
COOH
Trimellithsaure ©/°°°“ Nicht detektierbar
COOH
I
9,10-Phenanthrendion 0\ Nicht detektierbar

Bei der verwendeten Methode handelte es sich aufgrund des verwendeten Puffers um die

Technik der mizellaren elektrokinetischen Kapillarchromatographie. Die Tabelle 12 gibt die
wichtigsten Gerateparameter und Einstellungen wieder.

Tab. 12 Gerateeinstellungen P/ACE System MDQ
Gerateparameter Wert
Kapillartemperatur 25°C
Probentemperatur 25°C

Kanal A PDA Detektor
Kanal B 214 nm, bandwith 10 nm
Probeninjektion 10 s
Messzeit 40 min
Spannung 25 kV
Kapillarlange insgesamt 57 cm
Kapillarlange bis Detektorfenster 50 cm

Borsaure 50mM/L
Cholsaure 100 mM/L
pH-Wert 8,3

Puffersystem
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3.7.6 Synthese der Referenzsubstanzen 2,2'-Biphenyldialdehyd und 2‘-Formyl-2-
Biphenylcarbonsaure

In einem 3-Halskolben versehen mit Gaseinleitungsfritte, Thermometer und RuUhrfisch
wurden 15 g Phenanthren in 300 mL Methanol suspendiert. Der Kolben wurde mit Aceton
(abgekunhlt durch Einrihren von flissigem Stickstoff) auf —30°C gekuihlt. Unter rithren wurde
Ozon eingeleitet (30 I/h, 40 glm4,5 h). Mit steigendem Umsatz farbte sich die Lésung gelb
und die Suspension wurde klar, wobei das Phenanthren vollstandig in Lésung ging und
abreagierte. Mit steigender Ozonkonzentration im Abgas wurde die Ozonolyse beendet. Der
Ansatz wurde in zwei gleich grof3e Ansatze | und Il zu jeweils 150 mL aufgeteilt.

Zu Ansatz | wurden unter Rihren 22 g Nal und 22,5 mL konz. Essigsadure zugegeben. Die
Losung stand 30-60 min bei Raumtemperatur. AnschlielRend wurde die Losung durch Zugabe
einer 10%igen LOsung von Natriumthiosulfat in Wasser entfarbt. Das Methanol wurde am

Rotationsverdampfer eingeengt und die Losung mit zusatzlichem Wasser verdinnt bis 2,2'-
Biphenyldialdehyd ausfiel.

Ansatz Il wurde mit einigen Tropfen konz. Salzsaure angesauert und tber Nacht bei +4°C
aufbewahrt. Es fielen weil3e Kristalle von 3,8-Dimethoxy-4,5,6,7-dibenzo-1,2-
dioxacyclooktan aus. Der Niederschlag wurde auf einer Nutsche abfiltriert und im Exsikkator
getrocknet. 10 g dieser Substanz wurden in 50 mL NaOH (10%) und 200 mL Ethanol 15 min
unter Ruckfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde eisgekuhlt und langsam mit Wasser
verdinnt, bis sich die LOsung trubte und sich ein Niederschlag von 2-Formyl-2-
Biphenylcarbonsaure bildete. Es wurde langsam Wasser zugegeben, bis die Kristallisation
komplett war. Der erhaltene Niederschlag wurde mit einer Nutsche abfiltriert und im
Exsikkator getrocknet. Eine Umkristallisation erfolgte in Methanol:Wasser (50:50). Die
erhaltenen Produkte wurden mittels GC-MS und NMR-Spektroskopie untersucht.

3.8 0Ozonerzeugung und Durchfiihrung der Ozonierungen

3.8.1 Sander Labor-Ozonisator

Bei dem Labor-Ozonisator 301.7 (Fa. Erwin Sander Elektroapparatebau, Elze) (Abk. Sander-
Ozonisator) handelt es sich um einen R6hrenozonisator. Die Ozon erzeugende Einheit besteht
aus einer 30 cm langen Doppelzylinderelektrode. Auf ein Aluminiumrohr ist ein Glasrohr als
Dielektrikum aufgezogen, wahrend als aul3ere Gegenelektrode ein Edelstahlrohr dient. Das
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Edelstahlrohr wurde geerdet und das Aluminiumrohr ist an Hochspannung von max. 7 kV
angeschlossen. Im Ozonisator sind sieben solcher Doppelrdhren zu einem Bindel
zusammengeschlossen. Eine exakte Abstandshaltung der Elektroden zueinander bzw. zum
Dielektrikum wird durch nichtleitende Abstandsringe bewirkt, die das Aluminiumrohr und
das Glasrohr umgeben. Bei der Ozonerzeugung mit dem Sander-Ozonisator entsteht eine
Verlustwarme von ca. 20 W/g Ozon. Diese Warme wird durch Kuhlwasser, das die &uf3eren
Edelstahlrohren umstromt, abgefuhrt. Der Kuhlwasserbedarf liegt bei 50 I/h. Die
Hochspannung wird von einem in das Gerat integrierten Transformator erzeugt und kann
zwischen 0 und 7 kV angelegt werden. Die folgende Abbildung 5 zeigt den Aufbau des

Sander-Ozonisators.

Sichtplatte Elektroden Glasrohr Distanzring
D]q' kOPf/ innen auBen F_m
o j il

Hochspannungs
zufuhrungs-Draht

Abb. 5 Sander-Laborozonisator 301.7 entnommen aus Gebrauchsanleitung Laborozonisator 301.7
(Fa. Erwin Sander Elektroapparatebau)

3.8.2 Bestimmung der Ozonkonzentration mit dem Messgerét der Fa. Sander

Am Reaktorausgang diente ein Messgerat zur Ozonmessung in der Gasphase (Fa. Erwin
Sander Elektroapparatebau, Elze) zur Bestimmung der Ozonkonzentration. Um das Gerat in
einen betriebswarmen Zustand zu bringen, wurde es eine halbe bis eine Stunde vor
Versuchsbeginn eingeschaltet. In das Gerat integriert ist eine Durchflusskivette, in der mit
Hilfe einer UV-Lampe die Extinktion des Gasstroms gemessen werden kann. Die
Umrechnung der Extinktion in eine Konzentrationsangabe erfolgt durch das Geréat. Uber einen
Analogausgang des Gerates werden die Daten uber eine A/D-Wandlerkarte (12-Bit
Mehrkanal-A/D-Wandlerkarte PCL 818, Fa. Advantech) an einen Computer (PC 686, 120
MHz) Ubermittelt. Jede Sekunde wird ein Wert aufgenommen und nach jeweils zehn

Sekunden wird ein Mittelwert gebildet. Alle 100 sec, wechselt die Messgaszufiihrung vom
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Reaktorein- zum Reaktorausgang und wieder zurick. Aus der Bilanzierung der
aufgenommenen Messwerte konnen der Ozoneintrag und der Ozonverbrauch errechnet

werden.

3.8.3 Der verwendete Laborreaktor

Als Reaktor zur Vorbehandlung des kontaminierten Quarzsand- oder Bodenmaterials diente
ein 500 mL Laborreaktor aus Edelstahl, der in Kooperation mit Herrn T. Muller im Rahmen
seiner Dissertation entstand (M.ER, 2000]. Mit diesem Reaktor konnten 400 g Feststoff
behandelt werden. Fur eine Durchmischung des Materials wahrend der Begasung mit Ozon
verfugt der Reaktor Uber einen einfachen Paddelmischer, bestehend aus drei im 120° Winkel
angeordneten Paddelschaufeln. Als Antrieb wird ein Motor eines Biostat B Fermentersystems
(Fa. Braun, Melsungen) verwendet, der mittels der zugehérigen Biostat B Steuereinheit (Fa.
Braun, Melsungen) eine stufenlose Regelung des Mischers ermdglicht. Bezuglich weiterer

Einzelheiten siehe NLLER [DISSERTATION, 2000].

3.8.4 Durchfiihrung der Ozonierung mit dem Laborreaktor

Alle bendtigten Gerate wurden vor Versuchsbeginn in einen betriebswarmen Zustand
gebracht. Das OzonMessgerat wurde eingeschaltet, der Luftstrom durch den Reaktor auf
30 I/h eingestellt und das Kuhlwasser fur die Kiihlung des Ozonisators aufgedreht.

Zur Bestimmung der Ausgangskonzentration des Schadstoffes wurden 200 g des Quarzsandes
oder Bodens in den Reaktor eingefullt und das Material 15 min bei 60 rpm durchmischt. Vor
Beginn des Versuches wurden 3 Proben des mit Phenanthren kontaminierten Quarzsandes
oder Bodens entnommen und wie in Kapitel 3.6.8.1 beschrieben behandelt. Nach Feststellung
der Versuchsbedingungen wie der Gastemperatur, dem Luftdruck, dem Uberdruck in der
Apparatur, der Mischergeschwindigkeit von 60 rpm und dem Volumenstrom von 30 I/h
(Pressluft) wurde der Versuch gestartet.

Dazu wurde der Ozonisator bei einer eingestellten Leistung von 65 % eingeschaltet. Der
ozonhaltige Gasstrom wurde solange Uber den Bypass geleitet, bis die Ozonkonzentration von
25 g/m konstant war. Nach ca. finfzehn Minuten wurde der Gasstrom durch den Reaktor
geleitet und die Datenaufnahme gestartet. Nach Ablauf einer vorher festgelegten Zeit wurde
die Ozonierung unter- oder abgebrochen, indem der ozonhaltige Gasstrom Uber einen Bypass
geleitet wurde. Bei jeder Unterbrechung und bei Beendigung der Ozonierung wurden bis zu
drei Proben entnommen und gemald Kap. 3.6.8.1 behandelt. Bei Beendigung des Versuchs
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blieb der Pressluftstrom bei ausgeschaltetem Ozonisator noch fur 30 min eingeschaltet, um

letzte Ozonreste aus der Apparatur zu spulen.

3.8.5 Der verwendete Technikumsreaktor

Der Verwendete Technikumsreaktor hat ein Volumen von 25 |, wobei in einer Charge bis zu
5 kg Boden behandelt werden konnten. Der Reaktor besteht aus Edelstahl, verfigt tber zwei
Probenahmedffnungen und ist mit einem Pflugscharmischer ausgerustet. Der Antrieb erfolgt
uber einen Keilriemen, der mit einem Elektromotor (VEB Elektromotorenwerke, Thurm,
DDR, 1986) verbunden ist. Bezlglich weiterer Einzelheiten siebieL®® [DISSERTATION

2000].

3.8.6 Durchfiihrung der Ozonierung mit dem Technikumsreaktor

Alle bendtigten Gerate wurden vor Versuchsbeginn wie unter Kap. 3.8.4 beschrieben in einen
betriebswarmen Zustand gebracht. Zur Bestimmung der Ausgangskonzentration des
Schadstoffes wurden 5 kg des Bodens in den Reaktor eingefullt und das Material 15 min bei
200 rpm durchmischt. Vor Beginn des Versuches wurde 1 Probe (200-250 g) des mit
Phenanthren oder PAK kontaminierten Bodens entnommen. Aus dieser Menge wurden alle
physikalischen und chemischen Parameter bestimmt, sowie Extrakte fur deren Bestimmung
hergestellt. Proben fur die Phenanthren- und PAK-Analytik wurden wie in Kapitel 3.6.8.1
behandelt. Nach Feststellung der Versuchsbedingungen (Temperatur, Luftdruck und
Uberdruck, Volumenstrom 120 I/h, 20 g Ozoh/nDzonisatorleistung 78%) wurde der
Versuch gestartet.

Der ozonhaltige Gasstrom wird solange tber den Bypass geleitet, bis die Ozonkonzentration
von 20 g/mM konstant ist. Nach ca. fiinfzehn Minuten wird der Gasstrom durch den Reaktor
geleitet und die Datenaufnahme gestartet. Nach Ablauf einer vorher festgelegten Zeit wird die
Ozonierung fur die Probenahme unterbrochen, wobei jedesmal ca. 200-250 g Boden aus dem
Reaktor entnommen wurde. Alle Proben wurden entsprechend den zu bestimmenden
Parametern weiterbehandelt. Bei Beendigung des Versuchs bleibt der Pressluftstrom bei
ausgeschaltetem Ozonisator noch fir 30 min eingeschaltet, um letzte Ozonreste aus der

Apparatur zu spulen.
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3.9 Durchfuhrung der mikrobiologischen Abbauversuche

3.9.1 Vorkulturen fur mikrobiologische Abbauversuche

Vorkulturen vonS. yanoikuyaevurden in 500 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben, die mit
200 mL MMgyn. und 1 g/L Glucose und 150 mg/L Phenanthren befilit waren, angesetzt.
Nach der Inokulation durch Zugabe einzelner Kolonien, die von einer Agarplatte
entnommenen wurden, wurde der Kolben fur 24 h im Rotationsschiuittler (Certomat R/H, Fa.
Braun, Melsungen) bei 120 rpm und 28°C inkubiert.

Vorkulturen der PAK abbauenden Mischkultur wurden in 500 mL Vier-Schikane-
Erlenmeyerkolben, die mit 200 mL M, und 1 g/L Glucose und jeweils 100 mg/L PAK
(Fluoranthen, Fluoren, Phenanthren und Pyren) beflllt waren, angesetzt. Die Inokulation
erfolgte immer aus einer frisch aufgetauten Gefrierkultur. Die Mischkulturen bendtigten
aufgrund einer langeren Adaptionsphase 48 h bis ein ausreichendes Wachstum erreicht war.
Danach wurde mit beiden Vorkulturen in der gleichen Weise verfahren. Der Inhalt des
Erlenmeyerkolbens wurde auf sterile 30 mL Zentrifugenréhrchen verteilt und fur 10 min bei
8.000 rpm zentrifugiert (Kuhlzentrifuge Sigma 3K20, Braun, Melsungen). Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets jeweils mit 2 mL sterilem MediumgM resuspendiert

und zu einer Bakteriensuspension vereinigt. Durch z&hlen der Zellzahl am Mikroskop erfolgte
gemald Kapitel 3.4.1 die Bestimmung der Gesamtzellzahl und im Anschluf3 daran wurde mit
der berechneten Menge ankonzentrierter Bakteriensuspension die Kultivierung mit einem

Animpftiter von 1*1¢ Zellen/mL gestartet.

3.9.2 Phenanthrenabbau durch S. yanoikuyae in 10% Bodensuspension im
Schiuttelkolben

Diese Versuche wurden in 100 mL Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, in die je
18 mL steriles Medium mit 2 g Quarz oder Boden aus den Ozonierungen im Edelstahlreaktor
vorgelegt wurden. So wurden Bodensuspensionen erzeugt, deren Phenanthrengehalte durch
die Vorozonierung in unterschiedlichen Mal3en reduziert waren. Durch Zugabe einer
definierten Menge der aufbereiteten Vorkultur wurde in den Kolben eine Zellzahl von je
1x10° Zellen/mL eingestellt. Alle Kolben wurden bei 120rpm und 28°C im
Rotationsschuttler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert.

Da die Probenahme aus den Kolben nicht reproduzierbar durchgefuhrt werden konnte,

wurden nur die Anfangs- (t = 0 h, 20 min nach Animpfung) und Endbedingungen (t = 22 h)
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analytisch erfasst. Dabei wurde je ein Kolben zur Phenanthrenanalytik (s. Kap.3.6.8.2) und

der zweite zur Bestimmung der verbleibenden Messgrol3en (s. Kap. 3.6) eingesetzt.

3.9.3 Phenanthren- und PAK-Abbau durch S. yanoikuyaeund Mischkulturen in 10%
Bodensuspension im Bioreaktor

3.9.3.1  Durchfuhrung der Kultivierung

Das eingesetzte BIOSTAT B Reaktorsystem (Fa. Braun, Melsungen) besteht aus einer
Steuereinheit und einem Glasreaktor mit 2 L Arbeitsvolumen. Das Bioreaktorgefald ist mit
einem Ruhrwerk aus zwei Ubereinanderliegenden 6-blattrigen Scheibenrihrern versehen. Die
iIm Reaktor installierten Einbauten sind der Begasungsring, die pH-Elektrode, gie pO
Elektrode, ein Probenahmerohr und ein pT100-Temperaturfuhler.

Der Zuluftstrom wurde tber ein Mass-Flow-Meter (Fa. Bronkhorst) auf 120 I/h geregelt und
nach Sterilfiltration in den Reaktor geleitet. Der Abluftstrom wurde Uber den im
Reaktordeckel integrierten Ruckflusskihler geleitet und gelangte von dort in die
Abgasmessung. Nach Durchleitung durch einen weiteren Rickflusskihler wurde ein
Teilstrom durch den CQAnalysator FINOR und dastMessgerat Oxigor geleitet. Wahrend

der Vorbereitung einer Kultivierung wurde der Bioreaktor mit 200 mL zehnfach
konzentriertem Medium MMy, und 20 mL Spurenelementeldsung-4 befullt. Unter
Berucksichtigung des Volumens, des nach dem Autoklavieren noch zuzusetzenden Bodens
wurde mit HOpigest SOWeit aufgefillt, das sich letztendlich ein Volumen von 2 L ergab.

Der gesamte Reaktor inklusive Zuluftsystem wurde 30 min bei 121°C autoklaviert. Nach
Abklhlung wurde das System mit der Steuereinheit verbunden, auf 28°C temperiert, der
Ruhrer auf eine Drehzahl von 500 rpm eingestellt und eine Quarzsand- oder Bodenmenge von
200 g zugesetzt. Das Medium wurde wéahrend der Kultivierung mit 1 vwm begast, was einem
Volumenstrom von 120 I/h entspricht. Vor dem Start der Kultivierung durch Zusatz einer
entsprechend ankonzentrierten Vorkulturlosung $nyanoikuyad®akterien im Falle der
abzubauenden Phenanthrenkonzentrationen oder von Bakterien einer Mischkultur bei
Versuchen mit dem real kontaminierten Boden, wurde eine Wartezeit von 1h eingehalten, um
die Gleichgewichtseinstellung des Phenanthrens oder der PAK zu gewahrleisten. Ein
Anwachsen autochthoner Mikroorganismen innerhalb dieser Zeit konnte nicht beobachtet
werden, da der Boden vorher immer getrocknet, gesiebt, gegebenenfalls mit Phenanthren

versetzt, mechanisch gemischt und mit Ozon behandelt worden war.
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3.9.3.2 Probenahme wahrend der Kultivierungen im Biostat B

Bei den Kultivierungen mit Bodensuspension war die Durchfuhrung einer reproduzierbaren
Probenahme schwierig, da grobere Bodenpartikel im nicht optimal gertihrten Medium sofort
absinken und bei der Entnahme nicht mehr mit erfasst werden und sich somit auch im Reaktor
anreichern.

Wahrend der Kultivierungen wurden die Proben zu festgelegten Zeitpunkten (s. Ergebnisteil)
uber das Probenahmerohr entnommen. Dazu wurde der Vorlauf des Mediums verworfen und
anschlieBend zwei Proben genommen. Eine Probe mit ca. 20 mL wurde in einer
Braunglasflasche (30 mL) aufgefangen, mit 400 uL 3m HCL versetzt und gewogen.
Anschliel3end wurde die Probe mit 1 mL einer internen Standardlésung (1 mg Anthracen/mL,
bzw. 0,5 mg deuteriertes Naphthalin/ mL in Dichlormethan) versetzt. Die Proben dienten zur
Bestimmung des Phenanthren- oder PAK-Gehaltes.

Eine weitere Probe wurde genommen, indem ein Volumen von ca. 30 mL in einem 30 mL
Zentrifugenrohrchen aufgefangen wurde. Daraus wurden 2x 2 mL fur den Dehydrogenasetest
und 100 pL fur die Bestimmung der KBE durch Ausplattierung entnommen. Anschliel3end
wurden 400 pL 3m HCL zugesetzt und der Boden 10 min bei 12000 rpm und 0°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fir weitere Bestimmungen bei +4°C im Kihlschrank
aufbewabhrt.

3.10Toxizitatsuntersuchungen

3.10.1 Durchfiihrung der exponentiellen Wachstumstests in Schittelkolben

Dieser Test basiert auf der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von
Schadstoffen. Dabei wurde der zu untersuchende Mikroorganismus, auf einer nichttoxischen
Kohlenstoffquelle (Glucose) wachsend, erst in der exponentiellen Wachstumsphase mit der zu
testenden Substanz konfrontiert, wobei das Wachstum mit der Messung der optischen Dichte
verfolgt wurde. Es sollte ein moglicher toxischer Einfluss von Ozonierungsprodukten des
Phenanthrens auf das Wachstum verschiedener Bakterien untersucht werden.

Getestet wurden sowohl Quarzsand- bzw. Bodenextrakte, um das gesamte aus der Ozonierung
hervorgegangene Schadstoffspektrum zu erfassen. Um die aus der Ozonierung
hervorgegangen Reaktionsprodukte zu erhalten, wurde mit Phenanthren kontaminierter
Quarzsand gemafld Kap. 3.8.4 ozoniert. Anschlielend wurden wassrige Extrakte durch
Schitteln von 50 g Feststoff mit 100 mL Wasser uber 24 h bei 150 rpm auf einem
Reziprokschuttler (Lab-Shaker, Fa. Adolph Kihn AG) hergestellt. Diese Extrakte wurden
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uber Faltenfilter filtriert und bei +4°C in Braunglasflaschen aufbewahrt. Die fiir den Versuch
verwendeten sterilen 100 mL-Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben wurden mit sterilem zehnfach
konzentriertem Medium, steriler Glucoseldsung (10 g/L) und sterilem Wasser beaufschlagt.
Nach Zugabe unterschiedlicher Volumina der hergestellten Quarzsandextrakte konnten
unterschiedliche Extraktkonzentrationen eingestellt werden. Beim Erreichen einer OD der
Vorkultur zwischen 0,2-0,3 wurden je 10 mL Kultivierungsmedium zugig in die 100 mL
Vier-Schikane-Erlenmeyerkolben utberfiihrt. Die Kolben wurden bei 28°C und 120 rpm im
Schiittler (Certomat R/H, Braun, Melsungen) inkubiert. Es wurde tber einen Zeitraum von 8 h
stuindlich und nach 24 h eine weitere Probe genommen. Gemessen wurden die optische Dichte
am Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) und die Vitalitat
der Zellen an einem Durchflusscytometer (Epics XL, Fa. Coulter) (s. Kap. 3.4.7).

3.10.2 Test auf mikrobiologische Abbaubarkeit von Ozonierungsprodukten des

Phenanthrens

Die Abbaubarkeit von Ozonierungsprodukten des Phenanthrens wurde durch
Schuttelkolbenversuche nfiphingomonas yanoikuyamad einer Mischkultur untersucht, die

auf den Abbau von PAK und deren Ozonierungsprodukten adaptiert wurde. Bei den
Schuttelkolbenversuchen mit insgesamt 8 Einzelsubstanzen wurde in der gleichen Weise
verfahren wie unter 3.10.1 beschrieben, wobei Konzentrationen von 100 mg/L dem
glucosehaltigen Medium zugegeben wurden, um mogliche Wachstumshemmungen
festzustellen. Parallel wurden die Einzelsubstanzen in Abwesenheit von Glucose als einzige
Kohlenstoffquelle eingesetzt, um neben dem bakteriellen Wachstum auch die Abbaubarkeit
der Substanzen zu untersuchen. Die Probenahmen und die Messung der optischen Dichte
erfolgte wie in 3.10.1 beschrieben. Um die Abbaubarkeit zu dokumentieren, wurden zu
Beginn des Abbauversuchs, nach 0 h, 24 h, 48 h, 72 und 168 h je 1 mL Probe genommen und
die dem Medium zugesetzten Einzelsubstanzen mittels Kapillarelektrophorese gemali Kapitel

3.7.5 analysiert.

3.10.3 Test auf Hemmung der Lumineszenzaktivitat vorVibrio fischeri

Der MikroorganismusVibrio fischeri ist ein Gram-negatives, fakultativ anaerobes, durch

GeiBeln bewegliches und halophiles Bakterium. Unter aeroben Bedingungen ist das
Bakterium zur Biolumineszenz befahigt. Der Leuchtvorgang ist als aerober Oxidationsprozess
anzusehen, als ein Nebenweg der Atmung, welcher nicht zur ATP-Regenerierung, sondern
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zur Anregung einer Intermediarverbindung fuhrt, die Licht aussendet. Bei Bakterien sind
mehrere Komponenten am Leuchtvorgang beteiligt. Dazu zahlen reduziertes Flavin-adenin-
mononukleotid FMNH , Sauerstoff, ein langkettiger Aldehyd (Tetradecanal) und das Enzym
Luciferase. Bei der Luciferase handelt es sich um eine Monooxygenase. Die Reaktion lasst

sich folgendermal3en formulieren:

FMNH; + O, + R-CHO - FMN + H,0 + R-COOH + k

Der lichtemittierende Prozess wird durch einen Autoinduktor induziert. Bei starken
Zellwachstum und hoher Zelldichte nimmt die Konzentration des Autoinduktors zu und das
entsprechende Lumineszenzgen wird aktiviert, was zur Expression von Luciferase fiuhrt.
Durch toxische, inhibierende Substanzen kann die Aktivitat der Luciferase stark beeintrachtigt
werden, was eine Anwendung dieses Organismus in der Toxikologie ermogiehEEEL,

1992]. Der Einsatz von Lumineszenzbakterien in der Untersuchung von Wasser und
Abwasser kann als Stand der Technik angesehen werden. Eine Ubertragung auf wéassrige
Bodenextrakte erscheint daher als sinnvoll, da auf diese Weise die Substanzen erfasst werden,
die durch Regen- oder Grundwasser ausgewaschen werden konnten. Die Lumineszenztests
sind in Anlehnung an DIN 38412-34 durchgefuhrt worden.

Die Herstellung der wassrigen Bodenextrakte erfolgte durch eine 20-minutige Extraktion der
wéahrend der Ozonierung in verschiedenen Zeitabstdnden genommenen Bodenproben mit
Wasser im Verhaltnis 1:2 im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 510H, Fa. Bandelin, Berlin).
Die Bodenpartikel wurden durch 10-minitige Zentrifugation bei 13200 rpm abgetrennt
(Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf) und die Uberstande auf 20 g/L
mit Natriumchlorid aufgesalzt, sowie auf einen pH-Wert von 7,0 gebracht.

Aus einer Gefrierkultur, die schonend tber 2h bei —20°C und 2 h bei +4°C aufgetaut wurde,
ist eine erste Vorkultur in Seewassermedium 24 h bei 20°C und 120 rpm in einem
Inkubationsschuttler (Certomat HK und Certomat Sll, Fa. Braun, Melsungen) inkubiert

worden. Nach uberimpfen auf eine zweite Vorkultur und einem 20-24 h Wachstum konnte
diese Vorkultur fir die Experimente eingesetzt werden. Die Kultur wurde im Verhaltnis 1:5

verdinnt, damit die relative Lumineszenzintensitat der Vorkulturldsung in einem Bereich von
200 bis 300 relativen Einheiten des verwendeten Lumineszenzspektrometer (Typ LS-5B,
Perkin-Elmer, Buckinghamshire, England) gemessen werden konnte.
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Tab. 13 Gerateeinstellungen des Lumineszenzspektrometers

Anregung 0
Emission 500 nm
Verstarkerspannung 960 V
Verzdgerung (Delay timep) 0.2ms

Messfenster (Gate time;)t 13.20 ms

Integrationszeit 4s

Fir den Test wurden Kivetten mit 0,5 mL der Vorkulturlésung (1:5 Verdiinnung) gefillt und
fur 15 Minuten bei 15°C inkubiert (Certomat HK und Certomat SllI, Fa. Braun, Melsungen).
Die Lumineszenzyl der Testklvetten wurde anschlieRend gemessen. Die Referenzklvetten
wurden mit 0,5 mL Natriumchloridldsung (20 g/L, pH 7,0) aufgefillt, wéhrend die
Probekivetten zu unterschiedlichen Anteilen (50, 25 und 5%) mit Bodenextrakt aufgefilit
worden sind. Daran hat sich eine weitere 30-minitige Inkubation der Referenz- und der
Probekuvetten bei 15°C (Certomat HK und Certomat SIl, Fa. Braun, Melsungen)
angeschlossen, bevor die Lumineszenzintensitat nach Ablauf der Inkubationggeit |
gemessen wurde. Zur Berechnung der Hemmung der Lumineszenzintensitat musste ein Faktor
fkso aus dem Verhdltnis der Lumineszenz der Referenz nach 30 Mingemund der
Lumineszenz der Probegpbevor das Testgut hinzugegeben wurde berechnet werden.

fkso = lksollo (3)

fso : Korrekturfaktor fiir die 30-minitige Kontaktzeit
kso: Lumineszenz der Referenz nach 30 Minuten

b :Lumineszenz der Probekiivetten bevor das Testgut zugegeben wurde

Aus den einzelnen Faktoren wurde ein Mittelweghf berechnet. Dieser Korrekturfaktor

berucksichtigte die mogliche Abnahme der Lumineszenzintensitat wahrend der 30-minttigen
Testdauer, die ohne die Einwirkung des Testgutes auftreten kénnte. Auf diese Weise war die
theoretische Lumineszenzintensitat in der Probe zu berechnen, wenn nach 30 Minuten

Einwirkzeit keine Hemmung aufgetreten ware.

lcs0 = lo - fksom. (4)

lc30: theoretische Lumineszenz in der Probe wenn nach 30 Minuten keine Hemmung aufgetreten wére
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Die Hemmung der Lumineszenzintensitat kann mit Hilfe der folgenden Gleichung berechnet

werden.

Hz0 = (Iczo — It30)/I c30 - 100 (5)

Hao : Hemmung der Lumineszenz durch den Bodenextrakt nach 30 Minuten Kontaktzeit (%)
Is0 . Lumineszenz der Probekivette nach 30 Minuten Kontaktzeit

Der fk-Wert sollte in einem Bereich von 0,6 und 1,3 liegen, um eine zu grof3e Abnahme der

Lumineszenz ohne Einwirkung des Testgutes auszuschliel3en.

3.10.4 Hemmung der Dehydrogenaseaktivitat vorBacillus subtilisim Kontakttest

Bacillus subtiliszahlt zu den aeroben Sporenbildnern und kann u.a. aus Heuaufgussen isoliert
werden, was zu seinem Namen gefuhrt hat. Gebildete Sporen sind oval bis zylindrisch und
nicht breiter als die Mutterzelle ¢BLEGEL, 1992]. Der fur den Kontakttest zu verwendende
Mikroorganismus sollte zum Einen empfindlich gegenuber exogenen Einflissen sein, um die
durch die Ozonierung hervorgerufenen Effekte aufzeigen zu kénnen. Zum Anderen ist vor
allem der Einfluss auf Bodenmikroorganismen von Interesse. Aus diesem Grund fiel die Wabhl
des Testorganismus auf dBacillus subtilis zumal dieser auch im Boden beheimatet ist. Ein
Kontakttest sollte deshalb durchgefiihrt werden, um gegentber den Testmethoden mit
Bodeneluaten auch die Einflisse schwer wasserldslicher Substanzen oder gebundener
Ruckstande zu beurteilen. Zur Funktion der Dehydrogenasen im Stoffwechsel s. auch Kap.
3.4.5. Eine Beeintrachtigung der Dehydrogenaseaktivitdt lasst Ruckschlisse auf die
Storungen der Stoffwechselaktivitat zu.

Bei der Durchfihrung des Tests wurden 1 g Bodenprobe zusammen mit 2,75 mL Wasser,
0,25 mL Imidazollésung (6,8 g/L, pH 6,3), 1 mL Resazurinlosung (200 mg/L) und 1 mL
Zellsuspension aus einer Vorkultur vBacillus subtilisin einem Reagenzglas suspendiert.

Die Vorkultur wurde in Nahrmedium bei 120 rpm und 30°C inkubiert und sollte zu Beginn
des Tests eine Optische Dichte von 0,4 nicht Ubersteigen. Die parallel mitgefihrten
Blindansatze enthielten anstelle der Bakteriensuspension 1 mL Wasser und zusétzlich 1 mL
einer Natriumtetraboratlosung (3,8 g/L, pH 11), um jegliche Aktivitat zu unterbinden.
Zusatzlich wurde fur jede Probe eine mit m-Cresol vergiftete Kontrolle angesetzt, um die
biologische Reduktion des Resazurins zu verhindern. Samtliche Reagenzglaser wurden fir 2 h
bei 30°C und 5 rpm in einem Uberkopfschiittler (Eigenbau des Institutes) inkubiert. Nach 2 h
war die Verfarbung der Reaktionslésungen von Blau nach Rosa erfolgt und der Test wurde
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beendet, indem jeweils 1 mL einer Natriumtetraboratldsung (3,8 g/L, pH 11) zugegeben
wurde. Nach der Entnahme von 1 mL der Testsuspensionen und der Zentrifugation Uber
10 min bei 13200 rpm (Zentrifuge 5415C, Geratebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf), wurde
der Uberstand aller Ansitze in Halbmikrokiivetten aus Kunststoff bei 615 nm im
Spektralphotometer (Uvikon 922, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn) vermessen.

Die Dehydrogenaseaktivitat in [mg reduziertes Resazurin/L Bodensuspengibmwurde

nach folgender Gleichung berechnet:

EBIind - Eges) D EBIind - Echem) @

Dehydrogenaseaktlwtat% Vol.t DR@— 5 Vol Ot DR%D 1000 (6)
Esgiing = Extinktion der Blindprobe bei 615 nm
Eges. = Extinktion der Probe ohma-Kresol bei 615 nm
Echem. = Extinktion derselben Probe nmitKresol bei 615 nm
Vol. = Volumen in mL der zugefligten Bakterienvorkultur (=1)
t = Inkubationszeit in h (=2)
R = mg Resazurin in der Probe ( = 0,2)

3.10.5 Wurzellangenwachstumstest mit_epidium sativum L.(Gartenkresse)

Gartenkresse ist eine schnell wachsende, empfindliche Pflanze, die den Einfluss toxischer
Substanzen im festen Bodenmaterial auf mogliche Kulturpflanzen deutlich machen soll. Im
Hinblick auf die nach einer SanierungsMassnahme vorgesehene Nutzung des Bodens ist eine
Beurteilung der Toxizitat gegentber Kulturpflanzen von herausragender Bedeutung.

Fur den Test wurde eine Glaspetrischale mit ca. 15 g trockenem Boden bedeckt, der zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Bodenozonierung entnommen wurde. Nach dem
gleichmafigen Verteilen von 10 Kressesamen und dem Befeuchten mit 4 mL Wasser, wurden
die Glaspetrischalen mit Deckeln versehen und an einem hellen Platz fir 2 Tage aufbewahrt.
Nach zwei Tagen wurden die Wurzellangen der einzelnen gewachsenen Planzen ausgemessen
und miteinander verglichen. Aus den 10 gekeimten Pflanzen jeder einzelnen Petrischale

wurden Mittelwerte berechnet.

3.10.6 Bestimmung der Bodenatmung

Fur die Durchfihrung der Bestimmung der Bodenatmung ist der Wassergehalt des Bodens

ein sehr wichtiger Parameter, da der Wassergehalt auf éa.d&® Wasserhaltekapazitat des
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verwendeten Bodens eingestellt sein muss. Um die Wasserhaltekapazitat zu bestimmen,
wurde ein an beiden Enden gedffneter Glaszylinder zu zwei Drittel mit getrocknetem Boden
gefullt und am unteren Ende mit einem Wattestopfen verschlossen. Der Zylinder wurde fur
2 h in ein Wasserbad gestellt, dessen HOohe gerade die Bodenoberflache erreicht, um eine
Sattigung des Bodens mit Wasser zu erreichen. Anschlie3end wurde der Glaszylinder auf ein
mit Filterpapier bedecktes, wassergesattigtes Sandbad gestellt. Wenn sich nach mehreren
Stunden ein Gleichgewicht eingestellt hat und kein Wasser mehr aus dem Zylinder austrat,
konnte die Wasserhaltekapazitat durch Wagung und Bestimmung der Sattigung des Bodens
mit Wasser ermittelt werden BSSEM, 1994]. Die Wasserhaltekapazitat wurde berechnet auf
100 g Trockenmasse des Bodens:

WHK = (A+B)/C - 100 7)

A: Wasseraufnahme pro 100 g Trockenmasse naturfeuchter Boden
B: Wassergehalt in 100 g eingesetzten naturfeuchten Boden

C: Trockenmasse

Der Wassergehalt in Gewichtsprozent errechnet sich:

Gew %(HzO) = mHZO/(mTrockenmasse+ mHZO) (8)

mn,0; Masse des Wassers

Mrrockenmasse 1rockenmasse des Bodens

Zur Bestimmung der Bodenatmung wurde ca. 100 g getrockneter Boden mit einer
berechneten Menge Wasser angefeuchtet, die 60 % der Wasserhaltekapazitat entsprach. Zuvor
wurde diese Wassermenge mit 1mL Mineralmedium (10x) aufgesalzt und einem Inokulum
einer bakteriellen Mischkultur versetzt. Die Bakterienmischkultur wurde zuvor 48 h bei 26°C,
120 rpm inkubiert und am Mikroskop ausgezahlt. Mit dem berechneten Inokulum wurde eine
Dichte von 210’ Zellen/g TM Boden eingestellt, was ungefahr der Bakterienzahl der aeroben
Bakterien in naturbelassenem Boden entsprictHEBFERSCHACHTSCHNABEL, 1979]. Die
Proben wurden zur Messung der Basalatmung (ohne Zusatz von leicht verstoffwechselbaren
Nahrsubstraten) an das Institut fir Siedlungswasserwirtschaft der Universitdt Hannover
ubergeben. Die Inkubation der Bodenproben erfolgte tber 4 Tage bei 20°C in einem
Sapromaten, bzw. in einem geschlossenen System der Fa. Aqualytik, Langen.
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4 Ergebnisse

4.1 Einleitung

Bevor mit den mikrobiologischen Abbauversuchen im Hauptteil begonnen werden konnte,
mussten die Parameter im Rahmen der Voruntersuchungen durch geeignete Methoden
bestimmt werden, die begleitend zu den mikrobiologischen Abbauversuchen Anwendung
finden sollten. Dazu z&éhlen im Rahmen der PAK-Analytik mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie sowohl die Etablierung einer Extraktionsmethode als auch die
Ermittlung von Wiederfindungsraten bei der Extraktion von 10% Bodensuspension.

Fir die Beurteilung des mikrobiellen Wachstums, bzw. die Bestimmung mikrobieller
Aktivitat in 10% Bodensuspension sollte die optimale Methode ermittelt werden. Dazu
wurden die Zahl der Kolonie bildenden Einheiten KBE, die Proteinwerte mittels Biorad DC
Protein Assay, die Fluoreszeindiacetathydrolyseaktivitaten und die Dehydrogenaseaktivititen
verglichen.

Im Hauptteil finden sich die Ergebnisse zur Bioverfugbarkeit am Modellsystem Phenanthren
und zu den mikrobiologischen Abbauversuchen mit kinstlichen und mit realen
Kontaminationen.  Desweiteren bildet die Analyse und Identifizierung von
Ozonierungsprodukten des Modellschadstoffs Phenanthren einen weiteren Schwerpunkt der
Arbeit. Es musste eine Derivatisierungsmethode erarbeitet werden, die es erlaubte, diese
Substanzen bei gaschromatographischen Untersuchungen zu analysieren. Mittels
Massenspektrometrie sollte so eine ldentifizierung der Ozonierungsprodukte ermoglicht
werden. Allgemeine Toxizitatsuntersuchungen und Ergebnisse Uber die mikrobiologische
Abbaubarkeit dieser Substanzen schlie3en diese Arbeiten ab.

4.2 Voruntersuchungen

4.2.1 PAK-Analytik

Fir die Durchfuhrung mikrobiologischer Abbauversuche musste eine Extraktionsmethode zur
Bestimmung der PAK aus 10% Bodensuspension bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde
die extrahierbare Menge an PAK ermittelt, indem anhand von 5 Modellsubstanzen die
Wiederfindung aus 10% Bodensuspension bestimmt wurde. Dazu wurden jeweils 20 mL

Bodensupension  angesetzt, indem deren Feststoffanteil zuvor mit einer
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DichlormethanstammIésung der 5 Modellschadstoffe kontaminiert und das Dichlormethan
verdampft wurde. AnschlieRend wurde sofort mit 40 mL Dichlormethan extrahiert. Anhand
von Abb. 6 lasst sich erkennen, dass eine dreimalige halbstiindliche Extraktion die grofite
Ausbeute ergab. Eine Verlangerung der Extraktionsdauer und —haufigkeit fuhrte zu keiner
signifikanten Steigerung der Extraktionsausbeute. Bei Benzo[g,h,i]perylen, einem Vertreter 5-
kerniger PAK fallt besonders stark auf, dass die zugegebene Menge an Substanz nicht mehr
guantitativ extrahierbar war. Dieses Phanomen lasst sich mit einer moglichen Festlegung der
PAK zu sog. ,bound residues® an Huminstoffen des Bodens oder Adsorptionseffekten an
Bodenfeinkorn erklaren. Interessant ist das sofortige Eintreten dieses Effekts, da zwischen

Kontamination und Beginn der Extraktion nur wenig Zeit verstrichen war.

120.0
100.0

80.0

Eeinfach extrahiert
Wzweifach extrahiert
DOdreifach extrahiert

60.0

Wiederfindungsrate [%)]

0.0

—
Fluoren Phenanthren Fluoranthen Pyren Benzo[g,h,iJperylen

Abb. 6 Extraktion von 5 PAK unterschiedlicher GrolRe durch 30-minltige Extraktion auf einem
Vertikalschiittler bei 150 rpm mit Dichlormethan aus 20 mL 10% Bodensuspension (LoR3boden
Braunschweig) mit 40 mL Dichlormethan. Es wurde einfach, zweifach und dreifach extrahiert, wobei
die Werte durch Doppelbestimmung ermittelt worden sind.

Bei allen weiteren Extraktionen wurde daher 3 mal mit einer Zeitdauer von 30 min und mit
einem Ldsungsmittelvolumen extrahiert, das dem doppelten Volumen der Bodensuspension
entsprach. Bei kunstlichen Kontaminationen ist demnach bei den 2-4-Ring PAK mit einer
Wiederfindung von 92-99% zu rechnen, wahrend bei Benzo[g,h,i]perylen, einem Vertreter
der 5-Ring PAK nur noch 75% der Ausgangsmenge wiedergefunden wurden.

Dartber hinaus wurde die Festlegung von PAK an die Bodenmatrix untersucht, indem mit
Phenanthren kontaminierter Boden unter den gleichen Bedingungen inkubiert wurde, wie
unter den spateren Abbauversuchen. Dazu wurden 20 mL 10% Bodensuspension in 100 mL
4-Schikane-Erlenmeyerkolben bei 28°C und 120 rpm im Schuttelinkubator Uber einen

Zeitraum von einer Woche inkubiert. Phenanthren wurde ausgewahlt, da mit diesem
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Modellschadstoff auch die meisten Abbauversuche durchgefihrt worden sind. Abb. 7 gibt die

Ergebnisse wieder.

1000.00
800.00 4
600.00 4

Enicht ozonierter Boden
Wozonierter Boden

400.00 4

Phenanthren [mg/kg TM]

200.00 4

0.00

24h 168h

Inkubationszeit [h]

Abb. 7 Wiederfindung von Phenanthren wéahrend eines Festlegungsexperimentes in 10% Bodensuspension
(L6Rboden Braunschweig). Eingesetzt wurde sowohl getrockneter als auch zusétzlich ozonierter Boden.
Die Ausgangskonzentration des Phenanthrens betrug 1000 mg/kg TM, Inkubationsbedingungen 28°C,
120 rpm. Alle Ansatze wurden mit m-Cresol vergiftet, um das Wachstum von Mikroorganismen zu
verhindern. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung ermittelt.

Der getrocknete L6R3boden wurde mit einer Phenanthrenstamml6sung in Dichlormethan
kontaminiert. Nach einer Wartezeit von 24 h zur Verdampfung des Losungsmittels wurde der
Boden wie bei den Abbauversuchen im Laborreaktor griindlich durchmischt und anschlie3end
fur das Ansetzen der Bodensuspension verwendet. In einem Parallelansatz wurde zusatzlich
LoRboden verwendet, der vor der Kontamination mit Phenanthren mit Ozon behandelt
worden ist, um Huminstoffe zu oxidieren. Dazu wurden 200 g getrockneter Boden 4 h mit
Ozonkonzentrationen von 25gim(bei 30l/h) behandelt, bis keine signifikante
Kohlendioxidentwicklung mehr zu beobachten war.

Zu Beginn wurden bis zu 26% der eingesetzten Phenanthrenmenge zu sog. ,bound residues”
festgelegt und waren nicht mehr extrahierbar. Diese Menge anderte sich auch nur noch wenig
im Laufe der 168 h und nahm zum Ende sogar wieder auf 22% ab, d.h. die extrahierbare
Phenanthrenmenge nahm wieder etwas zu. Die Fahigkeit, Phenanthren an die Bodenmatrix
festzulegen, fallt zudem bei dem ozonierten Boden bei allen Proben etwas geringer aus, als
bei dem nicht ozonierten Boden. Ob die extrahierbare Menge an Phenanthren auch mit der
bioverfugbaren Menge an Phenanthren gleichzusetzen ist, kann an dieser Stelle jedoch nicht
beantwortet werden. Fur die mikrobiologischen Abbauversuche bedeutet dieses Ergebnis,



Ergebnisteil Seite 60

dass bei kiunstlichen PAK-Kontaminationen mit Phenanthren 80-85% der urspringlich
eingesetzten Mengen durch die Extraktion von Bodensuspension mit Dichlormethan
extrahierbar sind.

Die Extraktionsmethode sollte auch auf Bodensuspensionen mit real kontaminierten Boden
Ubertragen werden. Dabei zeigte sich im Vergleich zu Untersuchungen Uber verschiedene
Extraktionsmethoden, dass die Soxhletextraktion festen Bodenmaterials mit Toluol die beste
Methode war, PAK zu extrahieren [MLER, 2000]. Verglichen mit der Soxhletextraktion,
zeigte die Extraktion flissiger Bodensuspensionsproben mit Dichlormethan bezogen auf den
Feststoffanteil eine gleich gute oder sogar bessere Extraktionsleistung bei den 2- und 3-Ring
PAK, jedoch eine um bis zu 50% schlechtere Extraktionsleistung bei den PAK mit 4 oder
mehr  aromatischen Ringen. Aus Grinden der Vergleichbarkeit zu den
Phenanthrenextraktionen aus kunstlich kontaminierter Bodensuspension wurde diese

Extraktionsmethode auch fur Bodensuspensionen real kontaminierter Boden verwendet.

4.2.2 Vergleich der Bestimmungsmethoden mikrobieller Aktivitat

Eine Methode zur Bestimmung der mikrobiologischen Aktivitdt und des Wachstums der
Mikroorganismen wahrend des mikrobiologischen Schadstoffabbaus musste etabliert werden.
So liefert die Bestimmung der Kolonie bildenden Einheiten zwar ein genaues Ergebnis Uber
die Anzahl der lebensfahigen Keime, wobei diese Methode jedoch sehr vorbereitungs-,
arbeits- und materialintensiv ist. Zudem ist unter Umstanden bei einer Beeinflussung der
Stoffwechselaktivitat von Bakterien durch inhibierende Substanzen nicht unbedingt mit einer
Abnahme der Lebendkeimzahl zu rechnen. Es ist daher eine Methode ndtig, die nicht nur
Aufschluss tber die Vitalitat sondern auch Uber die Stoffwechseltatigkeit gibt. Zusatzlich ist
bei den Toxizitatstests die Durchfiihrung eines Kontakttests in Bodensuspension geplant, der
bei Verwendung einer Methode zur Bestimmung mikrobiologischer Stoffwechselaktivitat
innerhalb weniger Stunden schnelle Ergebnisse liefern kann. Die Ermittlung der
Gesamtzellzahl lebensfahiger Keime, die mindestens 2 Tage in Anspruch nimmt, ist dazu
nicht sehr gut geeignet. Es sollten drei verschiedene Methoden auf ihre Eignung zur
Anwendung bei Bodensuspensionen miteinander verglichen werden. Dazu gehdrten ein
Proteintest, die enzymatische Hydrolyse von Fluoresceindiacetat und ein Dehydrogenasetest.
Der verwendete Bio-Rad Protein AsSapasiert auf zwei Reaktionen: Im ersten Schritt
reagieren Proteinbestandteile, vorwiegend Tyrosin und Tryptophan, daneben aber auch
Cystein, Cystin und Histidin, mit dem Kupfer(ll) in einem alkalischen Medium zu Kupfer(l).
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In der Folge wird das Folinreagenz durch das Kupfer(l) reduziert, wodurch Verbindungen mit
charakteristischer blauer Farbe gebildet werdeo-fBD LAB. 1994] 6. 3.4.3).

Die enzymatische Hydrolyse des farblosen Fluoresceindiacetats durch
Bodenmikroorganismen fuihrt zu einer Freisetzung des intensiv gelb gefarbten Fluoresceins.
Auch in sehr kleinen Konzentrationen ist eine Gelbfarbung leicht photometrisch zu messen
[ALEF, 1991]. Dieses Prinzip kann ebenfalls als Test auf eine mikrobiologische Aktivitat
genutzt werden, wobei die Zunahme der Gelbfarbung Aufschluss Gber die mikrobiologische
Aktivitat gibt (s. 3.4.4).

Bei der Dehydrogenaseaktivitat macht man sich die enzymatische Entfarbung des intensiv
blauen Resazurins durch das Enzym Dehydrogenase zunutze. Es entstehen das rosa gefarbte
Resorufin und das farblose Hydroresorufin. Die Aktivitat wird durch den Grad der Entfarbung
photometrisch gemessen (s. Kap. 3.4.5). Der Vergleich der drei Methoden ist in Abb. 7
dargestellt.
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Abb. 8 Darstellung der Dehydrogenaseaktivitit, der Fluoresceindiacetathydrolyse und der Proteinwerte von
10% Bodensuspension, die mit Inokula v8n yanoikuyaemit Zellzahlen von 10bis 10 pro mL
angeimpft wurden. Inkubationsbedingungen nach dem Animpfen der Bodensuspension bis zur
Probenahme: 28°C, 120 rpm, 20 min. Der Blindwert von Bodensuspension ohne Inokulum ist bei allen
drei Methoden nicht mit dargestellt. Alle Werte wurden in Dreifachbestimmung bestimmt.

Der untersuchte Zellzahlbereich vor®tis 10 pro mL* wurde gewahlt, weil dies auch der

bei den Abbauversuchen zu erwartende Zellzahlbereich sein wird. Fur alle Testmethoden war
ein weiteres Verringern der Zellzahl nicht sinnvoll, da die Empfindlichkeit der Testmethoden
nicht hoch genug ist und die Stérungen durch die Huminstoffe zu grol3 werden. In der Regel
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entsprechen die Werte bei einer Zellzahl von® 1®L? den Blindwerten von
Bodensuspensionen ohne Inokulum.

Der Proteintest ist fur die Bestimmung des Proteingehaltes in Bodensuspensionen nicht
geeignet. Es kam zu deutlichen Stérungen durch Bodeninhaltsstoffe mit einer grof3en
Schwankungsbreite, so dass die durch die Mikroorganismen verursachten Anderungen des
Proteinwertes nicht mehr zu unterscheiden waren.

Die Hydrolyse von Fluoresceindiacetat ist offensichtlich nicht empfindlich genug. Bis zu
einer Zellzahl von 10 mL™* entsprach die festgestellte Aktivitit dem Blindwert von
Bodensuspension ohne Inokulum. Eine Steigerung des Wertes war erst bei einer Zunahme der
Zellzahl von 16 auf 10 mL™ zu beobachten.

Die Dehydrogenaseaktivitdt war am besten geeignet, die mikrobiologische Aktivitdt zu
bestimmen. Unterhalb von Zellzahlen vorf L™ war auch die Dehydrogenaseaktivitat so
gering, dass eine sinnvolle Messung nicht mdglich gewesen ist, da die Werte dem Blindwert
der Bodensuspension ohne Inokulum entsprachen. Im Bereich der Zellzahlerf \is 1@

pro mL* war ein kontinuierlicher Anstieg der Werte zu beobachten. Das ist auch der fiir die
Abbauversuche und Toxizitatsuntersuchungen interessante Bereich. Die
Dehydrogenaseaktivitat verhalt sich proportional zur Zellzahl. In den folgenden Arbeiten wird
die Bestimmung der Dehydrogenaseaktivitat bei den Abbauversuché& yanhoikuyaeind

der Mischkultur und bei dem Kontakttest rBit subtiliszur Bestimmung der Toxizitat zur

Anwendung kommen.

4.2.3 Analytik von Ozonierungsprodukten des Phenanthrens

Die Analyse der Ozonierungsprodukte der PAK beschrénkte sich auf den Modellschadstoff
Phenanthren, da mit diesem Modellschadstoff der Grol3teil der Arbeiten durchgefuhrt wurde.
Die Analyse weiterer Oxidationsprodukte, entstanden aus der Ozonierung anderer PAK in
realen Kontaminationen, hatte aufgrund der Komplexitat des entstandenen
Schadstoffgemisches wenig Aussicht auf Erfolg. Die analytischen Untersuchungen der
Ozonierungsprodukte von Phenanthren gestalteten sich als sehr schwierig. Wie anhand von
Modellsubstanzen bei Extraktionsversuchen aus Boden festgestellt wurde, sind die
Wiederfindungsraten von Keto-, oder Carboxyverbindungen aus huminstoffreicher Matrix
sehr schlecht. Vermutlich kénnen die durch Ozonolyse funktionalisierten aromatischen
Verbindungen starke Wechselwirkungen oder chemische Bindungen mit den Huminstoffen
eingehen. Daher wurden bei allen weiteren Untersuchungen mit Phenanthren kontaminierte

und ozonierte Quarzsandproben verwendet, um vorerst sdmtliche Wechselwirkungen mit der
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Huminstoffmatrix auszuschlie@en. Dazu wurden aus den ozonierten Quarzsandproben

Methanolextrakte hergestellt und fiir die weiteren analytischen Arbeiten verwendet.

4.2.3.1 Dunnschichtchromatographie und Saulenchromatographie

Da bei der Ozonierung von Phenanthren, bzw. auch anderen PAK mit einer Vielzahl von
Verbindungen  gerechnet  werden  musste, soliten  durch  Versuche  mit
Dunnschichtchromatographie Hinweise auf die Anzahl der entstandenen Verbindungen sowie
ihrer funktionellen Gruppen ermittelt werden. Fir die Analyse auf funktionelle Gruppen
wurden kleine Dunnschichtfolien 7,5 x 5 cm mit Silicagel- odegsf®Rasen verwendet, da

hier mit einem hdheren Verbrauch an DC-Folien gerechnet werden musste. Die kleinen DC-
Folien sind kostenginstig und lassen sich einfach und schnell entwickeln. Parallel dazu
wurden auch Versuche mit 2D-Dunnschichtchromatographie auf 20 x 20 cm Silicagelfolien
durchgefuhrt, da durch die langere Laufstrecke und die Verwendung von 2 verschiedenen
Laufmitteln eine bessere Auftrennung der Stoffgemische méglich war. Nach einem ersten
Lauf wurden die Platten um 90° gedreht und mit einem zweiten Laufmittel erneut entwickelt.
Die Gesamitzeit fur die Entwicklung der DC-Folien betrug hier bis zu 4 h. Um die Anzahl
moglicher entstandener Substanzen zu begrenzen, wurden 100 g Quarzsand nur mit 500 mg
des Modellschadstoffs Phenanthren kontaminiert und ozoniert (2619, 30 I/h, 8 h). Aus

dem Reaktionsrickstand wurden Methanolextrakte hergestellt und fur die Duinnschicht-
chromatographie verwendet. Durch Dunnschichtchromatographie auf 75 x 5 cm
Silicagelfolien konnten insgesamt 11 verschiedene Spots auf der entwickelten DC-Folie unter
UV-Licht erkannt werden. Durch Vergleich mit Referenzsubstanzen konnten jedoch keine

dieser Spots identifiziert werden. Jedoch wurden folgende funktionelle Gruppen ermittelt:

Tab. 14 Re-Werte und funktionelle Gruppen von Ozonierungsprodukten

R=-Werte Funktionelle Gruppe | Reagenz Laufmittel
0,02 Saure BKB EMK:A:H (5:8:87)
0,05 Chinon NaOH EMK:A:H (5:8:87)
0,09 Aldehyd, Keton DNPH EMK:AH (5:8:87)
0,14 Saure BKB EMK:A:H (5:8:87)
0,3 Chinon NaOH EMK:A:H (5:8:87)

EMK: Ethylmethylketon; A: Aceton; H: Hexan
BKB: Bromkresolblau; DNPH: Dinitrophenylhydrazin; NaOH: Natronlauge
DC-Folien: Silicagel 60 f54
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Da sich auf der Laufstrecke trotz der relativ guten Auftrennung noch Substanzen Uberlagern

konnten, wurde eine 2D-Diinnschichtchromatographie mit 20 x 20 cm Silicaggl,6tken

durchgefiihrt. Die Zahl der insgesamt unter UV-Licht erkannten Substanzspots erhodhte sich

auf 16 und es kann davon ausgegangen werden, dass gerade die hochpolaren Substanzen auf

Silicagelphasen nicht sehr mobil sind. Diese Substanzen verblieben auf der Grundlinie und

wurden hier noch nicht erfasst.

Tab. 15 Re-Werte nach 2D-Diinnschichtchromatographie
Spotnr. 1 2 3 4 5 6 7

R-Wert (1) | 0,01 | 0,06/ 0,02 0,03 0,05 0,13 0,08 0,18
R-Wert (2) | 0,10 | 0,09, 0,16 0,19 0,383 0,62 0,69 0,V8
Spotnr. 9 10 11 12 13 14 15 16
R-Wert (1) | 0,25 | 0,34 0,41 0,49 0,72 0,81 0,89 0,83
R-Wert (2) | 0,83 | 0,80/ 0,83 0,83 0,86 0,89 0,93 0,83

(2): Laufmittelsystem 1 EMK:A:H (5:8:87)
(2): Laufmittelsystem 2 EMK:A:T (10:10:80)
EMK: Ethykmethylketon; A: Aceton; H: Hexan; T: Toluol

Die folgende Abbildung verdeutlicht die erzielten Auftrennungsergebnisse:
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Abb. 9 DC-Folie der 2D-Diinnschichtchromatographie auf 20x20 cm Silicagels6&élie

Die auf den DC-Folien mogliche Auftrennung sollte auch zur Auftrennung des

Substanzgemisches durch Saulenchromatographie genutzt werden, wobei die gleichen

Laufmittelsysteme verwendet worden sind wie bei der 2D-Dunnschichtchromatographie. Eine

Kolonne wurde zu diesem Zweck mit 150 g Silicagel beladen. Es wurden je 1,51 von

Laufmittel 1 und Laufmittel 2 als mobile Phase verwendet. Obwohl mit Teilfraktionen der
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ersten Saulenchromatographie eine weitere Saulenchromatographie durchgefiihrt wurde,
erwies sich die Zusammensetzung von Teilfraktionen immer noch als zu komplex. Eine
Isolierung von Reinsubstanzen fur NMR-Spektroskopische Untersuchungen gelang aufgrund
der Uberlagerung mehrerer Substanzen nicht. Die Identifikation einzelner Substanzen gelang
nur mit Hilfe gaschromatischer Untersuchungen und der Detektion durch

Massenspektrometrie.

4.2.3.2 Derivatisierung und Analyse durch GC-MS

Die aus den ozonierten Quarzsandproben hergestellten Methanolextrakte wurden entweder
direkt am GC-MS vermessen oder vorher einer Derivatisierung zugefihrt. Desweiteren waren
Teillfraktionen aus der Saulenchromatographie Gegenstand der Untersuchungen.

Um Hydroxyl- oder Carboxylgruppen tragende Verbindungen besser GC-gangig zu machen,
sollten diese Gruppen als Methylester oder Trimethylsilylether geschitzt werden. Als
Methylierungsreagenzien wurden Dimethylformamid-Dimethylacetal (DMF-DMA) und
Methyliodid (Mel) + Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) getestet. Mit Diazomethan
wurde mangels entsprechender Ausristung und Sicherheitsvorkehrungen und der nicht
unerheblichen Kanzerogenitdt nicht gearbeitet. Das Reagenz DMF-DMA fiihrte bei
Vorversuchen mit polyfunktionellen Verbindungen zu Mehrfachpeaks im GC-
Chromatogramm, da nicht nur Carboxyl- und Hydroxylgruppen methyliert wurden, sondern
auch noch die Methylierung von Carbonylfunktionen zu Halbacetalen beobachtet wurde. Das
Auftreten von Mehrfachpeaks erschwerte allerdings die Zuordnung und Identifizierung einer
Substanz. Methyliodid und TMAH stellen ein sehr gutes Methylierungsreagenz dar, jedoch
war in der Probe Uber einen langen Zeitraum ein Ausfall von Niederschlag zu beobachten. Die
Triebkraft der Methylierung ist die Bildung von Tetramethylammoniumiodidniederschlagen.
Fur die Messung am GC war diese Methode daher auch ungeeignet. Desweiteren wurden
N,O-Bis(trimethylsilyl)-acetamid (BSA) und N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid
(MSTFA) fur die Silylierung von Hydroxyl- und Carboxylgruppen getestet. BSA erwies sich
als ein zu schwaches Silylierungsreagenz. Mit MSTFA konnten dagegen alle Alkohole oder
Carbonsauren erfolgreich silyliert werden. MSTFA wurde daher fir die weiteren Versuche
verwendet. In der folgenden Tabelle sind alle im Rahmen der analytischen Untersuchungen
getesteten Substanzen aufgelistet. Dazu zahlen sowohl die Substanzen, die anhand der
Saulenchromatographie isoliert und identifiziert werden konnten, als auch Substanzen, die

direkt aus ozoniertem Quarzsand extrahiert und nachgewiesen worden sind.
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Tab. 16 Liste der verwendeten und identifizierten Referenzsubstanzen

Substanzname

Nachweis Uber|
Retentionszeit

Nachweis tber
Massenspektrum

Ameisensaure

Oxalsaure

Phenylessigsaure

Diphenylessigséaure

o-Phthalaldehydsdure

m-Phthalaldehydsaure

p-Phthalaldehydsaure

Salicylsaure

Phthalsaure

Terephthalsaure

Diphensaure

Trimellithsaure

Pyromellithséure

1,3,5-Benzoltricarbonsaure

Xanthen

Xanthon

(X)

9,10-Phenanthrendion

(X)

Biphenyl-2-Carbonséaure

4,4'-Dihydroxybiphenyl

2,2'-Biphenyldialdehyd

2'-Formyl-2-Biphenylcarbonséur

11

2'-Hydroxy-2-Formylbiphenyl

1,4-Naphthochinon

Durch Vergleich mit den Massenspektren und den Retentionszeiten der Referenzsubstanzen
konnten bisher 7 Substanzen sicher nachgewiesen werden. Desweiteren wurden anhand der
erhaltenen Massenspektiren 4 weitere Substanzen vermutet. Dabei handelte es sich um
Xanthon, 9,10-Phenanthrendion, 2‘-Hydroxy-2-Formylbiphenyl und Biphenyl-2-Carbonsaure.

Im Anhang sind die Massenspektiren der hier aufgelisteten Substanzen aufgefiihrt. Die

Abb. 10 gibt eine Ubersicht tber die Strukturformeln der identifizierten und vermuteten

Reaktionsprodukte.
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Identifizierte Oxidationsprodukte des Phenanthrens:

COOH COOH CHO
X X X
COOH CHO CHO

Diphenséaure 2'-Formyl-2-Biphenylcarbonsaure 2,2'-Biphenyldialdehyd
COOH
COOH COOH COOH
OH CHO COOH
COOH
COOH
Salicylsaure Phthalaldehydsaure Phthalsaure Trimellithsaure

Weitere vermutete Oxidationsprodukte des Phenanthrens:

OMe (0]
0,
OH o
MeOH
\\\
CHO
2'-Hydroxy-2-Formylbiphenyl 6-Methoxydibenzopyran 9,10-Phenanthrendion

HOOC

‘ O

Biphenyl-2-carbonséaure Xanthon

Abb. 10ldentifizierte und vermutete Oxidationsprodukte aus der Ozonolyse des Phenanthrens

Die Substanzen Biphenyldialdehyd, 2‘-Formyl-2-Biphenylcarbonsaure, Diphenséaure,
Salicylsaure, Phthalaldehydsaure, Phthalsaure und Trimellithsaure werden nicht genauer
diskutiert, da eine sichere Identifizierung durch Referenzsubstanzen mdglich war.

Die Massenspektren der Referenzsubstanzen und der 7 sicher identifizierten Substanzen
befinden sich im Anhang.

Die 4 nur vermuteten Ozonierungsprodukte des Phenanthrens bedirfen im Folgenden jedoch

weiterer Erlauterung und Diskussion.
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Scan 624 (15.710 mMmin): DERZ29-24.0D
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Abb. 11Vermutliches Massenspektrum von 2'-Hydroxy-2-Formylbiphenyl als cyclisches Acetal 6-
Methoxydibenzopyran als mégliches Oxidationsprodukt des Phenanthrens

Das Massenspektrum wurde aus einer mit Methanol extrahierten und ohne Derivatisierung
gemessenen Probe aufgenommen. Das Massenspektrum von 2'-Hydroxy-2-Formylbiphenyl
weist darauf hin, dass die Substanz in Methanol in Form eines cyclischen Acetals (6-
Methoxy-dibenzopyran) vorzuliegen scheint. Einige charakteristische Molekilionen zeigen
den Molekulzerfall im Massenspektrometer. Die offene Form des Molekils, die eine
Hydroxylgruppe tragt misste mit MSTFA derivatisierbar sein, indem diese funktionelle
Gruppe mit einer Trimethylsilylgruppe geschitzt wird. Die Massenspektren derivatisierter
Proben ergaben darauf keine eindeutigen Hinweise, weshalb die Substanz als tatsachliches
Oxidationsprodukt des Phenanthrens in Frage zu stellen ist.
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Abb. 12Vermutliches Massenspektrum von Biphenyl-2-Carbonsaure (MSTFA-Derivat) als mdgliches
Oxidationsprodukt des Phenanthrens

Biphenyl-2-Carbonsaure konnte trotz Ubereinstimmung der Retentionszeiten zwischen
Referenz und Probe nicht sicher nachgewiesen werden, da es zu einer Uberlagerung mit dem

Phenanthrenpeak im Chromatogramm gekommen ist. Phenanthren verursacht einen



Ergebnisteil Seite 69

Massenpeak bei m/z 177 mit grof3er Intensitéat. Es treten jedoch auch die Molektlionen der

Biphenyl-2-Carbonsaure mit geringer Intensitat auf.

L5
1ee ‘
L
L oa
M“H\ MHM \‘H‘
o A3 186 T80 256 =40

Abb. 13Vermutliches Massenspektrum von 9,10-Phenanthrendion als mdogliches Oxidationsprodukt des
Phenanthrens
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Vergleicht man das Massenspektrum der Probe mit dem Referenzspektum von 9,10-
Phenanthrendion (s. Anhang), dann fallen hier die zusatzlichen Massenpeaks bei m/z 194 und
166 auf, die nicht der Substanz zugeordnet werden kdnnen. Problematisch sind zudem die
Zuordnung der Massen m/z 207, 181 und 152, da sich aus dem Phenanthrenmolekil durch
Oxidation sehr viele mogliche aromatische Strukturen ergeben koénnen, die in diese
Molekulionen zerfallen kénnen. Aus diesem Grund ist das Massenspektrum allein nicht
aussagekraftig genug. Jedoch stimmen die Retentionszeiten von Substanz und Referenz
Uberein, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich tatsachlich um 9,10-
Phenanthrendion handelt.
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Abb. 14Vermutliches Massenspektrum von Xanthon als mégliches Oxidationsprodukt des Phenanthrens
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Die Identifizierung des Oxidationsproduktes als Xanthon ist mit sehr grof3er Unsicherheit
behaftet. Die Zerfallsmuster von Referenz und Probe stimmen im Vergleich sehr gut Gberein,
allerdings gibt es einen Unterschied zwischen den Retentionszeiten (s. Anhang). Betrachtet
man die Retention der reinen Einzelsubstanz im Standard und das Verhalten in der komplexen
Substanzmischung der Probe, so wére eine mogliche Erklarung ein unterschiedliches
Retentionsverhalten der Substanz auf der Saule des Gaschromatographen in Reinform, bzw.
in Substanzmischungen. Diese Erklarung erscheint jedoch nicht als sehr plausibel. Es sind
auch noch andere Strukturisomere der gleichen Masse und Zusammensetzung denkbar, die
maoglicherweise ein gleiches oder &hnliches Zerfallsmuster aufweisen, so dass Xanthon als
mogliches Reaktionsprodukt der Ozonolyse des Phenanthrens in Frage zu stellen ist.
Desweiteren ist auch der Reaktionsweg unklar, durch den es in der Folge der Ozonolyse zu
einem Kohlenstoffverlust und zu einem anschlieRenden Ringschluf® zu dem Heterozyklus des

Xanthons kommen kdnnte.

Im folgenden ist das Auftreten der 7 identifizierten Reaktionsprodukte des Phenanthrens im
Verlauf einer Ozonierung auf Quarzsand dargestellt. In einem Laborreaktor wurden 200 g mit
Phenanthren (1 g/kg TM) kontaminierter Quarzsand Uber einen Zeitraum von 7 h mit Ozon
behandelt (25 g €m°®, 30 I/h). Durch MILLER [Dissertation, 2000] wurden &hnliche Verlaufe

bei der Ozonierung auf verschiedenen Boden und der Analytik von 4 Hauptkomponenten des
Phenanthrenabbaus durch HPLC erhalten. Je nach Bodeneigenschaften verschieben sich die
Anteile der unterschiedlichen Reaktionsprodukte etwas. Es lassen sich jedoch immer die
gleichen Ozonierungsprodukte nachweisen und die Ergebnisse sind gut mit der Ozonierung

auf Quarzsand vergleichbar.
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Abb. 15Konzentrationsverlauf der unterschiedlichen Reaktionsprodukte bei der Ozonierung von Phenanthren
auf Quarzsand. Alle Werte wurden in Doppelbestimmung ermittelt.

Die Abb. 15 lasst den Reaktionsverlauf des Phenanthrens mit Ozon deutlich erkennen. Der
erste Reaktionsschritt fihrte zu einer Ring6ffnung des Phenanthrenrings. Bereits innerhalb
von 15-30 Minuten wurden mit der Bildung von 2,2‘-Biphenyldialdehyd (103 mg/kg TM), 2*-
Formyl-2-Biphenylcarbonséure (259 mg/kg TM) und 2,2-Biphenyldicarbonsaure
(Diphenséaure, 176 mg/kg TM) deren hoéchste Konzentrationen erreicht. Diese Substanzen
zeichnen sich durch das Biphenylringsystem mit Erhalt der Aromatizitat der vormaligen
aulBeren Ringe des Phenanthrens aus. Durch die Carbonyl- und Carboxylgruppen ist der
weitere Angriff auf das aromatische System durch das Ozon gehemmt. Aufgrund dessen
wurden die nach 15-30 Minuten erreichten, hohen Konzentrationen der primaren
Reaktionsprodukte nur langsam zugunsten der Bildung der sekundaren Reaktionsprodukte
abgebaut. Deren maximal wahrend der Ozonierung aufgetretenen Konzentrationen lagen bei
15 mg/kg TM (Salicylsaure), 16 mg/kg TM (Phthalaldehydsaure), 69 mg/kg TM (Phthalséure)
und 27 mg/kg TM (Trimelliths&ure).

Innerhalb kurzer Zeit nach Beginn der trockenen Ozonierung von Phenanthren auf einer
festen Matrix wie Boden oder Quarzsand traten eine Vielzahl verschiedener aromatischer
Oxidationsprodukte auf. Durch Dinnschichtchromatographie wurden 16 Substanzen
aufgetrennt. Mit Hilfe der Gaschromatographie-Massenspektrometrie konnten 7 Substanzen
eindeutig identifiziert und 4 weitere Substanzen postuliert werden. Der weitere Abbau zu

kirzeren Kohlenstoffverbindungen war erschwert und eine Totaloxidation zu
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Kohlenstoffdioxid nicht zu erzielen. Eine Ozonolyse in Gegenwart von Wasser ware
moglicherweise effektiver aufgrund der extrem reaktiven Hydroxylradikale, die aus dem
Ozon gebildet werden. Eine derartige Reaktionsfilhrung ist mit einem Feststoffreaktor
aufgrund der leichten Agglomeratbildung feuchten Bodena_ [lgR, 2000] nicht realisierbar.

Eine Totaloxidation von PAK zu Kohlenstoffdioxid ware demnach anhand der
Untersuchungen am Modellschadstoff Phenanthren unter diesen Bedingungen nicht effektiv
zu realisieren. Bei einer Teiloxidation, die bisher verwirklicht werden konnte mussen weitere
Untersuchungen Erkenntnisse Uber die mikrobiologische Abbaubarkeit der entstandenen

Substanzen erbringen.

4.2.4 Untersuchungen zur Bioverfigbarkeit von Phenanthren

Die Voroxidation von PAK mit Ozon sollte zu anoxidierten, polaren und damit besser
wasserloslicheren Substanzen fihren. Auf diese Weise sollte die Bioverfluigbarkeit von PAK
erhoht werden. Zum einen stellte sich die Frage nach den entstehenden Substanzen und zum
anderen nach dem Einfluss der Ozonierung auf die verbleibenden PAK selbst. Diese Fragen
sollten anhand von Untersuchungen am Modellschadstoff Phenanthren untersucht werden.
Fur fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen konnten nur die Uberstande von
Kultivierungsproben fir off-line-Messungen verwendet werden, da die Trubung der
Bodensuspensionen zu hoch war. Eine direkte on-line-Messung war daher nicht mdglich. In
der Abbildung 16 sind die Fluoreszenzspektren dargestellt, die aus den Proben eines
Schiuttelkolbenversuches mit unterschiedlichem Voroxidationsgrad des eingesetzten

Bodenmaterials stammen.
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Abb. 16Phenanthrenfluoreszenz in Medientberstanden aus Schiittelkolbenkultivierundggnyanibikuyaen
10% Bodensuspension. Ausgangskontamination 1000 mg Phenanthren/kg TM. (Vorozonierung bei:
Ozonkonzentration 25 gAn30 I/h). Probenahme jeweils zu Beginn und Ende der Kultivierung.
Probe a) 0 h und b) 22 h: Referenz ohne Vorozonierung
Probe ¢) 0 h und d) 22 h: 3minltige Vorozonierung des Bodens, Voroxidationsgrad 11 %
Probe e) 0 h und f) 22 h: 6minltige Vorozonierung des Bodens, Voroxidationsgrad 59 %
Probe g) 0 h und h) 22 h: 12minitige Vorozonierung des Bodens, Voroxidationsgrad 68 %

330 360 390 420 450 480 510 540 570 600
Emission



Ergebnisteil Seite 74

Der Fluoreszenzpeak des Phenanthrens liegt bei dem Wellenlangenpaar Ex 320nm/Em
400nm. Vergleicht man die Spektren, die bei 0 h zu Beginn des Schiittelkolbenversuches
aufgenommen wurden (a-c-e-g), so lassen sich bei den vorozonierten Proben hohere
Fluoreszenzintensitaten erkennen. Der gleiche Trend ist auch aus den Spektren bei 22 h am
Ende des Abbauversuches (b-d-f-h) zu erkennen. Dies legt den Schlul3 nahe, dass die
Verfugbarkeit des Phenanthrens durch die Vorbehandlung mit Ozon erhéht wurde. Im
dargestellten Experiment war der beobachtete mikrobiologische Phenanthrenabbau in den
vorozonierten Ansatzen bei einem Voroxidationsgrad von 11% so hoch wie in der Referenz,
wéahrend bei Voroxidationsgraden von 59 % und 68 % sogar eine Steigerung der
Gesamtabbauleistung zu beobachten war. Eine verbesserte Verfluigbarkeit konnte sich durch
ein Aufbrechen der Huminstoffmatrix durch die Ozonbehandlung ergeben haben, was zu
geringeren Anteilen an gebundenen Rickstanden gefiihrt haben kann. Die Ozonierung
bewirkte eine unselektive Oxidation der Huminstoffe zu kleineren Huminstoffbruchstiicken.
Diese Huminstoffmolekule verfliigten Gber eine verbesserte Loslichkeit in Wasser, was auch
anhand der Zunahme des DOC und einer braunlichen Verfarbung der verwendeten Medien zu
beobachten war. Phenanthrenmolekile, die an die Huminstoffe gebunden oder adsorbiert
waren gingen in der Folge ebenfalls mit in Losung und konnten fluoreszenzspektroskopisch
detektiert werden, was zu einer Erhdhung der Fluoreszenzintensitat gefuhrt hat.
Oxidationsprodukte des Phenanthrens aus der Reaktion mit Ozon konnten bisher nicht
fluoreszenzspektroskopisch nachgewiesen werden. In der Abb. 16 scheint sich unterhalb der
Phenanthrenfluoreszenz bei den vorozonierten Ansétzen ein weiterer Fluoreszenzpeak bei
dem Wellenlangenpaar Ex 300nm/Em 400nm abzubilden. Allerdings war dieses Ergebnis
bisher nicht reproduzierbar. Zudem kann es sich hierbei auch um eine Verschiebung der
Fluoreszenz durch kristalline Phenanthrenpartikel handein.

Anhand der Fluoreszenzuntersuchungen von Uberstanden des Kultivierungsmediums konnte
demonstriert werden, dass die Voroxidation des eingesetzten Bodenmaterials durchaus zu
einer Erhohung der Phenanthrenmenge in Bodensuspension gefuhrt hat. Geringe
Ozonmengen fuhrten zu einer Erhéhung des I6slichen Huminstoffanteils, was aufgrund der

adsorbierten Phenanthrenmolekile zu deren erhdhten Bioverfiigbarkeit beigetragen hat.
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4.3 Abbauversuche von Phenanthrenkontaminationen auf Boden und
Quarzsand durch Ozonierung und anschlieRendem Abbau im

Schiittelkolben mit Sphingomonas yanoikuyae

Durch Vorversuche sollte der Einfluss der Vorozonierung von Phenanthren auf den
mikrobiologischen Phenanthrenabbau du8phingomonas yanoikuyaetersucht werden.

Dabei wurde eine Verbesserung des mikrobiologischen Abbaus erwartet, da der gewdahlte
Mikroorganismus Uber eine Abbaukapazitat eines umfangreichen Substratspektrums verfigt.
Um das Modellsystem einfach zu halten, wurde eine Reinkultur und nur ein Modellschadstoff
gewahlt. Um Huminstoffeinflisse auszuschalten, wurden die Versuche neben Boden auch auf
Quarzsand durchgefihrt. Durch Schuttelkolbenversuche sollten vorab die gunstigsten
Versuchsbedingungen untersucht werden, um nach erfolgter Vorozonierung wéhrend des
mikrobiologischen Abbaus eine Verfalschung der Ergebnisse durch im Boden befindliches
Restozon zu vermeiden.

Dazu wurde 200 g Boden oder Quarzsand mit Phenanthren kontaminiert (1000 mg/kg TM)
und diese Charge in einem 500 mL Edelstahlreaktor mit Paddelmischer ozoniert. Die
Versuchsbedingungen waren immer ein Volumenstrom von 30 I/h durch den Reaktor, eine
Ozonkonzentration von 25 glrand Einwirkzeiten des Ozons auf das Feststoffmaterial von 0

bis 12 min. Die kurze Einwirkzeit wurde gewahlt, da der Schadstoff erst anoxidiert werden
sollte und nicht eine Totaloxidation angestrebt wurde. Der Ozoneintrag innerhalb dieser Zeit
liegt in einem Bereich von 0 bis 750 mg Ozon/kg TM, was einem spezifischen Ozoneintrag
von 0 bis 0,75 mg Ozon/mg Phenanthren entspricht.

Die nach erfolgter Voroxidation genommenen Bodenproben wurden bis zum Start des
Abbauversuchs im Schuttelkolben 1, 4, bzw. 26 Tage bei +4°C aufbewahrt. Dabei sollte der
eventuelle Einfluss von im Boden verbliebenen Restozon durch eine gewisse Wartezeit
eliminiert werden. Dabei zeigte sich nach dem Animpfen eines Bodensuspensionsansatzes
direkt oder 24 h nach erfolgter Vorozonierung, dass ein starkes Absinken der Kolonie
bildenden Einheiten KBE und eine Verringerung der Dehydrogenaseaktivitat zu beobachten
war. Durch eine Wartezeit von 4 Tagen nach erfolgter Vorozonierung war dieser toxische
Effekt nicht mehr so deutlich ausgepragt, so dass aufgrund dessen in weiteren Versuchen
immer so verfahren wurde. Eine langere Wartezeit von 26 Tagen ergab in diesem Sinne keine
weitere Reduzierung der Hemmwirkung.

Es werden daher im Folgenden die Ergebnisse geschildert, bei denen mit Phenanthren
kontaminierter Boden oder Quarzsand (1000 mg/kg TM) unter oben genannten Bedingungen

ozoniert wurde und der mikrobiologische Abbau erst nach 4 Tagen gestartet worden ist. Die
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Versorgung der Mikroorganismen mit anorganischem Stickstoff und Phosphor in Form von
Ammonium und Phosphat war bei allen Versuchen gewahrleistet. Uber den Versuchszeitraum
war immer genugend Phosphat und Ammonium im Mineralsalzmedium vorhanden, so dass

keine Mangelsituation auftreten konnte (hier nicht dargestellt).
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Abb. 17Phenanthrenabbau im  Schittelkolben in 10% Bodensuspension nach unterschiedlichem
Vorozonierungsgrad

Gegenuber der Referenz, die nicht mit Ozon vorbehandelt worden ist, lasst sich eine
Steigerung des Gesamtabbaus auf 80—-85% der Ausgangsmenge erzielen. Auf diesem Niveau
erfolgte jedoch eine Stagnation des Abbaus. Dabei muss berticksichtigt werden, dass es unter
den gegebenen Bedingungen (Inkubation bei 28°C, 21 h, 130 rpm) auch bei der Referenz zu
schwankenden Abbauleistungen von 70 — 90% kommen konnte. Wenn hier eine Steigerung

der Gesamtabbauleistung vorzuliegen scheint, so ist diese also noch vorsichtig zu bewerten.
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Abb. 18Phenanthrenabbauraten wahrend des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus in 10% Bodensuspension

Die Abb. 18 zeigt die mikrobiologischen Phenanthrenabbauraten nach unterschiedlicher
Vorozonierung des eingesetzten Bodens. Nur bei dem geringsten Vorozonierungsgrad
innerhalb einer 3-minltigen Vorozonierung lie3 sich noch eine der Referenz vergleichbare
mikrobiologische  Abbaurate erzielen. Bei hoherem Ozoneintrag konnten die
mikrobiologischen Abbauraten nach erfolgter Vorozonierung nicht mehr erreicht werden,
obwohl noch immer gentigend restliches Phenanthren dem Abbau zur Verfiigung stand. Noch
schlechtere mikrobiologische Abbauraten ergaben sich, wenn die Bodensuspensionen 24 h
nach der Ozonierung des Bodens angesetzt und angeimpft wurden. Der Trend zu fallenden
Abbauraten war dann noch deutlicher ausgepragt (hier nicht dargestellt).

3.00
250 -
2.00 A

1.50 q

@ Anfangswert
B Endwert

CSB/DOC [g 02/g C]

1.00 q

0.50 -

0.00 -

Vorozonierung [min]

Abb. 19Verhdltnis von CSB/DOC wahrend des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus in  10%
Bodensuspension
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Anhand der ermittelten Werte von CSB, DOC und ihrem Verhdaltnis zueinander ist
festzustellen, dass wahrend des mikrobiologischen Abbaus nur bei der Referenz, die nicht mit
Ozon vorbehandelt wurde, ein Absinken der absoluten Werte von CSB und DOC zu
beobachten war. Zudem nahm der CSB mehr ab, was zu einem kleineren Verhéaltnis
CSB/DOC gefuhrt hat. Daraus lasst sich schlie3en, dass bei fallenden DOC ein héherer
Oxidationsgrad der vorliegenden Substanzen auftrat. Die vorliegende Substanz bendtigte
somit weniger Sauerstoff zur Oxidation und ist durch mikrobiologische Stoffwechselaktivitat
weiter oxidiert worden. Bei den vorozonierten Ansatzen war im Gegenteil dazu eine
Steigerung oder Stagnation der Werte zu beobachten, was den Schlul3 nahelegt, dass die aus
der Vorozonierung hervorgegangenen Substanzen durch das Bakterium nicht weiter
umgesetzt wurden. Es muss allerdings bertcksichtigt werden, dass es hier auch durch
inhomogene Huminstoffverteilungen auf die Proben in den einzelnen Schittelkolben zu
Beeinflussungen und Verféalschungen der Ergebnisse kommen konnte.

Aus den ermittelten Werten fur die Kolonie bildenden Einheiten KBE lie3en sich keine
Ruckschlisse auf eine Beeintrachtigung der mikrobiologischen Aktivitat ziehen. Anfangs-
und Endwerte lagen bei allen Ansatzen im gleichen Bereich (hier nicht dargestellt). Einfllisse
lieRen sich jedoch aus den Dehydrogenaseaktivitaten deuten.
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Abb. 20Dehydrogenaseaktivitdten  wahrend des mikrobiologischen  Phenanthrenabbaus in  10%
Bodensuspension

Bei den Dehydrogenaseaktivitaten war mit steigender Vorozonierung ein Trend zu
abnehmenden Aktivitaten zu erkennen. Offensichtlich missen die aus der Ozonierung
hervorgegangenen Substanzen zu einer die Dehydrogenaseaktivitat beeinflussenden Wirkung
gefuhrt haben.
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Um die aufgezeigten Einflisse genauer zu untersuchen, sind diese Versuche in der gleichen

Weise mit Quarzsand anstelle von Boden durchgefihrt worden, um Huminstoffeinflisse

auszuschliel3en. Dabei zeigten sich die Unterschiede wéhrend des mikrobiologischenAbbaus

zwischen Referenz und vorozonierten Proben noch deutlicher als bei den Versuchen mit

Boden.
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Abb. 21Entwicklung der KBE wahrend des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus in Schiittelkolben in 10%

Quarzsandsuspension

Wahrend die Animpfinokula bei allen Ansatzen gleich waren, konnte bei den Anséatzen mit
Vorozonierung von 6 und 12 Minuten deutliche Abnahmen bei der KBE beobachtet werden.
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Abb. 22Entwicklung der Dehydrogenaseaktivitditen wahrend des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus in
Schittelkolben in 10% Quarzsandsuspension
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Dieser Trend spiegelte sich bei den Werten der Dehydrogenaseaktivitat noch starker wieder.
Mit steigendem Vorozonierungsgrad nahmen die Anfangswerte der Dehydrogenaseaktivitaten
deutlich ab. Nur bei 3-minutiger Vorozonierung war nochmals eine Steigerung der Aktivitat
wahrend des Abbaus zu beobachten. Die anderen Ansatze zeigten gegenuber der Referenz
kaum noch Aktivitat an. Die mikrobiologischen Aktivitaten korrelierten mit den erzielten
Abbaumengen und Abbauraten.
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Abb. 23Phenanthrenabbau im Schittelkolben in 10% Quarzsandsuspension nach unterschiedlichem
Vorozonierungsgrad

Bei den Vorozonierungsgraden von 27 bzw. 40 % nach 6 bzw. 12-minltiger Vorozonierung
fand nahezu kein Abbau mehr statt. Die Phenanthrenabbauraten lagen dementsprechend
nahezu bei 0 (nicht dargestellt), wahrend die Referenz eine Abbaurate von 3 mg/I*h aufwies.
Auch die Ergebnisse fir den CSB und DOC spiegelten diese Ergebnisse wieder, da bei DOC
und CSB keine signifikanten Anderungen mehr auftraten.

Anhand der Schuttelkolbenexperimente wurde aufgezeigt, dass der mikrobiologische
Phenanthrenabbau in Quarzsandsuspension bei steigender Vorozonierung schlechter verlauft
als der alleinige mikrobiologische Abbau. Mit steigendem Vorozonierungsgrad trat eine
zunehmende Hemmung des Wachstums, der mikrobiologischen Aktivitat und der
Abbauleistung auf. An Quarzsand war dieser Effekt besonders stark ausgepragt, da nach der
Ozonierung entstandene Stoffe frei im Medium vorliegen konnten und nicht durch
Huminstoffe gebunden wurden. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass diese Stoffe nicht
biologisch abbaubar sind und sogar eine toxische oder inhibierende Wirkung entfalten
konnen. An Boden schienen die die Inhibierung verursachenden Stoffe durch die
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Huminstoffmatrix gebunden zu werden, so dass sich diese hemmenden Effekte nicht so stark

auswirken konnten.

4.4 Phenanthrenabbau im Bioreaktor durchS. yanoikuyaeDSM 6900

4.4.1 Phenanthrenabbau in 10% Quarzsandsuspension im Bioreaktor nach

Voroxidation mit Ozon

Gegenstand der Untersuchungen war der Verlauf des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus
nach einer Voroxidation mit Ozon. Dabei ist es von Bedeutung, ob der mikrobiologische
Abbau hinsichtlich Geschwindigkeit und Effektivitdt durch die vorhergehende
Ozoneinwirkung auf den Schadstoff positiv oder negativ beeinflusst wurde. Um Stérungen
durch Huminstoffe auszuschlie3en, wurden die ersten Versuche mit Quarzsand durchgefihrt.
Im Gegensatz zu den Schuttelkolbenversuchen sind bei den Kultivierungen im 2-L-Bioreaktor
umfassendere Untersuchungen moglich, die den Verlauf des Phenanthrenabbaus Uber einen
langeren Versuchszeitraum dokumentieren. Zur Vorozonierung des Ausgangsmaterials wurde
der 500 mL Edelstahlreaktor mit Paddelmischer verwendet. Dazu wurden 200 g Quarzsand
mit Phenanthren kontaminiert (1000 mg/kg TM) und diese Charge eine festgelegte Zeit mit
Ozon behandelt. Die Versuchsbedingungen wurden immer eingestellt auf einen
Volumenstrom von 30 I/h durch den Reaktor, eine Ozonkonzentration von 25ugfin
Einwirkzeiten des Ozons auf das Feststoffmaterial von 0, 3 und 30 min. Diese
Reaktionszeiten wurden gewahlt, da gegenuber den Schuttelkolbenversuchen eine etwas
grolRere Einwirkzeit des Ozons eingerdumt werden sollte. Auch hier sollte der Schadstoff erst
anoxidiert und nicht eine Totaloxidation angestrebt werden. Moglicherweise kann durch die
Verlangerung der Ozonierung die bei den Schuttelkolbenversuchen beobachteten
Hemmungen wieder gesenkt werden. Der Ozoneintrag innerhalb dieser Zeit lag in einem
Bereich von 0 bis 1875 mg Ozon/kg TM, was einem spezifischen Ozoneintrag von 0 bis 1,875
mg Ozon/mg Phenanthren entspricht. Das Bodenmaterial wurde nach der Ozonbehandlung 4
Tage bei +4°C gelagert, bevor es fur die Kultivierung eingesetzt wurde. Die Kultivierung
wurde Uber einen Zeitraum von 4 Tagen durchgeftihrt. In der Abbildung 24 sind die Verlaufe

der Phenanthrenkonzentrationen dargestelit.
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Abb. 24Verlauf des Phenanthrenabbaus wéahrend der Kultivierung in 10% Quarzsandsuspens®n mit
yanoikuyaebei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad. (Kultivierungsbedingungen: 28°C, 500 rpm,
Begasung 1 vwvm)

Anhand der Referenzkultivierung ohne Vorozonierung ist zu erkennen, dass der Abbau
innerhalb von 24 h bis auf das Restniveau von 80 mg Phenanthren/kg TM erfolgte. Eine
weitere Reduzierung von 80 auf 30 mg Phenanthren/kg TM innerhalb der folgenden 72 h fiel
nur noch gering aus. Sehr deutlich zeichnet sich die Auswirkung der Vorozonierung im
Verlauf der Abbaukurven ab. Eine Vorozonierung von 3 min. innerhalb derer schon 35% der
Ausgangsmenge des Phenanthrens oxidiert wurden hat genauso wie die Vorozonierung von
30 min. innerhalb derer 58% der Ausgangsmenge des Phenanthrens oxidiert wurden, eine
deutliche Verlangsamung des Phenanthrenabbaus zur Folge. Erst nach 96 Stunden wurde das
gleiche Niveau von 30 mg Phenanthren/kg TM erreicht, wobei die Kultivierung mit der
kiirzeren Vorozonierung von 3 min. sogar nur 120 mg Phenanthren/kg TM erreichte. Beide
Kurvenverlaufe sind einander sehr ahnlich, wobei sich mit steigender Voroxidation die
gesamte Abbaukurve auf der y-Achse weiter nach unten verschieben sollte. Warum sich die
Anfangswerte der Kultivierungen bei 3- und 30-mindtiger Voroxidation mit ca. 500 mg
Phenanthren/kg TM kaum unterscheiden ist nicht eindeutig zu erklaren. Mdglicherweise war
auch die Gleichgewichtseinstellung im Reaktor noch nicht vollstandig erreicht. Die Extraktion
des Phenanthrens aus der Bodensuspension war jedoch mit Schwankungen behaftet und
konnte mangels Probenvolumen und aufgrund des Aufwandes nur einfach bestimmt werden.
Die Anfangswerte des Ausgangsmaterials, aus denen die Phenanthrenwerte durch
Feststoffextraktion bestimmt wurden, lagen bei 683 (3 min. Vorozonierung) bzw. 476 mg

Phenanthren/kg TM (30 min. Vorozonierung). Auffallend ist die schnelle Reduktion des
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Phenanthrengehaltes bei 3-minitiger Vorozonierung innerhalb der ersten 12
Kultivierungsstunden und der dann folgende Wiederanstieg. Vermutlich war die zugegebene
Vorkultur in der Lage gewesen das geloste Phenanthren sofort abzubauen, bis sich eine
Hemmung bemerkbar machen konnte.
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Abb. 25Verlauf der Dehydrogenaseaktivitaten wahrend der Kultivierung in 10% Quarzsandsuspenson mit
yanoikuyaebei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Die Dehydrogenaseaktivitaten lassen sehr deutlich erkennen, dass die Vorozonierung eine
Wirkung auf die Stoffwechselaktivitat der Bakterien hat. Ohne Vorozonierung sind
durchgehend hohere Dehydrogenaseaktivitdten zu erkennen. Der Verlauf bei 3-minitiger
Vorozonierung korreliert mit dem Verlauf der entsprechenden Phenanthrenwerte. Zwar waren
die Anfangsaktivitaten geringer im Vergleich zur Referenz ohne Vorozonierung, aber in den
ersten 12 h ist eine steigende Tendenz zu erkennen. Nach den ersten 12 Kultivierungsstunden
ist es wieder zu einem Abfall der Werte gekommen. Die Aktivitaten bei 30-minutiger
Vorozonierung verliefen auf noch niedrigerem Niveau mit nur schwach ansteigender
Tendenz. Die Vorozonierung fuhrte demnach zu Produkten, die nicht weiter metabolisiert
werden konnten, was mangels Substratangebot zu einer verringerten Expression der
beteiligten Dehydrogenasen gefuhrt haben kénnte. Moglicherweise Ubten die entstandenen
Ozonierungsprodukte aber auch eine akute Hemmung auf die Dehydrogenasen aus.
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Abb. 26Verlauf der Kolonie bildenden Einheiten KBE wahrend der Kultivierung in 10% Quarzsandsuspension
mit S. yanoikuyadei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Die Entwicklung der KBE spiegelt die Unterschiede der Kultivierungen ebenfalls deutlich
wieder. Interessant ist der nahezu identische Verlauf der KBE bei 3-minltiger Vorozonierung
und der Referenz, obwohl die Dehydrogenaseaktivitaten schon auf gravierende Unterschiede
hingewiesen haben. Offensichtlich war die Auswirkung auf die Lebendzellzahl relativ gering.
Dagegen war bei dem Kultivierungsverlauf mit 30-minutiger Vorozonierung die KBE um
eine Zehnerpotenz niedriger als bei der Referenz. Die inhibierende Wirkung entstandener

Ozonierungsprodukte trat sehr deutlich hervor.
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Abb. 27Verlauf des DOC wéahrend der Kultivierung in 10% Quarzsandsuspensiois. nyianoikuyaebei
unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.
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Abb. 28Verlauf des CSB wéhrend der Kultivierung in 10% Quarzsandsuspensiofs. nyianoikuyaebei
unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Die Verlaufe der DOC- und CSB-Werte zeigten bei der Referenzkultivierung ohne
Vorozonierung einen ansteigenden Verlauf innerhalb der ersten 12 Kultivierungsstunden.
Nach Durchlaufen eines Maximums kam es dann zu einem Abfall auf ein niedriges
Restniveau. Durch den Metabolismus der Bakterien wurde das Phenanthren verstoffwechselt,
was zu einem durch die Zunahme oxidierter und im Medium geldster Substanzen
verursachten Anstieg von DOC und CSB gefihrt hat. Aufgrund weiterer Mineralisierung zu
Kohlendioxid sanken die Werte zum Ende der Kultivierung ab. Bei den Kultivierungen mit
Vorozonierung war ein hdheres Ausgangsniveau von DOC und CSB zu beobachten, da durch
die Vorozonierung des Phenanthrens wasserloslichere Substanzen entstanden waren. Durch
weitere Verstoffwechselung des restlichen Phenanthrens erhdhten sich die Werte noch. Es
kam zu keiner weiteren Verminderung, weil die aus der Ozonierung hervorgegangenen
Substanzen vermutlich nicht weiter umgesetzt wurden. Das kann durch die folgende
Abbildung ebenfalls verdeutlicht werden, in der die entstandenen Kohlendioxidmengen auf
die abgebaute Phenanthrenmenge bezogen wurden, die zu Beginn der Kultivierung im

Reaktor vorlag.
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Abb. 29Darstellung der Mineralisierung zu Kohlendioxid wahrend der Kultivierung in  10%
Quarzsandsuspension r8it yanoikuyaéei unterschiedlichen Ozoneintrag (Vorozonierungsgrad).

Die absoluten Kohlendioxidmengen, die wahrend der Kultivierungen entstanden sind, wurden
hier nicht dargestellt. Ohne Vorozonierung entstanden 456,7 mg Kohlendioxid, bei einem
Ozoneintrag von 0,188 g entstanden 159,8 mg Kohlendioxid und 99,3 mg Kohlendioxid bei
einem Ozoneintrag von 1,214 g Ozon/kg TM. Mit steigendem Vorozonierungsgrad nimmt die
durch den mikrobiologischen Abbau entstandene Kohlendioxidmenge ab. Berechnet man die
Menge Kohlendioxid, die theoretisch bei vollstandiger Mineralisierung von Phenanthren
entstehen kann, ergibt sich ein Wert von 3,46 mg/@@ Phenanthren. Die Kultivierung
ohne Vorozonierung kam dem mit einem Wert von 3,01 mg'i@@Phenanthren schon sehr
nahe, wahrend die Werte bei den Kultivierungen nach einer Vorozonierung auf 1,93 und 0,99
mg CQ/mg Phenanthren abfielen. Mdglicherweise wurde das vorhandene restliche
Phenanthren nur noch unvollstandig umgesetzt, wahrend die aus der Vorozonierung

hervorgegangenen Substanzen nicht mehr weiter mineralisiert worden sind.

Eine Vorozonierung im Modellsystem Quarzsand fihrte zu keiner Verbesserung und
Beschleunigung des Abbaus, sondern eher zu deren Verlangsamung.

Die Restwerte an nicht umgesetztem Phenanthren blieben nach einer Voroxidation mit Ozon
wahrend des mikrobiologischen Abbaus mindestens genauso grof3 oder sogar grol3er im
Vergleich zur Kultivierung ohne Vorozonierung. Die Restwerte wurden zudem auch erst zu
einem spateren Zeitpunkt erreicht. Beziglich der Dehydrogenaseaktivitat und der KBE war
eine Hemmung der mikrobiologischen Aktivitat mit steigender Vorozonierung festzustellen.
Wie die Werte von DOC, CSB und die Mineralisierungsrate zu Kohlendioxid zeigen, war eine

weitere Verstoffwechselung der aus der Ozonierung von Phenanthren hervorgegangenen
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Substanzen nicht weiter oder nur unvollstandig moglich. Anhand der identifizierten
Ozonierungsprodukte des Phenanthrens soll diese Aussage zu einem spéteren Zeitpunkt

experimentell Uberprift werden.

4.4.2 Phenanthrenabbau in 10% Bodensuspension im Bioreaktor nach Voroxidation

mit Ozon

Der Verlauf des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus nach einer Voroxidation mit Ozon an
einem huminstoffhaltigen Boden wurde untersucht. Es war das Ziel der Untersuchungen,
festzustellen, ob nach erfolgter Ozonierung des Schadstoffes in einer huminstoffhaltigen
Matrix ebenso wie bei den Quarzsandkultivierungen eine Verlangsamung des
mikrobiologischen Schadstoffabbaus zu beobachten ist. Zur Vorozonierung des
Ausgangsmaterials wurde in der gleichen Weise verfahren wie in Kapitel 4.4.1 bei den
Kultivierungen in Quarzsandsuspension. Der Ozoneintrag wahrend der Vorozonierung des
Bodens lag in einem Bereich von 0 bis 1875 mg Ozon/kg TM, was einem spezifischen
Ozoneintrag von 0 bis 1,875 mg Ozon/mg Phenanthren entsprach. In der Abbildung 30 sind
die Verlaufe der Phenanthrenkonzentrationen wé&hrend des mikrobiologischen Abbaus

dargestellt.
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Abb. 30Verlauf des Phenanthrenabbaus wahrend der Kultivierung in 10% BodensuspenSoryanivikuyae
bei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad. (Kultivierungsbedingungen: 28°C, 500 rpm, Begasung 1
vvm)
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Innerhalb der ersten 24 Kultivierungsstunden ist allen Kultivierungen der nahezu komplette
Phenanthrenabbau gemeinsam. Bei der Referenzkultivierung ohne Vorozonierung wurde der
Phenanthrengehalt von 1300 auf 85mg/kg TM reduziert, wahrend bei den Kultivierungen mit
Vorozonierung eine Senkung des Phenanthrengehalts von 800 auf 65, bzw. 200 auf 16 mg/kg
TM eintrat. Im weiteren Verlauf ndhern sich die Abbaukurven nahezu dem gleichen
Grenzwert an. Im Vergleich zu den Kultivierungen in Quarzsandsuspension war weder eine
deutliche Verlangsamung des mikrobiologischen Phenanthrenabbaus noch eine deutliche
Beschleunigung zu beobachten. Nach durchgefuhrter Vorozonierung verlief der Abbau bei
einem Ozoneintrag von 0,185g Ozon/kg TM genauso schnell wie bei der Referenz. Bei einem
Ozoneintrag von 1,14 g Ozon/kg TM verlief der Restabbau etwas schneller als bei der
Referenz und es wurden auch geringere Restwerte nach 96 Kultivierungsstunden erreicht. Die
Unterschiede sind jedoch nicht signifikant.

Der Abbau des nach der Vorozonierung noch vorhandenen Phenanthrens bereitete den
Mikroorganismen wenig Schwierigkeiten. Uber die Folgen der Ozoneinwirkung auf Boden
und Schadstoff lasst die Phenanthrenabbaukurve keine Ruckschlisse zu. Die folgenden
beiden Abbildungen machen den Einfluss der Ozoneinwirkung jedoch sehr deutlich.
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Abb. 31Verlauf der Dehydrogenaseaktivititen wahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspensi@ mit
yanoikuyaebei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Trotz gleicher Animpfinokula von@® Zellen/mL fielen die Dehydrogenaseaktivititen bei
den Kultivierungen mit Vorozonierung deutlich niedriger aus. Der Hochstwert, der bei allen

Kultivierungen nach 3 Kultivierungsstunden erreicht wurde, entsprach bei der Referenz mit
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1,35 mg red. Resazurin/ I*h dem 4-5 fachen Wert der Kultivierungen mit Vorozonierung.
Letztere liegen in der gleichen Gré3enordnung zwischen 0,25 und 0,5 mg red. Resazurin/I*h.
Vergleichbar mit den Quarzsandkultivierungen ist auch hier eine Hemmung der
Dehydrogenaseaktivitdt zu beobachten. Durch die Ozoneinwirkung auf Schadstoff und
Huminstoffe wurde die Stoffwechselaktivitat der Bakterien deutlich beeinflusst.
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Abb. 32Verlauf der Kolonie bildenden Einheiten KBE wahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspension mit
S. yanoikuyadei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Im Gegensatz zur Dehydrogenaseaktivitat, die bei Vorozonierung des Bodens wéhrend der
Kultivierung zu geringeren Werten fuhrte, schien das bakterielle Wachstum in den ersten 20
Kultivierungsstunden keine Unterschiede aufzuweisen. Jedoch zeigte sich bei den
Kultivierungen mit Vorozonierung das Ende der exponentiellen Wachstumsphase bereits nach
18 Kultivierungsstunden. Bei der Referenz ist das Ende dieser Wachstumsphase erst nach 48
Kultivierungsstunden erreicht worden. Eine akute toxische Wirkung auf die Bakterien konnte
nicht festgestellt werden, auch wenn es anhand der Dehydrogenaseaktivitat zu einer
Beeintrachtigung der Stoffwechselaktivitat kam. Die exponentiellen Wachstumsphasen
wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Das Wachstum war bei den Kultivierungen mit
Vorozonierung nur wenig langsamer. Das bedeutet, dass nach 18 Kultivierungsstunden bei
den Kultivierungen mit Vorozonierung schon eine Verknappung des Substratangebotes
eingetreten sein musste, in deren Folge die Bakterien in die Absterbephase eingetreten waren.
Die nachsten Abbildungen zeigen die Verlaufe des gelésten organischen Kohlenstoffgehalts
DOC und des chemischen Sauerstoffbedarfs CSB.
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Abb. 33Verlauf des DOC wahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspension Smiyyanoikuyaebei
unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.
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Abb. 34Verlauf des CSB wahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspension Smitanoikuyaebei
unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Beiden Abbildungen ist gemeinsam, dass bei der Kultivierung ohne Vorozonierung,
ausgehend von einem bestimmten Anfangswert bei DOC und CSB, ein Maximum
durchlaufen wurde. Zum Ende der Kultivierung fielen DOC und CSB wieder ab. Nach
erfolgter Vorozonierung starteten die Kultivierungen mit etwas erhéhten Werten, allerdings
stiegen DOC und CSB wahrend des Kultivierungsverlaufs weiter an. DOC und CSB
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verharrten dann auf einem Niveau, dass sich auch nicht mehr weiter reduziert. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass durch die Vorozonierung mehr wasserlosliche organische Stoffe
entstanden waren, die zu einer Erhéhung des DOC und CSB gefiihrt haben. Jedoch wurden
diese Substanzen nicht mehr weiter mineralisiert, da keine Verringerung des DOC und CSB
zu beobachten war.

Eine schlechte Mineralisierung der aus der Ozonierung hervorgegangenen Substanzen kann
auch anhand der Kohlendioxidmengen, die wahrend des mikrobiologischen Abbaus
entstanden sind, vermutet werden. Bei der Kultivierung ohne Vorozonierung entstanden 2243
mg Kohlendioxid, wahrend mit steigender Vorozonierung nur noch 1813 mg, bzw. 1707 mg
Kohlendioxid entstanden sind (nicht dargestelit). Ein analoger Trend war auch schon bei den

Quarzsandkultivierungen mit Phenanthren als einziger Kohlenstoffquelle zu beobachten.
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Abb. 35Darstellung der Mineralisierung zu Kohlendioxid bezogen auf die vorliegende Phenanthrenmenge
wéahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspension it yanoikuyaebei unterschiedlichem
Ozoneintrag (Vorozonierungsgrad).

Interessanterweise stiegen die relativen Kohlendioxidmengen in Relation zum vorhandenen
Phenanthren mit steigender Vorozonierung an. Der grof3te Anteil am entstandenen
Kohlendioxid musste daher durch die Mineralisierung von Huminstoffen des Bodens

verursacht worden sein.

Eine Vorozonierung des Phenanthrens am Modellsystem Boden fuhrte im Vergleich zu den
Abbauversuchen auf Quarzsand nicht zu einer Verlangsamung des mikrobiologischen
Abbaus. Die Unterschiede zum mikrobiologischen Abbau ohne Vorozonierung sind jedoch
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nicht signifikant. Die Stoffwechselaktivitat der Bakterien wurde dennoch durch die
Vorozonierung beeinflusst. Die Dehydrogenaseaktivitaten lagen bei der Kultivierung ohne
Vorozonierung um das drei- bis flinffache héher als es nach einer Vorozonierung der Fall war,
wahrend keine so deutliche Auswirkung auf die Lebendzellzahl zu beobachten war. Jedoch
wurde bei den Kultivierungen mit Vorozonierung das Wachstumsmaximum schon nach 18
Kultivierungsstunden durchlaufen, wahrend dies bei der Referenzkultivierung erst nach 48
Kultivierungsstunden der Fall war. Die beobachteten Effekte lassen sich auf einen moglichen
Substratmangel zurickfuhren, wonach durch die Ozonolyse des Phenanthrenrings schon die
Angriffspunkte des mikrobiologischen Stoffwechsels vorweggenommen wurden und
Substanzen entstanden sind, die sich nicht in den Stoffwechsel einbinden lassen. Eine
Hemmung des Enzymsystems der Dehydrogenasen durch ein  bestimmtes
Ozonierungsprodukt kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Der DOC und CSB liefern
ebenfalls Hinweise darauf, dass trotz des durch die Ozonierung hervorgerufenen
Kohlenstoffangebotes im Medium dieses nicht weiter umgesetzt wurde. So war mit der
Vorozonierung ebenfalls eine Abnahme der absoluten Kohlendioxidproduktion zu
beobachten.

4.5 Abbau von PAK im Bioreaktor durch eine Mischkultur

Fir den mikrobiologischen Abbau einer realen Kontamination eines Gaswerkbodens mit PAK
wurde eine Bakterienmischkultur eingesetzt, die sowohl auf 5 verschiedenen PAK als den
Ausgangschadstoffen als auch auf deren Ozonierungsprodukten angereichert wurde.
Vergleichend zu den Abbauversuchen am Modellsystem Phenanthren und dessen Abbau
durch eine Reinkultur solite der Einfluss der Ozonierung auf den mikrobiologischen Abbau
durch eine Mischkultur untersucht werden. Zur Vorozonierung des Ausgangsmaterials wurde
in der gleichen Weise verfahren wie in Kapitel 4.4.1 bei den Kultivierungen in Quarzsand-
und Bodensuspension. Der Ozoneintrag wahrend der Vorozonierung des Bodens lag in einem
Bereich von 0 bis 3 g Ozon/kg TM, was bei einer Gesamtbelastung des Bodens von 600 mg
PAK/kg TM einem spezifischen Ozoneintrag von 0 bis 6 mg Ozon/mg PAK entsprach. Der
hohere Ozoneintrag wurde gewahlt, da bei der gealterten Kontamination mit einer geringeren
Oxidationsrate der PAK gerechnet werden musste. In der Abbildung 36 sind die Verlaufe der
PAK-Konzentrationen wahrend des mikrobiologischen Abbaus dargestelit.
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Abb. 36Verlauf des PAK-Abbaus wahrend der Kultivierung in 10% Bodensuspension mit einer Mischkultur bei
unterschiedlichem Vorozonierungsgrad. (Kultivierungsbedingungen: 28°C, 500 rpm, Begasung 1 vwm)

In der Abbildung 36 fallen zwei Effekte besonders deutlich auf. Allen Kultivierungen ist
gemeinsam, dass es nach einem Anfangswert der Gesamtkonzentration der PAK zu einem
schnellen Abfall und Wiederanstieg der Konzentrationen gekommen ist. Eine Erklarung dafur
ist moglicherweise ein Abbau der leichter verstoffwechselbaren PAK in den ersten 6-12
Kultivierungsstunden, wahrend die Gleichgewichtseinstellung und die Verteilung der PAK im
Medium noch nicht abgeschlossen war. Wahrend sich der PAK-Abbau wieder verlangsamte
konnten von den Bakterien ausgeschiedene Tenside eine Erhdhung der Loslichkeit der PAK
bewirkt haben, was den Wiederanstieg der Konzentrationen erklaren wirde.

Die Abbauleistungen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst und erlauben einen

Uberblick Gber den mikrobiologischen Schadstoffabbau.

Tab. 17 Daten des Schadstoffabbaus aus Vorozonierung in Kombination

mit mikrobiologischen Abbau

Ozoneintrag Mikrobiologischer Abbauraten des
[g Ozon/kg TM] PAK-Abbau mikrobiologischen
[mg/kg TM] PAK-Abbaus
[mg/kg TMIA]
0,0 170,7 1,02
0,5 239,4 1,43
3,0 185,8 1,11
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Betrachtet man den mikrobiologischen Abbau Uber den beobachteten Versuchszeitraum so
konnte durch die Vorozonierung eine Steigerung der Abbauraten beobachtet werden.
Ausgehend von nahezu gleichen Ausgangskonzentrationen wurden nach einer Vorozonierung
etwas geringere Restkonzentrationen erreicht. Bei der kirzeren Vorozonierung mit einem
Ozoneintrag von 0,5 g Ozon/kg TM war dieser Effekt deutlicher ausgepragt, indem 239,4 mg
PAK abgebaut wurden gegeniiber 170,7 mg PAK/kg TM bei der Referenzkultivierung. Bei
einem langeren vorhergehenden Ozoneintrag nahm die mikrobiologisch abgebaute PAK-
Menge mit 185,8 mg PAK/kg TM wieder ab. Diese Ergebnisse sind jedoch mit Vorsicht zu
interpretieren, da aufgrund des hohen Volumens wahrend der Probenahmen alle Messwerte
nur einfach bestimmt werden konnten. Inhomogenitaten wahrend der Probenahme k&nnen
daher nicht ausgeschlossen werden. Eine Verfalschung des Abbaus durch einen zu hohen
Feststoffaustrag wahrend der Kultivierung kann dagegen ausgeschlossen werden. Der
Feststoff- und PAK-Austrag belief sich auf 1,5% der eingesetzten Bodenmasse.

Auffallend ist auch die geringe Auswirkung der Ozonierung auf den gesamten PAK-Gehalt
des Bodens. Obwohl unter gleichen Bedingungen der Ozoneintrag in den Boden
versechsfacht wurde, konnte sowohl zwischen den PAK-Gehalten der Béden mit einem
Ozoneintrag von 0,5 und 3,0 g Ozon/kg TM als auch gegeniber dem unbehandelten
Ausgangsmaterial kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Verlangerung der
Ozonierung hat sich im Sinne einer weiteren Schadstoffabnahme nicht ausgewirkt. Ursachen
fur diese Beobachtung finden sich auch in der Dissertation vong® [MULLER, 2000].

Zum einen sind die PAK bei einer gealterten Altlast tief in die Bodenporen eingedrungen, was
den Angriff durch das Ozon erschwert. Zum anderen liegen die PAK in Form kleiner Partikel,
verklebt mit Teer und Sandkérnern vor. Eine Oxidation der PAK findet demnach nur an der
Oberflache dieser Partikel unter Bildung einer Produktschicht aus Oxidationsprodukten statt.
Eine weitere Oxidation schreitet nur langsam oder gar nicht voran. Demnach ist ein weiterer
Einsatz von Ozon nicht sehr effektiv, was sich in den oben aufgefiihrten Ergebnissen

widerspiegelt.
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Abb. 37Dehydrogenaseaktivitaten wahrend des PAK-Abbaus bei der Kultivierung in 10% Bodensuspension mit
einer Mischkultur bei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Interessanterweise wiesen die Kultivierungen mit Vorozonierung des eingesetzten Bodens
z. T. hohere Dehydrogenaseaktivitaten auf als die Kultivierungen ohne vorhergehenden
Ozoneintrag. Die Ursache dafir ist mdglicherweise ein gré3eres Substratangebot zu Beginn
der Kultivierungen, das aus den Ozonierungsprodukten der PAK und der Huminstoffe des
Bodens hervorgegangen ist. Offenbar kam die eingesetzte Bakterienmischkultur mit den
vorliegenden Bedingungen nach einer Ozonierung des Bodens besser zurecht als die
Reinkultur im Modellsystem. Allerdings ist anhand der PAK-Werte festzustellen, dass trotz
gesteigerter Stoffwechselaktivitat nur eine kleinere Steigerung des mikrobiologischen Abbaus
erreicht worden ist.
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Abb. 38Kolonie bildende Einheiten KBE wéahrend des PAK-Abbaus bei der Kultivierung in 10%
Bodensuspension mit einer Mischkultur bei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Die Entwicklung der Kolonie bildenden Einheiten wies keine grof3en Unterschiede auf. So
war bei einem vorhergehenden Ozoneintrag eine geringflugig hohere KBE zu beobachten als
bei der Referenzkultivierung. Wie anhand der KBE und der Dehydrogenaseaktivitat gezeigt
werden konnte, wirkte sich die Ozonierung in einem real kontaminierten Boden nicht auf die
Lebendzellzahl und die mikrobielle Aktivitat aus. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den
Beobachtungen der Reinkultur in einem huminstoffarmen Milieu wie z.B. Quarzsand, als

auch einem kohlenstoffhaltigem L63boden.
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Abb. 39Verlauf des DOC wahrend des PAK-Abbaus bei der Kultivierung in 10% Bodensuspension mit einer
Mischkultur bei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.
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Abb. 40Verlauf des CSB wahrend des PAK-Abbaus bei der Kultivierung in 10% Bodensuspension mit einer
Mischkultur bei unterschiedlichem Vorozonierungsgrad.

Die Voroxidation des Bodens mit Ozon fiihrte zu einem Anstieg des geldsten organischen
Kohlenstoff DOC und des chemischen Sauerstoffbedarf CSB zu Beginn der Kultivierungen.
Die erhdhten Werte konnten im weiteren Kultivierungsverlauf wieder gesenkt werden, was im

Fall des geringeren Ozoneintrags zu einem Absinken der Werte unterhalb des Niveaus der

Referenzkultivierung gefuhrt hat. Bei der Kultivierung mit einem vorhergehenden
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Ozoneintrag von 3,0 g Ozon/kg TM waren die Gesamtwerte so hoch, dass dies nicht mehr
gelang. Ein grof3er Teil des gelosten Kohlenstoffgehaltes blieb daher fur die Mikroorganismen
ungenutzt und wurde nur wenig weiter umgesetzt. Die bei der Mineralisierung entstandenen
Kohlendioxidmengen lassen keine weiteren Ruckschlusse auf die Unterschiede bei der
Umsetzung des organischen Materials zu und wurden hier nicht weiter bericksichtigt.

Die Ozonierung eines mit PAK belasteten Altlastbodens bewirkte keine signifikante
Verringerung der Ausgangsbelastung des kontaminierten Bodens. Die Ursachen dafir liegen
in der schlechten Zuganglichkeit der Schadstoffe durch Porendiffusionshemmung oder die
Bildung einer hemmenden Produktschicht auf der Oberflache der vorliegenden Teerpartikel.
Eine geringe Verbesserung des anschliellenden mikrobiologischen Abbaus der
Ausgangsschadstoffe in Suspensionskultur konnte dennoch beobachtet werden. Im Gegensatz
zu dem mikrobiologischen Abbau von Phenanthren auf Quarzsand oder Boden durch eine
Reinkultur war nach vorhergehender Vorozonierung wahrend der Kultivierung sowohl eine
hohere KBE als auch eine hohere Dehydrogenaseaktivitat der Mischkultur zu beobachten. Die
Zunahme des DOC und CSB wies auf eine Erhdhung des Kohlenstoffangebotes durch die
Ozonierung hin. Bei hoherer Vorozonierung gelang jedoch nicht mehr dessen Reduktion unter
die Anfangswerte. Ein Umsatz der aus der Ozonierung hervorgegangen Substanzen muss

daher in Frage gestellt werden.
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4.6 Abbau von Ozonierungsprodukten des Phenanthrens durch

Sphingomonas yanoikuyaBSM 6900 und eine Mischkultur

Die identifizierten Reaktionsprodukte des Modellschadstoffs Phenanthren wurden als
Substrate bei Schiittelkulturen riphingomonas yanoikuy&sSM 6900 und Mischkulturen
eingesetzt, um deren mikrobiologische Abbaubarkeit zu untersuchen. Die Reinkultur
Sphingomonas yanoikuy&5SM 6900 verflugt Gber die Abbaukapazitat einer breiten Auswabhl
aromatischer Verbindungen (s.a. Theoretischer Teil), weshalb dieser Organismus fir die
Untersuchungen ausgewahlt worden ist. Die Mischkultur solite anhand der
Selektionsbedingungen, unter welchen diese isoliert wurde, Uber eine breite Toleranz
gegenuber den zu testenden Verbindungen verfigen. Es wurden insgesamt 8 Substanzen
ausgewahlt, die dem Medium in Konzentrationen von 100 mg/L zugegeben wurden. Der
Konzentrationsverlauf wahrend des Abbaus wurde mittels Kapillarelektrophorese bestimmt
(s. Kap. 3.7.5). Der Vorteil der Bestimmung durch Kapillarelektrophorese liegt in dem
direkten Nachweis der Substanzen aus dem verwendeten wassrigen Kultivierungsmedium.
Eine aufwendige Extraktion und Derivatisierung entfallt auf diese Weise. Die Substanzen
Phthalsaure, Trimellithsdure und 9,10-Phenanthrendion konnten dabei aufgrund ihrer grof3en
Migrationszeiten und Bandenverbreiterungen bei der Detektion im UV-Licht nicht
zufriedenstellend quantifiziert werden. Eine aussagekraftige Auswertung lief3 sich nur bei den
Substanzen Salicylsdure, Phthalaldehydséure, 2,2‘-Biphenyldialdehyd, 2‘-Formyl-2-
Biphenylcarbonsdure und Diphensaure durchfiihren. Es wurden sowohl Versuche mit der
Zugabe von Einzelsubstanzen, als auch die Zugabe aller Substanzen gleichzeitig
durchgefiihrt. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede beziglich der
Abbauleistungen. Bei der Zugabe aller Substanzen dauerte der Abbau nur geringfiigig langer.
Es wurde ebenfalls das Wachstum auf den Testsubstanzen als alleiniger Kohlenstoffquelle, als
auch das Wachstum in Gegenwart von Glucose untersucht. Bei Wachstum auf Glucose liel3en
sich jedoch im Vergleich zum Abbau auf den Testsubstanzen als alleiniger Kohlenstoffquelle
auch keine hoheren Abbauraten durch einen méglichen kometabolischen Abbau beobachten.
Hinweise auf Toxizitat lieferte nur die Zugabe von 9,10-Phenanthrendion. Bei dessen Zugabe
zu Glucose enthaltendem Medium wurde jegliches bakterielle Wachstum gehemmt, was
anhand der optischen Dichte verfolgt werden konnte. Alle anderen Substanzen bewirkten
keine Wachstumshemmungen. Die Ergebnisse der Messungen der optischen Dichte sind hier
nicht dargestellt.

Dargestellt ist der Abbau 5 ausgesuchter Substanzen 8ptithgomonas yanoikuydaSM

6900 und die gleiche Mischkultur, die auch bei den Abbauversuchen der PAK im Bioreaktor
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verwendet wurde. Da sich die reproduzierbare Einstellung der Ausgangskonzentrationen und
deren Quantifizierung mittels Kapillarelektrophorese als schwierig erwies, wurden in der

Darstellung relative Konzentrationsverhéltnisse gewéahlt.
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Abb. 41Mikrobiologischer Abbau von Ozonierungsprodukten des Phenanthrens d&pbingomonas
yanoikuyae DSM 6900 in Schittelkolben. Die Ausgangskonzentrationen betrugen 100mg/L, die
Inkubationsbedingungen 28°C, 120 rpm, 1 Woche.

Nur bei Salicylsdure und Phthalaldehydsaure lie3 sich ein schneller quantitativer Umsatz
innerhalb von 24-48 h feststellen. Bei 2,2‘-Biphenyldialdehyd konnte ein sehr langsamer
Abbau auf ca. 30% der Ausgangskonzentration ermittelt werden, wéhrend 2‘-Formyl-2-
Biphenylcarbonsaure auf ca. 40% der Ausgangsmenge abgebaut wurde. Bei der Diphensaure
muss mit einem Restgehalt von ca. 80% ein Abbau deutlich in Frage gestellt werden. Der
schnelle Abfall der Konzentrationen innerhalb der ersten 48 h kdnnte auch durch
Adsorptionseffekte an die Kolbenwand oder der entstandenen Biomasse erklart werden. Nach
dem Eintreten der Bakterien in die Absterbephase konnte es dann zu einer erneuten
Schadstoffmobilisierung ab der 72. h gekommen sein. Diese Fragestellung wurde jedoch nicht

naher untersucht.

Der gleiche mikrobiologische Abbauversuch wurde mit einer Mischkultur wiederholt. Dabel

sollte gegentber der Reinkultur ein umfangreicheres Abbauspektrum zu erwarten sein.
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Abb. 42Mikrobiologischer Abbau von Ozonierungsprodukten des Phenanthrens durch eine Mischkultur in
Schuttelkolben. Die Ausgangskonzentrationen betrugen 100mg/L, die Inkubationsbedingungen 28°C,
120 rpm, 1 Woche.

Die Ergebnisse der Mischkultur unterscheiden sich nicht sehr von denen mit der Reinkultur.
Salicylsaure und Phthalaldehydsaure lieRen sich innerhalb von 24 h restlos abbauen. 2,2'-
Biphenyldialdehyd wurde im Verlauf von einer Woche zwar nur langsam aber ebenfalls
restlos abgebaut. Fur 2‘-Formyl-2-Biphenylcarbonsaure und Diphensaure gelten die gleichen
Aussagen, die fur die Diskussion der Reinkultur getroffen wurden. Ein Abbau verlief nur sehr
langsam und muss fir Diphensdure ganz in Frage gestellt werden. Das Absinken der
Konzentrationen und der plotzliche Anstieg zur 72.h konnte auch hier durch
Adsorptionseffekte und eine erneute Mobilisierung erklart werden.

Die Fahigkeit zur Verwertung der angebotenen Ozonierungsprodukte des Phenanthrens als
Substrate unterscheidet sich zwischen der Reinkultur und der Mischkultur nur wenig. Die
einkernigen aromatischen Verbindungen Salicylsdure und Phthalaldehydsaure wurden sehr
gut verstoffwechselt. Fur Phthalsdure kann diese Aussage nur vermutet werden, da die
Messung mittels Kapillarelektrophorese kein reproduzierbares Ergebnis ergab. Die
funktionalisierten Biphenyle 2,2‘-Biphenyldialdehyd, 2'-Formyl-2-Biphenylcarbonséure und
Diphensaure, die als priméare Reaktionsprodukte aus der Ozonolyse von Phenanthren
hervortraten, lieRen sich nur schwer von den verwendeten Bakterien abbauen. Einzig die

Mischkultur war in der Lage das 2,2‘-Biphenyldialdehyd vollstandig abzubauen. Durch den
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Angriff des Ozons wird die Molekulstruktur des Phenanthrens so verandert, dass die
Bakterien mdglicherweise Uber keine geeigneten Enzymsysteme verfliigen, die entstandenen
Primarprodukte schnell und effektiv abzubauen. Erst die weiteren Oxidationsprodukte wie
z. B. Salicylsaure und Phthalaldehydsaure kdnnen in den Stoffwechsel eingebunden werden,
da es sich dabei um Substanzen handelt, die ohnehin als Stoffwechselprodukte gebildet
werden oder diesen Stoffen chemisch sehr &hnlich sind.

Phenanthrendion wirkte sowohl auf die Misch- als auch auf die Reinkultur toxisch. Uber die
Trimellithsaure konnte keine eindeutige Beobachtung gemacht werden.

Die Schlussfolgerung aus den beobachteten Ergebnissen ist die Notwendigkeit einer sehr
weitgehenden Oxidation durch Vorozonierung, um gut verstoffwechselbare Produkte zu
erzeugen. Eine geringe Vorozonierung wirkt sich dagegen kontraproduktiv auf den
anschlielBenden mikrobiologischen Abbau aus.
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4.7 Toxizitatsuntersuchungen von wassrigen Bodenextrakten

4.7.1 Exponentielle Wachstumshemmtests in Flissigkultur

Nachdem die Ergebnisse der Abbauversuche schon auf inhibierende Effekte, ausgeldst durch
die Ozonierung des Phenanthrens, hingewiesen haben, sollten auch allgemeine
Toxizitatsuntersuchungen durchgefiihrt werden, um die Fragen der Okotoxizitat beziiglich
einer Ozonbehandlung von PAK zu beantworten. Dabei stellte sich die Frage nach dem zu
verwendenden Testorganismus, als auch nach der Beschaffenheit des Testgutes. Der zu
testende Boden kann entweder direkt oder es kann ein wassriger Bodenextrakt fir die
Untersuchung verwendet werden. Da durch eine wassrige Extraktion immer nur ein Teil der
im Boden vorliegenden Stoffe erfasst werden kann, ist der Einsatz des ganzen Bodens als
Testgut vorzuziehen. Bei Untersuchungen, bei denen in Losung mit Organismen oder Zellen
gearbeitet wird, wie z. B. bei Wachstumshemmitests ist dies jedoch nicht moglich, da bei der
Messung der Parameter wie Zellzahl, Optische Dichte oder Vitalitat der Zellen immer in
einem klarem Medium gearbeitet werden muss.

Daher wurden zu Beginn mit verschiedenen Mikroorganismen exponentielle Wachstumstests
in Schuttelkolben durchgefiihrt, um einen geeigneten Mikroorganismus zu identifizieren, mit
dem dann im weiteren Fortgang der Arbeiten Kontakttests an Boden, bzw. in
Bodensuspension durchgefuihrt werden sollten. Fur die Wachstumshemmtests wurden die
GattungenSphingomonas yanoikuyae, Bacillus subtilied das Mischkonsortium, das auch

fur die Abbauversuche verwendet wurde ausgewahilt.

Um den Einfluss der Huminstoffmatrix bei der Herstellung von wassrigen Extrakten zu
unterbinden wurde bei den Vorversuchen, zwecks Auswahl eines Bakteriums fir die weiteren
Untersuchungen, mit ozoniertem Quarzsand gearbeitet. Fir die Durchfihrung der Tests wurde
Quarzsand mit Phenanthren kontaminiert, 15 min mit Ozon begast (253@/1th) und der

Quarz anschlieend mit Wasser im Verhaltnis 1:2 (Qua@)l24 h extrahiert. Die Extrakte
wurden sofort fur die Tests verwendet. Bei der Durchfihrung des Tests wurden je 10 mL
einer Vorkultur (OD 0,2 - 0,3) in sterile Schuttelkolben vorgelegt, Glucose, zehnfach
konzentriertes Medium und die hergestellten wassrigen Extrakte in unterschiedlichen Anteilen
zugegeben und bei 28°C und 120 rpm inkubiert. Die stuindlich genommen Proben dienten zur
Messung der optischen Dichte am Photometer und der Vitalitat mittels Durchflusscytometrie.
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Abb. 43Verlauf der optischen Dichte vdB. yanoikuyaén MMgryn bei Wachstum auf Glucose unter Zusatz
von verschiedenen Anteilen wéssriger Quarzsandextrakte ozonierter und nicht ozonierter mit
Phenanthren kontaminierter (1000 mg/kg TM) Quarzsandproben

Zur Kultur von S. yanoikuyaewurden wassrige Quarzsandextrakte in unterschiedlichen
Anteilen zwischen 17 % und 87 % des Gesamtmediums (dargestellt in Abb. 43 nur 50% bis
87%) zugegeben. Die nicht ozonierten Extrakte flhrten zu keiner Beeintrachtigung des
Wachstums. Das Wachstum verlief wie bei der ungestérten Referenz. Bei den ozonierten
Extrakten war jedoch eine Inhibierung und Verlangsamung des Wachstums mit steigendem
Extraktanteil ab einem Gehalt von 50% zu erkennen. Es zeigten sich verlangerte Lag-Phasen
und ein spateres Erreichen der stationdren Phase. Auf den Phenanthrerfabpaneikuyae

wirkten sich die Ozonierungsprodukte in geringer Weise als wachstumshemmend aus. Dieses
Ergebnis korreliert mit den Ergebnissen der Abbauversuche.

Zusatzlich zu den bei den Abbauversuchen getesteten Ozonierungsprodukten missen noch
andere bisher nicht identifizierte Substanzen vorliegen, die fur die Wachstumshemmungen
verantwortlich sind. Viele dieser Substanzen konnten bisher nicht identifiziert werden, so
liegen nach RLL [RyLL, 1999] bis zu 6 Haupt- und 20 Nebenprodukte der
Phenanthrenoxidation vor. Auch bei den eigenen Untersuchungen konnten bis zu 16
Substanzen entdeckt aber nur wenige identifiziert werden.

Es wurden zusatzlich Proben an einem Durchflusscytometer vermessen, um die Vitalitat der
Zellsuspensionen zu messen. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen wurden nur die hochsten

beiden Konzentrationen an zugegebenen ozonierten, bzw. nicht ozonierten
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Quarzsandextrakten dargestellt. Bei den noch geringeren Konzentrationen konnten keine
Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 44Bestimmung der Vitalitat vos. yanoikuyaenittels Durchflusscytometrie. Auf der Ordinate liegen die
relativen Fluoreszenzaktivitaten. Bei abnehmender Vitalitdét durch vermehrtes Auftreten von toten
Zellen werden diese durch den Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid angefarbt und die
Fluoreszenzintensitat verschiebt sich nach rechts. Auf der Abzisse liegen die Haufigkeiten, bzw.
relativen Zellzahlen. Die Darstellung stellt eine GaulRverteilung dar. Es wurde bei a) 0 h und b) 24 h

gemessen.

Dunkelblau: Referenz

Rot: Anteil von 87% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, ozoniert
Grin: Anteil von 67% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, ozoniert
Orange: Anteil von 87% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, nicht ozoniert
Hellblau: Anteil von 67% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, nicht ozoniert

Die Vitalitat vonS. yanoikuyagahm innerhalb von 24 h ab, was an der Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums nach rechts zu erkennen ist. Allerdings unterschieden sich die
entsprechenden Werte der Vitalitat zwischen Referenz, ozonierten und nicht ozonierten
Ansatzen nur um wenige Prozent, was diese Methode nicht sehr geeignet erscheinen lasst den

Einfluss der Ozonierung auf die Bakterienkultur zu untersuchen.
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Der gleiche exponentielle Wachstumstest wurde mit einem weiteren OrganiBnausytilis
wiederholt.
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Abb. 45Verlauf der optischen Dichte voB. subtilisin MMgryn unter Zusatz von verschiedenen Anteilen
wassriger Quarzsandextrakte ozonierter und nicht ozonierter mit Phenanthren kontaminierter
(2000 mg/kg TM) Quarzsandproben

Mit dem B. subtilis wurde ein Organismus eingesetzt, der zwar in Abwasser- und
Bodenproben zu finden ist, jedoch keinen typischen PAK-Abbauer darstellt. Wie in Abb. 45
dargestellt, wirkte sich die Zugabe eines wassrigen Extraktes, der Ozonierungsprodukte des
Phenanthrens enthalt, auf das Wachstum in Form einer totalen Hemmung bei allen
Konzentrationen aus. Dagegen wirkte sich ein wassriger Extrakt des Ausgangsschadstoffes
Phenanthren nicht auf das Wachstum aus.



Ergebnisteil Seite 107

SINGLE PARAMETER

188

50 75

25

.1 1 i8 188 1888
a)

SINGLE PARAMETER

.|1 T T Illllli T T Illlljl_la T Illiléa T T IIIIBIBHB

Abb. 46Bestimmung der Vitalitat vorB. subtilis mittels Durchflusscytometrie. Auf der Ordinate liegen die
relativen Fluoreszenzaktivitdten. Bei abnehmender Vitalitdét durch vermehrtes Auftreten von toten
Zellen werden diese durch den Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid angefarbt und die
Fluoreszenzintensitat verschiebt sich nach rechts. Auf der Abzisse liegen die Haufigkeiten, bzw.
relativen Zellzahlen. Die Darstellung stellt eine GaulRverteilung dar. Es wurde bei a) 0 h und b) 24 h

gemessen.

Dunkelblau: Referenz

Rot: Anteil von 87% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, ozoniert
Grin: Anteil von 67% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, ozoniert
Orange: Anteil von 87% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, nicht ozoniert
Hellblau: Anteil von 67% wassrigen Quarzsandextrakt am Medium, nicht ozoniert

Bei den Messungen der Vitalitdt d&s subtilis mittels Durchflusscytometrie ergab sich,
verglichen mit den Ergebnissen v8n yanoikuyaeein umgekehrtes Ergebnis, nachdem die
ozonierten Proben eine hohere Vitalitat aufwiesen als die nicht ozonierten Ansétze. Bei allen
Ansatzen nahm die Vitalitat ab, jedoch war bei den nicht ozonierten Ansétzen eine deutlich
hohere Vitalitdtsabnahme festzustellen. Die in Abb. 46 dargestellten Wachstumskurven von
B. subtilislie3en dieses Ergebnis jedoch als nicht plausibel erscheinen, da bei den ozonierten

Ansatzen Uberhaupt kein Wachstum festzustellen war. Aufgrund dieser widerspruchlichen
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Ergebnisse wurde auf weitere Messungen mit dem Cytometer verzichtet. Die Messung der
Vitalitat mittels Durchflusscytometrie bei Bakterien, deren Groéfenordnung zwischen 0,8 und
1,3 pm und damit nur wenig Uber der Grol3enordnung des Wellenlangenbereichs des
sichtbaren Lichts liegt, ist mit zu grof3en Ungenauigkeiten behaftet.

Das gleiche Experiment wurde auch mit einem Mischkonsortium durchgefiihrt, dass vormals
unter Bedingungen angezogen und isoliert worden ist, die denen des Wachstumshemmtests
gleichen. Dabei war zu erwarten, dass das Wachstum eigentlich nicht durch die
Ozonierungsprodukte des Phenanthrens beeintrachtigt werden sollte. Phenanthren und dessen
Ozonierungsprodukte waren unter den Kultivierungsbedingungen der Anzucht dieses
Konsortiums standig zugegen.

2.5~

—e— Referenz

2 1 /-/' —A— 87% Extrakt,
ozoniert

S ~ | —m— 67% Extrakt,
15 4 ‘\\‘q ozoniert
—— 50% Extrakt,
ozoniert
87% Extrakt, nicht
14 ) ozoniert
—m— 67% Extrakt, nicht
ozoniert
0.5 - g 50% Extrakt, nicht
ozoniert

Inkubationszeit [h]

Abb. 47Verlauf der optischen Dichte eines isolierten MischkonsortiumsMMgryy unter Zusatz von
verschiedenen Anteilen wassriger Quarzsandextrakte ozonierter und nicht ozonierter mit Phenanthren
kontaminierter (1000 mg/kg TM) Quarzsandproben

Auch bei dem isolierten Mischkonsortium, das sowohl auf den Ausgangs- als auch den
ozonierten Schadstoffen angezogen wurde, zeigte sich im exponentiellen Wachstumstest eine
Wachstumshemmung (s. Abb. 47). So war die Hemmung in einer vergleichbaren
GroRRenordnung wie b&. yanoikuya@b einem Extraktgehalt von 50% deutlich festzustellen.

Die Lag-Phase verlangerte sich und die exponentielle Wachstumsphase verlief flacher als in
der Referenz. Die bisherigen Ergebnisse lassen sich zu folgenden Aussagen zusammenfassen:

Die Ozonierungsprodukte des Phenanthrens, die unter den gewéhlten Versuchsbedingungen
entstanden waren, Uben auf die verwendeten Bakterien eine inhibierende Wirkung aus. Eine
toxische Wirkung konnte al. subtilisund eine inhibierende Wirkung a8f yanoikuyaend

das Mischkonsortium gezeigt werden. Dabei wurde eine geringe Ozonierungszeit von 15
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Minuten gewahlt, was unter den schon genannten Bedingungen zu einem Ozoneintrag von
1,875g Ozon/kg TM oder anders ausgedriickt 1,875g Ozon/g Phenanthren geflihrt hat.

In  Beziehung zu dem zeitlichen Verlauf der Entstehung unterschiedlicher
Ozonierungsprodukte, wonach in den ersten 15 Minuten der Ozonierung in besonders hohen
Konzentrationen die schlechter verstoffwechselbaren funktionalisierten Biphenyle entstanden
sind, erscheinen diese Ergebnisse durchaus plausibel.

Eine Aussage Uber den zeitlichen Gang der Toxizitdt, die moéglicherweise zu Beginn der
Ozonierung ihren HoOhepunkt findet und im weiteren Verlauf der Ozonierung mit
zunehmender Degradation der primaren Abbauprodukte zu einkernigen Aromaten wieder
abnimmt, konnte mit diesen Experimenten nicht naher untersucht werden. Weitere
Erkenntnisse dartber sollen durch Lumineszenztests von wassrigen Bodenextrak¥en mit

fischeriund durch Kontakttests nit. subtilisgewonnen werden.

4.7.2 Hemmung der Lumineszenzaktivitat vonVibrio fischeri

Gegenstand der Untersuchungen war der zeitliche Verlauf einer Hemmwirkung auf den
aquatischen Mikroorganismu¥ibrio fischeri durch wéssrige Bodenextrakte, die aus
ozonierten Bodenproben hergestellt wurdsfibrio fischeri ist ein fakultativ anaerobes,
Gram-negatives Stabchen mit polarer Begeil3elung. Als marines Bakterium ist es halophil und
sein Einsatz in der Prifung von Abwasser kann als Stand der Technik angesehen werden.
Eine Ubertragbarkeit auf Bodenextrakte solite daher moglich sein, denn im Rahmen einer
BodensanierungsMassnahme ist es von herausragendem Interesse, ob aus dem behandelten
Boden schadliche Stoffe durch Regenwasser oder Grundwasser eluiert werden kdnnen.
Messkriterium ist die bakterielle Leuchtintensitat, die mit einem Lumineszenzphotometer
gemessen wurde. Am Lumineszenzprozess ist ein Enzym beteiligt, die sogenannte Luciferase.
Die den Lumineszenzprozess inhibierenden Substanzen inhibieren moglicherweise die
Luciferase direkt oder es kommt zu einer Inhibierung der Luciferaseexpression, ohne dass das
Zellwachstum beeinflusst sein muss8ERHARD, 1971 und KEMPER UNDHANSON, 1967]. Der

zu prufende Boden wurde Uber einen Zeitraum von 7 h in der gleichen Weise mit Ozon
behandelt, wie in den Abbauexperimenten. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde eine Probe
genommen und aus dieser ein wassriger Bodenextrakt hergestellt. Zu dem Mikroorganismen
enthaltenden Testmedium wurden diese Extrakte in Anteilen von 50, 25 und 5% zugegeben.
Getestet wurden drei verschiedene Boden. Zwei kinstlich mit Phenanthren kontaminierte
Boden, die sich hauptséchlich in ihrem Kohlenstoffgehalt unterschieden (Banteln und

Braunschweig), sowie ein real kontaminierter Boden eines ehemaligen Gaswerkgelandes
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(Karlsruhe). Die Ergebnisse sind in den drei folgenden Abbildungen dargestellt. Es wurde
auch ein unkontaminierter Boden (Braunschweig) getestet, hierbei zeigten sich jedoch nur
geringe Hemmungen der Leuchtintensitdten im Bereich von 5-6%, was nicht als signifikant
angesehen werden kann. Die Ozonierung von Huminstoffen allein fuhrte demnach zu keiner
Steigerung der Toxizitat der Bodenextrakte. Dieses Ergebnis wurde hier nicht grafisch
dargestellt.
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Abb. 48Hemmung der Lumineszenzintensitaten Xhrio fischeri durch Bodenextrakte des mit Phenanthren
kontaminierten Bodens aus Banteln. Die Bodenextrakte wurden in Anteilen von 50, 25 und 5% zum
Testmedium zugegeben.

Der Boden aus Banteln zeichnet sich durch seinen geringen Huminstoffgehalt aus. Aus der
Abb. 48 lasst sich anhand der geringeren Extraktkonzentrationen gut erkennen, dass nach 15
Minuten Ozonierung ein Maximum der Hemmwirkung erreicht wurde. Es folgte ein Abfall
und ein erneuter Anstieg nach 300 Minuten Ozonierung. Méglicherweise waren bei 15 und

300 Minuten die Konzentrationen bestimmter hemmender Substanzen im Boden am hdchsten.
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Abb. 49Hemmung der Lumineszenzintensitaten wéhrio fischeri durch Bodenextrakte des mit Phenanthren
kontaminierten Bodens aus Braunschweig. Die Bodenextrakte wurden in Anteilen von 50, 25 und 5%
zum Testmedium zugegeben.

Die Abb. 49 zeigt die Ergebnisse fur den mit Phenanthren kontaminierten,
huminstoffreicheren Boden aus Braunschweig. Im huminstoffreicheren Boden fiel die
hemmende Wirkung der Bodenextrakte deutlich geringer aus, als beim Boden aus Banteln.
Die Oxidation des Phenanthrens vollzog jedoch in beiden Béden in nahezu gleicher Weise
und es entstanden auch die gleichen Ozonierungsprodukte in ahnlich grofen Konzentrationen
[MULLER, 2000 und 8ENSsSON 2000]. Die Ozonierungsprodukte reagieren maglicherweise

mit Huminstoffen und sind daher nicht mehr so gut mit Wasser extrahierbar wie im Boden aus
Banteln. Das Maximum der Hemmwirkung wurde erst nach 60 Minuten, bzw. 180 Minuten

erreicht, wenn man die 5%ige Extraktkonzentration betrachtet.
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Abb. 50Hemmung der Lumineszenzintensitaten vadribrio fischeri durch Bodenextrakte des real
kontaminierten Bodens aus Karlsruhe (Gaswerkgeldnde). Die Bodenextrakte wurden in Anteilen von
50, 25 und 5% zum Testmedium zugegeben.

Die Bodenextrakte des real kontaminierten Bodens wiesen eine geringere Hemmwirkung auf
als erwartet. Nur beim Anteil von 50% Bodenextrakt waren deutliche Hemmungen zu
beobachten. Ein Maximum der Hemmung trat nach 60 Minuten auf. Nach einem Abfall der
Hemmwirkung trat ein erneutes Maximum nach 540 Minuten Ozonierung auf, was auf das
Entstehen neu auftretender Ozonierungsprodukte nach dieser Zeit schlieRen lasst. Die
geringer konzentrierten Extrakte wiesen nur eine geringe Wirkung nach. Begleitend zu den
Experimenten wurde auch eine PAK-Analytik durchgefuhrt. Aufgrund der nicht zu
vernachlassigenden Agglomeratbildung wahrend der Durchmischung des Teerpartikel
enthaltenden und luftgetrockneten Bodens war auch die Oxidation der PAK durch Ozon in
dieser Zeit nicht sehr weit fortgeschrittenMER, 2000 und 8ENSSON 2000]. Aus diesem

Grund stieg auch die Extrahierbarkeit von oxidierten Substanzen mit Wasser nur langsam an.

Die Oxidation Phenanthren enthaltender Boden mit Ozon fuhrte zu einer Erhéhung der
Konzentration von Substanzen im Boden, die nach einer Extraktion mit Wasser zu einer
Hemmung der Lumineszenzaktivitat vibrio fischerigefuhrt haben. Im Lauf der ersten 15

bis 60 Minuten der Ozonierung wurde ein Maximum der Hemmwirkung durchlaufen. Je
geringer der Huminstoffgehalt des Bodens ist, um so starker wirkten sich die
Ozonierungsprodukte aus, wie anhand der verwendeten Modellb6den gezeigt werden konnte.
Nach einem Abfall der Hemmung trat ein weiteres Maximum nach 300, bzw. 540 Minuten

Ozonierung auf. Die Ozonierung von Huminstoffen bewirkte keine signifikante Steigerung
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der Hemmung. Bei huminstoffreicheren Bodden war dagegen am Modellschadstoff
Phenanthren eine Abpufferung der Hemmwirkung gegeniber huminstoffarmen Bbéden zu
beobachten.

Die Ozonierung realer PAK-Kontaminationen fuhrte entgegen der Erwartungen zu geringeren
Hemmwirkungen als im kinstlich kontaminierten Modellsystem. Eine Ursache dafur war
maoglicherweise die langsame Reaktion der vorliegenden PAK mit Ozon in der gealterten

Kontamination.

4.8 Kontakttests mit Bodenmaterial zur Bestimmung der Toxizitat

4.8.1 Bestimmung der Dehydrogenaseaktivitit wahrend eines Kontakttests mit

Bacillus subtilis

Die Bestimmung von toxischen oder inhibierenden Wirkungen anhand von wassrigen
Bodenextrakten stof3t im Besonderen im Bereich der PAK belasteten Béden schnell an seine
Grenzen. Die PAK sind kaum wasserloslich und daher schlecht extrahierbar. Ein Vergleich
der Toxizitat zwischen Ausgangschadstoff und Ozonierungsprodukt, welches meist besser
wasserldslich ist, ist daher kaum mdglich, da im letzteren Fall nahezu immer eine Steigerung
der Toxizitat die Folge ist. Eine bessere Beurteilung dieser Fragestellung erlauben dagegen
die Kontakttests mit festem Bodenmaterial oder Bodensuspensionen. Bei dieser Testvariante
addieren sich die Effekte, die sowohl von an Bodenpartikeln gebundenen Substanzen als auch
von in der wassrigen Phase geldsten Substanzen stammen. Fir einen Kontakttest mit festen
Bodenproben wurde daher eine Testvariante Bacillus subtilis in Bodensuspension
ausgewahlt. Dieser Mikroorganismus kommt sowohl in Boden, als auch in Abwé&ssern vor. Es
handelt sich dabei um einen aeroben Sporenbildner. Die Bodenproben, die Uber einen
zeitlichen Verlauf wahrend der Ozonierung genommen wurden, sind in der gleichen Weise
ozoniert worden, wie im Kap. 4.7.2 bei den Lumineszenztest¥ vbscheribeschrieben. Die
Bodenproben wurden zusammen mit einem geeigneten Nahrmedium und einem Inokulum aus
einer Vorkultur 2 Stunden inkubiert. Als Messkriterium diente die Entfarbung des zugesetzten
Farbstoffs Resazurin. An dieser Reaktion ist eine Dehydrogenase des Mikroorganismus
beteiligt. Hemmende oder toxische Substanzen fiuihren zu einer Verringerung der
Dehydrogenaseaktivitat, was aufgrund einer geringeren Entfarbung der Losung photometrisch

gemessen werden kann. Getestet wurden mit Phenanthren kontaminierte Boden aus
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Braunschweig und Banteln, sowie ein real kontaminierter Boden aus Karlsruhe

(Gaswerkgelande). Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 51Hemmung der Dehydrogenaseaktivititen v8acillus subtilis im Kontakttest mit ozonierten
Bodenproben. Alle Werte wurden in Doppelbestimmung ermittelt.

Nicht dargestellt sind die Ergebnisse mit ozonierten, unkontaminierten Boden, da hier keine
signifikanten Hemmungen der Dehydrogenaseaktivitdt festgestellt werden konnten. Die
Ozonierung von Huminstoffen fihrte demnach nicht zu den die Dehydrogenaseaktivitat
hemmenden Substanzen. Bei den mit Phenanthren kontaminierten Boden waren durchweg
sehr hohe Hemmungen zu beobachten, die auch im Laufe der Ozonierung nur wenig geringer
wurden. Im Vergleich zu den Untersuchungen wassriger Bodenextrakte\dbrichfischeri

zeigten die Boden aus Banteln und BraunschweigBadillus subtiliskeine signifikanten
Unterschiede im Kontakttest. Die Proben des real kontaminierten Bodens zeigten einen
kontinuierlichen Anstieg der Hemmwirkung, was den Schluf? zulasst, dass die Oxidation der
PAK im Versuchszeitraum noch nicht beendet worden ist. Im Vergleich zu den Toxizitatstests
mit wassrigen Bodenextrakten, die nur eine begrenzte Aussagekraft haben, war eine deutliche
Steigerung der Hemmwirkung mit zunehmender Ozonierung zu beobachten. Die Ozonierung
der PAK fuihrte somit zu einer Steigerung der Toxizitdt. Im direkten Kontakt mit den
Bodenpartikeln in der Suspension ist eine hemmende Wirkung demnach besser zu

dokumentieren, als durch wassrige Bodenextrakte.



Ergebnisteil Seite 115

4.8.2 Wurzellangentest mitLepidium sativum L.(Gartenkresse)

Der Einfluss von Kontaminationen auf das Wachstum hoherer Pflanzen kann durch die
Bestimmung des Frischgewichts oder der Wurzellange hepidium sativum Lerfolgen.
Getestet werden in der Regel Abwasser oder wassrige Bodenextrakte. Bei den durchgefiihrten
Untersuchungen sollte jedoch der Einfluss der Ozonierungsprodukte am festem
Bodenmaterial direkt bestimmt werden. Als Parameter wurde das Wurzellangenwachstum
gemessen. Die Bodenproben, die Uber einen zeitlichen Verlauf wahrend der Ozonierung
genommen wurden, sind in der gleichen Weise ozoniert worden, wie in den vorhergehenden
Kap. 4.7.2 und 4.8.1 beschrieben. Es wurden immer zehn Kressesamen auf einer Petrischale
ausgestreut, die mit ca. 15 g Boden bedeckt war und mit 4 mL Wasser angefeuchtet wurde.
Getestet wurden mit Phenanthren kontaminierte Boden aus Braunschweig und Banteln, ein
unkontaminierter Boden sowie ein real kontaminierter Boden aus Karlsruhe
(Gaswerkgelande). Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung dargesteNSE®N

2000].
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Abb. 52Hemmung des Wurzellangenwachstums von Gartenkresse in unterschiedlichen ozonierten
Bodenproben. Auf Fehlerbalken wurde in der Darstellung verzichtet, da bei der Mittelwertbildung aus
je zehn Samen Standardabweichungen von 20 bis 160 % auftreten konnten.

Interessanterweise fuhrte auch die Ozonierung von unkontaminierten Boden aus
Braunschweig zu einer Hemmung des Wurzelwachstums in Bereichen von 20 bis 40%. Bei
den mit Phenanthren kontaminierten Bdden waren die hodchsten Hemmungen des
Wurzelwachstums schon nach einer Ozonierung von 15, bzw. 60 Minuten zu beobachten. In
der Folge sanken die Werte langsam ab, blieben jedoch immer hdher als die des

unkontaminierten Bodens. Das Wurzelwachstum der Kresse wurde demnach durch die
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Ozonierungsprodukte des Phenanthrens deutlich gehemmt. Die Ozonierung des real
kontaminierten Bodens fuhrte zu einem Anstieg der Hemmung auf ein Maximum bei 180
Minuten. In der Folge nahmen die Werte jedoch wieder bis auf das Niveau des
unkontaminierten Bodens ab. Die Reaktionsprodukte aus der Ozonierung der PAK uben
demnach auch eine Hemmung auf das Wachstum von Pflanzen aus. Eine ausreichende

Absenkung der Hemmwirkung war Uber den beobachteten Versuchszeitraum nicht moglich.

4.8.3 Beurteilung der Toxizitat auf Bodenmikroorganismen durch Bestimmung der
Bodenatmung

Die ,mikrobielle Aktivitat* im Boden umfasst alle biochemischen Stoffumsetzungen, die
durch Mikroorganismen katalysiert werden. Bei aeroben Oxidationsprozessen sind diese
Stoffumsetzungen immer mit einem Sauerstoffverbrauch und Kohlendioxidentwicklung
verbunden. Im Boden ist eine Vielzahl von aeroben und anaeroben Mikroorganismen
vorhanden. Zur Bestimmung der Aktivitat der aeroben Bodenbakterien stehen Labormethoden
zur Verfugung, die die Sauerstoffzehrung in einem geschlossenen System erfassen kdnnen.
Als sogenannte Basalatmung bezeichnet man den gemessenen Sauerstoffverbrauch oder die
Kohlendioxidbildung einer Bodenprobe ohne Zusatz von organischen Substanzm [A
1991 und 1994; SHEFFERSCHACHTSCHNABEL, 1979].

Fur die Versuche wurde ein System der Fa. Aqualytik verwendet, dessen Prinzip auf der
Messung der Druckdifferenz im geschlossenen System basiert. Sauerstoff wird verbraucht
und das entstehende Kohlendioxid wird an einem Adsorber gefullt mit Kaliumhydroxid
gebunden. Daraus resultiert eine Druckdifferenz, die mit einem im Messkopf integriertem
Manometer gemessen wird.

Ziel der Untersuchungen war die Frage, ob die Ozonierung der Bdden einen Einfluss auf die
Bodenatmung ausubt. Dazu wurde mit zwei Boden gearbeitet, von denen einer kinstlich mit
Phenanthren kontaminiert wurde und einem real kontaminierten Boden. Die Béden wurden in
der gleichen Weise mit Ozon behandelt wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben. Da
nach der Trocknung und Ozonierung der Boden kaum noch mit mikrobieller Aktivitat
gerechnet werden konnte, wurden die Bodenproben mit Mineralmedium (Brunner) auf einen
Wassergehalt, der 60% der Wasserhaltekapazitat entsprach, angefeuchtet und mit einer
Mischkultur auf eine Zellzahl von®'’ Zellen/g TM angeimpft. Diese Zellzahl entspricht in

ihrer GrofRe ungefahr der Menge an natirlich vorkommenden Aerobiern in ungesattigten
Bodenzonen. Verglichen wurden die Aktivitaten des kontaminierten und des
unkontaminierten Bodens durch Probenahmen Uber den Zeitraum der Ozonbehandlung.
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Abb. 53Bodenatmung nach 4 Tagen bei 20°C in Boden aus Braunschweig (unkontaminiert und Phenanthren
kontaminiert, beide 420 Minuten ozoniert) und Karlsruhe (Realkontamination, Gaswerkboden, 540
Minuten ozoniert).

Bei allen drei Boden war ein ahnlicher Trend zu beobachten, mit steigender
Ozonierungsdauer auch erhohte Bodenatmungsaktivitaten zu zeigen. Es kann vermutet
werden, dass die zugegebenen Mikroorganismen in den ozonierten Bodenproben ein gré3eres
Substratangebot, bzw. eine bessere Verfligbarkeit des vorhandenen Substratangebotes
vorgefunden haben. In der Folge waren hdhere Atmungsaktivitdten zu beobachten. Im
Gegensatz zu den Abbauversuchen in Suspensionskultur scheinen die Mikroorganismen am
festem Boden durch die Ozonierung nicht nachhaltig negativ beeinflusst worden zu sein.

Nicht erklarbar ist der grof3e Unterschied der Atmungsaktivitaten zwischen dem mit
Phenanthren kontaminierten und dem unkontaminierten Boden aus Braunschweig. Es
erscheint nicht plausibel wodurch die Atmungsaktivitdt auf die Halfte reduziert werden
konnte, wenn Phenanthren im Boden vorlag. Hier zeigte sich die schlechte Vergleichbarkeit
der drei einzelnen Versuche, da fur jeden Versuch ein neuer Ansatz zur Bodenbefeuchtung
und zum Animpfen des Bodens hergestellt werden musste. Aufgrund mangelnder Kapazitaten
waren die Messungen auf 12 Proben beschrankt, was nur die Messung der Proben eines
Versuches in Doppelbestimmung pro Messreihe erlaubte. Auf diese Weise wurden alle
Versuche  nacheinander  durchgefuhrt, was  durchaus zu  unterschiedlichen
Ausgangsbedingungen gefuhrt haben konnte. Die Ergebnisse sind daher mit Vorsicht zu
interpretieren.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel einer modernen Sanierungsmethode, von Schadstoffen wie z.B. den PAK, ist die
Verbesserung des mikrobiologischen Abbaus und der Bioverfligbarkeit der Schadstoffe. Die
verfolgte Strategie beinhaltete eine Voroxidation der PAK in Boden durch Ozon und einen

anschlieBenden mikrobiologischen Abbau. Gegenstand der Untersuchungen waren die
Analytik der entstandenen Ozonierungsprodukte des Modellschadstoffs Phenanthren, der
Verlauf des mikrobiologischen Abbaus der PAK, bzw. des Phenanthrens sowie dessen
Ozonierungsprodukte. Eine Auswahl von Toxizitatsuntersuchungen sollten die Auswirkungen

der Ozonierung auf verschiedene Organismen aufklaren.

Durch Untersuchungen der Ozonierung des Modellschadstoffs Phenanthren konnten
mindestens 16 Substanzen als Reaktionsprodukte erkannt und 7 Produkte durch
Derivatisierung und gaschromatographische Analyse sicher identifiziert werden. Im
Reaktionsverlauf des Phenanthrens mit Ozon fiihrte der erste Reaktionsschritt zu einer
Ring6ffnung des Phenanthrenrings. Zu Beginn der Ozonierung wurden 2,2'-
Biphenyldialdehyd, 2‘-Formyl-2-Biphenylcarbonséure, 2,2'-Biphenylcarbonsaure (Diphen-
saure) in hohen Konzentrationen und vermutlich auch Phenanthrendion in geringerer
Konzentration gebildet. Diese Substanzen zeichnen sich durch das Biphenylringsystem mit
Erhalt der Aromatizitdt der vormaligen &uf3eren Ringe des Phenanthrens aus. Durch die
Carbonyl- und Carboxylgruppen ist der weitere Angriff des Ozons auf das aromatische
System gehemmt. Aufgrund dessen wurden die zu Beginn der Ozonierung erreichten, hohen
Konzentrationen der priméren Reaktionsprodukte nur langsam zugunsten der Bildung der
sekundaren, monoaromatischen Reaktionsprodukte abgebaut. Zu diesen z&hlen Salicylsdure,
Phthalaldehydsaure, Phthalsaure und Trimelliths&aure.

Es konnten 4 weitere Ozonierungsprodukte vermutet werden, die durch die analytischen
Untersuchungen nicht eindeutig bestatigt werden konnten. Dazu zahlen Xanthon, 9,10-
Phenanthrendion, 2'-Hydroxy-2-Formylbiphenyl und Biphenyl-2-Carbonséure.

Durch die Anwendung der 2-D-Fluoreszenzspektroskopie wurden Untersuchungen zur
Bioverfugbarkeit durchgefiihrt. Anhand der Intensitatsverlaufe der Phenanthrenfluoreszenz
wahrend der Kultivierungen in Bodensuspension lie3 sich erkennen, dass eine geringere
Voroxidation zu einer Erhdhung der Phenanthrenfluoreszenz und damit auch zu einer

Erhohung der Phenanthrenkonzentration im Medium gefuhrt hat. Der Effekt der
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Phenanthrenmobilisierung tberwog die Verringerung des Phenanthrens durch Oxidation. Die
starkere Reduzierung des Phenanthrengehalts bei weitergehender Ozonierung auf nur noch
einen geringen Teil der Ausgangsmenge war jedoch schon so gravierend, dass der Effekt
einer Schadstoffmobilisierung durch den starken oxidativen Abbau neutralisiert wurde. In der
Folge sank die Phenanthrenfluoreszenz in den Kultivierungsuberstanden wieder deutlich ab.
Die Ozonierung bewirkte eine unselektive Oxidation der Huminstoffe zu kleineren
Huminstoffbruchstiicken. Diese Huminstoffmolekile verfigten Uber eine verbesserte
Loslichkeit in Wasser, was auch anhand der Zunahme des DOC und einer bréunlichen
Verfarbung des verwendeten Mineralmediums zu beobachten war. Phenanthrenmolekiile, die
an die Huminstoffe gebunden oder adsorbiert waren, gingen moglicherweise ebenfalls mit in
Losung und konnten fluoreszenzspektroskopisch detektiert werden, was zu einer Erhéhung
der Fluoreszenzintensitat gefuhrt hat. Eine kurze Einwirkung des Ozons, die nur zu geringen
Voroxidationsraten fuhrte, hat demnach eine Erhohung der Bioverfugbarkeit bewirkt.

Der mikrobiologische Phenanthrenabbau durch die Reink@phingomonas yanoikuyae
DSM 6900 in Quarzsandsuspension verlief nach vorhergehender Vorozonierung deutlich
langsamer. Die Restwerte an nicht umgesetzten Phenanthren im Kultivierungsverlauf blieben
mindestens genauso grof3 oder sogar gréRer im Vergleich zur Kultivierung ohne
Vorozonierung. Die nicht weiter umsetzbaren Restwerte wurden zudem auch erst zu einem
spateren Zeitpunkt erreicht. Bezlglich der Dehydrogenaseaktivitat und der KBE war eine
deutliche Hemmung der mikrobiologischen Aktivitat mit steigender Vorozonierung
festzustellen. Wie die Werte von DOC, CSB und die Mineralisierungsrate zu Kohlendioxid
zeigen konnten, war eine weitere Verstoffwechselung der aus der Ozonierung von

Phenanthren hervorgegangenen Substanzen nicht weiter oder nur unvollstdndig mdglich.

Eine Vorozonierung des Phenanthrens am Modellsystem Boden fuhrte im Vergleich zu den
Abbauversuchen auf Quarzsand nicht zu einer Verlangsamung des mikrobiologischen
Phenanthrenabbaus dur€lphingomonas yanoikuyd2SM 6900 in Suspensionskultur. Die
Unterschiede zum mikrobiologischen Abbau ohne Vorozonierung waren jedoch nicht sehr
signifikant. Die Stoffwechselaktivitat der Bakterien wurde dennoch durch die Vorozonierung
beeinflusst. Die Dehydrogenaseaktivitaten lagen bei der Kultivierung ohne Vorozonierung um
das drei- bis funffache hdher als es nach einer Vorozonierung der Fall war. Bei den
Kultivierungen mit Vorozonierung wurde das Wachstumsmaximum mit den hochsten

Lebendzellzahlen (KBE) schon nach 18 Kultivierungsstunden durchlaufen, wahrend dies bei
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der Referenzkultivierung erst nach 48 Kultivierungsstunden der Fall war. Dies lasst sich auf
einen mdoglichen Substratmangel zuruckfihren, wonach durch die Ozonolyse des
Phenanthrenrings schon die Angriffspunkte des mikrobiologischen Stoffwechsels
vorweggenommen wurden und Substanzen entstanden sind, die sich nicht in den Stoffwechsel
einbinden lassen. Eine Hemmung des Enzymsystems der Dehydrogenasen durch ein
bestimmtes Ozonierungsprodukt kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Der DOC und
CSB ergaben ebenfalls Hinweise darauf, dass trotz des durch die Ozonierung hervorgerufenen
zusatzlichen Kohlenstoffangebotes im Medium dieses nicht weiter umgesetzt wurde. So war
mit der Vorozonierung ebenfalls eine Abnahme der absoluten Kohlendioxidproduktion zu
beobachten.

Die Ozonierung eines mit PAK belasteten Altlastbodens bewirkte keine signifikante
Verringerung der Ausgangsbelastung des kontaminierten Bodens. Um Probleme bei der
Ozonierung des Bodens durch Aggregatbildung zu umgehen, wurde nur mit getrockneten und
gesiebten Boden gearbeitet. Dennoch war die Reduzierung des PAK-Gehaltes durch die
Ozonierung nicht sehr effektiv. Die Ursachen dafir lagen vermutlich in der schlechten
Zuganglichkeit der Schadstoffe durch Porendiffusionshemmung oder die Bildung einer
hemmenden Produktschicht auf der Oberflache der vorliegenden Teerpartikel. Eine geringe
Verbesserung des anschlieRenden mikrobiologischen Abbaus in Suspensionskultur mit
erhohten Abbauleistungen konnte dennoch beobachtet werden. Im Gegensatz zu dem
mikrobiologischem Abbau von Phenanthren auf Quarzsand oder Boden war nach
vorhergehender Vorozonierung wahrend der Kultivierung sowohl eine etwas héhere KBE als
auch eine leicht erhdohte Dehydrogenaseaktivitat der Mischkultur zu beobachten. Die
Zunahme des DOC und CSB wies auf eine Erhdhung des Kohlenstoffangebotes durch die
Ozonierung hin. Wahrend des mikrobiologischen Abbaus gelang jedoch keine Reduktion des
hohen CSB und DOC unter deren Anfangswerte, wenn zuvor eine Vorozonierung des Bodens
durchgefuhrt wurde. Ein Umsatz der aus der Ozonierung hervorgegangen Substanzen blieb
aufgrund der Komplexitat des Schadstoffgemisches schwierig zu beurteilen, auch wenn die
Mischkultur mit den vorliegenden Bedingungen besser zurechtkam als die Reinkultur im
Modellsystem.

Die Fahigkeiten zur Verwertung der identifizierten und angebotenen Ozonierungsprodukte
des Modellschadstoffs Phenanthren als Substrat fir den mikrobiologischen Abbau in
Flussigkultur unterschieden sich zwischen der Reinku@piningomonas yanoikuyd@SM
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6900 und der Mischkultur nur wenig. Die einkernigen aromatischen Verbindungen
Salicylsaure und Phthalaldehydséaure wurden sehr gut verstoffwechselt. Vermutlich traf dies
auch auf Phthalsaure zu, dessen Messung mittels Kapillarelektrophorese jedoch
Schwierigkeiten bereitete. Die funktionalisierten Biphenyle 2,2‘-Biphenyldialdehyd, 2'-
Formyl-2-Biphenylcarbonséure und Diphensaure, die als primére Reaktionsprodukte aus der
Ozonolyse von Phenanthren hervortraten, lieRen sich nur schwer von den verwendeten
Bakterien abbauen. Einzig die Mischkultur war in der Lage das 2,2‘-Biphenyldialdehyd tber
den Zeitraum von einer Woche vollstdndig abzubauen. Durch den Angriff des Ozons wurde
die Molekulstruktur des Phenanthrens moglicherweise so verandert, dass die Bakterien tber
keine geeigneten Enzymsysteme verfiigen, die entstandenen Primarprodukte schnell und
effektiv abzubauen. Erst die weiteren Oxidationsprodukte wie z. B. Salicylsdure und
Phthalaldehydsaure konnten in den Stoffwechsel eingebunden werden, da es sich dabei um
Substanzen handelte, die ohnehin als Stoffwechselprodukte gebildet wurden oder diesen
Stoffen chemisch sehr a&hnlich waren. Die Schlussfolgerung aus den beobachteten
Ergebnissen ist die Notwendigkeit einer sehr weitgehenden Oxidation durch Vorozonierung,
um verstoffwechselbare Produkte zu erzeugen. Eine geringe Vorozonierung wirkte sich
dagegen kontraproduktiv auf den mikrobiologischen Abbau aus. Obwohl durch eine geringe
Voroxidation die Bioverfugbarkeit des Ausgangsschadstoffs erhoht wurde, konnten einige
entstandene primare Ozonierungsprodukte des Phenanthrens im Vergleich zum
Ausgangsschadstoff nur sehr langsam oder gar nicht abgebaut werden. Ahnliche
Beobachtungen machten auch andere Autoren bei dem mikrobiologischen Abbau stabiler
Ozonide, die aus der Ozonolyse von Benzo[e]pyren und Benzo[k]fluoranthen hervorgegangen
sind [ScHULZ, 1998].

Erste Aussagen zur Toxizitat der Ozonierungsprodukte des Modellschadstoffs Phenanthren
sollten mit Hilfe exponentieller Wachstumstests von Bodenbakterien gewonnen werden.

Die Ozonierungsprodukte des Phenanthrens, die unter den gewéhlten Versuchsbedingungen
bei der Ozonierung innerhalb von 15 Minuten entstanden waren, schienen auf die Reinkultur
S. yanoikuyad®dSM 6900 und das Mischkonsortium eine geringe inhibierende Wirkung zu
haben, wenn diese Stoffe in htherer Konzentration im Medium vorlagen. Eine toxische
Wirkung konnte dagegen auch bei niedrigen KonzentrationenBatdubtilis beobachtet
werden.

In  Beziehung zu dem zeitlichen Verlauf der Entstehung unterschiedlicher
Ozonierungsprodukte, wonach in den ersten 15 Minuten der Ozonierung in besonders hohen
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Konzentrationen die schlechter verstoffwechselbaren funktionalisierten Biphenyle entstanden,
erscheinen diese Ergebnisse durchaus plausibel.

Eine Aussage Uber den zeitlichen Gang der Toxizitat, die moéglicherweise zu Beginn der
Ozonierung ihren HoOhepunkt findet und im weiteren Verlauf der Ozonierung mit
zunehmender Degradation der primaren Abbauprodukte zu einkernigen Aromaten wieder

abnimmt, konnte mit diesen Experimenten nicht naher untersucht werden.

Aussagen Uber den zeitlichen Verlauf der Toxizitat konnten mit Untersuchungéibran
fischeri, Bacillus subtilizind Lepidum sativungewonnen werden.

Die Oxidation Phenanthren enthaltender Boden mit Ozon fuhrte zu einer Erh6hung der
Konzentration von Substanzen im Boden, die nach einer Extraktion mit Wasser zu einer
Hemmung der Lumineszenzaktivitat vofibrio fischeri gefiihrt haben. Dabei wurde zu
Beginn der Ozonierung ein Maximum in der Hemmung der Lumineszenzintensitéat
durchlaufen. Je geringer der Huminstoffgehalt des Bodens war, um so starker haben sich die
Ozonierungsprodukte ausgewirkt, wie anhand der verwendeten Modellbdden gezeigt werden
konnte. Es konnte beobachtet werden, dass diese Hemmwirkung auf die Ozonierung von
Phenanthren oder PAK zuruckgefuhrt werden konnte. Die Ozonierung von Huminstoffen
allein bewirkte keine signifikante Steigerung der Hemmung. Bei huminstoffreicheren B6den
war dagegen am Modellschadstoff Phenanthren eine Abpufferung der Hemmwirkung
gegenuber huminstoffarmen Bdden zu beobachten. Entgegen den Erwartungen fielen die
aufgezeigten Hemmungen der Lumineszenzintensitdten bei dem ozonierten real
kontaminierten Boden geringer aus. Moglicherweise spiegelte sich darin der langsame und
schon diskutierte Reaktionsfortschritt der gealterten PAK-Kontamination wieder. Eine weitere
Ursache kdnnte aber auch eine schlechte Extrahierbarkeit von Ozonierungsprodukten aus der
hydrophoben Teermatrix sein.

Im Dehydrogenase-Kontakttest vBacillus subtilisfihrte die Ozonierung von Huminstoffen

nicht zu einer Hemmung der Dehydrogenaseaktivitat. Bei den mit Phenanthren
kontaminierten Boden waren dagegen sehr hohe Hemmungen zu beobachten, die auch im
Laufe der Ozonierung nur wenig verringert wurden. Im Vergleich zu den Untersuchungen
wassriger Bodenextrakte durdhbrio fischeri zeigten die verwendeten Bdden aus Banteln

und Braunschweig awBacillus subtiliskeine signifikanten Unterschiede im Kontakttest. Die
Proben des real kontaminierten Bodens bewirkten einen kontinuierlichen Anstieg der
Hemmwirkung, was den Schluld zulasst, dass die Oxidation der PAK im Versuchszeitraum
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noch nicht beendet worden ist. Im Vergleich zu den Toxizitatstests mit wassrigen
Bodenextrakten, die nur eine begrenzte Aussagekraft haben, war eine deutliche Steigerung der
Hemmwirkung mit zunehmender Ozonierung zu beobachten. Die Ozonierung der PAK flhrte
somit zu einer Steigerung der Toxizitat. Im direkten Kontakt mit den Bodenpartikeln in der
Suspension ist eine hemmende Wirkung demnach besser zu dokumentieren, als durch
wassrige Bodenextrakte, da die quantitative Erfassung aller vorliegenden Substanzen durch
eine wassrige Extraktion moglicherweise nicht vollstandig ist.

Die Auswirkung der Ozonierung von PAK in Bdden auf hohere Pflanzen wurde mit
Wurzellangentests vohepidum sativumdurchgefuhrt. Interessanterweise fuhrte auch die
Ozonierung von unkontaminierten huminstoffhaltigen Boden zu einer Hemmung des
Wurzelwachstums in Bereichen von 20 bis 40%. Bei den mit Phenanthren kontaminierten
Bdden sind die hochsten Hemmungen des Wurzelwachstums von 80-100% schon nach einer
Ozonierung von 15, bzw. 60 Minuten zu beobachten. In der Folge sanken die Werte langsam
ab, blieben jedoch immer hoher als die des unkontaminierten Bodens. Das Wurzelwachstum
der Kresse wurde demnach durch die Ozonierungsprodukte des Phenanthrens deutlich
gehemmt. Die Ozonierung des real kontaminierten Bodens flihrte zu einem langsameren
Anstieg der Hemmung auf ein Maximum bei 180 Minuten. In der Folge nahmen die Werte
jedoch wieder bis auf das Niveau des unkontaminierten Bodens ab. Die Reaktionsprodukte
aus der Ozonierung der PAK ubten demnach auch eine Hemmung auf das Wachstum von
Pflanzen aus. Eine ausreichende Absenkung der Hemmwirkung durch fortschreitende
Ozonolyse war uber den beobachteten Versuchszeitraum nicht mdglich gewesen.

Die Auswirkung der Ozonierung von PAK auf eine Bakterienpopulation in festem
Bodenmaterial wurde anhand der Atmungsaktivitat (Basalatmung) untersucht. Bei allen
getesteten Boden war ein ahnlicher Trend zu beobachten, mit steigender Ozonierungsdauer
auch eine erhthte Bodenatmungsaktivitat aufzuweisen. Es kann vermutet werden, dass die
zugegebenen Mikroorganismen in den ozonierten Bodenproben ein grof3eres Substratangebot,
bzw. eine bessere Verfugbarkeit des vorhandenen Substratangebotes vorgefunden haben. In
der Folge waren hoéhere Atmungsaktivitdten zu beobachten. Im Gegensatz zu den
Abbauversuchen in Suspensionskultur schienen die Mikroorganismen am festem Boden durch
die Ozonierung nicht nachhaltig negativ beeinflusst worden zu sein. Allerdings zeigte sich die
schlechte Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche, da fir jeden Versuch ein neuer Ansatz zur
Bodenbefeuchtung und zum Animpfen des Bodens hergestellt werden musste. Aufgrund
mangelnder Kapazitdten waren die Messungen auf 12 Proben beschrankt, was pro Messreihe
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nur die gleichzeitige Messung der Proben eines Versuches in Doppelbestimmung erlaubte.
Auf diese Weise wurden alle Versuche nacheinander durchgefiihrt, was durchaus zu
unterschiedlichen Ausgangsbedingungen gefuhrt haben konnte. Die Ergebnisse sind daher

nicht sehr eindeutig und nur vorsichtig zu interpretieren.

Bisher konnte durch Untersuchungen an kinstlich mit Phenanthren kontaminierten Bdden als
auch an real kontaminierten Boden keine eindeutige Verbesserung des Schadstoffabbaus in
Suspensionskultur festgestellt werden. Bei den Phenanthrenkontaminationen waren gleich
gute oder schlechtere Abbauleistungen zu beobachten wenn mit einer Reinkultur gearbeitet
wurde. Am real kontaminierten Boden ist der mikrobiologische Abbau durch eine
Mischkultur gleich gut oder besser wenn eine Vorozonierung durchgefuhrt wurde.

Die Ursachen fir mogliche Verschlechterungen des Abbaus lagen moglicherweise in
toxischen oder inhibierenden Eigenschaften der aus der Ozonierung hervorgegangenen
Oxidationsprodukte, was anhand der bisherigen Toxizitdtsuntersuchungen gezeigt werden
konnte. Die Untersuchungen mit einer Reinkultur haben den schadhaften Einfluss sehr gut
aufgezeigt, den die Ozonierung auf ein einzelnes Bakterium haben konnte. Die bessere
Anpassungsfahigkeit einer Mischkultur konnte diese Einflisse jedoch kompensieren, was die
Vitalitat und Stoffwechselaktivitat angehen. Daraus lief3 sich jedoch nicht automatisch ein
verbesserter mikrobiologischer Abbau der Ozonierungsprodukte folgern, wie diese
Untersuchungen zeigen konnten.

Die Abbauuntersuchungen an ausgewahlten, identifizierten Ozonierungsprodukten des
Phenanthrens konnten die Schwierigkeiten beim mikrobiologischen Abbau, sowohl durch
eine Rein- als auch eine Mischkultur deutlich belegen. Demnach muss eine Voroxidation mit
Ozon soweit fortgefuihrt werden, bis mindestens monoaromatische Verbindungen entstanden
sind, die einem mikrobiologischen Abbau auch zugénglich sind. Es konnte gezeigt werden,
dass die primaren Oxidationsprodukte aus der Ozonolyse des Phenanthrens schlechter
abbaubar waren als der Ausgangsschadstoff und z.T. nicht quantitativ mikrobiell umgesetzt
werden konnten.

Die Voroxidation fordert den Gesamtabbau nicht signifikant und eine Totaloxidation mit
Ozon ware nur sinnvoll, wenn das Ozon wirtschatftlicher hergestellt werden und die Reaktion
der PAK mit Ozon effektiver gefuihrt werden kdnnte. Beziglich weiterer Untersuchungen zur
Oxidation von PAK in Bdden durch Ozon sei auf die Dissertation von Muller verwiesen
[MULLER, 2000], die ebenfalls im gleichen Zeitraum am Institut fir Technische Chemie der

Universitat Hannover entstand.
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Eine Ozonbehandlung des Bodens erscheint demnach als nicht sehr effektiv und

wirtschaftlich nicht sinnvoll.

Ein Festoffreaktorverfahren zur Behandlung von PAK in Bdden durch Ozon beinhaltet
verfahrenstechnische Probleme und hohe Kosten. Zudem stellt die Aggregatbildung fester
Bodenpartikel besonders bei feuchtem Boden ein bisher ungeléstes Problem dar, welches die
Austauschflache Gas/Feststoff verkleinert. Eine weitere Schwierigkeit bereiten Altlastbéden,
bei denen die PAK in Form von mit Bodenkodrnern fest verklebten Teerpartikeln vorliegen.
Eine vollstandige Oxidation der Schadstoffe ist in diesem Fall nicht moglich. Die
Kombination eines mikrobiologischen Mietenverfahrens mit einer Feststoffbehandlung durch
Ozon ist daher sowohl weder wirtschaftlich noch verfahrenstechnisch sehr effektiv. Dabei ist
es auch nicht von Bedeutung, ob erst eine Voroxidation mit Ozon mit anschlieRender
mikrobiologischer Mietentechnik oder der umgekehrte Verfahrensablauf angedacht ist. Die
aufgezeigten Schwierigkeiten der Toxizitat und der verschlechterten Abbaubarkeit der
Ozonierungsprodukte bei unvollstdndigem Oxidationsgrad stellen eine Kombination mit
mikrobiologischen Methoden ohnehin in Frage.

Ein alternativer physikalisch-chemischer Ansatz kénnte vielleicht die Kombination von
Bodenwaschverfahren mit einer Ozonierung des Waschwassers, bzw. der erhaltenen
Bodenfeinkornsuspension darstellen. So kénnte durch die Ozonolyse in wassriger Losung bei
ausreichend niedrigen pH-Werten durch die Bildung von Hydroxylradikalen eine schnellere
und effektivere Oxidation der ausgewaschenen Schadstoffe erzielt werden.

Der Vergleich der Ozonierung festen Bodenmaterials und der Ozonierung einer
Bodensuspension ware ebenfalls ein interessanter Ansatzpunkt. Inwieweit hier eine
Diffusionslimitierung der Reaktion durch geldstes Ozon auftreten kann musste naher
untersucht werden. Durch die schnelle unselektive Reaktion der in wéassriger Losung ebenfalls
gebildeten Hydroxylradikale lieRe sich die Oxidation der PAK jedoch ebenfalls schwer
steuern. Ob sich hier eine Kombination mit mikrobiologischen Methoden anbietet, misste
ebenfalls geprift werden. Die Probleme der Bildung von schlecht verstoffwechselbaren

Oxidationsprodukten sind jedoch auch hier zu erwarten.
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7 Anhang

7.1 Flussigmedien

10fach konzentriertes Mineralsalzmedium

NaoHPO,
KH.PO,
(NH4)2SO
MgSOy*7H,0
CaC}*2H,0
H2Obidest

Spurenelementelésung SL-6

ZnS0O4*7H0O
MnClL*4H,0
H3BOs
CoCbL*6H-0
CuCh*2H,0
NiCl*6H,0

NaMoO4*2H-,0

H2Obidest

Spurenelementeldésung SL-4

EDTA
FeS0O4*7HO

Spurenelementelosung SL-6

H2Obidest

Mineralmedium nach Brunner

24,4 ¢g
15,29
5009

209

0,59

ad 1000 mL

0,19

0,03 ¢
0,39

0,29
0,01g

0,02 g

0,03 ¢

ad 1000 mL

0,59
0,29

100 mL
ad 1000 mL

10fach konzentriertes Mineralsalzmedium 100 mL

Spurenelemnteldosung SL-4

H2Obidest

10 mL
ad 1000 mL
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Corynebacterium Medium

Casein Pepton 109

Hefeextrakt 59

Glucose 59

NacCl 59

H2Ovidest ad 1000 mL, pH 7,3

Artificial sea water

NaCl 28,139
KCl 0,779
CaCh*2 H,0 1,60g
MgCl*6 H,0 4,80g
NaHCO, 0,11g
MgSQs*7 H,0 3,509
H2Obidest 1000ml

Seawatermedium furVibrio fischeri

Fleischextrakt 10,09

Pepton 10,0

Artificial sea water 750ml
Leitungswasser 250ml, pH 7,3

Medium flr Bacillus subtilis

Pepton 5,09
Fleisch extrakt 3,09
MnSQOy*H ,0 10,0mg

H2Opidest 1000ml, pH 7,0
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7.2 Agarplatten

Standard I-Agarplatten

Standard I-N&ahrbouillon 259
Agar-Agar 159
H2Obidest ad 1000 mL

Seawater-Agarplatten
Agar-Agar 159
Seawatermedium ad 1000 mL

7.3 Reagenzien und Standardlésungen

Lésungen fur die Kapillarelektrophorese

Stammldsungen

Substanz 100 mg

Methanol ad 10 mL

Gultig fur Salicylsaure, Phthalaldehydsaure, Phthalsédure, 2,2'-Biphenyldialdehyd, 2'-Formyl-

Biphenylcarbonsaure, Diphenséure, Trimellithsaure, Phenanthrendion, Diphenylessigsaure

lonenpaarbildner
CEMA (Cetylethyldimethylammoniumbromjd 250 mg

Methanol ad 10 mL
Puffer

Cholsaure 50mM/L
Borsaure 100mM/L
pH-Wert 8,3

PAH-mix 9, Fa. Dr. Ehrenstorf
16 PAK nach EPA in Cyclohexan jedg/mL
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Anthracenstandardldsung:
Anthracen
Dichlormethan

Anthracen/Phenanthrenstandardlésung:
Anthracen

Phenanthren

Dichlormethan

Biorad DC Protein Assay
Reagenz A
Reagenz B

50 mg
ad 100 ml

50 mg
50 mg
ad 100 mi

Reagenzien fiir den Test der Dehydrogenaseaktivitat

Resazurinlésung
Puffer A
Puffer B

75 mg/L Resazurin igOggest
6,8 g/L Imidazol in KDyigest, PH 6,3
3,8 g/L Natriumtetraborat in,Bpigest, pH 11

Reagenzien fir denTest der Fluoresceindiacetathydrolyse

Phosphatpuffer
Fluoresceindiacetatlésung

Reagenzien fur den Ammoniumtest

Reagenz A

Reagenz B

Reagenzien fur den Nitrattest
Sauremischung

Dimethylphenollésung

9,84 g/L Natriumphosphat #Oblest, pH 7,6
2 g/L Fluoresceindiacetat in Aceton

13 g Natriumsalicylat, 13 g Trinatriumcitrat,
0,097 g Dinatriumpentacyanonitrosylferrat
in 100 mL HOqest

3,2 g NaOH, 0,2 g Natriumdichloroisocyanurat in
100 mL HOgqest

50, und PO, zu gleichen Volumenanteilen
0,12 g 2,6-Dimethylphenol/100 mL Essigsaure
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Reagenzien fur den Phosphattest
Merck PMB Phosphortest, Reagenzien P-1A und P-2A

Bromphenolblaureagenz fur die Dinnschichtchromatographie

Losung I:

Bromkresolgrun 40 mg
Bromphenolblau 15 mg
Ethanol ad 100 mL
Losung Il:

Kaliumpermanganat 250 mg
Natriumcarbonat 500 mg
H2Obidest ad 100 mL

Losungen | und Il unmittelbar vor Gebrauch im Verhéltnis 9 + 1 mischen

Dinitrophenylhydrazinreagenz fir die Dunnschichtchromatographie

2,4-Dinitrophenylhydrazin 400 mg
2n-HCL 100 mL

Natriumhydroxidreagenz fir die Dunnschichtchromatographie
Natriumhydroxid 10g
H2Obidest 100 mL
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7.4 Massenspektren
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Massenspektren identifizierter oder vermuteter Substanzen (MSTFA-Derivate)
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7.5 NMR-Daten hergestellter Referenzsubstanzen

2,2'-Biphenyldialdehyd

NMR C (CDCE, 400 MHz)d (ppm): 128,5 (CH); 128,8 (CH); 131,7 (CH); 133,41 (CH);
134,5 (Qmart); 14112 (Quart); 19110 (G\Idehyd)

2‘-Formyl-2-Biphenylcarbonsaure

COOH

OHC

NMR *3C (CDC}E, 400 MHz)& (ppm): 127,6 (CH); 127,9 (CH); 128,2 (CH); 129,1 (CH);
130,1 (CH); 131,2 (CH); 131,9 (CH);132,5 (CH); 133,2 (CH); 133,7 (CH); 140,24C
144,8 (Qmart); 17118 (Q:arboxyb; 19118 (G\Idehyd)
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