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Einleitung

1 Einleitung

.Methyl-tertidr-butylether (MTBE) - Wundermittel oder Problem ?* (Braids 2001)

Ein Meilenstein in der Geschichte der Kraftstoffindustrie wurde erzielt als MTBE erstmalig
Ende der 70-iger Jahre in den USA und 1985 in Deutschland als Benzinadditiv im Austausch
gegen die bis dahin verwendeten giftigen Alkyl-Bleiverbindungen eingesetzt wurde

(Schirmer 1999a). Als sauerstoffhaltiger Oktanzahlerhdher verbesserte MTBE die
Benzinqualitdt durch eine Erhéhung der Klopffestigkeit desselben. Auflerdem wurde durch
den erhohten Sauerstoffgehalt eine vollstdndigere Verbrennung des Kraftstoffes erreicht und
somit die Freisetzung von Umweltschadstoffen und die Ozonbildung verringert. In den
folgenden Jahren stieg der MTBE-Verbrauch extrem an (EPA 1998). Im Jahre 2004 lag der
weltweite Verbrauch von MTBE bei 20 Millionen Tonnen/ Jahr, wovon 60% in den USA und
15% in Europa verwendet wurden (Arp et al. 2004). In Deutschland wurden 1998 538
Millionen Liter MTBE dem Benzin zugemischt (0,4% (v/v) fiir Normal-Benzin, 3,0% (v/v) fur
Super-Benzin und 10,2% (v/v) fiir Super-Plus) (Sur et al. 2003; Effenberger et al. 2001).
Aufgrund seiner geringen Produktionskosten, seiner guten Mischbarkeit und der hohen
Verbrennungswerte ist MTBE das mit Abstand am haufigsten eingesetzte Benzinadditiv mit
einem Marktanteil von 80% (Braids 2001).

Als Anfang der 80-iger Jahre MTBE zum ersten Mal in Trinkwasserbrunnen nachgewiesen
wurde, sahen weder Wissenschaft noch Politik einen akuten Handlungsbedarf

(Mc Kinnon et al. 1984). Erst der zunehmende Nachweis von MTBE in Grundwasser- und
Trinkwasserproben flhrte zu der Erkenntnis, dass durch den weit verbreiteten Einsatz des
Ethers im Benzin, dieser durch Leckagen an unterirdischen Tanklagern und
Rohrleitungssystemen sowie durch Unfélle beim Benzintransport Uber den Wasserkreislauf
ins Grundwasser gelangt. Seine hohe Wasserldslichkeit, schlechte Adsorbierbarkeit im
Boden und mikrobielle Persistenz waren Ursache fir die entstehenden grof¥flachigen
Verschmutzungen (Raloff 2000; Schirmer et al. 1999a). Der bis dahin wohl spektakularste
MTBE-Schadensfall war das Auftreten von MTBE-Konzentrationen bis zu 600 pg/l in den
Rohwasserbrunnen der Stadt Santa Monica (Kalifornien, USA) infolge der Leckage an einer
einzelnen Tankstelle im Jahre 1996. Diese Kontamination fiihrte zur SchlieBung der Halfte
der stadtischen Trinkwasserbrunnen (Happel et al. 1998). Infolge der zunehmenden
Detektion von MTBE in Trinkwasser- und Grundwasserproben gab die U.S.
Umweltschutzbehdérde (USEPA) eine Trinkwasserrichtlinie heraus, die empfahl, dass MTBE

im Trinkwasser eine Konzentration von 20 - 40 ug/l nicht Gberschreiten sollte (USEPA 1994).
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Einleitung

Gleichzeitiy wurde der Ether als unregulierte Chemikalie in die Liste potentieller
Trinkwassergefdhrdungen aufgenommen (USEPA 1994).
Auch in Deutschland entwickelt sich MTBE zu einem Problem, obwohl von offizieller Seite
die Meinung vertreten wird, dass die Verwendung von MTBE im Benzin kein akutes
Umweltrisiko darstellt, da Tankstellen und Pipelines einen htheren technischen Standard als
in den USA aufweisen (Pahlke et al. 2000). Jedoch belegen Altlastenstandorte in
Minchenbernsdorf/Thiringen (aufgegebene Militarbasis der Sowjet-Armee,
curee < 2 mg/l (Pahlke et al. 2000)) und in Leuna/Sachsen-Anhalt (ehemalige Chemiewerke
Leuna, Curse < 185 mg/l (Effenberger et al. 2001)), dass auch in Deutschland grofere
Mengen des Ethers ins Grundwasser gelangt sind. Erhéhte MTBE-Konzentrationen traten
auch bei Grundwassermessungen des Bayrischen Landesamtes fur Wasserwirtschaft
(Stockerl et al. 2000) und des Landesamtes fiir Umweltschutz Baden-Wirttemberg (2000) in
der Niahe von Raffinerien und Tankstellen auf. Um das Verhalten der
Grundwasserkontaminante MTBE besser einschatzen zu kénnen, mussen vor allem ihre
Eigenschaften naher betrachtet werden.
MTBE ist eine leichtfliichtige, sauerstoffhaltige Kohlenwasserstoffverbindung, die zur
Stoffklasse der polaren Ether gehort (Abb. 1).

CH;

I

CH; -0 —-C-CH;s;

I
CH,

Abb. 1: Strukturformel von Methyl-tertidr-butylether (MTBE)

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften von MTBE sind bei Squillace et al.
(1997) im Detail beschrieben. Eine fir die Kontaminationen im Grundwasserbereich
relevante Eigenschaft ist die hohe Wasserloslichkeit von 32,2 - 54,4 g/l bei 25°C

(USEPA 1994). Aufgrund seines geringen Siedepunktes (53,6 - 55,2°C) und seines hohen
Dampfdruckes (32,6 kPa) (USEPA 1994) wird MTBE zu den leicht flichtigen Chemikalien
gezahlt. Der auf den organischen Kohlenstoff normierte Verteilungskoeffizient (Koc), als Mald
fur die Adsorbierbarkeit des Stoffes im Boden, I&sst mit 11 cm?/g auf eine minimale Sorption
an Bodenpartikeln und eine damit vernachlassigbare Retardation schlieften

(Squillace et al. 1997). Folglich bewegt sich MTBE im Aquifer annahernd mit der
FlieRgeschwindigkeit des Grundwassers. Die stabile tertidre Etherstruktur des Schadstoffes
ist unter anderem Ursache fur die hohe Resistenz der Substanz gegeniber mikrobiellen
Angriffen (Salanitro et al. 1994).
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Die fir den Menschen auffélligsten Eigenschaften von MTBE sind dessen unangenehmer
terpentinartiger Geruch und Geschmack, die bereits bei Konzentrationen von 0,25 - 0,68 ug/l
wahrnehmbar sind (Keller et al. 1998). Daraus schlussfolgernd fllhren bereits geringe
Konzentrationen des Ethers zu einer Beeintréchtigung der Trinkwasserqualitat.

Neben den physikalischen und chemischen Eigenschaften einer Substanz spielt die Toxizitat
dieser eine wichtige Rolle bei der Betrachtung des Gefahrdungspotenzials des Schadstoffes.
Uber die toxische Wirkung von MTBE wird derzeit kontrovers diskutiert, da bisher nur
unzureichende Untersuchungsergebnisse vorliegen. Es existieren Studien zur toxischen
Wirkung auf Bakterien, Pflanzen und Saduger (Werner et al. 2001; An et al. 2002; Ahmed
2001). Wahrend eine Hemmung des Bakterienwachstumes bei Konzentrationen von
> 7,4 mg/l MTBE festgestellt wurde (Werner et. al. 2001), trat bei Pflanzen eine Reduktion
des Wachstumes und der Samenkeimung erst bei Konzentrationen von > 18 mg MTBE/kg
Trockengewicht Boden auf (An et al. 2002). Die akute Toxizitdt von MTBE auf Sauger ist
sehr gering (Tesseraux et al. 1999). Andererseits zeigten Langzeituntersuchungen bei
Ratten und M&usen Nierentumore und neurotoxische Schédigungen ab
MTBE-Konzentrationen > 1440 mg/m? (Tesseraux et al. 1999). Fir den Menschen ist laut
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization 1998) unter den bestehenden
Belastungsbedingungen mit hoher Wahrscheinlichkeit kein akutes Gesundheitsrisiko zu
erwarten. Als Grenzfall zwischen Nichteinstufung und Einstufung wurde MTBE mit der
Karzinogenitatskategorie 3 bewertet (Tesseraux et al. 1999). Trotz dieser Einschatzung
sollte das Problem MTBE als Grundwasserkontaminante nicht unbeachtet bleiben.

Der Abbau von MTBE in der Atmosphére durch Hydroxyl-Radikale liegt bei Halbwertzeiten
von drei bis sechs Tagen (Stupp et al. 2004) und in Oberflachengew&ssern bei

ca. 14 Tagen (Fayolle et al. 2003; Reuter et al. 1998). Im Grundwasser hingegen wurden
Halbwertszeiten von mindestens zwei Jahren (Fayolle et al. 2001), meist jedoch zwischen

10 und 15 Jahren nachgewiesen (Wilson et al. 2000; Landmeyer et al. 2001;
Schirmer et al. 1998). Ursache dafiir sind fehlende Stofftransportvorgénge zwischen der Luft-
Wasser-Grenzschicht und die hohe biologische Resistenz des Ethers. Die geringen
nattrlichen Abbau- und Rickhalteprozesse fur MTBE im Grundwasserbereich machen eine
aktive Sanierung der kontaminierten Bereiche notwendig. Als Verfahren werden bisher
hauptsachlich konventionelle Techniken (,Pump and Treat'- Verfahren: Aktivkohleadsorption,
Luftbegasung, ,Soil Vapor Extraction“) angewendet, die detailliert in den Arbeiten von
Symons et al. (2003) beschrieben wurden. Weitere Verfahren sind in-situ Verfahren zu
denen chemische und biologische Sanierungstechnologien, beschrieben in Kelley et al.
(2003) und Wilson et al. (2003), gezahlt werden. All diesen Verfahren ist gemeinsam, dass
sie nur mit hohem Kostenaufwand effektive Ergebnisse erzielen kdnnen. Bei einigen dieser

Verfahren (z.B. Aktivkohleadsorption) findet aulRerdem lediglich eine Verlagerung des
3
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Schadstoffes in andere Umweltbereiche und keine nachhaltige Eliminierung statt.
Kostenglinstigere Alternativen kénnten Konzepte wie Natural Attenuation und Enhanced-
Natural-Attenuation (ENA) darstellen (Schirmer 2000). Bei dem ENA-Konzept werden
natirliche Rickhalte- und Abbauprozesse des Grundwasserleiters unter Verwendung
verschiedener Verfahren stimuliert und somit wird eine Beschleunigung des natirlichen
MTBE-Abbaues erreicht. Als biologische Verfahren kommen hierbei die Biostimulation,
welche die Dosierung von Nahrstoffen, Elektronendonatoren und -akzeptoren beinhaltet und
die Bioaugmentation zum Einsatz. Bei der Bioaugmentation werden neben Nahrstoffen,
Elekironendonatoren und -akzeptoren aulerdem noch Mikroorganismen zugesetzt.
Grundvoraussetzung fir diese Verfahren ist das Vorhandensein von speziellen
Mikroorganismen und Milieubedingungen, die einen MTBE-Abbau ermdglichen.
Verschiedene Laborstudien (Tab. 1 und 2) der letzten Jahre haben gezeigt, dass mikrobielle
Sanierungsverfahren prinzipiell Erfolg versprechend sind.

Neben Studien zum anaeroben Abbau von MTBE unter Verwendung der
Elektronenakzeptoren Nitrat (Bradley et al. 2001b), Sulfat (Somsamak et al. 2001), Eisen
(Finneran et al. 2001), Mangan und Wasserstoff (methanogene Bedingungen)

(Yeh et al. 1994) kommt fur Sanierungskonzepte vorrangig der aerobe MTBE-Abbau zum

Einsatz. Dieser Abbau lauft iber den in Abb. 2 dargestellten Stoffwechselweg ab.

MTBE  CHs
1
CHy— C -0 - CH,

|
S~ o

iar - i A Hydroxymethyl -
Tertidr b‘(‘%ﬁrmmt @ O-J tertiar -butylether (1)
H.0

\ S /

CH;-C-0H + Formiat bzw.
I

Formaldehyd
ai, s Y
Hzo)l
2-Hydroxy -2- Methylpropanol (4)
CH4
HIBA 1
CH;- (ll - OH
Decarboxylase 0=C-0H
/ | v
i
2-Propanol I Dehydratase
+ 3-Hyd butyrat
Azeton yarRau
Methyl -
z acrylat
2,3-Dihydroxy -
2- Methyl -
propionate

Abb. 2: Oxidativer Abbauweg von MTBE (modifiziert nach (Francais et al. 2003; Steffan et al. 1997;
Rohwerder et al. 2006; Smith et al. 2003b)).
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Die Oxidation von MTBE zu Tertidr-Butanol (TBA), katalysiert durch eine Monooxygenase,
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des MTBE-Abbaues. Es wird die Bildung von
Hydroxymethyl-tertidr-butylether (1) angenommen, der instabil ist und zu Formaldehyd und
TBA zerfallt (Smith et al. 2003b). In anderen Studien wurde die Bildung von Tertiér-
butylformiat (TBF) (2) beobachtet, welches spontan zu Formiat und TBA umgesetzt wird
(Francois et al. 2003; Steffan et al. 1997). Eine Monooxygenase katalysiert auch den Abbau
von TBA Uber 2-Methyl-2-hydroxy-1-propanol (3) zu Hydroxy-lsobuttersdure (HIBA) (4) bzw.
Hydroxy-lsobutyrat (Steffan et al. 1997). Die weitere Metabolisierung von HIBA ist noch nicht
vollsténdig aufgeklart. Steffan et al. (1997) zeigten drei mégliche Stoffwechselwege des
HIBA-Abbaues: (I) Dehydrierung zu Methylacrylat, (Il) Hydroxylierung zu 2,3 Dihydroxy-2-
metyipropionat und (Ill) die Decarboxylierung zu 2-Propanol und Azeton. Rohwerder et al.
(2006) wiesen in ihren Untersuchungen zum Abbau von MTBE und ETBE durch das R-
Proteobakterium L10 einen neuen Abbauweg (IV) von HIBA durch eine Isobutyryl-CoA
Mutase (ICM) zu 3-Hydroxybutyrat nach.

Der aerobe MTBE-Abbau wurde in mehreren Laborversuchen mit Reinkulturen unter
Verwendung von MTBE als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle nachgewiesen (Tab. 1).
Des Weiteren konnte auch der wachstumsunabhangige Abbau von MTBE (cometabolischer
Abbau) durch Misch- und Reinkulturen beobachtet werden (Tab. 1). In den letzten Jahren
wurden in Feldversuchen erste Erfahrungen zur Sanierung von MTBE-Schadensféllen mit
verschiedenen Sanierungstechniken gewonnen. Eine Auswahl der durchgefiihrten
Feldversuche bietet Tab. 2.

' Die Nummern verweisen auf die entsprechenden Verbindungen in Abb. 2
5
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Einleitung

In den Untersuchungen zum MTBE-Abbau mit Kulturen (Tab. 1 - oberer Teil), welche MTBE als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzten, wurden nur sehr geringe Wachstumsraten
(0,01 d™") und geringe Biomasseausbeuten (0,21 - 0,28 g Zellen/ g MTBE) festgestellt (Salanitro
et al. 1994). Den sehr hohen Abbauraten dieser Versuche (34 mg MTBE/g BTS*h) stehen sehr
lange Akklimationsphasen und geringe Wachstumsgeschwindigkeiten entgegen. Bei dem
wachstumsunabhéngigen Prozess, des Cometabolismuses, erfolgt die Transformation von
MTBE in Gegenwart anderer Wachstumssubstrate (Arp et al. 2001), wie Alkanen oder
Alkoholen. Das Wachstumssubstrat dient zur Induktion und Regenerierung des initialen
Enzymsystemes, z.B. der Monooxygenase, welches gleichzeitig auch die Metabolisierung des
cometabolischen Substrates (MTBE) katalysiert (Abb. 3). Wahrend bei der Oxidation des
Wachstumssubstrates eine Regeneration der Reduktionsaquivalente erfolgt, ist dies bei der
Umsetzung des cometabolischen Substrates nicht der Fall. Die Konzentration des
Wachstumssubstrates mull so gewdhlt werden, dass der Erhaltungsstoffwechsel zur
Enzymregenerierung und der Umsetzung des cometabolischen Substrates gewdhrleistet wird,
aber keine bzw. nur geringe kompetitive Hemmung des MTBE-Abbaues auftritt. Eine kompetitive
Hemmung des MTBE-Abbaues tritt auf, wenn die Konzentration des Wachstumssubstrates zu
hoch ist (Fritsche 1998; Chang et al. 1995), weil dann vorzugsweise dieses Substrat umgesetzt
wird. Beim cometabolischen Abbau von Schadstoff kénnen toxische Zwischenprodukte,
sogenannte ,dead end" Metaboliten, gebildet werden, die u.a. zur Schadigung der

Mikroorganismen bzw. deren Enzymsysteme fiihren (Chang et al. 1995).

Oxygenase Enzymreaktion:
0,

Wachslums- m katabolisches
substrat t.w) ---*Intermediat ----- -

NADH +H* NAD*
NAD*  NADH +H*

! |

NADH
Regeneration

0,

cometabolisches
Substrat

NADH +H*  NAD’

---- foxisches _____ 5

Oxygenase
Produkt

Abb. 3: cometabolische Stoflumwandlung - Reaktionen der beteiligten Oxygenase (Chang et al. 1995)



Einleitung

Die in den Studien zum cometabolischen MTBE-Abbau verwendeten Reinkulturen sind in den
meisten Fallen charakterisiert durch ihre Fahigkeit Alkane zu verwerten (Tab. 1). Propan
(Steffan et al. 1997), Butan (Liu et al. 2001), vor allem aber langkettige n-Alkane haben sich
bisher als geeignete Wachstumssubstrate erwiesen, da diese als Benzinbestandteile an
kontaminierten Standorten im Aquifer simultan vorlagen (Fiorenza et al. 2002). Zudem konnten
auch Alkohole (Smith et al. 2003b) und andere Ether (ETBE) (Hernandez-Perez et al. 2001) als
Wachstumssubstrate eingesetzt werden. Die erzielten MTBE-Abbauraten, der in der Literatur
beschriebenen cometabolisch MTBE-abbauenden Mikroorganismen, variieren sehr stark in
Abhangigkeit der eingesetzten Kultur, des verwendeten Wachstumssubstrates und der
Temperatur der Abbauversuche (Tab. 1). Mit steigender Kettenlédnge des Wachstumssubstrates
wurden die durchschnittichen MTBE-Abbauraten erhoht. Viele in der Literatur dargestelliten
Abbauversuche erfolgten bei 28°C - 30°C (Smith et al. 2003b; Steffan et al. 1997) und sind
somit fur eine in-situ-Grundwassersanierung nicht aussagekraftig. Die Verwendung von Methan
als Wachstumssubstrat fir den cometabolischen MTBE-Abbau ist bisher kaum untersucht
worden (Schirmer et al. 2002; Zittwitz et al. 2001). In fast allen Studien wurde festgestellt, dass
mit diesem Wachstumssubstrat ein cometabolischer MTBE-Abbau nicht mdglich ist. Nur im
Patent von Zittwitz et al. (2001) wurde beobachtet, dass durch eine Methanstimulation in einem
5 |-Fermenter mit aktivem Schlamm einer Pflanzenkléranlage MTBE abgebaut werden kann. Da
diese Versuche ohne vertiefende mikrobiologische Untersuchungen durchgefihrt wurden, gibt
es bisher keine direkten Nachweise, dass methanotrophe Bakterien in der Lage sind, MTBE
cometabolisch abzubauen.

Die dargestellten Laboruntersuchungen und der weit verbreitete Einsatz von MTBE in der
Kraftstoffindustrie machen deutlich, dass auf dem Gebiet der MTBE-Sanierung durch alternative
Sanierungstechnologien sowie bei den Grundlagen des biologischen MTBE-Abbaues
Forschungsbedarf besteht. Daraus leitet sich die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit ab.
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2 Aufgabenstellung

Bisher werden in Deutschland zur Sanierung von MTBE kontaminierten Standorten

hauptsadchlich Methoden angewendet, bei denen mit aktiven (energieverbrauchenden)

Techniken der kontaminierte Bereich gereinigt wird. Alternative Konzepte wie Enhanced-Natural-

Attenuation (ENA) werden als Sanierungsmethode noch nicht praktiziert.

Das interdisziplindre technisch orientierte Verbundvorhaben METLEN (Methyl-tertidr-butyl-ETher

(MTBE)-LEUNA als Referenzstandort zur Implementierung des ,Enhanced-Natural-Attenuation”

Ansatzes) hat das Ziel, solche kostengunstigen und praxisnahen Methoden fiir die refraktére

Substanz MTBE zu entwickeln (Schirmer 2000). Neben verschiedenen anderen

Sanierungsansitzen soll dabei auch der Prozess des Cometabolismuses angewendet werden.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von Grundlagen des cometabolischen

MTBE-Abbaues unter Nutzung alkanverwertender Bakterien sowie die Entwicklung eines

Verfahrensvorschlages fiir einen Sanierungsansatz zum cometabolischen MTBE-Abbau im

Rahmen des METLEN-Projektes.

Zur Lésung dieser Aufgaben wurden folgende Strategien gewahit:

e Anreicherung und Selektion methan-, propan- und butanverwertender Bakterien mit hohem
cometabolischen MTBE-Abbaupotenzial

s Untersuchung des Wachstumes und der Enzymaktivitdt der selektierten Bakterien in
verschiedenen Mafstaben (100 ml, 300 ml, 5 I, 50 I) in Abh&ngigkeit grundwasserrelevanter
Milieubedingungen

e Entwicklung von Methoden zur Gewinnung hochaktiver Biomasse der MTBE-abbauenden
Kulturen im kleintechnischen Mafstab (50 1)

« Optimierung des cometabolischen MTBE-Abbaues der isolierten Bakterien in verschiedenen
Volumina (5 ml, 100 ml, 2 1)

Dabei sollen im Gegensatz zu bisherigen Literaturstudien, die vorrangig héherwertige flissige

Alkane als Kohlenstoffquellen einsetzen, Methan, Propan, Butan und Alkohole als

Wachstumssubstrate verwendet werden.

Anhand der Ergebnisse der Laboruntersuchungen ist ein Verfahrensvorschlag zur Anwendung

des cometabolischen MTBE-Abbaues im Sinne des ENA-Konzeptes zu erstellen und dieser in

einem Feldversuch am Standort Leuna zu testen. Hierbei sind die Sanierungsansatze

Biostimulation und Biocaugmentation zu untersuchen. Es soll ein Monitoringprogramm etabliert

werden, das einen Nachweis der MTBE-abbauenden Mikroorganismen sowie des MTBE-

Abbaues im Feld umfasst.
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3 Material und Methoden

3.1 Eingesetzte Mikroorganismen und Umweltproben
Neun sMMO-exprimierende methanotrophe Bakterien, die im Department Bioremediation des

Umweltforschungszentrums (UFZ) Leipzig-Halle GmbH isoliert vorlagen, wurden fir die
Untersuchungen ausgewahlt (Tab. 3).

Tab. 3: Untersuchte methanotrophe Reinkulturen der Stammsammiung des Departments Bioremediation
des UFZ Leipzig-Halle GmbH

Stammbezeichnung Spezies

GB 14 Methylocystis spec.

GB 18 Methylosinus trichosporium
GB 19 Methylosinus sporium

GB 20 Methylocystis spec.

GBP 15 Methylosinus trichosporium
GBP 17 Methylocystis minimus
GBP 31 Methylosinus sporium

Ms 9 Methylosinus spec.

Ms 20 Methylosinus spec.

Als Ausgangsmaterial fur Anreicherungskulturen mit Methan, Propan und Butan als
Wachstumssubstrate kamen die Umweltproben (Charakterisierung = Anhang Tab. A-1)

e Klarschlamm des Belebtschlammbeckens der Kldranlage Leipzig-Rosental, BRD

e Blahschlamm des Absetzbeckens der Klaranlage Halle-Lettin, BRD und

e MTBE kontaminiertes Grundwasser der Grundwasserbrunnen GW 9 und GW 7

des METLEN-Projektareals am Industriestandort Leuna, BRD

zum Einsatz.
Aus diesen Anreicherungskulturen wurden vier methan-, zwei propanverwertende Reinkulturen
(B12 und K152) und der butanverwertende Stamm BU3 uber Ausstrichverfahren isoliert und
hinsichtlich ihrer Fahigkeit MTBE cometabolisch abzubauen untersucht.
Die eingesetzten Anreicherungs- und Reinkulturen sind in den Stammsammlungen der
Departments Bioremediation und Umweltmikrobiologie des UFZ Leipzig-Halle GmbH hinterlegt.
Die Stamme wurden als GlycerintiefkUhlkulturen (Masterkulturen) bei -20°C aufbewahrt. Von
den Masterkulturen wurden Plattenaustriche auf kupferfreiem NMS-Medium angelegt, die bis zu
drei Monate bei 4°C lagerfahig waren und als Inokulummaterial flr die Vorkulturen der
Untersuchungen dienten.
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3.2 Medien, Kohlenstoffquellen und Stammil&sungen
Die Kultivierung der methanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen erfolgte aufgrund

der Kupfersensitivitat der sMMO (Morton et al. 2000) in einem kupferfreien Nitratsalzmedium
(kupferfreies NMS) nach Higgins et al. (1981) mit folgender Zusammensetzung:

850 mg/l NaNO3; 170 mg/l K;SO4; 37 mg/l MgS0.*7 H0; 70 mg/l CaCl>*2 H:0;

530 mg/l KH.POy4; 860 mg/l NayHPO,; 0,574 mg/l ZnS04*7 H,0; 0,446 mg/l MnSO4"7 H-,0;
0,124 mg/l H3BO3; 0,096 mg/l NaMoO4*2 H,0; 0,096 mg/l CoCly*6 H20; 0,166 mg/l KI;

11,2 mg/l FeS0,4*7 H20; 1 ml/l H2S04 (1 mmol)

Zur Kultivierung der propan- und butanverwertenden Kulturen wurden neben diesem Medium,
Nitratsalzmedium (NMS) und Medium nach Starostina verwendet.

Die Zusammensetzung des NMS-Mediums entsprach dem kupferfreien NMS-Medium unter
Zusatz von 0,25 mg/l CuSO, *7 H,0. Bei dem Medium nach Starostina wurde dem kupferfreien
NMS-Medium neben Kupfer noch Hefeextrakt (0,1 g/l) und Pepton (0,01 g/l) hinzugefligt
(Starostina 2000) .

Die Sterilfiltration aller eingesetzten Kohlenstoffquellen (2 Tab. 4) erfolgte Uber Zellulose-
Azetat-Spitzenvorsatzfilter mit einer Porenweite von 0,2 um.

Fir die Fermentationen im 5-Liter und 50-Liter-Fermenter kam ein speziell optimiertes
Fermentermedium nach Wendlandt et al. (1981) zum Einsatz. Das Medium war wie folgt
zusammengesetzt:

0,028 mi/l H3PO4 (80%); 35 mg/l KHzPOy; 25 mg/l MgSO4*7 Hy0; 0,79 mg/l CuS0O, *5 Hz0;

1,38 mg MnS04 *H;0; 1,68 mg/l FeSO4 *7 H20; 0,32 mg/l ZnCl,; 0,04 mg/l CoSO4 *7 H,0;

0,11 mg/l NiSO4 *7 Hz0; 0,19 mg/l (Al), (SO4)3 *18 Hz0; 0,88 mg/l Ca(NO3), *4 H:0;

0,04 mg/l Na;MoQ, *2 H,0; 1,29 mg/l H3BO3; 0,08 mg/l CrCl; *6 H20; 1,7 g/l NaNO3

Tab. 4: Verwendete Kohlenstoffquellen mit den in der Regel eingesetzten Konzentrationen

Kohlenstoffquelle eingesetzte Konzentration
Methan 50% Methan - Luftgemisch
Propan 50% Propan - Luftgemisch
Butan 50% Butan - Luftgemisch
Methanol

1-Propanol 1,6 g/l

2-Propanol

2-Butanol

MTBE 40 mg/|

TBA, HIBA 30 mg/l

Natriumazetat 1,0 g/l

Azeton 1,6 g/l
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Stammlésungen fir die Substanzen MTBE und TBA wurden in Konzentrationen von 500 mgl/l,
1 g/l und 10 g/l MTBE bzw. TBA mit destillietem Wasser hergestellt. Die Lagerung der
Stammldsungen erfolgte in gasdichten mit Butylgummistopfen verschlossenen Malkolben bei
4°C. Mithilfe gasdichter Spritzen wurden die Stammldsungen aus den MaRkolben entnommen

und direkt in die gasdicht verschlossenen Versuchsansétze dosiert.

3.3 Kultivierungsmethoden und Wachstumsuntersuchungen

3.3.1 Anreicherung der Umweltproben

Die Vorbehandlung der Umweltproben fur die Anreicherungskulturen (2 Kapt. 3.1) erfolgte
durch Verdiinnen des Klar- und Bldhschlammes im Verhdltnis 1:2 und 1:5 mit kupferfreiem
NMS-Medium bzw. durch Aufkonzentrierung der Grundwasserproben mittels Filtration
(Zellulose-Azetat Filter; 0,2 ym Porenweite). AnschlieRend wurden die Proben in 1 Liter-
gasdichten Schiittelkolben mit speziellen Begasungsaufsdtzen (= Anhang Abb. A-1) unter
Zusatz der jeweiligen Kohlenstoffquelle (Methan, Propan bzw. Butan) bei 30°C flr sechs
Wochen auf einem Schittler (250 rpm) inkubiert. In dreitdgigen Intervallen erfolgte eine
Beliiftung und Neubegasung der Kolben sowie in wochentlichen Abstdnden eine Verdiinnung
mit NMS- bzw. kupferfreiem NMS-Medium.

3.3.2 Anzucht der Kulturen im 1 | — Schiittelkolben
Die Anzucht der Anreicherung- und Reinkulturen fir die Wachstums- und MTBE-Abbauversuche

erfolgte in 1 Liter-Schittelkolben mit Begasungsaufsatz und Ansatzstutzen in jeweils
100 — 250 ml Kulturmedium fir 12 — 30 Stunden bis zu einer BTS-Konzentration > 0,3 g/l. Zur
Begasung der Kolben mit dem Alkan-Luft-Gemisch wurden zunachst 50% Vakuum auf die
Kolben gegeben, welches anschliefend mit der jeweiligen Kohlenstoffquelle (Methan, Propan
bzw. Butan (sterilfiltriert)) aufgefillt wurde. Flissige Kohlenstoffquellen (sterilfiltriert) wurden dem
Medium direkt in entsprechender Konzentration (= Tab. 4) =zugesetzt. Die
Kultivierungsbedingungen bei der Anzucht waren eine Temperatur von 30°C und ein pH-Wert
von 6,8.

Eine Ausnahme bildeten die psychrophilen methanotrophen Reinkulturen Ms 9, Ms 20, GBP 17,
GBP 15 und GBP 31, die bei 20°C inkubiert wurden. Nach Ernte der Kulturen, die aus einem
Waschschritt und dem Resuspendieren der Bakterien in NMS-Medium bzw. kupferfreiem NMS-
Medium bestand, wurden die Kulturen als Inokulummaterial fiir MTBE-Abbauversuche an
ruhenden Zellen eingesetzt oder zur Aktivierung der Monooxygenase (= Kapt. 3.3.5)

verwendet.
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3.3.3 Untersuchung des Wachstumes der Kulturen
Als Inokulum-Kultur fur die Wachstumsuntersuchungen diente jeweils eine Zwdlf-Stunden-

Kultur. Durch den Vergleich der maximalen Wachstumsraten nach Anzucht der Kulturen auf
verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie bei den Temperaturen 12°C und 20°C
war es maglich, Aussagen zu treffen Uber die Effektivitit des Wachstumes der Kulturen
hinsichtlich dieser Parameter. Als Stickstoffquelle wurde neben Nitrat Ammonium getestet. Dazu
wurde die Konzentration des Nitratstickstoffes im NMS-Medium durch 600 mg/| Ammoniumsulfat
ersetzt.

Zur Bestimmung des Erntezeitpunktes der Kulturen mit maximaler Enzymaktivitdt erfolgten
Wachstumsversuche, bei denen in stindiichen Intervallen die Monooxygenase-Aktivitat
gemessen wurde. Dazu kamen die indirekten Methoden des Kurzzeit-MTBE-Abbautests
(& Kapt. 3.4.1) und die Messung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit (< Kapt. 3.6.1) zum
Einsatz. Fur die Bestimmung der sMMO-Aktivitdt der methanverwertenden Kulturen wurde der
sMMO-Tests angewendet (2 Kapt. 3.6.2).

3.3.4 Kultivierung der Kulturen in 300 mi-, 5 I- und 50 I-Fermenter
Zur Gewinnung des Inokulummaterial fir die S&ulenversuche und den Feldversuch wurden die

Stamme in 300 ml, 51, und 50 | Rihrfermentern kultiviert. Der Aufbau und die Betriebsweise der
Fermenter wurden in der Arbeit von Helm (2002) detailliert beschrieben. Die spezifischen
Versuchbedingungen fiir die Fermentationen der Kulturen B12, K152 und BU3 sind in der Tab. 5

zusammengefasst.

Tab. 5 :Versuchsbedingungen der Fermentation der Stamme B12, K152, BU3 und des
Konsortiums B12-K152

Fermentationen 300 ml- 5 I-Fermenter 50 I-Fermenter
Fermenter
BU3,
eingesetzte Kulturen BU:% 5521 2 Konsortium BU3 BU3
B12-K152
Methode fed - Batch fed - Batch 2 stufige fed - Batch Fermentation
Temperatur 30°C
pH-Wert 6,8
Luftzufuhr 0,5 I/min 2 l/min 20 l/min
Rilthrerdrehzahl 500 rpm 400 rpm 200 rpm
Kohlenstoffquelle 1-Propanol 1-Propanol 2-Propanol 2-Propanol
. . Gewinnung hoher ; Gawnriung hoﬁer .
Fermentationsziel Biomassekonzentrationen Blot:rolernlseieézr;)z;qn;rk?it‘:cintg?:nm|t
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Im 5 I- und 50 |-Fermenter wurde die neu etablierte Methode der zweistufigen Fermentation
angewendet.
Diese umfasst drei Schritte:
e Anzucht der Kultur bis zu einer hohen Biomassekonzentration
e Verdlnnen der Kultur mit Fermentermedium i.R. im Verhéltnis 1:1
e Fermentation fur weitere 4 bis 6 Stunden bis zum Erreichen der maximalen
Enzymaktivitat der Kultur
Im 50 I-Fermenter wurde die Effektivitat dieser Methode erhéht, indem die erste Stufe (Anzucht

auf hohe Biomassekonzentrationen) zeitgleich im 5 I-Fermenter erfolgte.

3.3.5 Aktivierung der Monooxygenase der Kulturen
Zur maximalen Aktivierung des Enzymsystemes der Stdmme wurde folgende Methodik

angewendet:

e Anzucht der Kultur unter dem Gesichtspunkt einer hohen Biomasseproduktion flr
24 Stunden bei 30°C

e Ernte der Kultur (Zentrifugation, Waschschritt)

e Resuspendieren der Bakterien in -frischem NMS-Medium mit dem entsprechenden
Wachstumssubstrat

e Aktivierungsschritt: erneute Inkubation bei 30°C fur zwei Stunden bei Verwendung von
Propan oder Butan als Wachstumssubstrate bzw. sechs Stunden beim Einsatz von

1- bzw. 2-Propanol, 2-Butanol, Azeton oder Natriumazetat

3.4 MTBE-Abbauversuche im Labor- und kleintechnischen Maf3stab
Der MTBE-Abbau der methan-, propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen und

Reinkulturen wurde in Abbauversuchen an ruhenden Zellen untersucht. Das cometabolische
MTBE-Abbaupotenzial der isolierten Reinkulturen B12, K152 und BU3 und des Konsortiums
B12-K152 wurde zusatzlich in Labors&ulen (100 ml) und kleintechnischen Sdulen (2 |) getestet.

3.4.1 MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen
Schema A: MTBE- und TBA-Abbauversuche in 20 ml Headspace-Réhrchen
Die Abbauversuche an ruhenden Zellen fanden in 20 ml Headspace-Réhrchen (HS-Réhrchen)
nach folgender Methode (modifiziert nach Steffan et al. (1997)) statt:
e Ansatz von Versuchsserien von jeweils vier bis sechs HS-Réhrchen und drei Blindwerten
e Beimpfung der HS-Rohrchen mit 45 ml aktiver Bakteriensuspension
(Anzucht =» Kapitel 3.3.1) bzw. Wasser bei den Blindwerten
e Zugabe von MTBE- bzw. TBA mit einer Endkonzentration von 30 mg/l - 50 mg/!
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gasdichtes VerschlieRen der R6hrchen mit Pharma-Fix-Septen und
Aluminiumbérdelkappen

Inkubation bei 12°C bzw. 20°C auf dem Schittler (250 U/min)

Probenahme i.R. aller 24 Stunden durch Einfrieren je eines HS-Réhrchen bis zur
gaschromatographischen Analyse

Berechnung der MTBE-Abbauraten innerhalb der Probenahmeintervalle und Normierung
auf 1 g BTS pro Stunde

Variante A-1: Kurzzeit-MTBE-Abbautests zur Bestimmung der Enzymaktivitét

Ansatz von zwei HS-Réhrchen mit je 2 ml aktiver Bakteriensuspension und MTBE mit
einer Endkonzentration von 30 mg/|

HS-Réhrchen 1: Lagerung bei - 20°C (Startwert)

HS-Réhrchen 2: Inkubation 24 Stunden bei 20°C

Normierung der MTBE-Abbaurate auf 1 g BTS pro Stunde

Variante A-2: Bestimmung der Propanolkonzentration zur maximalen Aktivierung der

Monooxygenase

Aliquotierung 200 ml einer Bakterienkultur mit inaktiver Monooxygenase bzw. geringer

Monooxygenase-Aktivitat in HS-Réhrchen

Zusatz verschiedener Konzentrationen von 1- bzw. 2-Propanol im Bereich von

4 — 200 mgl/l

Bestimmung der Aktivitat der Monooxygenase entsprechend des Abbautestes

Variante A-1 ‘

Gewinnung Monooxygenase inaktiver Kulturen:

Stamm K152: Anzucht auf Nahragar

Stamme B12, BU3: Verwendung funf Tage alter 4°C FlUssigkulturen mit geringer
Monooxygenase-Aktivitét

Schema B: Abbauversuche in Serumflaschen
In den Abbauversuchen nach Schema A musste die Probenzahl bereits zu Beginn des

Versuches festgelegt werden, wodurch die Flexibilitat der Probenahme beschrénkt war. Zur

Optimierung dieser Methode wurden Abbauversuche in Serumflaschen nach folgendem

Versuchsprinzip angesetzt:

Beimpfung einer 120 mi-Serumflaschen mit 50 ml aktiver Bakteriensuspension

Zugabe von MTBE bzw. TBA mit Endkonzentrationen von 30 - 50 mg/|
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e gasdichtes VerschlieRen der Serumflaschen mit Pharma-Fix-Septen und

Aluminiumbdérdelkappen

e Inkubation der Serumflaschen bei 12°C bzw. 20°C auf dem Schiittler (250 U/min)

s Probenahme i.R. aller 24 Stunden durch Entnahme von 2 ml Bakteriensuspension mittels

gasdichter Spritze und Injektion dieser Flussigkeit in verschlossene 20 ml HS-Réhrchen

o Einfrieren der HS-Rohrchen bis zur gaschromatographischen Analyse

e Berechnung der MTBE-Abbauraten innerhalb der Probenahmeintervalle und Normierung

auf 1 g BTS pro Stunde

Die durchgefihrte Validierung dieser Methode ergab, dass bis zu 15 Proben genommen werden

konnten, die zu 95% mit den Vergleichsmessungen nach Schema A iibereinstimmten.

Variante B-1: MTBE- und TBA-Abbauversuche zur

Bestimmung _der

verschiedener Monooxygenase-Inhibitoren

e Ansatz je zwei Serumflaschen entsprechend des Schemas B

e Nach VerschlieRBen der Serumflaschen Zugabe des Wachstumssubstrates (=» Versuche

Kapt. 4.3.1) bzw. des Inhibitors (& Versuche Kapt. 4.4) mittels gasdichter Spritze zu

einem der Anséatze

o Weiterbehandlung der Anséatze entsprechend des Schemas B

(Inkubationstemperatur 20°C)

e Vergleich der Abbauergebnisse der zwei Ansatze

Im Fall einer Hemmung der Monooxygenase wurde in dem Ansatz mit Inhibitor kein

MTBE- bzw. TBA-Abbau nachgewiesen.

Die verwendeten Inhibitoren und Wachstumssubstrate sind in der Tab. 6 dargestelit.

Tab. 6: Ubersicht der verwendeten Monooxygenase-Inhibitoren und Wachstumssubstrate fir die

Hemmversuche des MTBE-Abbaues des Stammes BU3 (Wachstumssubstrate: Propan und

1-Propanol)
Inhibitor Konzentration Referenz
Acetylen 40 pmol (Hamamura et al. 2001)
Methimazol 10 mmol (Francois et al. 2003)
1-Aminobenzotriazol (ABT) 0,1 mmal (Steffan et al. 1997)
Hexin 4,5 pmol (Hamamura et al. 2001)
Allylthioharnstoff (ATU) 200 pymol — 2 mmol
Wachstumssubstrat Konzentration Referenz

20% Alkan-

Propan bzw. Methan Luftgemisch (Beck 2000)
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Variante B-2: Bestimmung der minimalen _ Sauerstoffgrenzkonzentration fir den
cometabolischen MTBE-Abbau

e Beimpfung eines 1| -gasdichten Schuttelkolben mit Ansatzstutzen und integrierter

e Sauerstoffmesselektrode LDO HQ20 mit 150 ml einer aktiven Bakterienkultur
e Begasung der Schiittelkolben mit einem 50%-Stickstoff-Luftgemisch zur Reduzierung der
Geldstsauerstoffkonzentration des Ansatzes
e Zusatz von MTBE mit einer Endkonzentration von 70 mg/|
e Inkubation der Schittelkolben bei 20°C auf einem Schittler (250 rpm)
e Probenahme und Berechnung der MTBE-Abbauraten erfolgte analog des Schemas B
Das Messprinzip Sauerstoffmesselektrode beruht auf der Fluoreszenzausléschung (luminescent

dissolved oxygen), somit war eine Strémung der Flissigkeiten nicht erforderlich (Hach 2005).

Variante B- 3: BATCH-Langzeit-MTBE-Abbauversuche
s Beimpfung der 1 I- gasdichten Schuttelkolben mit Ansatzstutzen mit 150 ml einer aktiven

Bakterienkultur und MTBE mit einer Endkonzentration von 40 mg/|

e Inkubation der Schiittelkolben bei 20°C auf einem Schittler (250 rpm) unter den
Bedingungen der Tab. 7

e Probenahme Uliber die Ansatzstutzen entsprechend des Schemas B

e Berechnung der MTBE-Abbauraten innerhalb der Probenahmeintervalle und Normierung

auf 1 g BTS pro Tag

Tab. 7: Parameter der Batch-Langzeit-MTBE-Abbauversuche der Stémme K152 und BU3

Parameter Kultur K152 Kultur BU3
Anzucht der Kultur
(Wachstumssubstrat) 1-Propanol 1-Prapaniol
BTS-Konz. des Inokulums 0,2 g/l 0,3 g/
Laufzeit des Abbauversuches 109 Tage 115 Tage
Reaktivierung des
Enzymsytemes durch Dosierung
von 1-Propanol (0,8 mmol) [nach [36. 41] 35, 68, 99]
x Tagen]
[2, 6,19, 22, 31, 41] [2, 4,11, 16]
Dosierung von MTBE 30 - 40 mg/l MTBE 30 - 40 mg/l MTBE
[nach x Tagen] [44, 77, 100] [24, 58, 79,110]
80 - 90 mg/l MTBE 80 - 90 mg/| MTBE
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3.4.2 MTBE-Abbauversuche in Laborsaulen
Als Laborsaulen wurden Kunststoffsaulen? (d= 53 mm, I= 100 mm, V= 220 ml) benutzt

(= Anhang Abb. A-2), die mit einer Kolbenpumpe tber Tygonschlduche (d= 3 mm) zu einem
geschlossenen Kreislauf verbunden waren. Eine Lochplatte im oberen Teil der Saule
ermdglichte eine gleichmaRige Verteilung der Bakteriensuspension Uber den gesamten
Saulenquerschnitt. Die am Boden der Saule eingebaute Siebplatte verhinderte eine
Ausspllung des Tragermaterials. Als Tragermaterial kam das Tongranulat Seramis® mit einer
KorngroRe von 3,2 bis 5,0 mm zum Einsatz. Zu Versuchsbeginn wurden die mit Tragermaterial
gefullten Saulen mit einer aktiven Bakterienkultur (Anzucht = Kapt. 3.3.2) und MTBE
(cvrse = 45 mg/l) beimpft und in den S&ulenkreislauf integriert. Der durchschnittliche
Volumenstrom lag bei 2,5 I/h. Die sich daraus ergebende Verweilzeit spielte aufgrund der
Kreislauffihrung des Systemes nur eine untergeordnete Rolle. Fur die Probenahme wurden
Ventile aus Glas T-Stiicken mit Silikon/PTFE Septen konstruiert und in den S&ulenkreislauf
eingebaut. In regelmaligen Abstanden, i.R. aller 24 Stunden, erfolgte die Entnahme von 2 mi
Bakteriensuspension mittels gasdichter Spritze. Die Probe wurde direkt in verschlossene
HS-Réhrchen dberfiiht. Das obere Probenventil diente der Dosierung geringer
Konzentrationen des Wachstumssubstrates (0,8 mmol Propanol bzw. 0,2 mmol Propan) oder
von MTBE (20 - 120 mg/l). Die Versuche in den Laborsdulen erfolgten iiber einen Zeitraum
von 1 - 3 Monaten bei Raumtemperatur ohne zusatzliche Sauerstoffbegasung. Die
berechneten MTBE-Abbauraten in den Labor- und spater auch in den kleintechnischen
Saulenversuchen (Kapt.3.4.3) wurden auf die eingesetzten Ausgangsbiomassen bezogen und
auf 1 g BTS pro Tag normiert. Inaktive Zellen in den Systemen und Zellauswaschungen

blieben unberiicksichtigt. Die Parameter der Einzelversuche sind in Tab. 8 dargestellt.

% Leihgabe der TU Dresden, Fakultat Mathematik und Naturwissenschaften, Fachrichtung Biologie
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53

100

Abb. 4: schematische Darstellung der Labors&ule (A: Dosierventil fir Zugabe von Wachstumssubstrat/
MTBE, B: Kunststoffséule, C: Tygonschlauchverbindung, D: Kolbenpumpe, E: Probenahmeventil,
B1: Dichtungsringe, B2: Deckel mit Ansatzstutzen, B3: Lochplatte, B4: Kunststoffzylinder,
B5: Boden mit Ansatzstutzen und Siebplatte)

Tab. 8: Parameter der dargestellten MTBE-Abbauversuche der Stdmme BU3, K152, B12 und des
Konsortiums B12-K152 in den Laborsdulen

Konsortium

[nach x Tagen]

Kultur/ Parameter BU3 K152 B12
K152-B12
Anzucht der Kultur 1-Propanol, 2- 1-Propanol
(Wachstumssubstrat) | stufige Anzucht
BTS-Konz. des
Inakilirs 0,35 g/l 0,50 g/l 0,60 g/l 0,40 g/l
Laufzeit des
AbBatvERuEhes 71 Tage 41 Tage 30 Tage 20 Tage
Eﬁgk;‘ge:{l:g::s 0,8 mmol 0,8 mmol 0,8 mmol
ymsy 1-Propanol [12] | 1-Propanol [26] | 0,2 mmol 1-Propanol
(Dosierung von
0,2 mmol 0,2 mmol Propan [16] [4,10, 14,]
Wachstumssubstrat) Propan [38] Propan [17]
[nach x Tagen] P P
Dosierung von
MTBE' [15, 22, 39,51] |[9, 16, 20, 36] | [16,28] keine

Anmerkung: ' dosierte MTBE-Konzentration war abhangig vom Versuchsverlauf (< Kapt. 4.3.2)

3.4.3 MTBE-Abbauversuche in den kleintechnischen Saulen
Die kleintechnischen Saulen S 1 und S 2 (Abb. 6) wurden bereits in dem Forschungsprojekt des

UFZ Leipzig-Halle GmbH zur ,Cometabolischen Degradation von TCE in Wassern und Boden

mittels methanotropher Bakterien® von Beck (2000) in Betrieb genommen und sind dort detailliert

beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde das vorhandene Begasungssystem der Séule S 1
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durch eine blasenfreie Begasungseinheit ersetzt. Diese bestand aus einer Glass&ule (d=60 mm,
I= 400 mm) mit einem Glasgestell, das mit einem Silikonschlauch umwickelt war und in den
Saulenkreislauf integriert wurde. Der Silikonschlauch war an einem Ende mit einem Blindstopfen
versehen und wurde dber einen Durchflussregler mit Luft bzw. einem Propan-
Luftgemisch(1,25% Propan in synthetischer Luft) von 0,02 I/min beaufschlagt. So wurde die
Bakteriensuspension durch Diffusionsprozesse mit Sauerstoff bzw. dem Propan-Luftgemisch
angereichert.

Beide Saulen wurden zu zwei Drittel mit dem Tragermaterial, einem Gemisch aus Seramis® und
Blahton (Verhéltnis 1:1), gefullt. Zur gleichmaRigen Verteilung der Bakterienkultur in der Saule
wurde ein Lanzensystem bzw. eine Spinne in den Saulenkreislauf integriert. Das Lanzensystem
bestand aus 10 ml Plastpipetten mit seitlichen Einschnitten. Bei der Spinne handelt es sich

hingegen um ein spiralférmiges gelochtes Schlauchsystem.

TN TN
Luftzufuhr
A < B
— B‘I_’ I -—"'/4-‘H‘-'-l
o B B ﬁ\
2 e |6 50| 3 willilg
T3] 3 <t
8 c A
G
A
v D
E
D E
Siule 1 Siule 2

Abb. 5: Schematischer Aufbau der kleintechnischen S&ulen S 1 und S 2. (B: kleintechnische Saule,
B1: Spinne, D: Kolbenpumpe, E: Probenahme-/ Dosierventil, F: Begasungsséule mit gewickelten
Silikonschlauch, G: Lanzensystem)

Die Beimpfung der Saulen erfolgte jeweils mit 2 | Bakterienkultur (BTS zwischen 0,2 g/l und 1,9
g/l je nach Versuchsansatz, = Tab. 9). Die Suspension in den S&dulen wurde mittels
Kolbenpumpe tiber ein Schlauchsystem (Viton®-Schlduche) im Kreislauf gefiihrt

(Volumenstrom 4,5 I/h). Die Probenahmen und Dosierungen von Wachstumssubstrat und MTBE
erfolgten identisch zu den Labors&ulenversuchen. Die Parameter der einzelnen Versuche sind

in Tab. 9 zusammengefasst.
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Tab. 9: Parameter der dargestellten MTBE-Abbauversuche des Stammes BU3 und des Konsortiums
B12-K152 in den kleintechnischen Saulen

Konsortium
Kultur/ Parameter BU3 K152-B12
Saule S1 [s2 S2 S2
Anzucht der Kultur
(Wachstumssubstrat) 1-Propanol 2-Propanol 1-Propanol
Anzuchtsmethode 5 I-Fermenter Schittelkolben | 5 I-Fermenter
BTS-Konz. des
Inokulums 2,049/ 0,2 g/l 0,8 g/l 1,3 g/l
Laufzeit des
Abbauversuches 55 Tage 78 Tage 25 Tage 25 Tage
w 0,8 mmol
FedkbisAng des | 9,8 mmol 1-Propanol 1-Propanol
nzymsytemes . 49. 9.
: [S1:12; S2: 31] . [3,13]
(Dosierung von nicht erfolgt
0,2 mmol Propan 0,2 mmol
Wachstumssubstrat) e
[S1 30-32; S2: 38] Propan
[nach x Tagen]
[38]
Begasung
[nach x Tagen] Luft [55] Luft [65] Luft [16-17] Luft [5-7]
Dosierung von
MTBE’ [18, 35] [12, 21, 36] [12, 17] keine
[nach x Tagen]
Neubeimpfung
Bemerkung - - - mit K152 nach
20 Tagen

Anmerkung: ' dosierte MTBE-Konzentration war abhangig vom Versuchsverlauf (= Kapt. 4.3.2)

3.5 Feldversuch - cometabolischer MTBE-Abbau zur Implementierung des ENA-
Konzeptes am Projektstandort Leuna

Der Chemiestandort Leuna (Sachsen-Anhalt, BRD) besitzt seit mehr als hundert Jahren eine
berregionale Bedeutung in der Petrochemie, wobei von 1980 bis 1996 die Produktion von
MTBE einen hohen Stellenwert besaR (Martienssen et al. 2006). Sowohl durch
Kriegseinwirkungen als auch durch Leckagen und Havarien gelangten Mineraléle und MTBE ins
Grundwasser. Wahrend die Mineraldle durch natiirliche Rickhalte- und Abbauprozesse
retardiert wurden, hat das Areal des mit MTBE-kontaminierten Grundwassers inzwischen eine
Ausdehnung von ca. 900 000 m2. Die MTBE-Fahne mit Konzentrationen zwischen 100 pg/l und
100 mgl/l erstreckt sich gegenwértig vom Expositionsort (Altwerk Leuna) Gber zwei Kilometer in
Richtung Saale (siehe Abb. 6) (Schirmer 2000). Aus der unmittelbar vorliegenden bzw.
absehbaren Gefahrdung verschiedener Schutzgiiter, vor allem der Trinkwasser-
aufbereitungsanlage des nahe gelegenen Wasserwerkes, ergibt sich die Notwendigkeit fur eine
kurzfristige Sanierung des MTBE-Schadens (Schirmer 2000).
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Abb. 6: MTBE-Verteilung am Projektstandort Leuna (MTBE-Konzentrationen in [pg/l], Lage Altwerk Leuna:
Y =200 m, X= 500 m, (Martienssen et al. 2004))

Das am Projektistandort errichtete Konditionierungsbauwerk (Abb. 7, Foto < Anhang Abb. A-4,
A-5) dient der Zumischung von Stoffen und Mikroorganismen zum schadstoffhaltigen
Grundwasser, welches nach dem Verlassen der Konditionierungseinheit wieder zuriick in den

Grundwasserleiter stromt.

Konditionierungsbauwerk Abstromstreifen
Aquifer /Spundwand
= Kontrollkammer _()L::>
E@ GW Fluss
GW Fluss Sauerstoffzugabe —OIZ>

l.] Cometabolischer @ @ @ @
Abbau -'(: )

F 3
[:9 Aerober Abbau mit
%7 1 Standortbakterien O:>

Ftlterkie/ Ll Anaerober Abbau —OF(>
X

) Infiltrations  Probenahmebrunnen
Spundwand mit Gate Abfluleitungen brunnen

Abb. 7: Schematische Darstellung der Konditionierungseinheit und des anschliefenden Abstrom-
streifens (1: Exfiltrationsbrunnen (EB), 2: Infiltrationsbrunnen (IB), 3-6: Probenahmebrunnen
Saf 56, Saf 57, Saf 58 und Saf 59). (medifiziert nach (Schirmer 2000)).
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Die Technologie des Konditionierungsbauwerkes wurde von Teutsch et al. (1899) als Patent
angemeldet. Das Verfahren nutzt die Hydraulik der Grundwasserstrémung aus, um ohne
externe Energiezufuhr das Grundwasser Uber eine Filterkieswand in die Reaktorkammer zu
leiten. Die Reaktorkammer befindet sich unterhalb der Geldndeoberkante und ist von oben
begehbar. Es wurden fiinf verschiedene Reaktorkammern mit separaten Abstromstreifen
angelegt, in denen die Erprobung verschiedener Techniken zur in-situ-Remediation von MTBE
entsprechend des ENA-Konzeptes erfolgte (siehe Abb. 7). In der Reaktorkammer zur
Untersuchung des cometabolischen MTBE-Abbaues wurde Sauerstoff, Phosphat, 1- bzw. 2-
Propanol dem Grundwasser zugefiihrt, welches anschlieRend Gber den Infiltrationsbrunnen (IB)
zuriick in den Grundwasserleiter floR. Dieser diente als Reaktionsraum, in dem alle fur den
MTBE-Abbau notwendigen Substanzen gemischt vorlagen. Die Injektion von Mikroorganismen
erfolgte ebenfalls in der Reaktorkammer. Als Tréagermaterial fir das Konditionierungsbauwerk
wurde gebrannter Bldhton verwendet (Martienssen et al. 2004). Weitere detaillierte
Ausfiihrungen zum Konditionierungsbauwerk sind in den Arbeiten von Schirmer (2000) und
Martienssen et al. (2006) beschrieben. Der Gesamtkomplex des Konditionierungsbauwerkes
und des dazugehdrigen Abstromstreifens wird als Rinne bezeichnet.

Wahrend des Untersuchungszeitraumes Oktober 2004 - Mai 2006 wurde die Rinne zum
cometabolischen MTBE-Abbau unter drei verschiedenen Bedingungen gefahren (Tab. 10).

In den Projektphasen | und Il wurde mittels des Prozesses der Biostimulation das Wachstum der
autochthonen 1-propanolverwertenden Bakterien gefdérdert und das MTBE-Abbaupotenzial
dieser Kulturen bestimmt. Dabei erfolgte in der Projektphase |l eine zusatzliche Dosierung von
Wasserstoffperoxid. Der Prozess der Bioaugmentation wurde in der Projektphase Ill durch die
zusétzliche Beimpfung der Rinne mit 100 | einer aktiven Kultur des Stammes BU3 (cars = 7,9 g/l)
im Dezember 2005 und der Umstellung des Wachstumssubstrates von 1-Propanol auf

2-Propanol erprobt.
Tab. 10: zugefiihrte Substrate und Mikroorganismen wahrend der drei Projektphasen des Feldversuches
zum cometabolischen MTBE-Abbau am Projektstandort Leuna

Projektphase Konditionen (Konz.) [g bzw. | /m® Grundwasser]
(Zeitraum)

Kaliumhydrogenposphat [27 g/m?], Sauerstoff [30 I/m7],

1-Propanol [50 ml/m?]

Kaliumhydrogenposphat [27 g/m?], Sauerstoff [30 I/m*],
Wasserstoffperoxid [200 ml 50%iges H2Oz /m?],1-Propanol [50 ml/m?]
einmalige Beimpfung mit 100 | einer aktiven Kultur des Stammes BU3
(BTS: 7,9 g/l, Monooxygenase-Aktivitét: 2,0 mg MTBE/g BTS*h)
Kaliumhydrogenposphat [27 g/m?], Sauerstoff [30 I/m?],

Il (Jan. 08 — Mai 06) | Wasserstoffperoxid [200 ml 50%iges Hz02 /m?], 2-Propanol

[50 ml/m?],

| (Okt. 04 — Apr. 05)

Il (Mai 05 — Dez. 05)

Dez. 05

24



Material und Methoden

Die Beprobung der Rinne erfolgte monatlich Uber sechs Probenahmebrunnen (siehe Abb. 7). Es
wurden jeweils zwei Grundwasserproben des Konditionierungsbauwerkes (EB, I1B) und vier
Proben des Abstromstreifen (Saf 56 - Saf 59) entnommen. Der Probenahmebrunnen (EB) (2
Abb. 7: Nr. 1)° befand sich vor dem Konditionierungsbauwerk und stellte somit die im
unbehandelten Grundwasser  vorherrschenden Bedingungen dar. Als  zweiter
Probenahmebrunnen wurde der Infiltrationsbrunnen (IB) (@ Abb. 7: Nr. 2)* am Ende des
Konditionierungsbauwerkes genutzt, durch welchen das Grundwasser mit Né&hrstoffen und
Sauerstoff angereichert in den Grundwasserleiter zuriickfloss. Im Abstromstreifen, dem
eigentlichen Reaktionsraum, wurden Uber eine Gesamtstrecke von 75 m aller 15 m
Probenahmebrunnen installiert (Saf 56- Saf 59) (= Abb. 7: Nr. 3-6)°.

Die Wasserproben wurden bis zur Bearbeitung, die innerhalb von 24 Stunden stattfand, bei 4°C
gelagert. Die Ermittlung der Parameter Gel&stsauerstoffkonzentration, pH-Wert, Temperatur des
Grundwassers und Redoxpotenzial erfolgte vor Ort .* Die Konzentration von

1- bzw. 2-Propanol, MTBE und TBA wurde mittels Headspace-Gaschromatographie mit
Flammenionisationsdetektor (HS-GC-FID) (= Kapt. 3.6.1) gemessen. Parallel dazu erfolgte
eine Verifizierung der Konzentrationen dieser Substanzen mithilfe der Headspace-
Gaschromatographie mit Massenspektrometer (HS-GC-MS) (Martienssen et al. 2006)
(Ergebnisse nicht dargestellt). Die mikrobiellen Untersuchungen der Proben umfassten die
Bestimmung der heterotrophen- sowie 1- bzw. 2-propanolverwertenden Bakterien mittels der
MPN-Methode und Ausplattierungen (=2 Kapt. 3.6.2). Dabei konnte durch die Verwendung
verschiedener N&hrmedien (N&hragar, NMS-Medium mit 1- bzw. 2-Propanol als
Wachstumssubstrat) selektiv die Lebendzellzahlen der verschiedenen autochthonen Bakterien
des Standortes bhestimmt werden, die anschlieBend in MTBE-Abbauversuchen nach dem
Schema A (= Kapt. 3.4.1) auf ihr Potenzial, MTBE cometabolisch abzubauen, getestet wurden.
In der Versuchsphase Il (Bioaugmentation = Kapt. 4.5.4) erfolgte ein qualitativer und
halbquantitativer Nachweis des Stammes BU3 in den Proben. Durch die Ableitung der BU3
stammspezifischen Primer ,BU3dn* und ,BU3up” wurden makromorphologisch dem Stamm BU3
identische Kolonien der Ausplattierungen als Stamm Bu3 verifiziert. Des Weiteren wurden
Anreicherungskulturen aus 5 ml Grundwasserprobe des jeweiligen Probenahmebrunnens und
25 ml NMS-Medium mit 1- bzw. 2-Propanol als Wachstumssubstrat angesetzt
(Anreicherungszeit 7-10 Tage, 30°C). Mithilfe der stammspezifischen PCR (Primer BU3dn,

BU3up) konnte der Stamm BU3 in diesen Kulturen qualitativ nachgewiesen werden.

® Die Nummern verweisen auf die dargestellten Probenahmebrunnen in Abb. 7

* Die Bestimmung erfolgte im Department Hydrogeologie des UFZ Leipzig-Halle GmbH.
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Als Vorbereitung fir ein effektiveres Monitoring wurde die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mittels stammspezifischer FISH-Sonde fiir den Stamm BU3 (<> Kapt. 3.6.2) etabliert.

3.6 Analytische, mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

3.6.1 Analytische Methoden

Folgende Parameter wurden analytisch erfasst:

BTS-Konzentration, sSMMO-Aktivitat, Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit, CSB, Konzentration
von Nitrat, Phosphat, MTBE, TBA, 1- bzw. 2-Propanol

Zur Bestimmung der BTS-Konzentration wurden Extinktionsmessungen mit dem Spekol 1100
gegen destilliertes Wasser bei 600 nm durchgefithrt. Die BTS der Kulturen konnte anhand von
Kalibrierkurven, die auf gravimetrischen Vergleichsmessungen basierten, errechnet werden.
(Formeln: = Anhang Tab. A-2).

Die sMMO-Aktivitat der methanverwertenden Kulturen wurde mittels sMMO-Test gemessen.
Dabei wurde die Naphtholbildungsrate (nmol Naphthol gebildet pro mg BTS und Stunde) bei der
Oxidation von Naphthalin zu Naphthol nach einer Methode von Brusseau et al. (1990) ermittelt.
Jeweils 1 ml Bakteriensuspension wurde mit 1 ml gesattigter Naphthalinlésung versetzt und eine
Stunde bei 30°C inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes (5 min 1400 rpm) wurde der
Uberstand mit 100 pl einer 0,2%igen sterilfiltrierten o-Dianisidinlésung gemischt und sofort
spektrophotometrisch am CADAS 100 bei 525 nm vermessen. Die Berechnung der sMMO-

Aktivitat erfolgte mittels der Formel:

Extinktion 4,
38000 nmol™ cm™ - Kiivettenstirke [cm]-1h-BTS[mg1"]

sMMO - Aktivitit [nmol mg™ h™']=

Die Monooxygenase-Aktivitat der propan- und butanverwertenden Kulturen wurde durch die
indirekten Methoden der Messung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit und dem neu
entwickelten Kurzzeit-MTBE-Abbautest (& Kapt. 3.4.1) analysiert.

Zur Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit als MaR der Enzymaktivitdt der
Kultur kam eine Sauerstoffauszehrzelle zum Einsatz. Diese wurde mit 2 ml Bakteriensuspension
gefiillt und gasdicht verschlossen. Nach Zugabe von 500 pl 1-Propanol (C1.propancl = 160 mg/l) als
Wachstumssubstrat konnte die Sauerstoffauszehrung mittels der an der Zelle angeschlossenen

digitalen Auswertesoftware (Oxylab 1.92) verfolgt werden.
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Die Berechnung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit in [mg Oz/mg BTS*min] erfolgte nach

der folgender Formel:

C,*Y
r0, =| Lo |+ (x 1)

0

rO, ... Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit [mg Oz/g BTS *min]

X ... Konzentration der Biomasse [g/l]

C(03) Sauerstoffsattigungskonzentration bei der entsprechenden Temperatur [mg/l]
(T=21°C: 8,99 mg O,/l; T= 25°C: 8,38 mg O4/l)

t Messzeit [min]
Ay Referenzwert bei vollstédndiger Sauerstoffzehrung
Y gemessene Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit

Der Referenzwert (Aq), welcher der vollstdndigen Sauerstoffzehrung entspricht, wurde durch
Einspritzen von 100 pl geséttigter Natriumsulfitlésung bestimmt.

Die chemischen Parameter CSB und Nitrat wurden mit photometrischen Kiivettentests der Firma
Dr. Lange unter Verwendung des Spektralphotometer CADAS 100 ermittelt.

Zur Messung der Phosphatkonzentration wurde 1 ml Zentrifugat mit 5 ml Vanadat-Molybdat-
Reagenz (VM-Reagenz) versetzt und mit dest. Wasser auf 25 ml aufgefillt. Nach zehnminutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde im Spekol 1100 die Extinktion bei 435 nm gegen einen
Blindwert aus 5 ml VM-Reagenz und 20 ml dest. Wasser gemessen. Die Berechnung der

Phosphatkonzentration in [mg/l] erfolgte mittels der dargestellten Formel.

PO, —P=127202xE,... (% = 0,999)

Die Konzentrationsbestimmung von MTBE, TBA, 1- bzw. 2- Propanol wurde mithilfe des
Gaschromatographen HP-6890, der mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) und einem
Headspace-Sampler (HP-7694) ausgestattet war, durchgefihrt. Als Trennséule diente eine HP-
5-Kapillarsdule (5%-Diphenyl-Dimethylsiloxan-Copolymer; Hewlett Packard,

30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Als Analysenprogramm wurden folgende Einstellungen gewanhit:

Headspace-Sampler: Ofentemperatur: 80°C, Temperatur der Probenschleife: 90°C,

Transferleitungstemperatur: 100°C, Aquilibrierungszeit der HS-Réhrchen: 60 min, Druckaufbau
in den HS-Réhrchen: 0,2 min, Filllzeit der Probenschleife: 0,2 min, Aquilibrierungszeit der
Probenschleife: 0,05 min, Injektionszeit: 1 min, Stickstoff: 1,35 bar, Helium: 0,43 bar;
GC-Temperaturprogramm: Initial: 3 min bei 35°C, Rate 1: 10°C/min bis 200°C,

Halten: 5 min bei 200°C, Rate 2: 30°C/min bis 260°C, Halten: 3,5 min bei 260°C;
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Tragergas: Helium, 1,1 ml/min (konstanter Fluss), Injektortemperatur:  250°C,
Splitverhaltnis: 120:1, Detektortemperatur: 250°C, Make-up Gas: Stickstoff, 20 ml/min,
Brenngas: Wasserstoff 40 ml/min, Luft 400 ml/min.

Die Kalibrierung des GC erfolgte fur die Probenvolumina 2 ml und 5 ml. Das Temperatur-
programm der HS-GC-MS zur Verifizierung der Analysenergebnisse des Feldversuches
(= Kapt. 3.6) ist detailliert bei Martienssen et al. (2006) beschrieben.

3.6.2 Mikro- und Molekularbidlogische Arbeitstechniken

Es wurden folgende Arbeitstechniken angewendet:

e Mikroskopie,

e biochemische Untersuchung der Stdmme,

e Bestimmung des Anteiles der heterotrophen Begleitflora der methanverwertenden
Anreicherungskulturen,

» Reinisolierung, PCR zur Sequenzierung und fir erste Enzymcharakterisierungen.

Bei der Mikroskopie der Kulturen kam das Phasenkontrastmikroskop Optiphot 2 bei 1000-facher

Vergroferung mit Digitalkamera DXM 1200F und Bildbearbeitungssoftware Eclipse Net (Version

1.20.0) zum Einsatz. Makromorphologische Untersuchungen wurden mit dem Binokular SMZ-2T

bei 1 - 10 facher Vergré3erung vorgenommen.

Fur die Untersuchungen des GRAM-Verhaltens sowie der Nachweise der Oxidase und Katalase

wurden die mikrobiologischen Standardmethoden angewendet (Bast 1999). Die physiologische

Charakterisierung der Kulturen erfolgte unter Verwendung der miniaturisierten Testsysteme API

20 NE und BIOLOG-MicroLog-System-GN fiir Gram-negative Bakterien bzw. Gram-positive

Bakterien(BIOLOG- MicroLog System BP). Das Prinzip dieser Testsysteme beruht auf positiven

Nachweisreaktionen (Triibung des Agars oder Farbumschlag von Indikatoren), die gekoppelt

sind an eine Metabolisierung der zu untersuchenden Substrate. Insgesamt wurden 109

verschiedene Kohlenstoffquellen getestet (® Anhang, Tab. A-3).

Die Bestimmung des Anteiles der heterotrophen Begleitflora der methanverwertenden

Anreicherungskulturen erfolgte (ber parallele Ausplattierung verschiedener Verdinnungen der

Kulturen auf kupferfreiem NMS-Medium (Wachstumssubstrat Methan) und Né&hragar. Anhand

des Vergleiches der ausgezéhlten KBE/Platte konnte der Anteil der heterotrophen Begleitflora

(gebildete KBE auf Nahragarplatte) berechnet werden.

Zur Isolierung von Reinkulturen aus den Anreicherungskulturen wurden fraktionierte Ausstriche

und mehrfach Passagierungen der gewonnenen Einzelkolonien eingesetzt.
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Das Probenmaterial fir die molekularbiologischen Untersuchungen der isolierten Reinkulturen
B12, K152 und BU3 wurde von frisch gewachsenen NMS-Agarplatten gewonnen.
Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mit dem DNA-Extraktionskit ,DNeasy".
Die durchgefﬂhrfen PCRs umfassten:
o die Amplifizierung der 16S-rRNA in Vorbereitung der Sequenzierung der Stamme
(Primer: f27, r1492 (Lane1991))
o die Amplifizierung eines 865 bp groRen Genfragmentes der genomischen DNA des
Stammes BU3 zum qualitativen Nachweis des Stammes im Feldversuch
(Primer: BU3up, BU3dn)
o Identifizierung des Gencluster eth RABCD des Enzyms Cytochrom P450
(Primer: EDHB_for, EDHB_rev (Chauvaux et al. 2001))
e Identifizierung der Untereinheit der Isobutyryl-Coenzyme A-Mutase (ICM);
(EC 5.4.99.13) (Primer: ICMA_f, ICMA_r (Rohwerder et al. 2006))°.

e Die verwendeten Primer und PCR-Programme sind in der Tab. 11 und 12 dargestellt.

Tab. 11: Sequenzen der verwendeten Primer und der Oligonukleotidsonde der molekularbiologischen
Untersuchungen der Stamme BU3, B12 und K152

Primer PCR-Programm_| Sequenzen Referenz

f27 16s 5'- aga gtt tga tcm tgg ctc ag -3 (Lane 1991)

r 1492 5'- tac ggy tac ctt gtt acg act t-3' (Lane 1991)

BU3up BU3 gg:z?-gt ctaataccg gataggaccleg |, ieqende Arbeit
BU3dn 5'- gga aac ccc atc tct ggg geg -3’ vorliegende Arbeit
EDHB_for EDH B 5' -agg agg aat cta tga cac tg -3' (Chauvaux et al. 2001)
EDHB_rev 5' -ggc atc ggc atc act tcg ggt ag -3' | (Chauvaux et al. 2001)
ICMA_f ICMA 5'-atg acc tgg ctt gag ccg ca-3' (Rohwerder et al. 2006)
ICMA_r 5'-gcg aga cge cgg tct tct ga-3' (Rohwerder et al. 2006)
BU3-Cy3 | FISH-Sonde Cy3-5-gca tec cga ggt cct atc-3' vorliegende Arbeit

Die PCRs wurden als 50 uyl Ansétze bestehend aus jeweils 5 pl 10x PCR-Puffer, 1 pyl dNTP-Mix
(c= 200 pmol), je 1 pl der entsprechenden Primer (c= 10 pmol), 1 pl - 2 pl MgCl; (c= 2,5 mmol),

1 - 2 yl genomische DNA der Probe und 0,5 - 1 pl (2,5 U - 5 U) Hot Start Tag Polymerase
angesetzt und in einem Thermocycler mit folgenden Temperaturprogrammen (= Tab. 12)
inkubiert.

° PCR’s wurden im Department Umweltmikrobiologie des UFZ Leipzig-Halle GmbH durchgefiihrt.
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Tab. 12: Temperaturprogramme der durchgefilhrten PCR’s der Untersuchungen der Stdmme BU3, B12

und
K152

Schritt /Programm 16S-rRNA BU3 EDH B* ICM A
Start
(T [°CJ/ Zeit [min]) 95/3 96/2 95/5 95/5
Denaturierung
(T [°CY/ Zeit [min]) 93/1 94/1 94/1 94/1
Annealing
(T [°CJ/ Zeit [min]) 54/1,5 59/1 64/1 60/1
Extension
(T [°CY/ Zeit [min]) 721 7211 72/1 7211
Zyklen 30 25 29 29
Extension
(T [°C)/ Zeit [min)) 7217 72/7 72/10 72/10

Anmerkung: * Angaben zum PCR-Programm von (Breuer 2006)

Nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung der jeweiligen PCR-Produkte in einem 1% bzw.
1,2% Agarosegel in 1x TAE-Puffer bei 121 V fur 15 - 20 min und Anférbung im Ethidiumbromid-
Bad (4 pg/ml) fir 15 min konnten diese unter UV-Licht in der Geldokumentationskammer
ausgewertet werden.

Die spezifischen Primer ,BU3dn" und ,BU3up” fiir den Stamm BU3 wurden von der Firma GATC
abgeleitet. Die Validierung der Primer (Ergebnisse nicht dargestellt) und die Etablierung des
PCR-Programmes (2 Tab. 12) erfolgten im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Als Referenz-
stamme zur Prifung der Spezifitit der PCR wurden die Stdmme Nocardia ENV 425
(Steffan et al. 1997), B12 (vorliegende Arbeit) Rhodococcus aetherovorans und
Rhodococcus rhodochrous (Stammsammlung des Department Umweltmikrobiologie des
UFZ Leipzig-Halle GmbH) sowie 2 Umweltisolate vom Projektstandort Metlen verwendet.

Zur Entwicklung des phylogenetischen Stammbaumes der Stdmme B12, K152 und BU3 kam die
Phylogenie-Software Phylip 3.6 (Page 1996) zum Einsatz. Die bidirektional sequenzierten
16S-rRNA Genabschnitte der Stamme B12, K52 und BU3 wurden zum Blast gegen die EMBL-
Datenbank eingesetzt. Nach einem multiplen Aligment &hnlicher Sequenzen mit der Software
ClustaW (2006), wurden die in Phylip 3.6 integrieten Programme SEQBOOT
(Gewichtsanalyse), DNAist, FITCH und CONSENSE angewendet. Die Darstellung des
Stammbaumes erfolgte mittels der Software TREEVIEW.

Die aus den Sequenzdaten des Stammes BU3 mit der Software ARB entwickelte
stammspezifische FISH-Sonde wurde mit dem Fluorophor CY3 markiert. Die Synthese und
Markierung der Sonde erfolgte durch die Firma MWG.
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Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde nach folgender Methode durchgefihr:

Zur

Fixierung der Zellen mit frischer 4% Paraformaldehydlésung in 130 mmol NaCl/
10 mmol NaPQ, (pH 7,2 - 7,4) fur 3 Stunden bei Raumtemperatur
Auftragen 100 pl fixierter Probe auf einenObjekttréger
Entwasserung der Probe mit 50%, 80% und 100%igem Ethanol (je 3 min)
Hybridisierung der Probe 3 Stunden bei 47°C:
o Zugabe des Hybridisierungspuffer (20 mmol Tris, 0,9 mol/l NaCl, 0,01% SDS,
pH 7.4), der Sonde und Formamid
Waschen der hybridisierten Probe (Waschpuffer: 20 mmol Tris, 0,9 mol/l NaCl,
0,01% SDS, pH 7,4; je 15 min) bei 50°C
Gegenfarbung mit DAPI (Endkonzentration 10 pl/ml)
mikroskopische Auswertung: Cy3-Filter: Anregungswellenlange 510 - 560 nm,
DAPI-Filter: Anregungswellenlange: 400-418 nm
Untersuchung der  Selektivitdt der Sonde erfolgte eine Variation der

Formamidkonzentrationen (15%, 20% ,40%) bei konstanter Temperatur. Als Vergleichsstdmme

wurden die Bakterien Mycobacterium mageritense B12 (vorliegende Arbeit), Rhodococcus

aetherovorans und Rhodococcus rhodochrous (Stammsammiung des Departments

Umweltmikrobiologie des UFZ Leipzig-Halle GmbH) eingesetzt.
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4 Ergebnisse
4.1 Auswahl und Charakterisierung der verwendeten Misch- und Reinkulturen

4.1.1 Auswahl der methanotrophen Reinkulturen
Die methanotrophen Reinkulturen der Stammsammliung des Departments Bioremediation des

UFZ Leipzig-Halle GmbH (2 Kapt. 3.1) wurden unter den Gesichtspunkten der Expression der
sMMO ausgewihlt. Die Verwendung der Stamme GBP 15, GBP 17, GBP 31, Ms 9 und Ms 20

erfolgte im Hinblick auf die im Grundwasser vorherrschenden Temperaturen.

4.1.2 Charakterisierung der eingesetzten Anreicherungskulturen und Isolierung von
Reinkulturen

Die Umweltproben Klarschlamm und Blahschlamm zeichneten sich durch eine hohe
Organismenvielfalt aus, wahrend die Mikroorganismen der Grundwasserproben den Vorteil
aufwiesen bereits an den Schadstoff MTBE adaptiert zu sein.

Nach der im Kapt. 3.3.1 beschriebenen Anreicherung wurden sieben methan-, funf propan- und
drei butanverwertende Mischkulturen isoliert, die MTBE cometabolisch mit unterschiedlichen
Effizienzen abbauten (& Tab. 13 und 14).

Tab. 13: Isolierte methanverwertende Anreicherungskulturen

Methanverwertende Anreicherungskulturen

Parameter
KsB |KsC |KsD |[KsE |KsF |GW39 |GW7

Grundwasser-

Herkunft Klarschlamm der Klaranlage Leipzig-Rosental proben vom
Standort Leuna

Wachstumssubstrat Methan

durchschnittliche sMMO-

Aktivitit [nmol/mg*h] 56,5 70,0 62,8 88,2 94,2 95,9 60,1

MTBE-Abbau '

[mg MTBE/g BTS*h] 0,8 2.1 1,7 1,9 2. 1,4 1,4

Anmerkung: ' MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen nach Schema A (Aktivierung der Kulturen durch
Anzucht auf Methan).
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Tab. 14: Isolierte propan- und butanverwertende Anreicherungskulturen

g Butanverwertende
Propanverwertende Anreicherungskulturen Anreicherungskiilturen
Parameter KV
Ks 1:2 Ks 1:5 3.2 G7 Bs D Buti A | Buti B Buti KS
" Grund- . Klar-
Herkunft Klarschlamm WHESE Blahschlamm sehlamm
Wachstum-
substrat Propan Butan
dominate o Diplo- Kurzstabchen, i
Bakterien Sidhchon kokken Hyphen Stdbchen
MTBE-1
Abbau
[mg MTBE/g 2,8 4,5 3,3 1,0 6,6 4,2 33 2,0
BTS*h]

Anmerkung: ' MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen nach Schema A (Aktivierung der Kulturen durch
Anzucht auf Propan bzw. Butan).

Aus diesen Anreicherungskulturen konnten vier methanotrophe Reinkulturen, fiinf propan- und
drei butanverwertende Stdmme isoliert werden. Von diesen isolierten Stdmmen, dargestellt in

Tab. 15, erwiesen sich die Stamme B12, K152 und BU3 als am besten geeignet flr die

Zielstellung des Projektes.

Tab. 15: Mikro- und makromorphologische Charakterisierung der isolierten methan-, propan- und

butanverwertenden Reinkulturen

MTBE-
isolleit verwertende Mikro- Abbau

Kultur aus Kohlenstoff- Makromorphologie morphologie/ [mg

quelle GroRe (I x b [um]) MTBE/g
BTS*h]
weille Kolonien, glatter Stabchen

oy f:;’na Rand (1,0-19x0,5-0,6) |27

GW weille unregelmaBige Kurzstabchen 0

39-2 Methan Kolonien; glatter Rand (1,2-1,4 x 0,6-0,7)

Ks C-1 orange Kolonien; glatter | dicke Stabchen 0.9
Rand (1,5-1,8 x 0,6-0,9) i
beige Kolonien; glatter Stabchen

Re 1 | e Rand (1,4-1,7x07-08) |%F

schlamm beige flache Kolonien; Stabchen

K152 b glatter Rand (1,5-1,9x0,5-0,7) 4,2

K153 tpRI beige Kolonien; glatter Stabchen 11
Rand (2,5-2,8 x0,6-0,7) !
weilte Kolonien; glatter Stabchen

Bz Propan Rand (13-1,7x0,6-0,8) | "7

BU3 Blah- Butan orange - r_(_)tg Kolonien; Kurzstabchen, 7.2

schlamm unregelméaBiger Rand Hyphen
weile unregelmaiige

Bu B2 Kolonien, kérnige Kokken 1,2
Oberflache

Anmerkung: Kultivierungsbedingung flir mikro- und makromorphologische Untersuchung waren: Inkubation auf NMS-
Medium fur 3 - 4 Tage (B12, K152, K153, BU3, Bu B2) bzw. auf kupferfreiem NMS-Medium fiir 7 - 10 Tage (GW 7-1,
GW 39-2, Ks C 1, Ks F 1), T= 30°C. MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen nach Schema A (Aktivierung durch

Anzucht auf Methan, Propan bzw. Butan),
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4.1.3 Charakterisierung und Identifizierung der Stdmme BU3, B12 und K152
Bei der Charakterisierung und ldentifizierung der drei Stdmme BU3, B12 und K152 wurde neben

den klassischen Methoden (morphologische und physiologische Merkmale) besonderer Wert auf
molekularbiologische Techniken gelegt. Die morphologischen Eigenschaften sind in Abb. 8 und
Tab. 15 dargestelit.

[ T

Abb. 8: Mikroskopische Aufnahmen der Stamme B12 (A), K152 (B) und BU3 (C), (Phasenkontrast,
1000-fache VergréRerung. Anzucht der Stdmme 3 - 4 Tage, NMS-Medium, Wachstumssubstrat
Propan, T= 30°C)

Bei dem Stamm BU3 konnte wihrend des Wachstumes ein morphogenetischer Zellzyklus
nachgewiesen werden. Bei diesem entwickelten sich aus Kurzstdbchen (Abb. 9-A) Hyphen
(Abb. 9-B), die sich zum Teil verzweigten (Abb. 9-C). Durch eine sich anschlieBende
Fragmentation wurde die nachste Generation der Kurzstabchen gebildet.

Abb. 9: Mikroskopische Aufnahme des morphogenetischen Zellzykluses des Stammes BU3 (Phasen-
kontrast, 1000-fache VergroRerung, Anzucht NMS-Medium, Wachstumssubstrat 1-Propanol,
T=30°C).
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Mithilfe der miniaturisierten Testsysteme (BIOLOG-Microlog, API-System), der Bestimmung des
Gram-Verhaltens und dem Nachweis der Enzyme Oxidase und Katalase erfolgte eine
biochemische Charakterisierung der drei Stdmme und eine ldentifizierung auf Gattungsebene
(= Tab. 16).

Tab. 16: Mikro-, Makromorphologie, biochemische Charakterisierung und ldentifizierung der Stdmme
K152, B12 und BU3

Merkmale K152 B12 | BU3
Herkunft Klarschlamm Blahschlamm
Kolonieform oval, flach rund-oval, konvex rund
Koloniefarbe beige weild orange - rot
Koloniegréie 05-1.0cm 0,1-0,5¢cm 0,8-1,5¢cm
Kolonierand glatt glatt unregelmafig
Bakterienform Kurzstédbchen Stabchen Kiirzstdnetian,

Hyphen

GRAM negativ positiv positiv
Oxidase negativ negativ negativ
Katalase positiv positiv positiv
Kohlenstoffverwertungsspektrum (= Anhang Tab. A-3)
Identifizierung mit BIOLOG-/ Pseudomonas Mycobacterium
API- Testsystgemen Sp. g Sp. RRhedococcys sp,
Identifizierung mittels 16S-rRNA 13- Mycobacterium Rhodococcus
Sequenzierung Proteobacterium mageritense ruber

Anmerkung: Die mikro- und makromorphologische Untersuchung erfolgte nach Inkubation der Stdmme
auf NMS-Medium (Wachstumssubstrat Propan) bei 30°C fiir 3 - 4 Tage.

Die Anwendung molekularbiologischer Techniken, wie der 16S-rRNA Sequenzierung,
ermoglichte die Identifizierung der Stdmme und die Erstellung eines taxonomischen
Stammbaumes (Abb. 10). Der Stamm BU3 wurde als Rhodococcus ruber und der Stamm B12
als Mpycobacterium mageritense identifiziert. Der Stamm K152 wurde der Klasse der
Burkholderiales zugeordnet mit einer hohen Sequenzdhnlichkeit zum Bakterium Ideonella

dechloratans.
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Escherichia coli K12

Rubrivivax gelatinosus

Ideoneila sp. B511

Idenonella dechloratans AB211

K152
Idenonella dechioratans

Rhodococcus  rhodnii
_|—_—_ Rhodococcus  zopfil
Rhedococcus  coprophilus

Rhodococus rhodachrous

Rhodococcus  aetherovorans

BU3

Rhodococcus  sp. USA -ANO12
—|_—-— Rhodococcus ruber  isolate OUCZ91B
Rhodococeus ruber

Mycobacterium. fortuitum

Corynebacterium auris

Mycobacterium.wolinsky

Mycobaclerium peregrinum

Mycobacterium sp. DSM 3803

Mycobacterium mageritense
strain CIP 104973T

__|: Mycobacterium mageritense
B12

Rhodococous  erythropolis
{ Nocardia simplex
Nocardia spec
{ Nocardia transvalensis
Arthrobacter atrocyaneus
—E Kibdelosporangium  aridum

Abb. 10: Taxomonischer Stammbaum der Stamme B12, BU3, K152 (erstellt mit Phylip 3.6 (DNAist, Fitch,
Consence), grafische Darstellung: Treeview).
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4.2 Wachstumsuntersuchungen der selektierten Anreicherungs- und Reinkulturen

4.2.1 Wachstumsversuche der methanverwertenden Kulturen
In folgenden Versuchen wurde das Wachstum der selektierten methanverwertenden

Anreicherungs-
Expression hoher sMMQO-Aktivitdten untersucht. Die maximalen sMMO-Aktivitdten der Kulturen

und Reinkulturen hinsichtlich der

Parameter Wachstumsraten und der

wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphase gemessen (Tab. 17).

Tab. 17: Maximale Wachstumsraten, sMMO-Aktivitdten und der Zeitpunkt der max. sSMMO-Aktivitat der

methanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen (kupferfreies NMS-Medium,
Wachstumssubstrat Methan, T= 30°C)

Kultur max. Wachs1tums- Zﬁ}'g:;:::l::r max. sSMMO-Aktivitét
rate ] sMMO-Aktivitit [h] Inmal imghl
methanotrophe Reinkulturen
GB 14 0,06 18 140,6
GB 18 0,04 16 140,1
GB 19 0,02 3 30,0
GB 20 0,06 4 25,8
GBP 15 0,03 30 90,0
GBP 17 0,02 30 139,6
GBP 31 0,02 14 187,6
Ms 9 0,02 7 190,2
Ms 20 0,02 6 194,3
methanverwertende Anreicherungskulturen
GW 39 0,04 24 101,7
GW 7 0,02 3 64,2
Ks C 0,03 30 67,9
Ks F 0,04 17 96,0
Anmerkung: Kulturen GBP 15, GBP 17, GBP 31, Ms 9, Ms 20 wurden bei 20°C inkubiert.

Die Kultur Ks C (Abb. 11) wuchs auf Methan mit einer maximalen Rate von 0,03 h™ und

erreichte nach 30 Stunden ihre maximale sMMO-Aktivitat (67,9 nmol/mg*h).
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Abb. 11: Wachstumskurve der methanverwertenden Anreicherungskultur Ks C mit paralleler Bestimmung
der sMMO-Aktivitat (T= 30°C, Wachstumssubstrate Methan bzw. Methanol, Versuch mit
Methanol nach 24 h abgebrochen)

Die maximalen Wachstumsraten der methanverwertenden  Anreicherungskulturen
(Tab. 17 unterer Teil) lagen in den Schittelkolbenversuchen in Gréfenordnungen von
0,02 h™ - 0,04 ™" und unterschieden sich somit kaum von denen der methanotrophen
Reinkulturen.

Bei Wachstumsversuchen unter Verwendung von Methanol (Cuemana= 1,6 g/1) als Kohlenstoff-
quelle wurde eine Vervierfachung der maximalen Wachstumsrate von 0,03 h™ (methan-
gewachsene Zellen) auf 0,12 h™' (methanolgewachsene Zellen) gemessen (Abb. 11). Es konnte
jedoch wahrend des gesamten Versuchszeitraumes keine sMMO-Aktivitat nachgewiesen
werden. In Untersuchungen der Abhingigkeit der Stabilitat der sSMMO von verschiedenen
Substanzen wurde beobachtet, dass bei der Zugabe von 1,6 g/l Methanol die sMMO-Aktivitat
der Kultur  Ks C innerhalb von 2 Stunden von 179 nmol/mg*h auf 30 nmol/mg*h sank, wahrend
bei der Kontrollprobe (ohne Zugabe von Methanol) nur eine Verringerung der sMMO-Aktivitat
auf 95 nmol/mg*h festgestellt wurde (2 Anhang Tab. A-4). Die ausgewahlten
methanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen (= Kapt. 4.1.1 und Kapt. 4.1.2) waren

nicht in der Lage, MTBE oder TBA als alleinige Kohlenstoffquelle zu verwerten.
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4.2.2 Wachstumsversuche der propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen
Fir die Wachstumsuntersuchungen der propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen

war im Gegensatz zu den methanverwertenden Kulturen eine Auswahl des Kulturmediums
erforderlich. Der Vergleich der maximalen Wachstumsraten auf den zur Verfigung stehenden
Kulturmedien (=2 Kapt. 3.2) zeigte, dass das NMS-Medium am besten geeignet war (Tab. 18).
Von einer Verwendung des Mediums nach Starostina wurde aufgrund der Komplexitat der
Substanzen Hefeextrakt und Pepton und dem daraus entstehenden verringerten

Selektionsdruck der Wachstumssubstrate (Alkane, Alkohole) abgesehen.

Tab. 18: Maximale Wachstumsraten der Stamme BU3, K152 und B12 bei Anzucht auf verschiedenen
Kulturmedien (Wachstumssubstrat: 1,6 g/l 1-Propanol, T= 30°C)

Kuiturmedien maximale Wachstumsrate [h™]

BU3 K152 B12
kupferfreies NMS-Medium 0,08 0,06 0,05
NMS-Medium 0,20 0,16 0,10
Medium nach Starostina 0,19 0,16 0,11

Eine Erhdéhung der maximalen Wachstumsraten der propan- und butanverwertenden
Anreicherungskulturen von 1,7-fach bis 2,5-fach wurde bei der Verwendung von Alkcholen als

Wachstumssubstrat im Vergleich zu Alkanen beobachtet (Tab. 19).

Tab. 19: Maximale Wachstumsraten der propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen bei
Anzucht auf NMS-Medium mit verschiedenen Kohlenstoffquellen (Wachstumssubstrat Propan,
Butan (50% Alkan-Luftgemisch), 1-Propanol bzw. 2-Butanol (c= 1,6 g/l), T= 30°C )

Anreicherungskultur maximale Wachstumsraten [h™']
Propan Butan 1-Propanol 2-Butanol
Ks 1:2 0,05 0,11
Ks 1:5 0,07 0,12
Kv 3.2 0,04 k. A. 0,10 k. A.
Bs D 0,04 0,10
Bs B 0,06 0,11
Buti Ks 0,07 0,08
Buti A k. A. 0,06 k. A. 0,12
Buti B 0,04 0,10

Eine Verwertung von MTBE oder TBA als Wachstumssubstrat wurde wie bei den methan-

verwertenden Kulturen nicht nachgewiesen.
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4.2.3 Wachstumsversuche der Stamme B12, K152 und BU3
Bei den Wachstumsversuchen der drei isolierten Reinkulturen B12, K152, BU3 wurde neben der

Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen besonderer Wert auf das Upscaling des
Wachstumsprozesses in verschiedene Mafistdbe (100 ml; 300 ml; 5 | und 50 I) gelegt.

Des Weiteren war die Gewinnung von Kulturen mit maximaler Enzymaktivitat Hauptaufgabe der
Untersuchungen.

Die Wachstumsversuche der drei Stamme auf verschiedenen Kohlenstoffquellen ergaben
ahnliche Ergebnisse (Tab. 18) wie bei den propan- und butanverwertenden Anreicherungs-
kulturen. Der Stamm BU3 wuchs 2,9-mal schneller auf 1-Propanol (uma= 0,16 h™) als auf
Propan (Pma= 0,07 h™).

Eine zusammenfassende Ubersicht der Resultate ist in Tab. 20 dargestellt.

Tab. 20: Maximale Wachstumsraten der Stdamme B12, BU3 und K 152 bei Anzucht auf verschiedenen
Kohlenstoffquellen (Propan bzw. Butan (50% iges Alkan-Luftgemisch), 1-Propanol, 2-Propanol
bzw. 2-Butanol {(c= 1,6 g/l), MTBE, TBA und HIBA (c= 30 mg/l), T= 30°C, NMS-Medium).

maximale Wachstumsraten [h]

Wachstumssubstrate BU3 B12 K152
Propan 0,07 0,06 0,06
Butan 0,06 0,05 0,11
1-Propanol 0,20 0,10 0,16
2-Butanol 0,18 0,14 0,08
2-Propanol 0,17 k. A. k. A.
MTBE, TBA, HIBA 0 0 0

Die optimale Konzentration des Wachstumssubstrates 1- bzw. 2-Propanol lag bei 1,6 g/l
(1-Propanol = Abb. 12), (Ergebnisse 2-Propanol nicht dargestelit).

Fir den Stamm BU3 wurde zusétzlich 2-Propanol als Kohlenstoffquelle ausgewdhlt, welches
zwar niedrigere Wachstumsraten im Vergleich zu 1-Propanol aufwies (< Tab. 20), aber von den
autochthonen Bakterien des Projektstandortes Leuna schlechter verwertet wurde

(9 Kapt. 4.5.1) und somit in Bezug auf den Feldversuch einen Vorteil aufwies.
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Abb. 12: Einfluss verschiedener 1-Propanolkonzentrationen auf das Wachstum der Stamme BU3,
K152 und B12 (T= 30°C, NMS-Medium).

Weiterhin wurde gezeigt, dass neben Nitrat auch Ammonium als Stickstoffquelle eingesetzt
werden konnte, ohne dass ein negativer Einfluss auf die maximalen Wachstumsraten der

Kulturen zu verzeichnen war (Tab. 21).

Tab. 21: Maximale Wachstumsraten der Stimme B12, K152 und BU3 bei Verwendung von
Natriumnitrat (850 mg/l NaNQOj3) bzw. Ammoniumsulfat (600 mg/l NH4SO4) als Stickstoffquelle
(Kohlenstoffquelle: 1,6 g/l 1- Propanol, T= 30°C).

. . maximale Wachstumsrate [h™]
Kulturmedium/ Stickstoffquelle BU3 K152 512
NMS-Medium/ Nitrat 0,20 0,17 0,13
AN-NMS-Medium/ Ammonium 0,20 0,16 0,12

Die Ernte aktiver Kulturen mit hoher Monooxygenase-Aktivitat bildete die Grundvoraussetzung
fur einen effektiven cometabolischen MTBE-Abbau. Wahrend die Bestimmung der substrat-
abhangigen Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit mehrfach in der Literatur als Mal fir
Monooxygenase-Aktivitdt beschrieben wurde (Arp 1999; Beck 2000; Goswami et al. 1999),
wurde der Kurzzeit-MTBE-Abbautest zunachst validiert (= Abb. 13).
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Abb. 13: Aktivitat der Monooxygenase des Stammes BU3 bestimmt Uber die Messung der Sauerstoff-
verbrauchsgeschwindigkeit und den Kurzzeit-MTBE-Abbautests T= 30°C, NMS-Medium,
Wachstumssubstrat: 1-Propanol).

Der parallele Verlauf der Kurven der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit und des Kurzzeit-
MTBE-Abbautests (Abb.13) belegten, dass beide Methoden zur indirekten Messung der
Monooxygenase-Aktivitdt anwendbar sind. Der Begriff der Enzymaktivitat im Zusammenhang mit
propan- und butanverwertenden Kulturen wurde definiert als Aktivitat der Monooxygenase,
bestimmt (ber die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit oder den Kurzzeit-MTBE-Abbautest.
Die Ergebnisse der Bestimmung des optimalen Erntezeitpunktes der Kulturen BU3, B12 und
K152 mit maximaler Enzymaktivitdt nach Anzucht auf Propan, 1-Propanol und Natriumacetat
sind in Tab. 22 dargestellt.

Tab. 22: Erntezeitpunkte und maximale Enzymaktivitdten der Stamme BU3, K152 und B12 (T= 30°C,
NMS-Medium, Wachstumssubstrat : 50% Propan-Luftgemisch, 1,6 g/l 1- bzw. 2-Propanol,
1,0 g/l Natriumacetat).

Wachaturs- optimale Erntezeitpunkt d_er Kulturen in [h] mit maximaler Enzymaktivitat
substrat in [mg MTBE/ g BTS*h]
BU3 K152 B12

Ernte- Enzym- Ernte- Enzym- Ernte- Enzym-

zeitpunkt aktivitat zeitpunkt aktivitat zeitpunkt | aktivitat
Propan 2 71 2 4,0 2 1,5
1-Propanol 6 3,1 6 2,0 6 1,0
2-Propanol 6 2,3 6 1,0 k. A. k. A.
i 6 17 keine Enzymaktivitat 6 0.5

acetat
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Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass nach Anzucht auf Propan die maximale
Enzymaktivitat bereits nach zwei Stunden und mit héheren Werten erreicht wurde als nach

Anzucht auf Propanol und Natriumacetat.

4.2.4 Upscaling der Wachstumsprozesse der Stamme BU3, K152 und B12
Ziel des Upscalings der Wachstumsprozesse der Kulturen war es, ausreichend aktive Biomasse

der Kultur mit hohen Enzymaktivitaten fiir die MTBE-Abbauversuche in den kleintechnischen
Saulen und im Feldversuch zur Verfigung zu stellen. Alle Fermentationen wurden als fed-Batch
Prozesse unter Verwendung der Wachstumssubstrate 1- bzw. 2-Propanol durchgefiihrt. Propan
als Wachstumssubstrat besal? durch hdhere maximale Enzymaktivitditen und kirzere
Aktivierungszeiten Vorteile gegenlber Propanol, konnte aber aufgrund fehlender sicherheits-
technischer Vorraussetzungen bei den Fermentationen nicht eingesetzt werden. Das Upscaling
der Wachstumsprozesse wird am Beispiel des Stammes BU3 beschrieben

(Tab. 23, Abb. 14-17).

Tab. 23: Parameter der Wachstumsversuche des Stammes BU3 im 100 ml- Schittelkolben, 300 ml-,
51- und 50 |- Fermenter

Parameter 100 mi- 300 mi- s Fse(:'rlr-len-
Schiittelkolben Fermenter Fermenter ter
1- 2- 1- 2-Propanol
Wachstumssubstrat Propanol | Propanol 1-Propanol Propanol
Umax [n7] 0,20 0,17 0,20 0,19 0,17 0,12
max. erreichte BTS- . .
Konzentration X [g/l] 1.0 0.7 25 48 4.0 %o
Versuchsdauer 24 h 24-30 h 30h 30 h 30 h 5 Tage **™
1-Prapanol
Ay 2,8 k. A. 3,1 2,0 2,2 2,16
[g 1-Prouanol"g BTS]
a)"™ N [mg wan/g BTS] | 1152 k. A. 116,3 114.4 112,8 112,6
all® " (g prosphadd BTS] | k. A. k. A. k. A. 19,0 k. A, 16,2
Zeitpunkt der maximalen
Enzymaktivitat 6h 6h 6h 6h 55h 5-6h

Anmerkung: * Fermentation wurde nach Erreichen von 3 g/l BTS-Konzentration abgebrochen und die Kultur far
die MTBE-Abbauversuche in kleintechnischen Sdulen verwendet.

inklusive des Verdiinnungsschritt nach 12 h im Verhéltnis 1:1;

*** Die Fermentation lief jeweils 8-10 h, anschlietend wurde die Kultur im Verhéltnis 1:1 verdiinnt

*%

Im 1 I-Schittelkolben konnte der Stamm BU3 mit einer maximalen Wachstumsrate von 0,2 h ™
(Wachstumssubstrat 1-Propanol) bis zu einer BTS-Konzentration von 1 g/l angezogen werden.
Durch eine gezielte Uberwachung der Messparameter (Online-Messungen der Gelést-
sauerstoffkonzentration und des pH-Wertes) sowie einer Regulierung  der

Sauerstoffkonzentration Gber Begasungsmenge und Rihrergeschwindigkeit wurde im
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300 ml-Fermenter die Biomassekonzentration zum Versuchsende auf 2,5 g/l gesteigert. Der
berechnete Substratverbrauchswert, bezogen auf 1-Propanol, betrug 3,05 g1propana/@ BTS. Als
InokulumkKultur fir die Fermentationen im 5 I-Fermenter wurden im Schuttelkolben angezogene
Kulturen des Stammes BU3 verwendet. Der zeitliche Verlauf einer solchen Fermentation ist in
Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Fermentation des Stammes BU3 im 5 | Fermenter mit 1-Propanol als Wachstumssubstrat
(T=30°C; pH = 7,5; r= 400 rpm; Luftbegasung = 2 I/ min)

In den ersten elf Stunden der Fermentation wuchs die Kultur mit einer maximalen
Wachstumsrate von 0,19 h™. Die Verbrauchswerte fiir 1-Propanol lagen im Gegensatz zur
Fermentation im 300 mi-Fermenter (3,1 g1-propanc/d BTS) bei 2,0 G1.propanal/d BTS. Das deutet
daraufhin, dass in den 300 ml-Fermentern die Versuchsbedingungen noch nicht optimal
eingestellt waren (z.B. Rihrerdrehzahl, Eintrag von Sauerstoff). Nach elf Stunden wurde die
Kultur 1:1 mit Fermentermedium verdinnt und das entnommene Aliquot als Impfmaterial fir die
MTBE-Abbauversuche in den kleintechnischen S&ulen eingesetzt (siehe Kapitel 4.3.2). Die
maximale Enzymaktivitat, ermittelt Uber die Messung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit,
wurde nach sechs Stunden mit 5,2 mg O,/g BTS*min bei einer BTS-Konzentration von 0,65 g/l
gemessen (& Abb. 15). Nach elf Stunden wies die Enzymaktivitat (5,15 mg O»/g BTS*min)
immer noch hohe Werte auf, parallel dazu war die BTS-Konzentration auf 1,9 g/l gestiegen,

woraufhin die Kultur geerntet wurde. Die zeitverzogerte Auswertung der Kurzzeit-MTBE-
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Abbautests zeigte jedoch, dass zu diesem Zeitpunkt die Enzymaktivitat der Kultur bereits wieder

gesunken war. Beim Vergleich der zwei indirekten Methoden zur Bestimmung der

Enzymaktivitdt wurde im vorliegenden Fall eine zeitliche Verschiebung des Maximums der

Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit festgestellt (< Abb. 15).
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Abb. 15: Bestimmung der Enzymaktivitat der Kultur BU3 wahrend der Fermentation im 5 I-Fermenter mit
1-Propanol als Wachstumssubstrat (T= 30°C; pH = 7,5; r= 400 rpm; Luftbegasung = 2 I/ min)

In weiteren Versuchen mit dem Stamm BU3 wurde die Methode der zweistufigen Fermentation
etabliert.Gleichzeitig konnten mit dieser Methode Kulturen mit groer Biomassekonzentration u.

hoher Enzymaktivitit gewonnen werden. Die gemessenen Parameter dieser Fermentation sind

in Tab. 24 und Abb. 16 dargestellt.
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Fermentationsstufe 1 | Frmentationsstufe 2

r 80
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Abb. 16: Zweistufige Fermentation des Stammes BU3 im 5 |-Fermenter mit 2-Propanol als Wachstums-
substrat (T= 30°C; pH = 7,5; r= 400 rpm; Luftbegasung = 2 I/ min, ¢ 2.propanol = 1,6 g/1)

In der ersten Stufe der Fermentation lag die maximale Wachstumsrate des Stammes BU3 bei
0,17 h™'. Nach Erreichen einer Biomassekonzentration von 3,0 g/l nach 29 Stunden wurde die
Kultur im Verhaltnis 1:1 mit Fermentermedium verdlnnt. In der zweiten Stufe der Fermentation
erfolgte die Aktivierung der Monooxygenase, die zwischen der 30. und 38. Stunde parallel
mittels Kurzzeit-MTBE-Abbautests und der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit bestimmt
wurde (= Abb. 17). Nach sechs Stunden wurde eine maximale Enzymaktivitat von

6,2 mg O,/ g BTS*min bzw. 2,1 mg MTBE/g BTS*h gemessen.
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Abb. 17: Maximale Enzymaktivitat der Kultur BU3 wéahrend der zweiten Stufe der Fermentation im 5 |-
Fermenter mit 2-Propanol als Wachstumssubstrat (T= 30°C, pH= 7,5, r= 400 rpm,
Luftbegasung: 2 I/min)

Die zweistufige Fermentationsmethode kam auch bei der Anzucht des Stammes BU3 im
50 I-Fermenter zum Einsatz. Dabei konnte durch die parallele Verwendung des 5 |I-Fermenters,
in dem die erste Stufe der Fermentation (Anzucht auf hohe Biomassekonzentrationen)
durchgefiihrt wurde, die Effizienz der Methode erhéht werden. Die wahrend der Fermentation im
50 I-Fermenter bestimmten Substratverbrauchswerte fir Nitrat und 2-Propanol stimmten zu
99,8% und 98,2% mit den Ergebnissen der Fermentation im & [-Fermenter Uberein. Die
Biomasseausbeute im 50 I-Fermenter bezogen auf das Wachstumssubstrat 2-Propanol betrug
46,3%. Insgesamt wurden bei diesem Versuch 100 | einer Kultur des Stammes BU3 mit einer
Biomassekonzentration von 7,9 g/l und einer Enzymaktivitdit von 2,0 mg MTBE/g BTS*h
produziert.

Neben dem Upscaling des Wachstumsprozesses des Stammes BU3 erfolgten identische
Versuche mit den Stammen K152 und B12 im 1 |-Schittelkolben und im 300 ml-Fermenter
sowie einem kinstlichen Konsortium aus beiden Stdmmen im Verhéltnis 2:1 (B12:K152) im
5 |I-Malistab (Tab. 24).
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Tab. 24: Parameter der Wachstumsprozesse der Stamme K152 und B12 im 100 ml-Schuttelkolben,
300 ml-Fermenter und des Konsortiums B12-K152 im 5 |- Fermenter.

Parameter 100 ml-Schiittelkolben | 300 mI-Fermenter 5 I-Fermenter
Konsortium
Kultur B12 K152 B12 K152 B12-K152
Wachstumssubstrat 1-Propanol
Umax [07] 0,10 0,16 0,11 0,15 0,07
max. erreichte BTS-
Konzentration X [g/l] 0.5 0# 0.8 1.0 1.5
Versuchsdauer [h] 48 24 48 30 30
1-Propano!
£ k. A. k. A. 5,2 5,6 6,1
[9 1-Propana’d BTS]
Nitrat-N
X k. A. k. A. k. A. k. A 159,8
[Mmg niratn/g BTS]
Zeitpunkt der
maximalen 6h 6h 6 h 6h 13 h
Enzymaktivitét

Bei der Fermentation im 5 |-Fermenter galt es nachzuweisen, ob das kinstlich gebildete
Konsortium aus den zwei Stammen K152 wund B12 Vorteile hinsichilich des
Wachstumsprozesses gegeniiber den Reinkulturen besitzt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigten Uberraschenderweise eine negative Wechselwirkung zwischen den
zwei Stammen des Konsortiums. Die ermittelten Prozessparameter, dargestellt in der Tab. 24,
ergaben, dass die maximale Wachstumsrate des Konsortiums mit 0,07 h™' geringer war als die
der Einzelstamme B12 (Umax = 0,11 h™") und K152 (pmex = 0,16 h™")

(zeitlicher Verlauf & Anhang Abb. A-6). Die maximale Enzymaktivitdt des Konsortiums wurde
erst nach dreizehn Stunden gemessen, wahrend fur die Einzelstimme bereits eine

sechsstiindige Anzucht der Kulturen ausreichend war.

48



Ergebnisse

4.3 Cometabolischer MTBE-Abbau unter Verwendung der ausgewdhlten methan-,
propan- und butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen

In den durchgefiihrten Experimenten wurde das MTBE-Abbaupotenzial der isolierten methan-,
propan- und butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen bei unterschiedlichen
Bedingungen untersucht. Dazu wurde zundchst der MTBE-Abbau an ruhenden Zellen verfolgt.
Diese Resultate dienten als Grundlage fir komplexere Systeme (Saulenversuche im Labor- und

kleintechnischen Mafstab, Feldversuch).

4.3.1 Untersuchungen des cometabolischen MTBE-Abbaues an ruhenden Zellen
Vorraussetzung daflr war der Einsatz von aktiven Kulturen mit maximaler Enzymaktivitét, deren

Gewinnung im Kapt. 4.2 dargestellt wurde. Diese wurden mit dem cometabolischen Substrat
MTBE in An-/ Abwesenheit des Wachstumssubstrates inkubiert. In den Ansdtzen mit dem
Wachstumssubstrat trat eine Konkurrenz zwischen dem Wachstumssubstrat und dem
cometabolischen Substrat auf, die zur kompetitiven Hemmung des cometabolischen Abbaues

fihrte, wie am Beispiel des Stammes BUS3 in Abb. 18 nachgewiesen wurde.
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Abb. 18: Cometabolischer MTBE-Abbau des Stammes BU3 in An- und Abwesenheit des
Wachstumssubstrates Propan. (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C,
cyree= 30 mg/l, Wachstumssubstrat: 20 % Propan-Luftgemisch)
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Im Ansatz 1 (ohne Wachstumssubstrat) betrug die maximale MTBE-Abbaurate
6.6 mg MTBE/g BTS*h, wahrend im Ansatz 2 (Wachstumsubstrat: 20%iges Propan-
Luftgemisch) MTBE nur mit einer Rate von 0,5 mg MTBE/g BTS*h abgebaut wurde. Die
Zunahme der Biomassekonzentration um 0,28 g/l im Ansatz 2 zeigte, dass der Stamm BU3
Propan als Wachstumssubstrat vorrangig metabolisierte. Im Ansatz 1 hingegen wurde Uber den

gesamten Versuchszeitraum eine konstante Biomassekonzentration von 0,33 g/l gemessen.

4.3.1.1 Cometabolischer MTBE- und TBA-Abbau methanverwertender Anreicherungs- und
Reinkulturen

Die isolierten methanverwertenden Anreicherungskuituren bauten MTBE cometabolisch nur in
den ersten 60 Stunden des Versuchszeitraumes mit Raten zwischen

1,4 und 2,1 mg MTBE/g BTS*h ab (Tab. 25). In dieser Zeitspanne wurden ca. 50% der
eingesetzten MTBE-Konzentration umgesetzt (Abb.19).

Tab. 25: Maximale MTBE-Abbauraten der methanverwertenden Anreicherungskulturen (Abbauversuche
nach Schema A, T= 20°C; Wachstumssubstrat Methan)

methanverwertende S\Tehfsc:;::sti:;ﬁ;iu max. MTBE-Abbaurate
Anreicherungskultur [nmol/mg*h] [mg MTBE/ g BTS*h]
Ks C 70,5 2.1
Ks D 70,4 1.7
GW7 99,2 1,4
GW 39 65,9 1.4
Ks F 98,2 1,8
Ks E 89,9 2,0

Der zeitliche Verlauf des cometabolischen MTBE-Abbaues durch methanverwertende
Anreicherungskulturen ist am Beispiel der Kultur Ks C in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Zeitlicher Verlauf des MTBE-Abbaues der methanverwertenden Anreicherungskultur Ks C an
ruhenden Zellen mit paralleler Bestimmung der sMMO-Aktivitat (curee = 30 mg/l, Wachstums-
substrat Methan, T= 30°C)

Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen sMMO-Aktivitadt und MTBE-Abbaurate ermittelt
werden, der durch eine nichtlineare Regressionsanalyse unter Verwendung der HILL-Gleichung

(Bisswanger 1979) mathematisch dargestellt wurde (Abb. 20).
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Abb. 20: Abhéngigkeit der MTBE-Abbauraten von der sMMO-Aktivitat der methanverwertenden
Anreicherungskultur Ks C (T= 20°C, Abbauversuche nach Schema A, Wachstumssubstrat
Methan, cyree= 30 mg/l, verwendete Software: Table Curve 2 D)
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¥ XSMMO"
(k" + sMMO")

Prvrse =

rMTBE = MTBE-Abbaurate [ng MTBE/g BTS*h]

sMMO = sMMO-Aktivitat [nmol/mg*h]

max = 2,48 mg MTBE/g BTS"h

n (Hill-Koeffizient) = 3

k (Substratkonzentration an der 50% Sattigung erreicht sind) = 41,29

Neben dem Abbau von MTBE wurde auch TBA als Metabolit der MTBE-Oxidation durch die
methanverwertenden Anreicherungskulturen abgebaut. Die maximalen Abbauraten der Kulturen
fir TBA (Ks C: 1,7 mg TBA/g BTS*h) waren stets geringer als die Raten des MTBE-Abbaues
(Ks C: 2,1 mg MTBE/g BTS*h). Trotzdem konnte keine intermediére TBA-Akkumulation in den
Abbauversuchen der methanotrophen Anreicherungskulturen festgestellt werden. Hierbei spielte
die heterotrophe Begleitflora der Anreicherungskulturen, deren Anteil bei 20% - 50%
(Ks C: 35%) der Gesamtbakterien lag, eine wesentliche Rolle. Die hetertrophe Begleitflora der
Kultur KsC konnte TBA cometabolisch mit Raten von 0,8 mg TBA/g BTS*h abbauen und
besaRen gleichzeitig einen positiven Einfluss auf den MTBE-Abbau der methanotrophen
Bakterien, obwohl sie selbst nicht in der Lage waren, MTBE als einzige Kohlenstoffquelle oder

cometabolisch abzubauen (Abb. 21).
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Abb. 21: MTBE- bzw. TBA-Abbauraten der Anreicherungskultur Ks C sowie der Reinkultur Ks C-1 und der
heterotrophen Begleitflora der Kultur Ks C. (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C)
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Die aus der Stammsammlung des Departments Bioremediation ausgewéahlten methanotrophen
Reinkulturen waren trotz hoher sMMO-Aktivitdten nicht in der Lage, MTBE cometabolisch
abzubauen (Tab. 26). Hingegen besalen vier aus den methanverwertenden
Anreicherungskulturen isolierte methanotrophe Stdmme ein MTBE-Degradationspotenzial
(Tab. 26). MTBE wurde von diesen Stdmmen mit Raten im Bereich von 0,2 - 0,9 mg MTBE/g
BTS*h abgebaut, was einer 33%igen (Stamm Ks F-1) bzw. 50%igen (Stamm GW 7-1) Effizienz
der Abbauraten der jeweiligen methanverwertenden Anreicherungskultur entsprach.

Tab. 26: Maximale MTBE-Abbauraten der untersuchten methanotrophen Reinkulturen (Abbauversuche
nach Schema A, T= 20°C, Versuchsdauer 120 h, cyee = 30 mg/l)

maximale
MTBE-Abbaurate
[mg MTBE/ g BTS*h]

sMMO-Aktivitdt zum Versuchsbeginn

Stapm [nmol/g BTS* min]

Methanotrophe Reinkulturen der Stammsammlung des Departments Bioremediation

GB 14 149,0 0
GB 18 145,2 0
GBP 15 90,3 0
GBP 17 139,5 0
GBP 31 180,0 0
Ms 9 187,4 0
Ms 20 191,2 0
Reinkulturen isoliert aus den selektierten methanverwertenden Anreicherungskulturen
o sMMO-Aktivitdt zum gemittelte maximale
Stamm Izallertaus Versuchsbeginn [nmol/g MTBE-Abbaurate
BTS* min] [mg MTBE/ g BTS*h]
GW 7-1 GW7 165,0 0,7
GW 39-1 GW 39 79,2 0,2
GW 39-2 GW 39 96,1 0
Ks C-1 Ks C 98,6 0,9
Ks F-1 Ks F 103,5 0,6
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4.3.1.2 Cometabolischer MTBE-Abbau der propan- und butanverwertenden
Anreicherungskulturen

Die untersuchten propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen bauten MTBE mit

héheren maximalen Raten ab als die methanverwertenden Kulturen (siehe Tab. 27).

Tab.27: Maximale MTBE-Abbauraten der propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen nach
Anzucht auf verschiedenen Kohlenstoffquellen (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C,
CMTBE= 30 mg.fl)

Wachstums- maximale MTBE-Abbauraten [ng MTBE/g BTS*h ]

substrat Ks1:2 |Ks 1:5 | Kv3.2 [BsD G7 ButiA | ButiB | ButiKs
Propan 2.8 4,5 3,3 6,6 1,9 4,2 k. A. k. A.
Butan 24 1,0 0 0,6 k. A. 4,2 33 2,0
1-Propanol 1,4 1.8 1,2 4,0 0,8 2,0 0 1.3
2-Butanol 0 1.5 0 24 k. A. 1,0 0 0.6
Natriumacetat 0 0 0 2,3 0 1,01 2.2 2,3
Aceton 0 0 0 0,9 0 1,3 2,0 1,2

Der Vergleich der MTBE-Degradationsraten dieser Anreicherungskulturen zeigte, dass auf

Alkanen gewachsene Kulturen MTBE mit hdheren Raten abbauen als bei der Verwendung von
Alkoholen. Die Kulturen Bs D, Buti A, Buti B und Buti Ks konnten neben Alkanen und Alkoholen
auch Natriumacetat und Aceton als Wachstumssubstrat fiir den cometabolischen MTBE-Abbau

nutzen.

4.3.1.3 Einfluss der Kulturen auf die Effizienz des cometabolischen MTBE-Abbaues
Durchgefiihrte Vergleichsuntersuchungen des cometabolischen MTBE-Abbaues mit den

methan-, propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen zeigten, dass die Effizienz der
Kulturen MTBE abzubauen stark variiert (Abb. 22). Die isolierten methanverwertenden
Anreicherungskulturen (maximale MTBE-Abbauraten 2,1 mg MTBE/g BTS*h) besaflen im
Vergleich zu den propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen (maximale MTBE-
Abbauraten 6,6 mg MTBE/g BTS*h) ein geringeres MTBE-Abbaupotenzial.
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Abb.22: Cometabolischer MTBE-Abbau der isolierten methan-, propan- und butanverwertenden
Anreicherungskulturen (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C, Wachstumssubstrate

Methan, Propan bzw. Butan)

Auch unter den propanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen gab es starke
Schwankungen hinsichtlich der Effizienz MTBE cometabolisch abzubauen. Dabei spielte neben
den eingesetzten Wachstumssubstraten die heterotrophe Begleitflora der Kulturen eine wichtige
Rolle. Aus dem Vergleich der Abbauraten der Anreicherungskulturen (Tab. 27) und der isolierten
Reinkulturen (Tab. 28) nach Anzucht auf der gleichen Kohlenstoffquelle ergaben sich
stimulierende bis inhibierende Einfllisse der heterotrophen Begleitflora auf den MTBE-Abbau (2

Abb. 23).
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Abb. 23: MTBE-Abbauraten der Anreicherungskulturen (AK) und der aus diesen isolierten
Reinkulturen (RK). (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C, Wachstumssubstrat Propan,

cmree= 40 mg/l)

Am Beispiel der Kulturen B12 und BsD wurde eine hohere Abbauleistung der
Anreicherungskultur BsD (maximalen Raten 6,6 mg MTBE/g BTS*h) im Vergleich zur Reinkultur
B12 (1,7 mg MTBE/g BTS*h) beabachtet. Neben diesem positiven Einfluss der heterotrophen
Begleitflora der Anreicherungskultur auf den MTBE-Abbau wurde bei den Kulturen Buti A
(4,1 mg MTBE/g BTS*h) und BU3 (7,2 mg MTBE/g BTS*h) ein negativer Einfluss der
Begleitflora nachgewiesen. Die MTBE-Abbauraten der Anreicherungskultur Ks 1:5
(4,5 mg MTBE/ g BTS*h) und der Reinkultur K152 (4,2 mg MTBE/g BTS*h) lagen im gleichen
Bereich. Bei diesen zwei Kulturen konnte kein signifikanter Einfluss der heterotrophen

Begleitflora auf den MTBE-Abbau des Stammes K152 festgestelit werden.

4.3.1.4 Cometabolischer MTBE-Abbau der Stamme BU3, B12 und K152
Charakteristisch fir den cometabolischen MTBE-Abbau der Stamme BU3, B12 und K152 war

ein konsekutiver Abbau von TBA. Dies bedeutet, dass wahrend des MTBE-Abbaues TBA
akkumuliert wurde. Der TBA-Abbau begann erst, als die MTBE-Konzentration im Ansatz unter 5

mg/l gesunken war, was ca. 90% der vorgelegten MTBE-Konzentration entsprach (Abb. 22).
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Abb. 24: Zeitlicher Verlauf des Abbaues von MTBE und TBA des Stammes BU3. (Abbauversuch nach
Schema A, T= 20°C, curee= 45 mg/l, Wachstumssubstrat 1-Propanol)

Die molaren Verhéltnisse der abgebauten MTBE-Konzentration und der gebildeten
TBA-Konzentration lieBen erkennen, dass wahrend der ersten Stunden eine stdchiometrische
Akkumulation von TBA stattfand (Abb. 24).

In MTBE-Abbauversuchen mit den drei Stammen B12, BU3 und K152 wurden verschiedene
Kohlenstoffquellen, hinsichtlich der Fahigkeiten der drei Stdamme nach Anzucht auf diesen
MTBE abzubauen, getestet (Tab. 28). Wie bereits bei den Anreicherungskulturen gezeigt,
bauten die Stdmme nach Anzucht auf Alkanen MTBE mit héheren Raten ab als nach Anzucht
auf Alkoholen. Neben Alkanen und Alkoholen konnten die Stdmme BU3 und B12 auch
Natriumacetat, Aceton und Hefeextrakt + Pepton als Wachstumssubstrat fir den
cometabolischen MTBE-Abbau nutzen.
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Tab. 28; Maximale MTBE-Abbauraten der Reinkulturen B12, K152 und BU3 nach Anzucht auf
verschiedenen Wachstumssubstraten. (Abbauversuche nach Schema A, T= 20°C;
Anzucht der Kulturen bis zur maximalen Enzymaktivitat)

maximale MTBE-Abbauraten
[mg MTBE/ g BTS *h]

Wachstumssubstrat B12 K152 BU3
Propan 1,7 4,2 7,9

Butan 0,5 1.4 5,4
1-Propanol 1,1 1,9 3.1
2-Propanol k. A. k. A. 2,3
2-Butanol 0,7 0,5 2,7
Natriumacetat 2,0 0 1.7
Hefeextrakt + Pepton 1,0 0 1.3
Aceton 0,5 0 1,3

In MTBE-Abbauversuchen bei 12°C wurde beobachtet, dass die drei Stdmme auch bei diesen
grundwasserrelevanten Temperaturen MTBE abbauten. Bei den Kulturen B12 und BU3 fuhrte
eine Verringerung der Temperatur von 20°C auf 12°C zu einer Halbierung der MTBE-Abbaurate.
Der Stamm K152 zeigte im Gegensatz dazu auch bei 12°C hohe MTBE-Abbauraten (Tab. 29).

Tab. 29: MTBE-Abbau der Stamme BU3, K152 und B12 bei 12°C und 20°C. (MTBE-Abbauversuche nach
Schema A; Wachstumssubstrat: 1-Propanol)

maximale MTBE-Abbaurate
Abbautemperatur [mg MTBE/g BTS*h]
BU3 K152 B12
12°C 1,6 1,7 0,6
20°C 3 1,9 1,1

In weiteren Experimenten wurden verschiedene MTBE-Konzentrationen eingesetzt, um eine

Hemmung des MTBE-Abbaues bei hohen Konzentrationen des cometabolischen Substrates zu

untersuchen. Die Ergebnisse sind in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Einfluss unterschiedlicher MTBE-Konzentrationen (30-350 mg/l) auf den cometabolischen
MTBE-Abbau der Kultur BU3 (Abbauversuche nach Schema B, T= 20°C,
Wachstumssubstrat: 1-Propanol)

Entgegen der allgemeinen Auffassung, dass geringe Schadstoffkonzentrationen zu héheren
Abbauraten filhren (Stran et al. 1990; Broholm et al. 1993), wurde in den vorliegenden
Versuchsreihen gezeigt, dass mit steigender MTBE-Konzentration die durchschnittliche MTBE-
Abbaurate zunimmt. Bei einer maximal eingesetzten MTBE-Konzentration von 350 mg/l, das
entsprach ca. dem 10-fachen der am Projektstandort Leuna vorkommenden MTBE-
Konzentration, wurden nach Anzucht der Kultur auf 1-Propanol durchschnittiche MTBE-
Abbauraten von 5,27 mg MTBE/g BTS*h gemessen. Als durchschnittliche Abbaurate wurde der
MTBE-Abbau zwischen Versuchsstart (tsee) und vollstdndigem Abbau (tg.ge) definiert. In allen
Ansétzen erfolgten ein vollstdndiger Abbau des eingesetzten MTBE’s und eine intermediare
TBA-Akkumulation. Der Stamm BU3 baute 350 mg/l MTBE innerhalb von 2,5 Tagen ab. Die
akkumulierte TBA-Konzentration von 182 mg/l zeigte keinen inhibierenden Effekt auf den
Stamm BU3 und wurde nach Absinken der MTBE-Konzentration unter 5 mg/| weiter degradiert.

Eine wichtige Voraussetzung fur den effizienten cometabolischen MTBE-Abbau ist die im
Medium vorliegende Geldstsauerstoffkonzentration. Bei den bisher beschriebenen
Abbauversuchen an ruhenden Zellen in 20 ml HS-Réhrchen und in 120 ml Serumflaschen

waren aufgrund der groRen Gasphase (ber der Flissigphase (HS-Réhrchen 75% Gasphase,
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Serumflaschen 58% Gasphase) auch bei langeren Versuchszeiten keine Sauerstofflimitationen
zu erwarten. Erst in den S&ulenversuchen (= Kapt. 4.3.3) und im Feldversuch (& Kapt. 4.4.4)
konnten Sauerstofflimitationen auftreten, da bei diesen Versuchssystemen das Verhéltnis Gas-
Fiussigkeitsphase zu fast 90% in Richtung der Flussigkeitsphase verschoben wurde. Die
immobilisiert am Tragermaterial der S&ule vorliegenden Bakterien wurden nur lber das
NMS-Medium mit Sauerstoff versorgt. Die Anreicherung des NMS-Mediums mit Sauerstoff
erfolgte indirekt Uber Diffusion durch das Schlauchsystem und durch den sich im oberen Bereich
der Saule bildenden Gasraum, der auf die bei den Probenahmen entnommene Flissigkeit
zuriickzufiihren war. Eine zuséatzliche Anreicherung des NMS-Medium mit Sauerstoff erfolgte
nicht.

MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen nach Schema B 2 (=& Kapt. 3.4.1) mit der Kultur BU3
ergaben, dass die unteren Sauerstoffgrenzkonzentrationen, bei welchen noch ein MTBE-Abbau

nachgewiesen wurde, im Bereich von 0,4 - 0,6 mg/l Geldstsauerstoff lagen (Abb. 26).
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Abb. 26: Sauerstoffgrenzkonzentration fiir den MTBE-Abbau des Stammes BU3 (Abbauversuche nach
~ Schema B-2, T= 20°C, Wachstumssubstrat 1-Propanol)

Untersuchungen zur Aktivierung der Monooxygenase der Kultur K152 zeigten, dass diese durch
die Zugabe von 50 mg/l 1-Propanol maximal aktiviert wurde (Abb. 27).
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1-Propanol-Konzentrationen von = 100 mg/l fihrten zu einer vollstandigen kompetitiven

Hemmung des cometabolischen MTBE-Abbaues der Kultur.
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Abb 27: Maximale Aktivierung der Monooxygenase-Aktivitat der Kultur K152 durch Zugabe von
1-Propanol (Abbauversuche nach Schema A-1 unter Zusatz verschiedener
1-Propanol- Konzentrationen, T= 20°C)

Bei der Untersuchung zur Aktivierung der Monooxygenase der Stdmme B12 und BU3 wurde ein
vergleichbarer Versuchsaufbau angewendet. Es war experimentell nicht mdglich,
Monooxygenase inaktive Kulturen dieser zwei Stamme anzuziehen. Aus diesem Grund wurden
4°C- Flussigkulturen der Stamme BU3 und B12 als Ausgangsmaterial verwendet. Die maximale
Aktiviérung der Enzymaktivitdt erfolgte bei der Dosierung von 40 mg/l 1- bzw. 2-Propanol fur
BU3 bzw. 55 mg/l 1-Propanol fur B12.

4.3.1.5 Batch-Langzeit-MTBE-Abbauversuche der Stimme K152 und BU3
Beim Ubergang auf komplexere Laborsysteme erwies es sich als relevant, Grundkenntnisse zur

Stabilitat des Enzymsystemes der Stamme und Méoglichkeiten zur Regenerierung des
Abbaupotenziales zu besitzen. Dazu wurden Batch-Langzeit-Abbauversuche im 1 I-Schuttel-
kolben mit seitlichem Ansatzstutzen mit der Kultur K152 und BU3 (Ergebnisse BU3 nicht
dargestellt) durchgefihrt (siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Batch-Langzeit-Abbauversuche des Stammes K152 (Abbauversuche nach Schema B-2,
T= 20°C. Die Pfeile markieren die Dosierung von 0,8 mmol 1-Propancl bzw. MTBE in
verschiedenen Konzentrationen)

In den Abbauversuchen, dargestellt am Beispiel des Stammes K152, wurde ein konsekutiver
TBA-Abbau beobachtet, der deutlich durch seine zeitliche Verschiebung gegenlber dem MTBE-
Abbau zu erkennen war (Abb. 28). Im Verlauf der einzelnen Versuchphasen nahm die
durchschnitiliche MTBE-Abbaurate kontinuierlich ab.

Eine Dosierung von 50 mg/l 1- Propanol (0,8 mmol) nach 36 Tagen fiihrte zur Erhéhung der
MTBE-Abbaurate von 7,9 mg MTBE/g BTS *d auf 24,7 mg MTBE/g BTS *d. Eine Regenerierung
des Enzymsystemes war nach 36 und 41 Tagen notwendig, wobei als Zeitpunkt fur die
Regenerierung Absinken MTBE-Abbaurate
10 mg MTBE/g BTS*d definiert wurde. Die durchschnittlichen MTBE-Abbauraten lagen in den
Bereichen der Ergebnisse der Abbauversuche an ruhenden Zellen nach Schema A. Auch der

ein der durchschnittlichen

unter

positive Einfluss hoher MTBE-Konzentrationen (Versuchsphase 6 und 7) auf die Abbauraten
konnte analog zu den Resultaten der Abbauversuche an ruhenden Zellen (< Abb. 25) verifiziert
werden. Nach 110 Tagen wurde der MTBE-Abbauversuch abgebrochen. Parallel durchgeflhrte
Messungen der BTS zeigten, dass wéhrend des gesamten Versuches kein Wachstum der Kultur

Zu verzeichnen war.
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Die Ergebnisse der Batch-Langzeit-Abbauversuche bildeten die Grundlagen fiir die
Abbauversuche in den Saulensystemen in Bezug auf Enzymstabilitdten und Méglichkeiten zur

Regenerierung der Abbauleistung.
4.3.2 Untersuchung des cometabolischen MTBE-Abbaues in Sdulensystemen

Die im Kreislauf betriebenen Labors&dulen wurden zu Beginn der Versuche mit aktiven
Bakterienkulturen (= Kapt. 3.3.5) der Stdmme B12, K152 bzw. BU3 beimpft. Innerhalb der
ersten 24 Stunden erfolgte eine 99%ige Immobilisierung der Bakterien am Tragermaterial
(Seramis®), sodass als Bezugswert fur die Berechnung der MTBE-Abbauraten die eingesetzte
Ausgangshiomassekonzentration herangezogen werden konnte. Die Immobilisierung der
Bakterien wurde durch Messung der BTS-Konzentration im Ausfluss der Saule nachgewiesen,
welche sich z.B. bei dem Stamm BU3 innerhalb von 15 Stunden von 350 mg/l auf 3 mg/l
verringerte. Der zeitliche Verlauf des MTBE-Abbaues in den Laborsdulen des Stammes BU3 ist
in Abb. 29 dargestelit.
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Abb. 29: Zeitlicher Verlauf des cometabolischen MTBE-Abbaues des Stammes BU3 in den Laborsaulen
(Anzucht der Kultur auf 1-Propanol, zweistufigen Wachstumsprozess bei 30°C; BTS-
Konzentration Versuchsbeginn: 350 mg/l, Abbauversuch: T= 20°C)
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In den ersten 8 Tagen baute die Kultur MTBE mit durchschnittlichen Raten von

40,8 mg MTBE/ g BTS*d ab. Durch die Dosierung von 0,8 mmol 1-Propanol (Versuchsphase )
konnte die MTBE-Abbaurate der Kultur auf 50,4 mg MTBE/ g BTS*d erhoht werden. Die Zugabe
von 0,2 mmol Propan zu Beginn der vierten Versuchsphase bewirkte eine Erhéhung der MTBE-
Abbaurate um 15 %. Im Gegensatz zu den Abbauversuchen an ruhenden Zellen (< Kapt. 4.3.1)
wurde bei diesen Versuchen keine stéchiometrische TBA-Akkumulation nachgewiesen. Nur in
den ersten 40 Tagen konnte ein leichter Anstieg der TBA-Konzentration beobachtet werden.
Parallel durchgefiihrte mikrobiologische Untersuchungen (Plattenausstriche) zeigten, dass in der
Saule aufgrund der unsterilen Arbeitsweise sich ein natlrliches Konsortiums ausbildete
(Abb. 30).

Abb. 30: Koloniemerphologie der Plattenaustriche der mikrobiologischen Untersuchungen der Labor-
saulenversuche. Ausbildung eines Konsortiums aus dem Stamm BU3 (A) und einer
heterotrophen Begleitflora (B). (Binokularaufnahme, 1 fach-VergréRerung )

Bei den MTBE-Abbauversuchen des Stammes BU3 in den Laborsaulen wurde eine maximale
MTBE-Abbaurate von 50,4 mg MTBE/g BTS*d (2,1 mg MTBE/g BTS*h) gemessen. Dies
entsprach einem 68%igen MTBE-Abbaupotenzial der Versuche an ruhenden Zellen
(3,1 mg MTBE/g BTS*h). Die erzielten Ergebnisse des MTBE-Abbaues der Stamme K152, BU3
und B12 in den Laborséaulen sind in Tab. 30 zusammengefasst.
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Tab. 30: MTBE-Abbauversuche der Kulturen B12, K152 und BU3 in den Laborsiulen
(Wachstumssubstrat 1-Propanol, T= 20°C, cyrge der ersten Versuchsphase 40 - 45 mg/l)

Parameter / Kultur B12 | K152 | BU3
mazirls;:.lmssubstrat der 1-Propanol 2-Propanol
durchschnittliche MTBE-
Abbauraten in der ersten
Versuchsphase [x Tage] 23,7[15] 26,5 [14] 40,8 [10] 33,3 [13]
[mg MTBE/ g BTS *d]
Uber gesamten
Zeitraum nur in den nur in den
TBA-Akkumulation keine (TBAakkumutiert! ersten 36 ersten 25
MTBE abgebaut = Tagen Tagen
0,16)
Effizienz des Abbaues im
Vergleich zu Abbau-
Versguchen an ruhenden 89% 58% 65% 60%
Zellen*
Anmerkung: * Zur Berechnung wurden die héchsten erreichten durchschnittlichen MTBE-Abbauraten
verwendet.

Nach den Versuchen in Laborsédulen erfolgte ein Upscaling der Versuche in den
kleintechnischen MalRstab (2 I). Der Aufbau der kleintechnischen Sdulen wurde im Kapt. 3.4.3
beschrieben. Die ersten Versuche in diesen Sdulen erfolgten mit den Stamm BU3 nach Anzucht
auf 1-Propanol (Abb. 29). In beiden S&aulen konnte nach 72 Stunden eine vollsténdige

Immobilisierung der Bakterien auf dem Tragermaterial beobachtet werden.
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf des MTBE-Abbaues des Stammes BU3 in der kleintechnischen Séule S 1
(T= 22°C, Anzucht der Kultur im 5 I-Fermenter, Wachstumssubstrat 1-Propanol;
Pfeile symbolisieren die Dosierung von Wachstumssubstrat oder cometabolischen Substrat bzw.
Begasung der S&ule mit dem Propan/Luftgemisch oder Luft.

Die Saule S 1 mit integriertem Begasungssystem wurde mit einem Inokulum des Stammes BU3
aus dem 5 I-Fermenter (2 Kapt. 4.2.4) mit einer BTS-Konzentration von 2,0 g/l beimpft. Die
Kultur besaR zu Versuchsbeginn nicht die maximale Enzymaktivitat, worauf die verhéltnismafig
geringe durchschnittliche MTBE-Abbaurate von 6,7 mg MTBE/ g BTS*d in der ersten
Versuchsphase (13 Tage) zuriickzufiihren war (Abb. 31). Die Monooxygenase-Aktivitat der
Kultur lag zu Versuchsbeginn bei 0,8 mg MTBE/g BTS*h (= Kapt. 4.2.4, Abb. 15). Nach
Reaktivierung des Systems nach 15 Tagen mit 0,8 mmol Propanol und der gleichzeitigen
Zugabe von MTBE erhohte sich die MTBE-Abbaurate in der zweiten Versuchsphase (15 Tage)
auf 10,6 mg MTBE/g BTS*d. Gegen Ende der zweiten Versuchphase erfolgte eine finftagige
indirekte  blasenfreie Begasung des Systemes mit einem Propan-Luftgemisch
(1,25% Propan in synthetischer Luft) Gber eine Zeitspanne von jeweils sechs Stunden. Weder
die angestrebte Regenerierung der Enzymaktivitat durch Propan noch die Erhohung der
Sauerstoffkonzentration im System filhrten zu einer signifikanten Erhdhung der MTBE-

Abbaurate in der dritten Versuchsphase (20 Tage).
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Mégliche Ursachen dafir waren die geringe Propankonzentration im verwendeten
Begasungsgemisch (1,25% Propan in synthetischer Luft) und die zu kurzen Begasungszeiten
(jeweils sechs Stunden). Beide Parameter konnten aus sicherheitstechnischen Griinden nicht
erhdht werden.

Um bei der Ursachenanalyse eine Sauerstofflimitation im System auszuschlielfen, wurde das
Begasungssystem auf eine Luftbegasung von 10 Stunden/Tag umgestellt. Dadurch wurde im
System eine Gelbstsauerstoffkonzentrationen von 1,5 mg/l erreicht. Diese Malnahme trug
jedoch nicht zur Lésung des Problemes bei. Vielmehr fiihrte die blasenfreie Luftbegasung der
Séule zu einer starken Verpilzung der Begasungsséule, was den Abbruch des Versuches nach
58 Tagen zur Folge hatte.

Die parallel betriebene kleintechnische S&ule S2 wurde mit einer im Schiittelkolben auf
1-Propanol angezogenen Kultur des Stammes BU3 beimpft. Infolge der benétigten Volumina
(2,5 1) war die BTS-Konzentration auf 0,23 g/l limitiert. Die Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit,
als Mal fur die Monooxygenase-Aktivitat, betrug zu Versuchsbeginn 2,9 mg MTBE/g BTS*h
bzw. 6,8 mg O»/g BTS*min. Dies entsprach 92% der maximalen Enzymaktivitdt des Stammes
(2 Kapt. 4.2.3). In der Abb. 32 ist der zeitliche Verlauf des MTBE-Abbaues in der Saule S 2
dargestellt.
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf des MTBE-Abbaues des Stammes BU3 in der kleintechnischen Séule S 2
(T=22°C, Inokulumkultur aus Schiittelkolben; Wachstumssubstrat 1-Propanol, Pfeile
symbolisieren die Dosierung von Wachstumssubstrat oder cometabolischem Substrat bzw.
Begasung der S&ule mit Luft)
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Die durchschnittiche MTBE-Abbaurate in der ersten Versuchsphase (12 Tage) lag bei
20,9 mg MTBE/ g BTS*d, was einer Verdreifachung der Abbaurate der Sdule S 1 entsprach.
Durch eine Dosierung von 0,8 mmol 1-Propanol nach 33 Tagen konnten die abnehmenden
durchschnittichen MTBE-Abbauraten der zweiten und dritten Versuchsphase (5 bzw. 12 Tage)
erhdht werden. In den parallel durchgefiihrten mikrobiologischen Untersuchungen wurde in der
zweiten Versuchsphase die Ausbildung eines natirlichen Konsortiums nachgewiesen. Dieses
war wahrscheinlich fur den schnellen TBA-Abbau (20,6 mg TBA/g BTS *d) verantwortlich. Die
Geldstsauerstoffkonzentration am  Saulenablauf betrug nach 65 Tagen  noch
1,5 mg/l Sauerstoff. Diese Konzentration war fiir den cometabolischen MTBE-Abbau des
Stammes BU3  ausreichend (Sauerstoffgrenzkonzentration 04 - 06 mgl,
= Kapt. 4.3.1.4, Abb. 26).

Die dargesteliten MTBE-Abbauversuche in den kleintechnischen Saulen zeigten, dass die
Anzucht des Inokulums eine wichtige Rolle fur die Effizienz des MTBE-Abbaues spielte. Hohe
Biomassekonzentrationen (Anzucht der Kultur im 5 I-Fermenter, Abbauversuche in der Saule
S 1) konnten die hohen Enzymaktivitdten in der Saule S 2 (Anzucht in Schittelkolben) nicht
ersetzen. In der S&ule S2 wurde trotz geringerer eingesetzter Biomassekonzentration dreifach
héhere MTBE-Abbauraten erzielt.

Ziel weiterer Saulenversuche mit diesem Stamm war zum einen die Verbesserung der Vorkultur
hinsichtlich Biomassekonzentration und Enzymaktivitdt und zum anderen die Umstellung des
Wachstumssubstrates von 1-Propanol auf 2-Propanol.

Die Anzucht des Stammes BU3 fiir diese Versuche erfolgte im 5 |-Fermenter mittels zweistufiger
Fermentation (=& Kapt. 4.2.4, Abb. 16). Die Enzymaktivitét der geernteten Kultur BU3 lag bei
95% der maximalen Enzymaktivitit des Stammes bei Anzucht auf 2-Propanol. Der zeitliche

Verlauf des Abbauversuches ist in Abb. 33 dargestelit.
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Abb. 33: Zeitlicher Verlauf des MTBE-Abbaues der Kultur BU3 in der kleintechnischen Siule S 2 nach
Anzucht auf 2-Propanol (T= 22°C, Wachstumssubstrat des Inokulums 2-Propanol, Pfeile
symbolisieren die Dosierung von MTBE bzw. Begasung der Saule mit Luft)

Die durchschnittiche MTBE-Abbaurate der ersten Versuchsphase (3 Tage) lag bei
20,4 mg MTBE/g BTS*d. Sie entsprach damit 37% der maximalen Abbaurate des Stammes bei
den Versuchen an ruhenden Zellen (2,3 mg MTBE/g BTS*h) und 61% der durchschnittlichen
Abbaurate (33,3 mg MTBE/g BTS *d) der Laborsdulenversuche (Anzucht auf 2-Propanol). Eine
TBA-Akkumulation wurde wiederum nur in den ersten zwei Versuchsphasen beobachtet. Der
TBA-Abbau am Ende der zweiten Versuchsphase und die fehlende Akkumulation in den
spateren Versuchsphasen war, wie schon in den Laborsdulen-Versuchen (»Kapt. 4.3.2, Abb.
29, 30) festgestellt wurde, auf die Ausbildung eines natirlichen Konsortiums zuriickzufiihren.
Diese konnte in den parallel durchgefiihrten mikrobiologischen Untersuchungen nachgewiesen
werden. In der vierten Versuchsphase wurde die Saule fur 24 Stunden direkt mit 0,02 I/min Luft
begast, um den Einfluss von Sauerstoff auf den cometabolischen MTBE-Abbau zu testen. Nach
einer erneuten Dosierung von 56 mg/l MTBE wurde in der fiinften Versuchsphase (6 Tage) eine
Erhéhung der MTBE-Abbaurate von 7,5 mg MTBE/g BTS*d (Versuchsphase Ill)
auf 11,2 mg MTBE/g BTS*d ermittelt.

69




Ergebnisse

Im MTBE-Abbauversuch des kunstlichen Konsortiums der Stdmme B12 und K152 sollte
untersucht werden, ob die im Vergleich zum Stamm BU3 geringeren MTBE-Abbauraten
(9 Kapt. 4.1.3.4, Tab. 28) der Einzelstamme B12 und K152 durch die Bildung des Konsortiums

erhoht werden konnten.

X
/A Yy i v v
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Abb. 33; Zeitlicher Verlauf des MTBE-Abbaues des Konsortiums B12-K152 in der kleintechnischen Saule
S 2 (Wachstumssubstrat 1-Propanol, T= 22°C, Pfeile symbolisieren Dosierung von
Wachstumssubstrat bzw. eine Begasung der S&ule mit Luft; Neubeimpfung der S&ule nach 20
Tagen mit einer aktiven Kultur des Stammes K152

In der ersten und zweiten Versuchsphase (2 bzw. 3 Tage) wurde trotz Reaktivierung des
Systems mit 0,8 mmol 1-Propanol kein signifikanter MTBE-Abbau beobachtet. Auch eine direkte
Begasung der Séule mit Luft fihrte nicht zu einem MTBE-Abbau in der S&ule. Der wahrend der
dritten Versuchsphase (2 Tage) auftretende MTBE-Verlust war auf die direkte Begasung der
Siule zuriickzufithren. Bei der Analyse maoglicher Ursachen fur einen fehlenden MTBE-Abbau
wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei der Bildung von Konsortien neben positiven
Wechselwirkungen zwischen den Kulturen auch negative auftreten kénnen (= Kapt.
4.3.1.3). Zur Klarung dieser Hypothese wurden parallel in Laborséulen MTBE-Abbauversuche
mit den Reinkulturen B12 bzw. K152 sowie mit dem Konsortium aus beiden Stammen
durchgefuhrt. In den Abbauversuchen der Reinkulturen konnte ein MTBE-Abbau mit
durchschnittlichen Raten von 25,9 mg MTBE/g BTS *d fiir K152 und 20,6 mg MTBE/g BTS *d fur
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B12 nachgewiesen werden. Das Konsortium B12-K152 war nicht in der Lage, MTBE
cometabolisch abzubauen. Fazit dieser Untersuchungen war die Bestdtigung der Hypothese,
dass negative Wechselwirkungen zwischen den Kulturen B12 und K152 stattfanden.

Gestutzt auf dieses Resultat wurde die kleintechnische Saule nach 20 Tagen mit einer aktiven
Kultur des Stammes K152 beimpft. Durch diese Neubeimpfung erfolgte eine Verschiebung des
Gleichgewichtes des Konsortiums in Richtung des Stammes K152. Wie in Abb. 33 erkennbar ist,
setzte nach Neubeimpfung der S&aule sofort ein MTBE-Abbau ein. Die durchschnittliche
Abbaurate in der fiinften Versuchsphase lag bei 14,4 mg MTBE/g BTS*d und erreichte somit
eine 54%ige Effizienz des MTBE-Abbaupotenziales der Laborséulenversuche des Stammes
K152 (26,5 mg MTBE/g BTS *d).

4.4 Untersuchungen zum Enzymsystem des Stammes BU3
In diesen Untersuchungen sollte das fur den MTBE-Abbau relevante Enzymsystem des

Stammes BU3 néaher charakterisiert werden. Die ersten zwei Schritte des aeroben MTBE-
Abbaues, die Oxidation von MTBE und TBA, wird durch Monooxygenasen katalysiert. Versuche
zur Hemmung des MTBE- und TBA-Abbaues durch verschiedene Monooxygenasen-Inhibitoren
(Tab. 31) gaben erste Hinweise auf das fur den MTBE- und TBA-Abbau relevante Enzymsystem
des Stammes BU3 (2 Kapt. 5.3.2).

Tab. 31: Profil der Hemmung des MTBE- und TBA-Abbaues des Stammes BU3durch verschiedene
Monooxygenase-Inhibitoren (Abbauversuche nach Schema B-Variante 1, T= 20°C,
Wachstumssubstrate Propan und 1-Propanol)

Inhibitor spezifisch fiir Hemmung MTBE-Abbau | Hemmung TBA-Abbau
Acetylen Higred Hemmung Hemmung
Monooxygenasen
ABT Cytochrom P450 Hemmung Hemmung
Hexin BigtniRiugs Hemmung Hemmung
Monooxygenase
ATU Mkupferhalnge keine Hemmung keine Hemmung
onooxygenase
Methimazol M Hisvinhaligs keine Hemmung Hemmung
onooxygenase
Anmerkung: Ergebnisse der Hemmversuche waren bei Anzucht der Kulturen auf 1-Propanol und Propan
identisch.

In molekularbiologischen Untersuchungen wurde Uberprift, ob das durch das Operon eth
RABCD codierte Enzym Cytochrom P450 in dem Stamm BU3 exprimiert wird (Abb. 34 A). Dazu
wurden PCRs mit den fur das Protein EDH B (400 Aminosduren) spezifischen Primern
(EDHB_rev, EDHB_for) durchgefuhrt. Es konnte keine Amplifizierung des 1,2 kb groRen
Genfragmentes in den Anséatzen des Stammes BU3 (= Abb. 34 A — Slot 2 und 3) beobachtet
werden.
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kb

05 —

Abb. 34: Ergebnisse der PCRs: (A) Nachweis der Expression des Cytochroms P450: Primer EDHB_rev,
EDHB_for : (Slot 1,6: Marker, Slot 2-3: BU3, Slot 4-5: Positivkontrolle: Nocardia ENV 759);
(B) Nachweis der Expression der Isobutyryl-CoA Mutase (ICM): Primer ICMA_f, ICMA_r: (Slot 7:
Marker, Slot 8-9: BU3) ;
Die weilen Pfeile markieren die Lage der zu erwartenden Banden.

Als Metabolite des cometabolischen MTBE-Abbaues des Stammes BU3 konnte eindeutig TBA
nachgewiesen werden (2 Kapt. 4.3.1.4). Die Akkumulation anderer Zwischenprodukte, wie z. B.
HIBA, wurde wahrend der MTBE-Abbauversuche nicht beobachtet bzw. konnten mit den
eingesetzten gaschromatographischen Analysen nicht nachgewiesen werden.

Der Stamm war allerdings auch nicht in der Lage, HIBA als alleinige Kohlenstoffquelle zu
verwerten (& Kapt. 4.2.3). In molekularbiologischen Untersuchungen des Stammes wurde die
Expression des HIBA abbauenden Enzymes, der Isobutyryl-CoA Mutase (ICM) (Abbauweg =
Kapt. 1, Abb. 2), untersucht (Abb. 34-B, Slot 8 und 9). Die zu erwartende Bande des
Genfragmentes der ICM hatte eine GréRe von 1,7 kb. In diesem Bereich der Slots 8, 9 (Stamm
BU3) der Abb. 34 B konnten keine Banden nachgewiesen werden. Desweiteren konnte
ausgeschlossen werden, dass der Stamm BU3 MTBE und TBA als alleinige Kohlenstoff- und

Energiequelle nutzt (< Kapt. 4.2.3).

4.5 Feldversuch

4.5.1 Prinzip des Feldversuches
In dem, vom BMBF geférderten METLEN-Projekt (Forderkennzeichen 02 WN-0350), am

Projektstandort Leuna errichteten Referenztestfeldes wurde der cometabolische MTBE-Abbau
alkanverwertender Bakterien unter Anwendung des ENA-Konzeptes getestet.

In Vorbereitung auf den Feldversuch wurden auf der Basis der Ergebnisse der
Laboruntersuchungen der einzusetzende Stamm und das Wachstumssubstrat ausgewahit. Fir
den Einsatz im Feldversuch standen die Stamme K152, B12 und BU3 zur Verfigung, da diese

héhere MTBE-Abbauraten als die Anreicherungskulturen aufwiesen. Eine Ubersicht der MTBE-
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Abbauraten und Wachstumsparameter der drei Reinkulturen in den getesteten Laborsystemen
bietet die Tab. 32.

Tab. 32: Ubersicht der Laborergebnisse der MTBE-Abbaupotenziale und der Wachstumsraten der drei
Stdmme B12, K152 und BU3

Parameter/ Stimme BU3 K152 | B12
verwendetes Wachstumssubstrat 2-Propanol | 1-Propanol 1-Propanol
maximale Wachstumsrate [h™] 0,17 0,2 0,16 0,06
maximale Enzymaktivitdten des Stammes 2.3 3.1 2.0 10

(indirekter Nachweis) [mg MTBE/g BTS*h]

maximale MTBE-Abbaurate an ruhenden

Zellen bei 20°C [mg MTBE/g BTS*h] 2 k 12 11
maximale MTBE-Abbaurate an ruhenden 10 1.4 11 0.3
Zellen bei 12°C [mg MTBE/g BTS*h] ? ’ ’ ’

durchschnittliche MTBE-Abbaurate in den 33.3 50,4 265 23.7

Laborséulen [mg MTBE/g BTS *d]

durchschnittliche MTBE-Abbaurate in den
kleintechnische Saulen 20,4 31,2 14,4 k. A.
mg MTBE/g BTS *d]

Der Stamm BU3 zeichnete sich in allen Laborsystemen durch ein héheres MTBE-
Abbaupotenzial gegeniiber den Stdmme B12 und K152 aus. Desweiteren besal er ein breites
Spektrum an verwertbaren Kohlenstoffquellen (= Kapt. 4.2.3). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde der Stamm BU3 als Modellorganismus fiir den Feldversuch ausgewahit.
Als Wachstumssubstrate standen Propan, 1- bzw. 2-Propanol zur Diskussion. Propan bewirkte
zwar hohere Enzymaktivititen des Stammes BU3 nach kiirzeren Aktivierungszeiten,
demgegeniiber standen jedoch als negative Aspekie

e ein hoher Kosten- und Sicherheitsaufwand bei der Anzucht der Kulturen in Fermentern,

¢ die notwendige Etablierung einer Propanbegasungsanlage im Feldversuch und

e die geringe Bioverfugbarkeit Propans aufgrund der niedrigeren Léslichkeit des Gases im

Wasser .

Diese Nachteile und die bei den Laborsdulen beobachtete geringere Effizienz der
Regenerierung des Enzymssystemes (= Kapt. 4.3.2) fiuhrten dazu, Propan als
Wachstumssubstrat auszuschlieRen. Bei der Verwendung von 1- bzw. 2-Propanol als
Wachstumssubstrate ergaben sich keine Probleme bei der Anzucht des Stammes BU3 bzw. der
Zugabe von Wachstumssubstrat im Feldversuch. Vorversuche im Labor zeigten, dass
1-Propanol sowohl von den autochthonen Bakterien (Uma = 0,21 h™') und dem Stamm BU3 (Mmax
= 0,20 h™") mit dhnlicher Effizienz metabolisiert wurde (Abb. 35). Im Gegensatz dazu war bei
Verwendung von 2-Propanol als Kohlenstoffquelle nur ein sehr geringes Wachstum der

autochthonen Bakterien im Vergleich zum Stamm BU3 festzustellen.
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BTS-Konzentration [g/l]

14 16
Zeit [h]
—a—BU3 1-Propanol —a— authochtone Bakterien 1-Propanol
—0—BU3 2-Propanol —— authochtone Bakterien 2-Propanol

Abb. 35: Vergleich des Wachstumes des Stammes BU3 und der autochthonen Bakterien des
Standortes Leuna auf den Wachstumssubstraten 1- bzw. 2-Propanol (T= 30°C, NMS-Medium,

C 1-bzw.2-Propancl = 1,6 g/1)

Obwohl im Feld nur geringe Konzentrationen der Wachstumssubstrate dosiert wurden, ware
durch die Anwendung von 1-Propanol ein Verdrdngen der Kultur BU3 durch die autochthonen
Bakterien zu erwarten gewesen. Desweiteren ist bekannt, dass 2-Propanol beim vollstandigen
Abbau von MTBE gebildet wird (= Abbauweg Kapt. 1, Abb. 2). Aufgrund dessen wurde fur die
Projektphase Il (Bioaugmentation) 2-Propanol als Wachstumssubstrat ausgewahlt.
Aufgrund der Ergebnisse der Laboruntersuchungen wurden fiir den Feldversuch folgende
Empfehlungen gegeben:

« Anwendung des Wachstumssubstrat 1- bzw. 2-Propanol in Konzentrationen von 40 mg/l

e FEinsatz des Stammes BU3 zum Test des Prozesses der Bioaugmentation

e Gewihrleistung einer minimalen Sauerstoffgrenzkonzentration von 0,4 mg/|
Wahrend des Untersuchungszeitraumes Oktober 2004 - Mai 2006 wurde die Rinne zum
cometabolischen MTBE-Abbau unter drei verschiedenen Versuchsbedingungen gefahren
(I: Biostimulation, II: Biostimulation mit zusatzlicher Dosierung von Wasserstoffperoxid,

Ill: Bioaugmentation).
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Die im unbehandelten Grundwasserleiter des Feldstandortes (Probenahmestelle EB) ermittelten

Parameter wiesen wahrend des Versuchszeitraumes die in Tab. 33 dargestellten Werte auf.

Tab. 33: Parameter des unbehandelten Grundwasserleiters des Projektstandortes Leuna im
Untersuchungszeitraum Oktober 2004 - Mai 2006

Parameter unbehandelter Grundwasserleiter
typischer Jahresverlauf,

Temperatur Maximum (September, Oktober): 17°C
Minimum (Mérz): 9,5 °C

pH-Wert 6,8-7,0

Redoxpotenzial (- 88 mV) —(- 124 mV)

MTBE-Konzentration 38 mg/l - 45 mg/l

TBA-Konzentration 0,280 mg/l - 0,440 mg/I

durchschnittliche Zahl der heterotrophen

* 3
autochthonen Bakterien * 1110 Zellen/ml

durchschnittliche Zahl der 1-propanol-

* 2
verwertenden Bakterien 4.3"10° Zellen!'ml

durchschnittliche Zahl der 2-propanol- i
verwertenden Bakterien 2,5710 Zellen/ ml

Anmerkung: * Die Bestimmung der kultivierbaren Bakterien erfolgte Giber MPN-Methode und
Ausplattierungen. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten des gesamten
Untersuchungszeitraumes.

4.5.2 Projektphase | : Prozess Biostimulation
Die Dosierung von Sauerstoff, 1-Propanol und Phosphat in der Projektphase | hatte folgende

Auswirkungen auf den Grundwasserleiter:® (=»Anhang- Abb. A-7 — A-10)
e Erhéhung des Redoxpotenziales des Grundwassers von -97 mV (EB) auf 125 mV im
Infiltrationsbrunnen (IB) bzw. 10,8 mV im Brunnen Saf 56
e Erhéhung der Gel6stsauerstoffkonzentration von 0,63 mg/l auf 1,29 mg/l, die aber bereits
im Konditionierungsbauwerk und den ersten 15 m des Abstromstreifens (Saf 56)
verbraucht wurde
e vollstédndiger Verbrauch des zudosierten 1-Propanol im Konditionierungsbauwerk
e Erhéhung der heterotrophen autochthonen Bakterien im Konditionierungsbauwerk um
eine Zehnerpotenz von 1,1*102 Zellen/ ml auf 1,1*10* Zellen/ml
» Anstieg des Anteiles der 1-propanolverwertenden Bakterien an der heterotrophen
Gesamtbakterienzahl von 38% auf 72%
Es konnte weder im Feld eine signifikante Abnahme der MTBE-Konzentration nachgewiesen
werden noch waren die angereicherten autochthonen 1-propanolverwertenden Bakterien unter
optimalen Laborbedingungen (T= 20°C, NMS-Medium, Abbauversuche nach Schema A,

Geltstsauerstoffkonzentration > 0,6 mg/l) in der Lage, MTBE cometabolisch abzubauen.

® Bei allen dargestellten Werten handelt es sich um Durchschnittswerte der Projektphase I.
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4.5.3 Projektphase Il: Biostimulation mit zusétzlicher Zugabe von Wasserstoffperoxid
(200 ml 50 % H:0./ m* Grundwasser)
In der Projektphase Il wurde die Gel6stsauerstoffkonzentration durch die Zugabe von

Wasserstoffperoxid weiter erhdht. Die Gelostsauerstoffkonzentrationen im Infiltrationsbrunnen
lag in der Projektphase | zwischen 0,4 und 1,4 mg/l Sauerstoff. Am Ende der Projektphase Il
(Dezember 2005) wurden in diesem Brunnen 62,2 mg/l Geléstsauerstoff ermittelt. Anhand der
gemessenen Redoxpotenziale wurde ebenfalls die zunehmende Aerobisierung des
Grundwasserleiters vor allem in den Brunnen Saf 58 (72 mV) und Saf 59 (99 mV) des
Abstromstreifens nachgewiesen (= Anhang Abb. A-8). Durch die verbesserte
Sauerstoffbereitstellung stieg die Zahl der heterotrophen Bakterien von 8,4*10° Zellen/ml
(Saf 56: Projektphase 1) auf 2,2*10* Zellen/ml (Saf 56: Projektphase Il) an. Der Anteil der
1-propanolverwertendenen Bakterien an der Gesamtbakterienzahl blieb dabei konstant bei 72%.
Ein signifikanter cometabolischer MTBE-Abbau wurde auch in dieser Projekiphase nicht
nachgewiesen. Die im Labor parallel durchgefithten MTBE-Abbauversuche der autochthonen
Bakterien zeigten, dass die Kulturen auch unter optimalen Bedingungen (T= 20°C,
NMS-Medium, Geldstsauerstoffkonzentrationen > 0,6 mg/l, MTBE-Abbauversuche nach
Schema A) kein MTBE-Verwertungspotenzial besalen.

4.5.4 Projektphase lll: Bioaugmentation
Die Versuchsphase der Bioaugmentation lief von Januar 2006 - Mai 2006.

Ende Dezember 2005 wurden 100 | einer aktiven Kultur des Stammes BU3 mit einer
Biomassekonzentration von 7,9 g/l und einer Enzymaktivitat von 2,0 mg MTBE/g BTS*h in das
Konditionierungsbauwerk  injiziert. Durch die in der Projekiphase [l optimierte
Sauerstoffdosierung wurden wiahrend der Projektphase Il im Infiltrationsbrunnen (IB)
Gelostsauerstoffkonzentrationen von durchschnittlich 51 mg/l gemessen. Nach der Injektion des
Stammes lag die Geldstsauerstoffkonzentration im Abstromstreifen bei < 0,2 mg/l. Als
Wachstumssubstrat wurde 2-Propanol statt 1-Propanol zugegeben, wodurch die Gefahr einer
Verdrangung des Stammes BU3 durch autochthone Bakterien minimiert wurde (3 Kapt. 4.5.1).
Das zudosierte 2-Propanol wurde wie das in Projekiphase | und Il zugegebene 1-Propanol
innerhalb des Konditionierungsbauwerkes abgebaut. Es war nicht maéglich 1- bzw. 2-Propanol
im Abstromstreifen der Rinne nachzuweisen. In dieser Projektphase wurde erstmalig ein
cometabolischer MTBE-Abbau im Feld nachgewiesen (Abb. 36).
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Zore des
MTBE-Abbaues

.
o

MTBE Konzentration[mg/l]
8 8

EB (-10 m) IB (0 m) saf 56 (15m) saf 57 (30 m) saf 58 (45 m) saf 59 (70 m)

Probenahmebrunnen (Flieiweg [m])

—&— Jan06

—hk—Feb 06

—0— Mrz06

—¥— Apr 06

—e— Mai 06

=0 - Mittelwert Projektphase 1 (Biostimulation)

—¢ — Mittelwert Projektphase 2 (Biostimulation+Wasserstofiperoxid)

Abb. 36: MTBE-Abbau entlang des Abstromstreifens der Rinne wahrend der Projektphase 111
(Bioaugmentation) (Jan 06- Mai 06)

Im Februar 2006 (2 Monate nach der Injektion des Stammes BU3) konnte eine maximale
Verringerung der MTBE-Konzentration um 71,3% von 53,3 mg/l MTBE (EB-Brunnen) auf
15,3 mg/l MTBE im Brunnen Saf 57 des Abstromstreifens ermittelt werden. Die Effizienz des
durchschnittlichen MTBE-Abbaues sowie die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen
dieser Projektphase sind in Tab. 34 dargestellt.

Ursache fir den Anstieg der MTBE-Konzentration in den Brunnen Saf 58, Saf 59 des
Abstromstreifens waren hydrologische Prozesse, mdglicherweise in Form von Riickvermischung
unde eine zeitliche Verschiebung der MTBE-Konzentration aufgrund der FlieRgeschwindigkeit
des Grundwassers. Ein signifikanter MTBE-Abbau wurde im Infiltrationsbrunnen (IB) und den
ersten zwei Brunnen des Abstromstreifens (Saf 56, Saf 57) nachgewiesen. Parallel zur
Abnahme der MTBE-Konzentration konnte im Infiltrationsbrunnen eine Erhéhung der TBA-
Konzentration um das 3,9-fache ermittelt werden. Die darauffolgende Abnahme der
durchschnittlichen TBA-Konzentrationen von 1,05 mg/l auf 0,20 mg/l im ersten Brunnen des

Abstromstreifens (Saf 56) war unter anderem auf die Ausbildung natlrlicher Konsortien
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zwischen dem Stamm BU3 und den autochthonen Bakterien zuriickzufiihren, welche bei den
mikrobiologischen Ausplattierungen der Grundwasserproben nachgewiesen wurden.

Diese Ausplattierungen zeigten Bakterienkolonien mit typischen Spezifikationen des Stammes
BU3 (2 Kapt. 4.1.2, Tab. 16) und Kolonien mit anderer Makromorphologie.

Tab. 34; Parameter der Projektphase Il (Bioaugmentation) des Feldversuches (dargestellt sind
gemittelte Werte der Projektphase Il (Monate Februar 2006 - Mai 2006)**

Probenahmebrunnen
Parameter EB [ 1B Saf 56 | Saf57 [Saf58 [ Saf59
Lage der Brunnen :i?lf;](gittlomerungs- Fliekweg des Abstromstreifens

Eingang | Ausgang | 16 m 30m 45 m 75m
durchschnittliche MTBE-
Konzentration [mg/l] 39,5 36,7 18,2 17,3 25,5 27,0
durchschnittliche TBA-
Konzentrationen [mg/l] 0,27 1,05 0,24 0,20 0,20 0,20
Effizienz des MTBE-Abbaues - 7% 50% 5% - -
durchschnittliche Anzahl der
heterotrophe Bakterien 1,1*10° | 1,5*10* 1,0710* | 6,7%10° | 7,1*10° | 4,6*10°
[KBE/mI]
durchschnittliche Anzah! der
2-propanolverwertende 2,5*10% | 1,2*10* 8*10° 6,510% | 2*10° 1,8*10°
Bakterien [KBE/ml]
durchschnittliche Zellzahl des $4n3 P RS i i iE
Stammes BU3 [KBE/mI]* 0 9,8*10 54 *10° | 3,56*10 1,9 *10 1,7 *10

Anmerkung: * Nachweis erfolgte Uber Plattenausstriche, deren Ergebnisse molekularbiologisch (PCR)
verifiziert wurden.
** Die Ergebnisse des Monats Januar 2006 (Anlaufphase) wurden in Berechnung nicht
einbezogen

Durch die Injektion des Stammes BU3 erhohte sich die Anzahl der 2-propanclverwertenden
Bakterien im Infiltrationsbrunnen von 2,5%10° Zellen/ ml auf 1,2*10* Zellen/ ml. Die Anzahl der
durchschnittlichen 2-propanolverwertenden Bakterien nimmt mit der Ldnge des Abstromstreifens
geringfiigig ab. Im Gegensatz dazu nimmt der prozentuale Anteil des Stammes BU3 von den
2-propanolverwertenden Bakterien mit der L&nge des Abstromstreifens zu (Abb. 37). Im
Brunnen Saf 59 wurden 97% der ermittelten Bakterien (1,8 *10* Zellen/ ml) als BU3 identifiziert.
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Abb. 37: Anzahl der 2-propanolverwertende Bakterien und der prozentuale Anteil der injizierten Kultur
BU3 in der Rinne in der Projektphase Il

Die Identifizierung des Stammes BU3 erfolgte durch kultivierungsabhangige Methoden
(= Kapt. 3.6.2), deren Ergebnisse mithilfe molekularbiologischer Methoden verifiziert wurden.
Dazu wurden die makromorphologisch als Stamm BUS3 identifizieten Kolonien
molekularbiclogisch unter Anwendung der PCR-Methode mit den stammspezifischen Primern
BU3dn und BU3rd untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen gaben Aufschlul®
daruber, dass es sich bei den getesteten Kulturen um den Stamm BU3 handelte. Qualitative
Aussagen zur Anwesenheit des Stammes BU3 erfolgten parallel dazu durch
Flussiganreicherungen der einzelnen Brunnen, die mithilfe der stammspezifischen Primer
(BU3dn, BU3rd) iberprift wurden. Das Ergebnis einer solchen Uberpriifung ist in Abb. 38
dargestellt.

In beiden Anséatzen (Flussiganreicherungen und Plattenausstriche) konnte in den Brunnen IB,
Saf 56 — Saf 59), dass fur den Stamm BU3 spezifische 0,85 kb groRe Genfragment

nachgewiesen werden.
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Abb. 38: PCR der Grundwasseranreicherungen der Probenahmebrunnen mit den spezifischen Primern
(BU3dn, BU3rd) fiir den Stamm BU3: (Slot 1: 1 kb Marker; Slot 2: EB; Slot 3: 1B; Slot 4:
Saf 56; Slot 5: Saf 57; Slot 6: Saf 58; Slot 7: Saf 59; Slot 8: Positivkontrolle (BU3); Slot 9:
Negativkontrolle

Zur Verbesserung der Effizienz und der Verringerung des Betreuungsaufwandes des
Monitorings der applizierten Kultur wurde als quantitative Methode die in-situ-Hybridisierung mit
einer fur den Stamm BU3 spezifischen FISH-Sonde etabliert. Nach Ableitung der im Kapt. 3.6.2
beschriebenen stammspezifischen FISH-Sonde wurde diese im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf ihre Spezifitdt und Stringenz fur den Stamm BU3 getestet. Dazu wurde die Sonde bei
verschiedenen Formamidkonzentrationen und konstanter Hybridisierungstemperatur gegen den
Stamm BU3 und die Vergleichsstdamme Mycobacterium mageritense B12, Rhodococcus
aetherovorans und Rhodococcus rhodochrous und zwei Umweltisolate vom Projekistandort
Leuna getestet. Die Ergebnisse ergaben, dass die Sonde bei 20%iger Formamidkonzentration
spezifisch war (nicht dargestellt) und der Stamm BU3 eindeutig in einer Mischkultur

nachgewiesen werden konnte (Abb. 39).

Abb. 39: Mikroskopische Aufnahme der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung des Stammes BU3 in einer
Mischkultur mit der stammspezifischen FISH-Sonde (A: Sonde des Stammes BU3; B: DAPI
Farbung, Formamidkonzentration 20% , 1000-fache Vergréerung)
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5 Diskussion

Die Zunahme von MTBE-Schadensféllen im Grundwasserbereich und der steigende MTBE-
Verbrauch in der Kraftstoffindustrie (1995: 8 Millionen Tonnen/Jahr, 2004:- 20 Millionen Tonnen/
Jahr (Kepler, 2006, Arp et al. 2004)) zeigen, dass MTBE als Grundwasserkontaminante ein
ernstzunehmendes Gefahrdungspotenzial besitzt. Sanierungsstrategien, basierend auf
konventionellen Techniken, sind kostenintensiv und besitzen eine geringe Effektivitat. Die sich
daraus ergebenden Zielstellungen der vorliegenden Arbeit waren neben Grundiagen-
untersuchungen zum cometabolischen Abbau von MTBE durch alkan- und alkoholverwertende
Bakterien die Erarbeitung eines Verfahrensvorschlages zur Sanierung von MTBE-Schaden im
Grundwasserbereich im Sinne des ENA-Konzeptes. Im Gegensatz zu bisherigen
Literaturstudien, in denen zumeist héherwertige Alkane verwendet wurden, kamen in der
vorliegenden Arbeit Methan, Propan, Butan sowie 1- und 2-Propanol als Wachstumssubstrate
zum Einsatz.

In diesem Kapitel werden die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert. Auf die

relevanten Abschnitte der Ergebnisse wird der Ubersichtlichkeit halber verwiesen (=>).

5.1 Auswahl und Charakterisierung der verwendeten Misch- und Reinkulturen
= Kapitel 4.1

Als methanverwertende Kulturen wurden neun methanotrophe Reinkulturen und sieben
methanverwertende Anreicherungskulturen ausgewahit, die die 16sliche Methanmonooxygenase
(sMMO) exprimieren. Die sMMO ist ein unspezifisches Enzym, das eine Vielfalt von
Kohlenwasserstoffen wie z.B. verzweigte Alkane, zyklische Verbindungen (Colby et al. 1977),
Ether (Patel et al. 1982) und chlorierte Kohlenwasserstoffe (Jechorek et al. 2003) oxidiert.
Aufgrund der Eigenschaften dieses Enzymes leitete sich die Hypothese ab, dass auch eine
Oxidation von MTBE durch die sSMMO mdglich sein sollte. Dazu wurden im < Kapt. 4.3.1.1
MTBE-Abbauversuche mit methanverwertenden Anreicherungskulturen und aus diesen
isolierten methanotrophen Reinkulturen durchgefiihrt, bei denen sMMO-Aktivititen bis zu
101,7 nmol/mg BTS*h gemessen wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche bestatigten die
Hypothese, dass ein cometabolischer MTBE-Abbau durch sMMO-exprimierende methan-
verwertende Kulturen moglich war.

Durch ein Screening der aus den Umweltproben (= Kapt. 3.3.1, 4.1.2) isolierten methan-,
propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen gelang es innerhalb von 3 Monaten aus

dem groRen Pool an Bakterien effiziente MTBE-abbauende Stamme auszuwdahlen.

81



Diskussion

Die propanverwertenden Stamme B12 (Mycobacterium mageritense), K152 (3-Proteobacterium)
und der butanverwertende Stamm BU3 (Rhodococcus ruber) erwiesen sich aufgrund ihres
hohen MTBE-Abbaupotenziales am besten geeignet fir die Zielstellung der vorliegenden Arbeit.
Zur Identifizierung dieser drei Stdamme wurde eine Kombination von morphologischen,
physiologischen und molekularbiologischen Methoden angewendet. Durch die Verknipfung
dieser Techniken konnten Probleme bei der Stammidentifizierung ausgeschlossen werden, wie
sie in den Arbeiten von Goodfellow et al. (1998) zur Identifizierung von Actinomyceten mithilfe
biochemischer Testsysteme auftraten. Wie der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene
morphogenetische Zellzyklus des Stammes BU3 = Kapt. 4.1.3 zeigten auch Untersuchungen
des Stammes Rodococcus ruber von Lechevalier et al. (2005) eine Anderung der
Kulturmorphologie wahrend des Wachstumsprozesses. Beim Vergleich des
Kohlenstoffverwertungsspektrums des Stammes Rodococcus ruber (Lechevalier et al. 2005) mit
dem des Stammes BU3 sind Ahnlichkeiten erkennbar. Mithilfe der Sequenzierung der 16 S-
rRNA wurde der Stamm BU3 als Rhodococcus ruber identifiziert.

Die Stamme BU3 und B12 gehéren zur Klasse der Actinomyceten, die in der Literatur haufig im
Zusammenhang mit dem Abbau von Schadstoffen, wie z.B. chlorierte polyzyklische Aromaten
(Briglia et al. 1994), Pestizide (Parekh et al. 1994) und MTBE (Beguin et al. 2003;
Solano-Serena et al. 2000), genannt werden.

Der Stamm K152 wurde der Klasse der Burkholderiales zugeordnet. Bisher sind aus der
Literatur keine Stdmme dieser Klasse bekannt, die in der Lage sind MTBE cometabolisch
abzubauen. Die evolutionar néachsten Verwandten, mit denen ein MTBE-Abbau beschrieben
wurde, gehéren zur Gattung Pseudomonas (Garnier et al. 1999, Smith et al. 2003a). Die
Isolierung des Stammes K152 stellt auf dem Gebiet der Grundlagenforschung des

cometabolischen MTBE-Abbaues eine wichtige Novitdt dar.

5.2 Wachstumsuntersuchungen
= Kapitel 4.2

Nach Auswahl der methan-, propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen bezlglich
der Fahigkeit, MTBE cometabolisch abzubauen, wurden die Kulturen hinsichtlich der Parameter
Wachstumsgeschwindigkeiten und Enzymaktivitdten, der fir den MTBE-Abbau relevanten
Enzymsysteme, untersucht.

Bei der Anzucht der methanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen musste ein
kupferfreies NMS-Medium verwendet werden, da aus der Literatur bekannt war, dass die sMMO

bei Kupferkonzentrationen tber 0,1 pmol gehemmt wird (Grosse et al. 1999).
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Die maximalen sMMO-Aktivititen der Kulturen wurden wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase gemessen. Auch Beck (2000) beobachtete in seinen Untersuchungen mit
dem Stamm Methylocystis spec. GB 14 maximale sMMO-Aktivitaten (132,9 nmol/mg*h) in der
exponentiellen Wachstumsphase.

Eine bis zu vierfache Steigerung der maximalen Wachstumsraten der methanverwertenden
Anreicherungskultur Ks C wurde bei Anzucht auf Methanol nachgewiesen, welche unter
anderem auch auf die Anwesenheit methanolverwertender Bakterien in der Begleitflora der
Anreicherungskultur zurlckzufiihren war. Eine Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit des
methanotrophen Bakterienstammes Methylocystis GB25 ZIMET B 502, allerdings nur bis zu
25%, konnten Schneider et al. (1983) durch den Zusatz von Methanol (0,23g/ g gebildete
Biomasse) registrieren. Die in der Arbeit isolierten methanverwertenden Kulturen konnten nach
Anzucht auf Methanol MTBE nicht cometabolisch abbauen, da wéhrend des gesamten
Versuchszeitraumes keine sMMO-Aktivitat nachgewiesen wurde. Ursache hierfur war eine
Hemmung der sMMO durch Methanol, wie die Ergebnisse der Versuche zur Stabilitdt der
sMMO-Aktivitat durch verschiedene Substanzen gezeigt haben (9 Kapt. 4.2.1). Eine Hemmung
des Enzymes bei Anzucht auf Methanol wurde auch in den Arbeiten von Broholm et al. (1993)
beobachtet. Sie stellten beim cometabolischen TCE-Abbau durch ein mikrobielles
methanverwertendes Konsortium einen Abbruch des Abbaues nach 5 Tagen fest, wenn die
Kulturen auf Methanol angezogen wurden, wihrend Methan-inkubierte Zellen TCE iiber 30
Tage abbauten.

Bei den propan- und butanverwertenden Anreicherungskulturen (9 Kapt. 4.2.2) wurden beim
Einsatz von Alkoholen (Propanol, Butanol) bis zu 2,5-fach héhere maximale Wachstumsraten
als bei der Verwendung von Alkanen (Propan, Butan) beobachtet. Eine Hemmung der fiir den
MTBE-Abbau verantwortlichen Monooxygenasen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
nachgewiesen werden und ist auch aus der Literatur nicht bekannt.

Die maximalen Wachstumsraten des zu den Mycobakterien gehorenden Stammes B12
(Mmax= 0,10 h™ auf 1-Propanol) lagen in geringeren Bereichen als bei den Stammen BU3 und
K152. Sie lagen jedoch in Abh#ngigkeit der verwendeten Kohlenstoffquellen in &hnlichen
GréBenordnungen wie die in der Literatur beschriebenen Wachstumsraten von
Mycobakterien (0,03 h™ - 0,1 h™) (Wayne et al.1980). Von den drei isolierten Stdmmen BU3,
K152 und B12 zeigte der Stamm BU3 bei Anzucht auf 1-Propanol mit 0,2 h™' die héchste
maximale Wachstumsrate. Hernandez—Perez et al. (2001) bestimmten fiur den Stamm
Gordonia terrae IFP 2001 (spater Rhodococcus ruber IFP 2001) bei Verwendung von ETBE als

Wachstumssubstrat eine maximale Wachstumsrate von 0,042 h™'.

83



Diskussion

Daraus folgt, dass ETBE aufgrund seiner Etherstruktur, fiir deren Spaltung ein Energieaufwand
von 360 kJ (White et al. 1996) notwendig ist, ein schlechtes Wachstumssubstrat fur die Spezies
Rhodococcus ruber ist (Salanitro et. al. 1994). Unter dem Aspekt einer schnellen Anzucht aktiver
Kulturen besitzt das Wachstumssubstrat Propanol fiir Rhodococcus ruber einen entscheidenden
Vorteil gegeniiber ETBE.

Alle in der vorliegenden Arbeit getesteten Anreicherungs- und Reinkulturen konnten MTBE, TBA
sowie HIBA nicht als alleinige Kohlenstoffquelle verwerten. Daraus ist zu schlussfolgern, dass
der Abbau von MTBE und TBA cometabolisch erfolgt. Diese Ergebnisse stehen den von
Fayolle et al. (2004) durchgefuihrten Untersuchungen mit dem Stamm
Rhodococcus ruber |FP2007 bzw. den Studien von Francois et al. (2003) mit
Mycobacterium austroafricanum IFP-2012 entgegen. Beide Stamme kdnnen MTBE als
Wachstumssubstrat verwerten. Aufgrund dieser Resultate wird vermutet, dass die genetischen
Vorraussetzungen eines Stammes, MTBE cometabolisch bzw. als Wachstumssubstrat
abzubauen, sehr eng beieinander liegen, da taxonomisch nahverwandte Bakterien
unterschiedliche metabolische Wege fir den MTBE-Abbau besitzen.

Die Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitdt der propan- und butanverwertenden Kulturen
erwies sich aufgrund der Diversitit dieser Enzymklasse als schwierig. Direkte
Aktivitatsbestimmungen von héherwertigen Monooxygenasen, mit Ausnahme des Cytochrom
P450, sind aus der Literatur nicht bekannt. Die Aktivitdt des Cytochrom P450 kann Uber
Kohlenmonoxid-Differenzspektren ermittelt werden. Die Aussagekraft dieses Tests in ganzen
Bakterienzellen ist jedoch gering (Strauber et al. 2003). Demzufolge wurde bei der Bestimmung
der Monooxygenase-Aktivitét der propan- und butanverwertenden Kulturen in der vorliegenden
Arbeit auf 2zwei indirekte Methoden (Kurzzeit-MTBE-Abbautest, Messung  der
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit) zurlickgegriffen. Die Validierung des neu etablierten
Kurzzeit-MTBE-Abbautests mithilfe der in der Literatur mehrfach beschriebenen Methode zur
Messung der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit (Goswami et al. 1999, Arp et al 1999) ergab,
dass beide Methoden zur Bestimmung der Enzymaktivitdt eingesetzt werden konnten
(2 Kapt. 4.2.3., Abb.13).

Die maximale Enzymaktivitat der propan- und butanverwertenden Kulturen war abhangig von
dem eingesetzten Wachstumssubstrat und wurde, wie die sMMO-Aktivitat der
methanverwertenden Kulturen, in der exponentiellen Wachstumsphase erreicht. Bei der
Verwendung von Alkanen konnten die maximalen Enzymaktivititen der Stamme
(z.B. BU3: 7,1 mg MTBE/g BTS*h) bereits nach zwei Stunden gemessen werden, wahrend sie
beim Einsatz von Alkoholen als Wachstumssubstrat erst nach sechs Stunden erzielt wurden und

geringere Werte aufwiesen (BU3 - Wachstumssubstrat 1-Propanol: 3,1 mg MTBE/g BTS*h).
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Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Alkan-Oxidation ist die Umwandlung des Alkans
zum Alkohol, welcher durch Monooxygenasen katalysiert wird. Bei der Anzucht von propan- und
butanverwertenden Kulturen auf Alkoholen ist somit vermutlich die unvollstéandige Aktivierung
der Monooxygenase Ursache fir die geringeren Enzymaktivititen und die langeren
Aktivierungszeiten. Auch Perry (1968) und Steffan et al. (1997) wiesen in ihren Studien
daraufhin, dass bei der Anzucht alkanverwertender Kulturen auf Alkoholen die Monooxygenase
unvollstdndig aktiviert wird. Steffan et al. (1997) zum Beispiel zeigten, dass der Stamm
Nocardia ENV425 nach Anzucht auf Alkoholen eine geringere Aktivitidt des Enzymes Cytochrom
P450 besitzt als nach Anzucht auf Alkanen. Die Enzymaktivitdit des Stammes BU3 der
vorliegenden Arbeit nach Anzucht auf 1-Propanol lag bei 39% der Enzymaktivitat nach Anzucht
auf Propan. Der Stamm Mycobacterium vaccae JOBS5 hingegen besall nach Anzucht auf
1-Propanol im Vergleich zu propangewachsenen Zellen nur eine 19%ige Enzymaktivitat
(Smith et al. 2003).
Als optimale Wachstumssubstratkonzentrationen fiir die Anzucht der Kulturen BU3, B12 und
K152 wurden 50% Propan in Luft und 1,6 g/l 1- bzw. 2-Propanol (Ergebnisse 2-Propanol nicht
dargestellt) bestimmt. Unter dem Aspekt der Nutzung der Stamme B12, BU3 und K152 fir
Grundwassersanierungsprojekte war es wichtig, die Ergebnisse der Wachstumsprozesse im
Schittelkolben auf gréBere MaRstdbe zu Ubertragen. Hierbei stand die Auswahl des
einzusetzenden Wachstumssubstrates an erster Stelle. Propan als Wachstumssubstrat
zeichnete sich durch hohe Enzymaktivitdten und kurze Aktivierungszeiten aus.
Dem gegeniiber standen jedoch:

e hohere Wachstumsraten der Kulturen auf Propanol

e eine bessere Loslichkeit von Alkoholen (1- bzw. 2-Propanol) in Wasser im Vergleich

zu Alkanen (Propan)
¢ ein hohes Sicherheitsrisiko beim Arbeiten mit Propan im Labor- und Feldversuch
e ein hoher technischer Aufwand bei der Anzucht der Kulturen mit Propan
als Wachstumssubstrat in speziellen Fermentern unter Ex-Bedingungen

Diese Faktoren und die im Vergleich zur Literatur hohe Enzymaktivitdt des Stammes BU3 bei
Anzucht auf 1- bzw. 2-Propanol waren ausschlaggebend fir die Auswahl von Propanol als
Wachstumssubstrat fiir den Feldversuch.
Beim Stamm BU3 wurde neben 1-Propanol auch 2-Propanol als Wachstumssubstrat eingesetzt,
da der sekundare Alkohol von den autochthonen Mikroorganismen des Projektstandortes Leuna
schlechter verwertet wurde als 1-Propanol und somit einen Vorteil fiir den Feldversuch darstellte

(@ Kapt. 4.5.1). Ahnliche Erfahrungen hinsichtlich der schlechteren Verwertbarkeit von 2-
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Propanol durch Mikroorganismen beschrieben auch Bustard et al. (2000) in ihren Studien zur
Biodegradation von 1- und 2-Propanol durch eine Mischkultur.

Neben den Fermentationen des Stammes BU3 mit 1-Propanol als Wachstumssubstrat wurde fur
die Anzucht des Stammes flr die S&ulenversuche und den Feldversuch die zweistufige
fed-batch Fermentation mit dem Wachstumssubstrat 2-Propanol durchgefiihrt (& Kapt. 4.2.4).
Durch Anwendung dieser neu etablierten Methode gelang es hohe BTS-Konzentrationen des
Stammes mit hohen Enzymaktivitdten zu produzieren. In Abhangigkeit der verwendeten
Fermenter konnten maximale BTS-Konzentraton wvon 3,0 g/l (5 I|-Fermenter) bzw.
7,5 g/l (50 I-Fermenter) sowie Enzymaktivitaten von 2,3 mg MTBE/g BTS*h (5 I-Fermenter) bzw.
2,0 mg MTBE/g BTS*h (50 I-Fermenter) erreicht werden. Die erlangten maximalen
Enzymaktivititen des Stammes in den Fermentationen und in den Schuttelkolbenversuchen
(2,3 mg MTBE/g BTS*h) (& Kapt. 4.2.3) lagen in ahnlichen GréRenordnungen, jedoch konnten
bei den Fermentationen zehnfach héhere BTS-Konzentrationen geerntet werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass das durchgefiihrte Upscaling des Wachstumsprozesses des Stammes
BU3 erfolgreich und effizient war. Bei den Arbeiten von Beck (2000) hingegen konnte bei der
Anzucht der methanotrophen Kultur GB14 im 5 |-Fermenter keine hohe sMMO-Aktivitaten
beobachtet werden. Auch in Fermentationen mit anderen sMMO-positiven methanotrophen
Bakterien traten diese Probleme auf (Wendlandt 20086).

Die Stamme B12 bzw. K152 zeigten in den Wachstumsuntersuchungen im Schuttelkolben und
im 300 ml-Fermenter geringere maximale Wachstumsraten als der Stamm BU3 (= Kapt. 4.2.3).
Durch die Kreierung eines kiinstlichen Konsortums aus beiden Stadmmen sollten die
Wachstumsprozesse optimiert werden. Starostina et al. (1995) beobachteten wéhrend des
Wachstums eines kinstlichen Konsortiums aus den methanotrophen  Bakterien
Methylobacter sp. GB130 und Methylocystis sp. GB25 positive Wechselwirkungen, die zu einer
Steigerung der Wachstumsrate im Vergleich zu den Reinkulturen fihrten. Bei der Fermentation
des Konsortiums B12 - K152 (9 Kapt. 4.2.4) der vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz
dazu negative Wechselwirkungen zwischen den zwei Stdmmen nachgewiesen
(Wachstumsraten [pma= 0,07 h™"], Enzymaktivierungszeit [13 Stunden]). Diese kénnen in einer
Vielzahl unterschiedlicher Faktoren begriindet sein. Es wird vermutet, dass vor allem die
Konkurrenz der zwei Stamme um Sauerstoff und Wachstumssubstrat fUr die negativen

Wechselwirkungen verantwortlich sind.
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5.3 Cometabolischer MTBE-Abbau unter Verwendung ausgewihlter methan-, propan- und
butanverwertender Anreicherungs- und Reinkulturen

= Kapt. 4.3

Die untersuchte Biodegradation von MTBE durch die isolierten alkanverwertenden Bakterien ist
eine cometabolische Oxidation, da keiner der Stdmme in der Lage war, MTBE als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle zu verwerten. Bei der cometabolischen Oxidation sind
Wachstum und cometabolischer Abbau nicht miteinander gekoppelt (Fritsche 1998). Im Falle
des cometabolischen MTBE-Abbaues stellen die eingesetzten Alkane und Alkohole das
Wachstumssubstrat und MTBE das cometabolische Substrat dar. Fiir die Umwandiung des
cometabolischen Substrates ist eine Regenerierung der Reduktiondquivalente erforderlich.
Vorraussetzung fir den effektiven MTBE-Abbau bildeten die in den Wachstumsuntersuchungen
angezogenen Kulturen mit maximaler Enzymaktivitét.

Die Methode der MTBE-Abbauversuche an ruhenden Zellen wurde erstmalig in den Studien von
Stirling et al. (1979) zum Cometabolismus und spater auch in Untersuchungen von
Smith et al. (2003b) und Steffan et al. (1997) angewandt. Dabei erfolgte die Aktivierung der fir
die Umsetzung des cometabolischen Substrates relevanten Monooxygenase durch eine
Vorkultivierung der Bakterien mit dem Wachstumssubstrat, wahrend die Abbauversuche in
Abwesenheit des Wachstumssubstrates durchgefiihrt wurden. Am Beispiel des Stammes BU3
wurde die kompetitive Hemmung, die zwischen Wachstumssubstrat und cometabolischen
Substrat (MTBE) bei gleichzeitiger Anwesenheit auftritt, gezeigt (& Kapt. 4.3.1) .

5.3.1 MTBE-Abbau der methanverwertenden Kulturen (= Kapt. 4.3.1.1)
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eindeutig nachgewiesen, dass methanotrophe

Bakterien in der Lage sind, MTBE cometabolisch abzubauen und dass ein direkter
Zusammenhang zwischen der sMMO-Aktivitdt und der MTBE-Abbaurate dieser Kulturen
besteht. Dieser wurde unter Anwendung der HILL-Gleichung durch eine nichtlineare
Regressionsanalyse mathematisch dargestellt (®Kapt. 4.3.1.1). In der Literatur gibt es bisher
nur einen einzigen Hinweis auf einen cometabolischen MTBE-Abbau unter Verwendung von
Methan als Kohlenstoffquelle. In einem Patent von Zittwitz et al. (2001) wurde ein Verfahren zur
Dekontamination von MTBE-belasteten Béden und/oder Grundwasser durch die Beliiftung mit
einem methanhaltigen Luftgemisch bei gleichzeitiger Bodenluftabsaugung angezeigt. Die
Anmelder des Patentes behaupten, dass verfahrensbedingt die in-situ Abbauprozesse im
Vordergrund standen. Ein Nachweis, dass tatsdchlich methanotrophe Bakterien den MTBE-

Abbau bewirkten wurde nicht erbracht.
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Die weiterfuhrenden Abbauversuche der methanverwertenden Kulturen der vorliegenden Arbeit
ergaben, dass die heterotrophe Begleitflora dieser Kulturen eine wichtige Rolle fur einen
effektiven cometabolischen MTBE-Abbau spielt. Nur vier der zwélf getesteten methanotrophen
Reinkulturen waren in der Lage MTBE abzubauen. Die Reinkulturen bauten in allen Fallen
MTBE mit geringeren Raten ab, als die Anreicherungskulturen, aus denen die Stamme isoliert
wurden. Die heterotrophe Begleitflora der Kulturen, die 20% — 50% der Gesamtbakterienzahl
betrug, war am TBA-Abbau der Kulturen beteiligt und besal® einen positiven Einfluss auf den
MTBE-Abbau dieser, obwohl sie selbst MTBE weder cometabolisch noch als einzige
Kohlenstoffquelle verwerten konnte. Dieser positive Einfluss kénnte unter anderem im Abbau
sogenannter ,dead end" Metaboliten bestehen.

,Dead end“ Metaboliten sind toxische Zwischenprodukte, die beim cometabolischen Abbau von
Schadstoffen durch Reinkulturen gebildet werden und h&ufig zur Schéadigung der Stamme
fuhren (Arp et al. 2001).

Beim MTBE-Abbau des Stammes Rhodococcus ruber IFP 2005 wurde z. B. TBA als ,dead end”
Metabolit nachgewiesen (Fayolle et al. 2004). Zwar konnten in der vorliegenden Arbeit weder
bei den methanverwertenden Kulturen noch bei den propan- und butanverwertenden Stdmmen
.dead end“ Metabolite identifiziert werden, jedoch ist die Bildung solcher Zwischenprodukte nicht

auszuschliellen.

5.3.2 MTBE-Abbau der propan- und butanverwertenden Kulturen - enzymatische
Untersuchungen (= Kapt. 4.3.1.2 und 4.4)

Die propan- und butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen degradierten MTBE mit
héheren Effizienzen (max. Abbaurate des Stammes BU3: 7,9 mg MTBE/g BTS*h) als die
methanverwertenden Kulturen (max. Abbaurate der Kultur Ks C: 2,1 mg MTBE/g BTS*h). Beim
cometabolischen MTBE-Abbau dieser Kulturen wurde TBA intermediér akkumuliert. Der
konsekutive Abbau von TBA begann erst als die MTBE-Konzentration im Ansatz unter 5 mg/|
gesunken war. Die Autoren Smith et al. (2003a) und Steffan et al. (1997) beobachteten eine
ahnliche TBA-Akkumulation wahrend des MTBE-Abbaues der Stamme
Mycobacterium vaccae JOB 5 bzw. Nocardia ENV425 und fuhrten ihn darauf zurlick, dass ein
und dasselbe Enzym fiir den Abbau beider Substrate verantwortlich war und diese mit
unterschiedlichen Affinitdten metabolisierte.

Die Untersuchungen der Monooxygenasen des Stammes BU3 in Hemmversuchen unter
Verwendung verschiedener Monooxygenase-Inhibitoren (2 Kapt. 4.4) ergaben, dass
mindestens zwei verschiedene Enzyme den Abbau von MTBE und TBA katalysieren. Beide
Enzyme gehéren zur Gruppe der eisenhaltigen Monooxygenasen, da sowohl der Abbau von

MTBE als auch von TBA durch den Inhibitor Hexin gehemmt wurde.
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Hexin hemmte das Wachstum des Stammes Nocardioides sp. CF8 bei Anzucht auf Butan und
Hexan (Hamamura et al. 2001). In molekularbiologischen Untersuchungen dieses Stammes
stellten Hamamura et al. fest, dass eine eisenhaltige Monooxygenase an der Metabolisierung
von Butan und Hexan beteiligt war.

Das unterschiedliche Hemmmuster des Inhibitors Methimazol beim MTBE- und TBA-Abbau des
Stammes BU3 der vorliegenden Arbeit lasst schiussfolgern, dass der TBA-Abbau durch eine
flavinhaltige Monooxygenase katalysiert wird. Methimazol wurde in den Arbeiten von
Francois (2003) als Inhibitor fur die Aceton-Monooxygenase eingesetzt.

Die Fahigkeit des Stammes BU3, nach Anzucht auf Aceton MTBE und TBA cometabolisch
abzubauen, war ein weiteres Indiz daflr, dass ein solches Enzym am cometabolischen Abbau
beteiligt ist.

Beim Vergleich der Untersuchungsergebnisse von Steffan et al. (1997), Hernandez-Perez et al.
(2001) mit den Ergebnissen des MTBE-Abbaues des Stammes BU3 (Tab. 35) wurde die These
aufgestellt, dass es sich bei mindestens einem der Enzyme des Stammes BU3 um ein
Cytochrom P450 handelt.

Tab. 35: Vergleich des MTBE-Abbauverhaltens der Stdmme Nocardia ENV425, Rhodococcus ruber IFP
2001 und des Stammes BU3

Parameter/ vorliegende Arbeit Steffan et al. Hernandez-Perez et al.
Referenzen (1997) (2001)
Gordonia terrae
Stamm gsgdococcus ruber | Nocardia ENV425 (Rhodococcus ruber)’
IFP2001
Wachstumssubstrat Propan, iropanl, Prapan, Prapanol, ETBE, Ethanol
Aceton Aceton
MTBE-Abbau o2 o2 —
mg MTBE/g BTS*h] 7.9 (20°C) 10,4 (28°C) 31,0 (30°C)
TBA-Abbau ja ja nein
TBA-Akkumulation stéchiometrisch stéchiometrisch stéchiometrisch
systematische
Einordnung des Actinomyceten Actinomyceten Actinomyceten
Stammes
am MTBE-Abbau
beteiligtes unbekannt Cytochrom P450 Cytochrom P450
Enzymsytem

Anmerkung: Wachstumssubstrat: 2Propan, * ETBE

z spétere taxomonische Einordnung
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Die Resultate der molekularbiologischen Untersuchungen zeigten, dass der Stamm BU3 unter
den gewahlten Versuchsbedingungen nicht das Enzym Cytochrom P450, welches von dem
Operon eth RABCD codiert wird, exprimiert.

Die hohe Diversitat der am cometabolischen MTBE- und TBA-Abbau beteiligten Enzymsysteme
wurde in der Literatur mehrfach beschrieben. Hernandez-Perez et al. (2001) z. B. isolierten aus
dem Stamm Gordonia terrae ein Cytochrom P450, welches nur die Oxidation von MTBE zu TBA
katalysierte. TBA konnte durch den Stamm nicht abgebaut werden. Das aus dem Stamm
Nocardia ENV425 isolierte Cytochrom P450 hingegen katalysierte die Degradation von MTBE
und TBA (Steffan et al. 1997).

Schlussfolgernd aus den genannten Literaturstudien und den Arbeiten von Karlson et al. (1993),
die aus dem Stamm Rhodococcus rhodochrous zwei unabhdngig voneinander regulierende
P450-Cytochrome isolierten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein Cytochrom P450 am
Abbau von MTBE durch den Stamm BU3 beteiligt ist.

Jedoch besteht auch die Méglichkeit, dass andere Alkan-Monooxygenasen den MTBE-Abbau
des Stammes BU3 katalysieren. Hyman et al. (1998) z. B. isolierten aus dem Stamm
Mycobacterium vaccae als relevantes Enzym fiir den cometabolischen MTBE- und TBA-Abbau

eine Propan-Monooxygenase.

5.3.3 Einfluss der Begleitflora auf den cometabolischen MTBE-Abbau
(= Kapt. 4.3.1.3)

Die isolierten propan- und butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen (B12, K152 und
BU3) bauten MTBE mit unterschiedlichen Effizienzen ab, wobei sich die heterotrophe
Begleitflora der Anreicherungskulturen stimulierend bis inhibierend auf den MTBE-Abbau
auswirkte. Hrsak et al. (2000) beschrieben in ihren Untersuchungen zum cometabolischen
Abbau von Schadstoffen komplexe Wechselwirkungen zwischen den Einzelspezies der
Konsortien, die von der Bereitstellung von Nahrstoffen, dem Abbau von hemmenden
Komponenten (,dead end Metabolite), der mutualen Modifikation der Grundwachstums-
parameter bis hin zur metabolischen Kooperation beim Abbau der Schadstoffe reichen. Am
Beispiel der Kulturen B12 und Bs D konnten positive Wechselwirkungen zwischen der
heterotrophen Begleitflora und dem Stamm B12 nachgewiesen werden, die vermutlich auf den
Abbau von ,dead end“ Metaboliten durch die Begleitflora der Anreicherungskultur Bs D
zuriickzufilhren waren. Beim Einsatz einer methanotrophen-heterotrophen Grundwasser-
Anreicherungskultur in den Untersuchungen von Hrsak et al. (2000) erhohte sich die

Wachstumsgeschwindigkeit und die cometabolische Abbaurate von linearen
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Alkylbenzensulfonaten im Vergleich zur Verwendung der aus dieser Kultur isolierten
methanotrophen Reinkultur Met 1. Ausschlaggebend dafiir war unter anderem der Abbau von
Methanol durch die heterotrophe Begleitflora, welche bei Konzentrationen von 0,2 mmol das
Wachstum des Stammes Met 1 hemmte (Hrsak et al. 2000).

Bei der Isolierung der Reinkultur BU3 aus der butanverwertenden Anreicherungskultur Buti A
erfolgte hingegen eine Verbesserung der MTBE-Abbaurate von 4,1 mg MTBE/g BTS*h (Buti A)
auf 7,2 mg MTBE/g BTS*h (BU3). Neben der Konkurrenz der heterotrophen Begleitflora der
Anreicherungskultur um Nahrstoffe und Sauerstoff sind bei diesen Kulturen weitere negative
Wechselwirkungen, wie die Sekretion inhibierender Stoffe zu vermuten. Eine Verbesserung der
cometabolischen MTBE-Abbauleistung bei der Verwendung von Reinkulturen, wie im
vorliegenden Fall festgestellt wurde, ist in der Literatur nach derzeitigem Kenntnisstand nicht
beschrieben. Zumeist geht die Tendenz des cometabolischen Schadstoff-Abbaues zur
Verwendung von Misch-/ Anreicherungskulturen (Chang et al. 1996; Mo et al. 1997), um das
Auftreten von ,dead end" Metabolite zu verhindern.

Bei der Anreicherungskultur Ks 1:5 und dem Stamm K152 wurde kein offensichtlicher Einfluss
der heterotrophen Begleitflora der Anreicherungskultur auf den MTBE-Abbau des Stammes
K152 beobachtet.

5.3.4 Effizienz des MTBE-Abbaues der Stamme B12, K152 und BU3 (> Kapt. 4.3.1.4)
Die Fahigkeit der Stamme BU3 und B12 nach Anzucht auf Alkoholen, Hefeextraki+Pepton,

Natriumacetat und Aceton, MTBE cometabolisch abzubauen, lasst auf eine geringe
Substratspezifitat der Monooxygenasen schlieBen. Die Verwendung von Hefeextrakt+Pepton als
Wachstumssubstrat fiir den cometabolischen MTBE-Abbau wurde bisher in der Literatur noch
nicht beschrieben. Viele Stdmme produzieren die fir den MTBE-Abbau relevanten
Monooxygenasen nur nach Anzucht auf spezifischen Substraten, wie die Studien von
Liu et al. (2001) zeigten. Der von diesen Autoren isolierte Stamm Arthrobacter spec. baute nur
nach Anzucht auf Butan MTBE cometabolisch ab, wahrend bei Verwendung von Alkoholen oder
Glukose als Wachstumssubstrat kein MTBE-Abbau beobachtet wurde.

Der cometabolische MTBE-Abbau durch Actinomyceten, zu denen die Stamme B12 und BU3
gehéren, wurde in der Literatur bereits mehrfach dargestellt (Hyman et al. 1998; Steffan et al.
1998; Garnier et al. 1999; Solano-Serena et al. 2000). Bei vielen dieser Studien wurden
héherwertige Alkane (ab Cs) als Wachstumssubstrate verwendet, die laut der EG-Richtlinie
91/156 EWG (1991) der Wassergefdhrdungsgruppe 2 zugeordnet sind und eine
Gesundheitsgefahrdung aufweisen. Deshalb sind diese Wachstumssubstrate fiir den Einsatz bei

Grundwassersanierungsprojekten nicht geeignet.
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In der vorliegenden Arbeit wurden mit den Stamme BU3 und B12 schon bei 20°C MTBE-
Abbauraten von 7,9 mg MTBE/g BTS*h (BU3, Wachstumssubstrat Propan) und
1,1 mg MTBE/g BTS*h (B12, Wachstumssubstrat 1-Propanol) erreicht. Ahnliche MTBE-
Abbauraten sind in der Literatur (Smith et al. 2003a, Steffan et al. 1997) nur bei hoheren
Temperaturen, die nicht relevant sind fir in-situ Grundwassersanierungen, bekannt. Das
Bakterium Mycobacterium vaccae JOB 5 metabolisierte MTBE bei 30°C nach Anzucht auf 1-
Propanol mit Raten von 1,3 mg MTBE/g BTS*h (Smith et al. 2003a). Auch die MTBE-
Abbauraten, die Steffan et al. (1997) mit dem Stamm Nocardia ENV425 bei 28°C beobachteten
(10,4 mg MTBE/g BTS*h, Wachstumssubstrat Propan) liegen in der Grofenordnung der
Abbauraten des Stammes BU3 bei 20°C.

Neben dem Einsatz von Actinomyceten zum MTBE-Abbau sind vereinzelt auch MTBE-Abbau-
Studien mit Pseudomonas Arten (Smith et al. 2003b; Garnier et al. 1999) sowie einige andere
Bakteriengattungen, wie z. B. Arthrobacter (Liu et al. 2001) beschrieben.

Waihrend Actinomyceten iiber ein sehr breites Verwertungsspektrum an Kohlenstoffquellen von
Vollmedien (vorliegende Arbeit) liber Alkane, Alkohole (Smith et al. 2003a) bis zu Aceton
(Steffan et al. 1997) verfiigen, ist das Spektrum der verwertbaren Wachstumssubstrate fur den
cometabolischen  MTBE-Abbau bei anderen Stammen geringer. Der  Stamm
Pseudomonas mendocina KR-1 kann nur nach Anzucht auf Cs -Cg n-Alkanen und Toluen MTBE
cometabolisch abbauen (Smith et al. 2003a). Auch der aus dem Boden isolierte
Pseudomonas aeruginosa degradierte MTBE nur nach Wachstum auf héherwertigen Alkanen
(Pentane) (Garnier et al. 1999). Der den Pseudomonaden verwandte Stamm K152 der
vorliegenden Arbeit wies hingegen ein groReres Kohlenstoffverwertungsspektrum auf. Er kann
MTBE cometabolisch abbauen nach Anzucht auf Alkanen (Propan, Butan) und Alkoholen
(Propanol, Butanol). Ein Vergleich der MTBE-Abbauraten diese Stammes mit der Literatur ist
nicht maglich, da nach dem derzeitigen Kenntnisstand noch kein Bakterium der Ordnung
Burkholderiales beschrieben worden ist, das in der Lage war, sowohl MTBE als auch TBA
cometabolisch abzubauen. Der von Piveteau et al. (2001) isolierte methylotrophe Stamm
CIP 1-2052, den die Autoren aufgrund seiner phénotypischen Eigenschaften der Spezies
Burkholderia cepacia zuordneten, konnte nur TBA als alleinige Kohlenstoffquelle verwerten
(Piveteau et al. 2001).

Neben der Fahigkeit der drei Stdimme BU3, K152 und B12 auch bei grundwasserrelevanten
Temperaturen von 12°C MTBE abzubauen, zeichnen sie sich gegeniiber anderen Stammen

dadurch aus, dass sie auch bei geringen Geltstsauerstoffkonzentrationen (0,4 - 0,6 mg/l
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Sauerstoff) noch MTBE abbauen. Als Vergleich dazu ermittelten Park et al. (1997) als untere
Sauerstoffgrenzkonzentration fur den cometabolischen MTBE-Abbau 0,9 mg/l Sauerstoff.

Die Resultate der MTBE-Abbauversuche mit MTBE-Konzentrationen bis zu 350 mg/l und TBA-
Konzentrationen bis zu 182 mg/l (& Kapt. 4.3.1.4, Abb. 25) stellten einen weiteren positiven
Aspekt im Hinblick auf die Anwendung der Kulturen in Grundwassersanierungsprojekten dar.
Bei diesen hohen Schadstoffkonzentrationen wurde keine inhibierende Wirkung auf das
Abbaupotenzial der Stdmme BU3, K152 und B12 nachgewiesen. Die durchschnittlichen MTBE-
Abbauraten erhdhten sich sogar beim Einsatz hoherer MTBE-Konzentrationen (350 mgl/l).
Aufgrund der erzielten Ergebnisse eignen sich die Stdmme theoretisch fir den Einsatz an
Standorten mit hohen Schadstoffkonzentrationen. Inhibierende Wirkungen des cometabolischen
Abbaues durch Zwischenprodukte oder zu hohe Schadstoffkonzentrationen sind in der Literatur
haufig beschrieben.

Liu et al. (2001) beobachteten in ihren Untersuchungen mit dem butanverwertenden Stamm
Arthrobacter (ATCC 27778), dass bereits geringe TBA-Konzentrationen im Ansatz zu einer
Hemmung des MTBE-Abbaues flihrten.

Andere Schadstoffgruppen, wie z. B. TCE, bewirkten bereits bei Konzentrationen von 10 mg/|
einen inhibierenden Effekt auf die abbauenden Bakterien (Beck 2000).

5.3.5 Batch-Langzeit-Abbauversuche der Stimme K152 und BU3 (Kapt. 4.3.1.5)
Die Ubertragung der Ergebnisse der Versuche an ruhenden Zellen auf komplexere Labor-

systeme war Ziel weiterer Untersuchungen, in deren Vorfeld Grundlagen in Batch-Langzeit-
Abbauversuchen im 1 | Schittelkolben mit den Stdmmen K152, BU3 (Ergebnisse des Stammes
BU3 nicht dargestellt) erlangt wurden. Bei dem Stamm K152 verringerte sich die MTBE-
Abbaurate von 70 mg MTBE/g BTS *h auf 12,5 mg MTBE/g BTS *h innerhalb von 30 Tagen.
Diese Abnahme der MTBE-Abbaurate war auf eine fehlende Nachlieferung der
Reduktionsédquivalente wéhrend des cometabolischen Abbaues zuriickzufiihren. Im Vergleich
dazu stagnierte der MTBE-Abbau der methanverwertenden Kulturen der vorliegenden Arbeit
bereits nach 60 Stunden. Auch Literaturdaten weisen deutlich kiirzere Enzymstabilitdten aus. So
beobachteten Hardison et al. (1997) in MTBE-Abbauversuchen mit dem Pilz Graphium spec.
bereits innerhalb eines Tages ein Absinken der MTBE-Abbaurate um 71%. Wahrend
Hernandez-Perez et al. (2001) bei Studien mit dem Stamm Gordonia terrae bereits nach
6 Tagen den MTBE-Abbau regenerieren mussten, war dies bei dem Stamm K152 erst nach
36 Tagen bzw. bei dem Stamm BU3 nach 35 Tagen notwendig. Aufgrund der groRen
Zeitintervalle zwischen den Regenerationsphasen erwiesen sich die Stamme K152 und BU3 als

sehr effizient unter dem Gesichtspunkt der Wirtschaftlichkeit und des Betreuungsaufwandes
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beim Einsatz in Sanierungsprojekten. Die Regenerierung der MTBE-Abbauleistung der Kulturen
erfolgte durch die Dosierung geringer Konzentrationen des Wachstumssubstrates

(0,8 mmol 1-Propanol, 0,2 mmol Propan).

5.3.6 Untersuchung des cometabolischen MTBE-Abbauversuches in den Sdulensystemen
Die Versuchsdauer in den Laborsaulen betrug 1 - 3 Monate, ohne dass die S&ulen zusétzlich

mit Luft oder Sauerstoff begast wurden. Die im Rinnenbauwerk am Projektstandort Leuna
vorliegenden geringen Sauerstoffkonzentrationen entsprachen dem Konzept auf eine
zusétzliche Begasung der Séulen zu verzichten.
Die in den Batch-Langzeit-Abbauversuchen gewonnenen Resultate:

e Abnahme der MTBE-Abbauraten infolge fehlender Nachlieferung von Reduktions-

aquivalenten (Abnahme um 72% nach 15 Tagen)
e Regenerierung der Abbauleistung durch Zugabe geringer Konzentrationen des
Wachstumssubstrates (0,8 mmol 1-Propanol, 0,2 mmol Propan)

konnten in den Saulenversuchen verifiziert werden.
Bei der Regenerierung der MTBE-Abbauleistung mit dem Wachstumssubstrat Propanol wurden
bessere Ergebnisse erzielt als beim Zusatz von Propan. Dies war ein unerwartetes Ergebnis, da
bei den MTBE-Abbauversuchen an ruhenden Zellen in HS-Réhrchen mit propangewachsenen
Kulturen héhere MTBE-Abbauraten nachgewiesen wurden als bei der Verwendung von
Propanol als Wachstumssubstrat. Mogliche Ursache hierfir kénnten zu geringe eingesetzte
Propankonzentrationen und zu kurze Begasungsintervalle sein. Eine Optimierung dieser
Parameter war jedoch aufgrund sicherheitstechnischer Aspekte nicht méglich.
Eine TBA-Akkumulation wurde in den S&ulenversuchen nur in den ersten Versuchsphasen
beobachtet. Im Verlauf der Versuche kam es durch die unsterile Arbeitsweise zur Ausbildung
natiirlicher Konsortien. Es wird postuliert, dass durch das Zusammenwirken der Bakterien
innerhalb der Konsortien die Metabolisierung des TBA bei gleichzeitiger Anwesenheit von MTBE
in den Saulensystemen erfolgte. Die fehlende TBA-Akkumulation erwies sich als vorteilhaft im
Hinblick auf den Einsatz der Stamme in Sanierungsprojekten. TBA wird als toxische und
kanzerogene Substanz eingestuft (Cirvello et al. 1995). Dadurch kann bei einer Akkumulation im
Grundwasserbereich nicht von einer erfolgreichen Sanierung gesprochen werden, sondern
lediglich von einer Verlagerung des Schadstoffproblemes. In Literaturstudien (Chang et al. 1996;
Mo et al. 1997) werden zumeist Mischkulturen eingesetzt, um eine Akkumulation von toxischen
Zwischenprodukten zu verhindern. In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, dieses Problem
durch den Einsatz von Reinkulturen unter unsterilen Bedingungen und der daraus folgenden

Ausbildung spontaner Konsortien zu losen.
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Die MTBE-Abbaueffizienzen der Laborsdulenversuche der Stdimme K152 und BU3 lagen bei
58% (K152, Wachstumssubstrat 1-Propanol), 68% (BU3 Wachstumssubstrat 1-Propanol) und
60% (BU3, Wachstumssubstrat 2-Propanol) im Vergleich zu den Abbauversuchen an ruhenden
Zellen. Die hohere Komplexizitdt der Saulensysteme und die verénderten Versuchsbedingungen
im Vergleich zu den Abbauversuchen an ruhenden Zellen (immobilisierte Zellen, geringe
Geléstsauerstoffkonzentrationen im System) sind hierbei als Griinde anzufihren.

Fir den Stamm B12 hingegen wurde eine 89%-ige Effizienz des MTBE-Verwertungspotenziales
im Vergleich zu den Abbauversuchen an ruhenden Zellen ermittelt. Diese hohe Effizienz fir den
Stamm B12 ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass sich wahrend der Abbauversuche eine
heterotrophe Begleitflora ausbildete, die einen positiven Einfluss auf den Metabolismus des
Stammes hatte. Ahnliche Wechselwirkungen wurden bereits bei den Untersuchungen der
Anreicherungskultur Bs D und des Stammes B12 in Abbauversuchen an ruhenden Zellen
nachgewiesen (& Kapt. 4.3.1.3 und 5.3.3).

Saulenversuche entsprechend des dargestellten Konzeptes zum cometabolischen MTBE-Abbau
sind aus der Literatur nicht bekannt. In Studien von Maciel et al. (2004) und Fayolle et al. (2004)
wurde der MTBE-abbauende Stamm Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 in Biofiltern
getestet. In diesen konnten MTBE-Konzentrationen von 12 - 20 mg/l zu 90% - 100% abgebaut
werden. Die Verweilzeit der Bakterien in den Filtern, die zusatzlich mit Luft begast
(0,12 | Luft/ | Flussigkeit*h) wurden, lag bei 5 - 6 Tagen (Abbauraten 4 mg MTBE/*d, keine
Angaben zur BTS-Konzentration vorhanden). Eine TBA-Akkumulation wurde in keiner der
beiden Studien nachgewiesen. Im Gegensatz zu diesen Versuchen konnten in den Laborséulen
der vorliegenden Arbeit durchschnittliche Abbauraten von bis zu 50,4 mg MTBE/g BTS*d
gemessen werden.

Beim Upscaling der Laborsdulenversuche im kleintechnischen MaRstab wurden fir den Stamm
BU3 maximale MTBE-Abbauraten von 31,2 mg MTBE/g BTS *d (Wachstumssubstrat 1-
Propanol) bzw. 20,4 mg MTBE/g BTS *d (Wachstumssubstrat 2-Propanol) ermittelt. Diese
entsprachen 62% (Wachstumssubstrat 1-Propanol) bzw. 61% (Wachstumssubstrat 2-Propanol)
der maximalen Abbauraten der Laborsaulenversuche und 42% (Wachstumssubstrat 1-Propanol)
bzw. 37% (Wachstumssubstrat 2-Propanol) der maximalen Abbauraten der Versuche an
ruhenden Zellen.

Hauptlimitationsfaktoren beim cometabolischen MTBE-Abbau in den kleintechnischen
Séaulenversuchen waren die geringen Sauerstoffkonzentrationen im System. Die in die Siule

S 1 integrierte blasenfreie Begasungseinheit erwies sich als nicht wirkungsvoll.
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Die Saulenversuche des Stammes BU3 (= Kapt. 4.3.2, Abb. 33) zeigten, dass durch die
Erhéhung der Sauerstoffkonzentration bzw. der MTBE-Konzentration im System die MTBE-
Abbaurate der Kultur gesteigert wurde. Des Weiteren konnten durch die Zugabe geringer
Konzentrationen des Wachstumssubstrates (0,8 mmol 1-Propanol, 0,2 mmol Propan) die
Abbauraten als Folge einer Enzymsystemregenerierung zyklisch erhdht werden.

Der Einsatz eines Konsortiums aus den Stammen B12 und K152 brachte aufgrund der
gegenseitigen negativen Wechselwirkung der zwei Stdmme nicht den erwarteten Erfolg einer
Erhéhung der MTBE-Abbaurate.

5.4 Untersuchungen zur Aufklirung des MTBE-Abbauweges durch den Stamm BU3
(= Kapt. 4.4)

Die Oxidation von MTBE zu TBA wurde bei dem Stamm BU3 durch die gaschromatographische
Analyse des Metaboliten TBA nachgewiesen. Gemé&R den Untersuchungen von
Steffan et al. (1997) wird TBA weiter iber 2-Hydroxy-2-Methylpropanol zu HIBA metabolisiert
(= Kapt. 1, Abb. 2). In den Arbeiten von Rohwerder et al. (2006) und Steffan et al. (1997) wurde
beobachtet, dass HIBA teilweise akkumuliert wird.

Bei dem Stamm BU3 konnte wahrend des MTBE-Abbaues keine Akkumulation von HIBA
gemessen werden. Diese Ergebnisse lieRen folgende zwei Hypothesen hinsichtlich der weiteren
Metabolisierung von TBA zu:

o der cometabolische Abbau von MTBE stoppt bereits bei dem Metabolit
2-Hydroxy-2-Methylpropanol
e HIBA wird ebenfalls cometabolisch abgebaut

Die Nutzung von HIBA als einzige Kohlenstoffquelle durch den Stamm BU3 kann aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden (2 Kapt. 4.2.3, Tab. 20). Unter
Annahme, dass HIBA cometabolisch umgesetzt wurde, erfolgte dies nicht lber den von
Rohwerder et al. (2006) beschriebenen Weg zu 3-Hydroxybutyrat. Dieser Abbau wird von einer
Isobutyryl-COA Mutase katalysiert, deren Anwesenheit in dem Stamm BU3 nicht nachgewiesen
werden konnte. Entsprechend des in Abb. 2, Kapt. 1 dargestellten Abbauweges kann HIBA noch
{iber drei anderer Stoffwechselwege abgebaut werden. Der Abbau durch eine Decarboxylase
(Weg ) zu 2-Propanol und Aceton wird fiir den Stamm BU3 ausgeschlossen. Beide Metabolite
werden von dem Stamm verwertet.Dies hétte eine volistdndige Metabolisierung von MTBE zur
Folge, wozu der Stamm BU3 jedoch nicht in der Lage ist. Es wird vermutet, dass HIBA
cometabolisch durch den Stamm BU3 tiber den Stoffwechselweg Il bzw. | (Kapt. 1, Abb. 2)

abgebaut wird und dass die weitere Verwertung der Metabolite unvollsténdig ablauft.
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Die erste Hypothese, dass der cometabolische MTBE-Abbau bereits bei dem Zwischenprodukt
2-Hydroxy-2-Methylpropanol stoppt, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig
bestatigt werden. Bei den gaschromatographischen Analysen der MTBE-Abbauversuche an
ruhenden Zellen wurde mit Ausnahme von TBA keine Akkumulation diverser Zwischenprodukte

beobachtet.

5.5 Feldversuch zum cometabolischen MTBE-Abbau des Stammes BU3 unter Anwendung
des ENA-Konzeptes am Projektstandort Leuna

(= Kapt. 4.5)

Die Isolierung der drei Reinkulturen B12, BU3 und K152 und die Ergebnisse der Laborversuche
zum cometabolischen MTBE-Abbau bildeten die Grundlage fur die Erstellung eines
Verfahrensvorschlages zur Anwendung des cometabolischen MTBE-Abbaues im Sinne des
ENA-Konzeptes (& Kapt. 4.5). Dieser wurde in einem Feldversuch am Projektstandort Leuna
getestet. In den ersten zwei Projektphasen des Feldversuches kam der Prozess der
Biostimulation zum Einsatz.

In diesen beiden Projektphasen wurde die Geldstsauerstoff-konzentration des
Grundwasserleiters erhoht (Geldstsauerstoffkonzentration 62 mg/l, Brunnen IB Dezember 2005),
wodurch die Vorraussetzungen flr einen aeroben MTBE-Abbau geschaffen wurde. In der
Projektphase | konnte durch die Zugabe von reinem Sauerstoff mittels blasenfreier Begasung
eine Erhdhung der Geldstsauerstoffkonzentration im Bereich des Konditionierungsbauwerkes
realisiert werden. Ein Grossteil des zugegebenen Sauerstoffes wurde bereits im
Konditionierungsbauwerk durch die autochthonen Mikroorganismen verwertet, da dort neben
Sauerstoff noch 1- Propanol als Wachstumssubstrat vorlag. Die Konzentration des zugesetzten
1-Propanol im Feldversuch (50 ml/ m?) entsprach der Propanolkonzentration, die zur maximalen
Aktivierung der Monooxygenase des Stammes BU3 (= Kapt. 4.3.1.4) erforderlich war. Eine
Dosierung des Oxidationsmittels Wasserstoffperoxid in der Projektphase Il fiihrte zur
Aerobisierung des Abstromstreifens, der entsprechend des ENA-Konzeptes als Reaktorraum fiir
den cometabolischen MTBE-Abbau geplant war. Die Zugabe von Oxidationsmitteln zur
Erhdhung der Geléstsauerstoffkonzentration des Grundwassers wird auch bei konventionellen
Sanierungsstrategien, wie z.B. dem ORC®-Verfahren (Koenigsberg et al. 2003) angewendet.
Durch diese Zugabe erhéhten sich zwar die Kosten und der Betreuungsaufwand des
Verfahrens, was jedoch zunachst erforderlich war, um die Vorraussetzungen fiir einen aeroben
MTBE-Abbau im Grundwasserleiter zu realisieren. Erst durch den Ausschluss des limitierenden
Parameters der Sauerstoffkonzentration war es méglich, eine Aussage hinsichtlich des MTBE-

Abbaupotenziales der autochthonen Bakterien des Standortes vorzunehmen. Durch die Zugabe
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von Sauerstoff, Kaliumhydrogenphosphat und 1- Propanol in der Projektphase | wurde der Anteil
der autochthonen 1-propanolverwertenden Bakterien von 34% auf 72% gesteigert. Jedoch
konnte trotz dieser Erhéhung selbst unter optimalen Laborbedingungen (T=20°C,
Gelostsauerstoffkonzentration > 0,6 mg/l, NMS-Medium, Abbauversuche nach Schema A) kein
MTBE-Abbaupotenzial der autochthonen 1-propanoclverwertenden Bakterien nachgewiesen
werden. Eine wichtige Grundvoraussetzung fir eine erfolgreiche Anwendung der Biostimulation
ist, dass am zu sanierenden Standort autochthone MTBE-degradierende Mikroorganismen
vorhanden sind (Smith et al. 2005). Aus den Ergebnissen der durchgeflihrten Untersuchungen
wird postuliert, dass die Zahl der 1-propanolverwertenden Bakterien des Standortes Leuna, die
MTBE cometabolisch abbauen kénnen, sehr gering ist. Die Anreicherungskultur G7, die aus
dem Grundwasser des Projektstandortes (= Kapt. 4.1.2) isoliert wurde, bestatigte jedoch, dass
am Standort Bakterien vorhanden sind, die MTBE cometabolisch abbauen kénnen. Die
Resultate der MTBE-Abbauversuche der autochthonen 1-propanol-verwertenden Bakterien
lassen vermuten, dass die cometabolisch MTBE-abbauenden autochthonen Bakterien unter den
ungilnstigen Bedingungen des Feldversuches (geringe Sauerstoffkonzentration, Temperatur
12°C, geringe Konzentration des Wachstumssubstrates) durch andere 1-propanolverwertende
Bakterien gehemmt bzw. verdrangt worden sind.

Die verbesserte Sauerstoffbereitstellung in der Projektphase Il filhrte zu einem weiteren Anstieg
der Zahl der heterotrophen Bakterien (2 Kapt. 4.5.3). Der Anteil der 1-Propanolverwerter an der
Gesamtbakterienzahl blieb dabei mit 72% konstant. Auch unter diesen Bedingungen war es
nicht maoglich, einen cometabolischen MTBE-Abbau unter Feld- bzw. Laborbedingungen
nachzuweisen. Aufgrund der Ergebnisse der ersten zwei Projektphasen wird postuliert, dass der
Prozess der Biostimulation am Projektstandort Leuna zum cometabolischen MTBE-Abbau durch
1-propanolverwertende autochthone Bakterien nicht eingesetzt werden kann.

Eine in-situ Remediation von MTBE unter Anwendung der Biostimulation und Bioaugmentation
(propanverwertenden Mikroorganismen) wurde im Patent von Steffan et al. (1998) beschrieben.
Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit wurden dort als Wachstumssubstrate Propan und Butan
verwendet, die mittels ,Vapor extraction* oder in-sifu-Begasung in den Aquifer eingebracht
wurden. Bei Anwendung dieser Technologien besteht theoretisch die Gefahr, dass aufgrund der
hohen Fliichtigkeit von MTBE Verdunstungen des Schadstoffes die Folge sein kénnten. Durch
die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte blasenfreie Begasung des Grundwassers
(Schirmer 2000) und der Verwendung eines geschlossenen Rinnensystemes konnte eine
Verfliichtigung von MTBE ausgeschiossen werden. Die Anwendung der Biostimulation fur den
MTBE-Abbau in Feldversuchen ist abhéngig von den am Standort vorliegenden
Mikroorganismen. In Arbeiten von Smith et al. (2005) zeigte sich der Einsatz der Biostimulation
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effektiver als die Bioaugmentation, da am Standort (Port Hueneme Naval Construction Battalion
Center, Oxnard, Califorina, USA) das MTBE-abbauende Bakterium PM1 bereits vorhanden war.
Hingegen konnte in den Studien von Seklemova et al. (2001) (Zugabe von anorganischem
Dinger zu Diesel-kontaminierter Walderde) und in den Arbeiten von Schirmer et al. (2002)
(Zugabe von Methan zu MTBE-kontaminierten Aquifermaterial des Canadian Force Base
Testfeldes (Borden, Ontario, Canada)) durch Anwendung der Biostimulation kein
Schadstoffabbau beobachtet werden.

Da auch in der vorliegenden Arbeit kein MTBE-Abbau im Feld nachgewiesen werden konnte,
wurde in der Projektphase |l der Prozess der Bioaugmentation getestet. Dieser Prozess
beinhaltete im Gegensatz zur Biostimulation die Dosierung einer aktiven MTBE-abbauenden
Bakterienkultur. Als Bakterium flr den Feldversuch der vorliegenden Arbeit wurde der Stamm
BU3 ausgewahlt.

Dieser Stamm zeichnete sich aufgrund folgender Faktoren aus:

e hohe MTBE-Abbauraten (2 Kapt. 4.3.1.4)

e breites Kohlenstoffverwertungspotenzial (® Kapt. 4.2.3)

e hohe Enzymaktivitdten bei BTS-Konzentrationen bis zu 7,9 g/l nach Anzucht im
50 I- Fermenter (= Kapt. 4.2.4)

o effizienter cometabolischer MTBE-Abbau in den Labor- und kleintechnischen Saulen-
systemen mit hohen Enzymstabilitaten und der Méglichkeiten der Reaktivierung des
MTBE-Abbaues durch 1- bzw. 2- Propanol (2 Kapt. 4.3.2)

Aufgrund der Ergebnisse der Laborversuche (9 Kapt. 4.5.1) erfolgte in dieser Projektphase
zusatzlich eine Umstellung des Wachstumssubstrates auf 2-Propanol, welches von den
autochthonen Bakterien schlechter verwertet wird kann als 1-Propanol.

Bereits einen Monat nach Injektion des Stammes BU3 (100 |, BTS: 7,5 g/l im Dezember 2005) in
die Rinne wurde sowohl im Konditionierungsbauwerk als auch im Abstromstreifen ein
cometabolischer MTBE-Abbau gemessen (2 Kapt. 4.5.4). Die maximale Verringerung der
MTBE-Konzentration von 53,3 mg/l auf 15,3 mg/l wurde im Februar 2006 (2 Monate nach
Injektion der Kultur) im Probenahmebrunnen Saf 57 nachgewiesen. Im Brunnen Saf 56 lag die
durchschnittliche Effizienz des MTBE-Abbaues bei 50%. Im Brunnen IB konnte trotz hoher
Gelostsauerstoffkonzentrationen nur eine 7%ige Effizienz des MTBE-Abbaues beobachtet
werden. Diese war hoéchstwahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass der Stamm BU3 am
Tragermaterial des Konditionierungsbauwerkes (Bl&hton) nur sehr schlecht immobilisiert wurde
(Graber 2005). Im ersten Brunnen der Rinne (Saf 56) hingegen wurden trotz geringer
Gelostsauerstoffkonzentrationen hohere MTBE-Abbauraten nachgewiesen, die hier unter

anderen mit der besseren Immobilisierung des Stammes BU3 am Aquifermaterial begriindet
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werden kdnnen. Mit zunehmender Lange des Abstromstreifens (Saf 57) nimmt die Effizienz des
MTBE-Abbaues infolge abnehmender Gel&stsauerstoffkonzentrationen ab.

Die in der Literatur beschriebene Problematik, dass beim cometabolischen Abbau durch
Reinkulturen eine Inhibierung bzw. Schadigung der Stdmme aufgrund der Bildung von ,dead
end* Metaboliten auftreten (Uchiyama et al. 1992), wurde im vorliegenden Feldversuch nicht
beobachtet. Die unsterile Arbeitsweise bei der Anzucht der Kultur im 50 I-Fermenter und die
Ausbildung natirlicher Konsortien im Feldversuch verhinderte das Auftreten von ,dead end"
Metaboliten. Der leichte Anstieg der TBA-Konzentration im Probenahmebrunnen IB war ein
weiteres Indiz dafiir, dass die Verringerung der MTBE-Konzentration in dieser Projektphase auf
den cometabolischen MTBE-Abbau durch den Stamm BU3 zuriickzufiihren war.

Der cometabolische MTBE-Abbau des Stammes BU3 war gekennzeichnet durch eine
intermediare Akkumulation von TBA (= Kapt. 4.3.1.4). Die fehlende TBA-Akkumulation im
Abstromstreifen der Rinne trotz MTBE-Abbaues resultierte auf der Ausbildung natirlicher
Konsortien.

Mithilfe des etablierten Monitoringprogrammes gelang es, den Stamm BU3 qualitativ und
halbquantitativ.  durch  kultivierungsabhéngige und  molekularbiologische  Methoden
nachzuweisen. Die Ergebnisse dieses Monitorings zeigten, dass der Stamm BU3 in allen
Probenahmebrunnen der Rinne wiedergefunden wurde. Der prozentuale Anteil des Stammes
BU3 von den 2-Propanol-verwertenden autochthonen Bakterien lag zwischen 52% und 97% in
Abhingigkeit des Probenahmebrunnens. Als Vorarbeit fir die Weiterfihrung des Feldversuches
wurde eine BU3-stammspezifische FISH-Sonde entwickelt, um den quantitativen Nachweis des
Stammes zu verbessern und den Betreuungsaufwand des Feldversuches zu verringern.

Steffan et al. (2001) setzten propanoxidierende Bakterien zur Biodegradation von MTBE-
kontaminierten Grundwasser unter Anwendung der Biobarriere als Sanierungstechnik ein. Sie
erzielten innerhalb von 3 Monaten eine Verringerung der MTBE-Konzentration von 320 mg/l auf
70 mg/l. Salanitro et al. (2000) nutzten den Prozess der Bioaugmentation im Feldversuch am
Testfeld Port Hueneme Naval Construction Battalion Center (Oxnard, Califorina, USA) und
konnten 7 mg/l MTBE in einem Versuchszeitraum von 130 - 200 Tagen vollsténdig abbauen. Als
Mikroorganismen verwendeten sie dabei den Stamm PM1, der MTBE als einzige
Kohlenstoffquelle verwertet. Neben der Beimpfung des Testfeldes mit den Bakterien wurde es
direkt mit Sauerstoff begast (Technik: Air-sparging). Beide Literaturstudien verwendeten aktive
Sanierungstechniken, die mit dem Prozess der Bicaugmentation kombiniert wurden. In beiden
Studien ist der Raum, in welchem die Begasung, Zugabe des Wachstumssubstrates und der
Mikroorganismen erfolgte, identisch mit dem Reaktionsraum, an welchem der MTBE-Abbau

stattfand. In der vorliegenden Arbeit hingegen wurde das ENA-Konzept als Grundlage gewahit.
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Hierbei gab es eine eindeutige raumliche Trennung zwischen dem Konditionierungsbauwerk
(Zugabe der Bakterien, des Wachstumssubstrates und blasenfreie Begasung) und dem
Abstromstreifen als eigentlichen Reaktionsraum.

Ein Feldversuch nach dem ENA-Konzept, in welchem ein cometabolischer MTBE-Abbau
nachgewiesen wurde, ist bisher in der Literatur noch nicht beschrieben worden und stellt somit

eine Neuheit auf dem Gebiet der Sanierung von MTBE-Schadensféllen dar.
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6 Fazit und Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erlangten Ergebnisse stellen eine Erweiterung der
Kenntnisse bei der Grundlagenforschung des cometabolischen MTBE-Abbaues durch alkan-
bzw. alkoholverwertende Bakterien dar. Sie bieten einen umfassenden Uberblick Gber den
Prozess der Isolierung effektiver cometabolisch MTBE-abbauender Mikroorganismen von der
Anreicherung tber die Untersuchung der Wachstums- und Abbaubedingungen in verschiedenen
GroRenmafstidben bis hin zum Feldversuch. Im weiteren Sinne konnen sie auch als
methodische Grundlage fir die Isolierung anderer schadstoffabbauender Mikroorganismen
angewandt werden.

Sie bilden eine Grundlage fir die Weiterfuhrung und Optimierung des ENA-Konzeptes als
Sanierungsmethode filr den Schadstoff MTBE. Dabei erwies sich die Anwendung des
wachstumsunabhéngigen cometabolischen Abbauprozesses und der Bioaugmentation unter
dem Gesichtspunkt des Zeitfaktors und der Ubertragbarkeit auf verschiedene Standorte als
vorteilhaft. Durch den Einsatz des Stammes BU3, der ein breites Substratverwertungsspektrum
besitzt sowie unter grundwasserrelevanten Milieubedingungen MTBE cometabolisch abbaut,
konnen lange Akklimationszeiten und der Betreuungaufwand bei Sanierungsprojekten reduziert
werden. Die Bioaugmentation empfiehlt sich bei der Sanierung von kontaminierten Standorten,
an denen keine autochthonen schadstoffabbauenden Mikroorganismen vorhanden sind. Durch
die Erhéhung der maximalen Abbauraten beim Vorhandensein hoherer MTBE-Konzentrationen

besteht die Méglichkeit diese Methode mit anderen Sanierungstechniken zu kombinieren.

Die Fortfilhrung weiterer Forschungsarbeiten auf dem Gebiet des cometabolischen MTBE-
Abbaues sollte in drei Richtungen erfolgen:
1. Weiterfilhrung der Untersuchungen zur Aufkldrung des Stoffwechselweges des
cometabolischen MTBE-Abbaues und der daran beteiligten Enzymsysteme
2. Optimierung der Versuchsbedingungen des Feldversuches am Projektstandort Leuna
(Prozess Bioaugmentation mit dem Stamm BU3) in Hinblick auf
a. Senken der Kosten durch Verringerung der Wasserstoffperoxiddosierung
b. Reduzierung des Betreuungsaufwandes durch den Einsatz der entwickelten
FISH-Sonde fiir den Stamm BU3 beim Monitoring des Feldversuches
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3. Anwendung der Fahigkeiten des Stammes BU3 bei konventionellen Pump- und Treat-
Verfahren. Der Stamm BU3 kénnte bei Adsorptionstechniken z.B. Aktivkohle-Adsorption
theoretisch bei der Regenerierung von Sorbenzien angewendet werden. Bei biologischen

Verfahren z.B. Bioreaktoren wére ein Einsatz des Stammes ebenfalls denkbar.

Letztendlich stellt der Stamm BU3, aufgrund seiner Fahigkeit ETBE cometabolisch abzubauen
(Ergebnisse nicht dargestellt), in Hinblick auf die geplante Umstellung des Benzinadditivs MTBE
auf ETBE (Terra Tech 2006) auch in zukinftigen Sanierungsprojekten ein effektives Werkzeug

dar.
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7 Zusammenfassung

Der Schadstoff MTBE wird weltweit als h3ufigstes Benzinadditiv eingesetzt. Trotz seiner
geringen Toxizitat stellt er aufgrund seiner hohen biologischen Resistenz, dem steigenden
Verbrauch und negativen Beeintrachtigungen des Trinkwassers schon bei geringen
Konzentrationen ein nicht zu unterschatzendes Umweltproblem dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde der wachstumsunabhangige cometabolische Abbau von MTBE
durch methan-, propan-, butan- und propanolverwertende Bakterien untersucht. Es wurde ein
Verfahrensvorschlag zur Anwendung des cometabolischen MTBE-Abbaues im Sinne des ENA-
Konzeptes im kontaminierten Grundwasser des METLEN-Projektstandortes Leuna erarbeitet. Im

Einzelnen konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

Aus verschiedenen Schadstoff-kontaminierten und nicht -kontaminierten Umwelthabitaten
wurden methan-, propan- und butanverwertende Anreicherungskulturen isoliert, die in der Lage
waren, MTBE abzubauen. Dabei erwiesen sich die Umwelthabitate Klar- bzw. Blahschlamm
besser geeignet als das mit MTBE-kontaminierte Grundwasser des Projektstandortes Leuna.
Keine der isolierten Anreicherungs- und Reinkulturen war in der Lage, MTBE, TBA oder HIBA
als einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten, woraus zu schlussfolgern war, dass der MTBE- und

TBA-Abbau der isolierten Kulturen cometabolisch erfolgte.

Es gelang erstmalig methanverwertende Anreicherungs- und Reinkulturen zu isolieren, die in
der Lage waren, sowohl MTBE als auch TBA cometabolisch mit maximalen Raten von
2,1 mg MTBE/g BTS*h bzw. 0,7 mg TBA/g BTS*h (Anreicherungskulturen) abzubauen. Die
isolieten methanotrophen Bakterien besafllen ein geringeres MTBE-Abbaupotenzial
(Abbaurate 0,9 mg MTBE/g BTS*h) als die Anreicherungskulturen aus denen sie isoliert wurden.
Es wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der l&slichen
Methanmonooxygenase (sMMO) und der MTBE-Abbaurate festgestellt. Die

methanverwertenden Kulturen bauten MTBE nur nach Anzucht auf Methan ab.

Die isolierten propan- und butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen waren nach
Anzucht auf Propan, Butan, aber auch Propanol, Butanol, komplexen Kohlenstoffquellen
(Pepton+Hefeextrakt) und teilweise Aceton in der Lage, MTBE cometabolisch abzubauen. Die
MTBE-Abbauraten der Kulturen bei Verwendung von Alkanen als Wachstumssubstrat lagen
zwischen 20% — 28% hdoher als bei der Nutzung von Alkoholen.
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Im Vergleich zu den methanverwertenden Kulturen wiesen die isolierten propan- und
butanverwertenden Anreicherungs- und Reinkulturen eine hohere Effizienz fur den
cometabolischen ~ MTBE-Abbau auf. Die maximal erreichten Abbauraten der
propanverwertenden  Anreicherungskulturen nach Anzucht auf  Propan lagen
bei 6,6 mg MTBE/g BTS*h (Anreicherungskultur Bs D) bzw. 7,9 mg MTBE/g BTS*h (Stamm
BU3). Die Untersuchungen =zeigten, dass die heterotrophe Begleitflora der
Anreicherungskulturen unterschiedliche Wirkungen auf die MTBE-abbauenden Stamme besal,

welche von stimulierend bis inhibierend reichten.

Die isolierten, charakterisierten und identifizierten propanverwertenden Stimme B12
(Mycobacterium mageritense) und K152 (R-Proteobacterium) sowie der butanverwertende
Stamm BU3 (Rhodococcus ruber) zeichneten sich durch sehr hohe maximale MTBE-
Abbauraten aus (BU3: 7,9 mg MTBE/g BTS*h, K152 4,2 mg MTBE/g BTS*h, B12: 1,7 mg
MTBE/g BTS*h; Wachstumssubstrat: Propan).
Die detailliete  Untersuchung des MTBE-Abbaues dieser Stamme  hinsichtlich
grundwasserrelevanter Milieubedingungen ergab folgende Ergebnisse:
e Ein cometabolischer MTBE-Abbau wurde nachgewiesen im Temperaturbereich
von 12°C - 20°C
e Eine Erhéhung der eingesetzten MTBE-Konzentration flihrte zur Steigerung der MTBE-
Abbaurate
= MTBE-Konzentrationen < 350 mg/l und TBA-Konzentrationen < 182 mg/l besaflten keine
toxischen oder inhibierenden Wirkungen auf die Zellen bzw. den MTBE-Abbau
e Die minimale Geltstsauerstoffgrenzkonzentration fiir den cometabolischen MTBE-Abbau
betrug 0,4 — 0,6 mg/l
e Eine maximale Aktivierung der Monooxygenase wurde erreicht nach Zugabe von
40 mg/l 1- bzw. 2-Propanol fir den Stamm BU3, 50 mg/l 1-Propanol fur den Stamm K152
und 55 mg/l 1-Propanol fiir den Stamm B12

In Wachstumsuntersuchungen der Stamme konnte gezeigt werden, dass mit Alkoholen héhere
Wachstumsraten (pmac 0,10 h™' - 0,20 h™') erreicht werden als nach Anzucht auf Alkanen
(Mmax: 0,05 h™ — 0,08 h™).

Die Stamme B12, K152 und BU3 exprimierten eine maximale Monooxygenase-Aktivitat nach
zweistiindiger (Wachstumssubstrat Propan) bzw. sechsstiindiger (Wachstumssubstrat
1- bzw. 2-Propanol) Inkubation bei 30°C.
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Durch das Upscaling der Wachstumsprozesse vom 1 |-Schittelkolben auf den 5 I-Fermenter
bzw. 50 I-Fermenter (Stamm BU3) war es moglich, ausreichend Biomasse (< 7,9 g/I) mit hoher
Enzymaktivitat fir die MTBE-Abbauversuche in den kleintechnischen S&ulen und im
Feldversuch zur Verfigung zu stellen. Der Einsatz der neu etablierten Methode der zweistufigen
Fermentation erméglichte eine zeitgleiche Produktion hoher Biomassekonzentration (< 7,9 g/l)

und hoher Enzymaktivitaten.

In Saulenversuchen im Labor- und kleintechnischen MaRstab konnte der cometabolische MTBE-
Abbau der am Tragermaterial immobilisierten Bakterienstamme BU3, B12 und K152
nachgewiesen werden. Eine Steigerung der MTBE-Abbaurate war méglich durch eine Erhéhung
der Sauerstoffkonzentration bzw. der MTBE-Konzentration im System. Auflerdem konnten die
Abbauraten durch die Zugabe geringer Konzentrationen des Wachstumssubstrates
(0,8 mmol 1-Propanol, 0,2 mmol Propan) infolge einer Enzymsystemregenerierung erhéht

werden. Die durchschnittichen MTBE-Abbauraten sind in Tab. 36 dargestellt.

Tab. 36: Durchschnittliche MTBE-Abbauraten der Stamme B12, K152 und BU3 in den Labor- und
kleintechnischen Saulen (T= 20°C; Anzucht der Kulturen bis zur maximalen Enzymaktivitét)

maximale MTBE-Abbauraten
_[mg MTBE/ g BTS *h]
Wachstumssubstrat B12 | K152 BU3
MTBE-Abbauversuche in Laborsaulen
1-Propanol 23,7 26,5 50,4
2-Propanol k. A. k. A. 33,3
MTBE-Abbauversuche in kleintechnischen Sdulen
1-Propanol k. A. 14,4 31,2
2-Propanol k. A. k. A. 20,4

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit wurde folgender Verfahrensvorschlag zur Anwendung des
cometabolischen MTBE-Abbaues im Sinne des ENA-Konzeptes am Standort Leuna abgeleitet:
Es wurde empfohlen, die Wachstumssubstrate 1-bzw. 2- Propanol einzusetzen. Im Falle der
Anwendung des Prozesses der Bioaugmentation unter Verwendung einer aktiven Kultur des
Stammes BU3 wurde 2-Propanol als Wachstumssubstrat bevorzugt. Im Grundwasserleiter des
Standortes muR sowohl eine Geléstsauerstoffkonzentrationen von mindestens 0,4 mg/l als auch
eine Dosierung von 1- bzw. 2-Propanol (Ci. pzw.2-Propanat = 40 mg/l) zur Regenerierung des
Enzymssystemes gewahrleistet werden.

Bei der Erprobung dieses Verfahrensvorschlages im Feldversuch wurde wahrend der ersten
zwei Projektphasen (Biostimulation, erweiterte Biostimulaton mit Dosierung von
Wasserstoffperoxid) kein MTBE-Abbau beobachtet. Bei der Prifung der Methode der
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Bioaugmentation unter Zugabe von Sauerstoff (30 I/ m?), Wasserstoffperoxid (200 ml 50% iges
H204/ m*), Phosphat (27 g/m?), 2-Propanol (50 ml/m?) und der Injektion einer aktiven Kultur des
Stammes BU3 (Enzymaktivitat 2,0 mg MTBE/g BTS*h, BTS-Konz.: 7,9 g/l) wurde ein
signifikanter MTBE-Abbau festgestellt. Bereits 2 Monate nach Injektion der Kultur
(Februar 2006) konnte eine maximale Abnahme der MTBE-Konzentration des Grundwassers
von 71,3% ermittelt werden. Die MTBE-Abbauaktivitdt des Stammes BU3 wurde durch die
kontinuierliche Dosierung geringer Konzentrationen des Wachstumssubstrates 2-Propanol
(50 ml/ m?) Uber bisher 5 Monate erhalten. Der Stamm BU3 konnte im Konditionierungsbauwerk
und in allen Probenahmebrunnen des Abstromstreifens, dies entspricht einer Wegstrecke von
75 m, Uber kultivierungsabhéangige Methoden nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser
Analysen wurden mithilfe der PCR unter Verwendung der fiir den Stamm BU3 entwickelten
spezifischen Primer BU3dn und BU3rd verifiziert. Der durchschnittliche Anteil des Stammes BU3
an der 2-propanolverwertenden Bakterienzahl des Standortes lag in Abhangigkeit des
Probenahmebrunnens zwischen 50-97%. In Vorbereitung auf die Weiterfilhrung des Projektes
wurde eine BU3-spezifische FISH-Sonde entwickelt und hinsichtlich ihre Spezifitat und Stringenz
fur den Stamm BU3 Uberprift. Als optimale Formamidkonzentration wurde dabei 20% Formamid
ermittelt.

Die Ergebnisse der Versuche =zum Wachstum- und MTBE-Abbauverhalten bei
grundwasserrelevanten Milieubedingungen der isolierten methan-, propan- und butan-
verwertenden Kulturen stellen einen Kenntniszuwachs im Bereich der Grundlagenforschung des
cometabolischen MTBE-Abbaues dar. Sie bieten einen Ansatzpunkt zum Einsatz dieser
Kulturen in Grundwassersanierungsprojekten. Der Prozess der Isolierung des Stammes BU3
(Rhodococcus ruber) von der Anreicherung tiber die Untersuchung von Wachstums- und MTBE-
Abbaubedingungen in verschiedenen Maflstdben bis hin zum Einsatz in einem Feldversuch
bietet eine methodische Grundlage fir die Vorgehensweise bei der Isolierung anderer
schadstoffabbauender Mikroorganismen. Mit Hilfe dieses Stammes war es mdglich einen
cometabolischen MTBE-Abbau unter Anwendung des ENA-Konzeptes im Grundwasserleiter
des Projektstandortes Leuna zu realisieren.

Aufgrund seiner vielfaltigen Eigenschaften stellt dieser Stamm ein effektives Werkzeug auch bei

zukilnftigen Schadstoffsanierungsprojekten dar.
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Anhang

Anhang

Tab. A-1: Charakteristika der verwendeten Umweltproben

Grundwasser

Blahschlamm

Klarschlamm

MTBE-kontaminiertes
Grundwasser der

Absetzbecken der,

Belebungsbecken der

Grundwasserbrunnen biologischen Reinigun
Rerkunit GW 7 und GW 9 des Rg_chenan]age der . der Kgléranlage Leipzig?
Projektstandortes Kidranlage Halle-Lettin Rosental
METLEN
Phosphat 0.4 20,3 14,5
mg/l]
Nitrat [mg/I] < 0,05 0,90 2,69
L 50 - 60 k. A. k. A.
[mg/1]
H 6,8-7,0 7,6 6,8
Kupfer [mg/l] < 0,05 < 0,05 < 0,05
Sulfat [mg/I] 720 - 725 200 220
CSB [mg/l] 26 50,2 44,5
MTBE [mg/I] 27 0 0

Anmerkung: Die physikalisch, chemische Charakterisierung der Proben erfolgte maximal 24 Stunden
nach der Probenahme.

Versech w
Gwy - #H
apati |

wdT

Abb. A-1: 1 Liter—gasdichter Schiittelkolben mit Ansatzstutzen und speziellen Begasungsaufsatz
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Anhang

Abb. A-3: kleintechnische Saulen (Saule
S1 links, S&ule S2 rechts)

R

Abb. A-4: Konditionierungseinheiten des
Feldversuches am Projektstandort

Leuna vor dem Absenken in den -
Grundwasserleiter (Martienssen 2005) standartieuns (Martisnssen;2005)

Abb. A-5: Abstromstreifen mit Probennahme-
brunnen des Feldversuches am Projekt-

Tab. A-2: Formeln zur Berechnung der BTS-Konzentration der Kulturen anhand der Extinktions-
messungen bei 600 nm

Kultur Gleichung
BU3 y=0,21*x-0,021
K152 y=0,49*x

B12 y=0,31*"x+0,01
Anreicherungskulturen* | y=0,3"x

Anmerkung: * anhand der Kulturen BsD und Ks C erstellt. Es wurde festgelegt das diese Gleichung far
alle Anreicherungskulturen zur Umrechnung verwendet wird.
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Tab. A-3: Kohlenstoffverwertungsspektrum der Stdmme BU3, B12 und K152 (Testsysteme APl 20 NE,
BIOLOG-Microlog —GN fiir K152 und BIOLOG-Microlog- GP fiir BU3 und B12)

Substrate

BU3

B12

K152

a-Cyclodextrin

a-D-Glukose

+

Acetatsdure

Adonit

=+ |+

Alaninamide

Arabinose

Citrat

Alanine

D-Arabit

D-Fructose

D-Gluconinsdure

4]+ [+ ]=]+]

|||+ +]+]+

] ]+

D-Mellobiose

t

D-Saccharinsdure

=
>

+

+ |

D-Serine

+

+

D-Galactonséure-
lacton

D-Galactose

D-
Galacturoninsaure

+

+

+

D-Glucosaminséure

D-Mannose

D-Psicose

+|+|=

|+ ]+

+[+]+

D-Raffinose

D-Sorbit

D-Trehalose

D, L-Lactatsdure

+|+ ]+

+|+ ]+

+|+]+]

D,L-a-
Glycerolphosphat

Dextrin

D-Mannit

Erythol

Forminsaure

x|+
>

++ |+ [+

++|+]|+] +

Gentobiose

Glucuronamide

=
>

Glukonat

+|

+

Glukose-1-
Phosphat

Glukose-6-
Phosphat

Glycerol

Glycogen

Glycyl-L-
Aspartinséure

Glycyl-L-
Glutaminséure

Hydroxy-L-prolin

ltaconsaure

L-Aspartin

LS Fall
>
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Substrate

BU3

B12

K152

L-Histidin

k. A

L-Leucin

K. A.

L-Phenylalanine

k. A.

L-Proline

k. A.

L-Serine

+| +

Lactulose

m-Inositol

Malat

[+

Malonséure

+|+[+]

Maltose

Mannit

Mannose

Methylpyruvate

+|+ |+

+ 4]+

[+ ]+ ]+ |+

Mono-Methyl-
Succinate

+

+

+

N-Acetyl-D-galacto-
amine

N-Acetyl-D-
glucosamine

P-Hydroxy-
phenylessigsdure

+

+

Phenylethylamin

Propionséure

+|=
>

Putrescine

4+

Succinaminsiure

Succininsdure

Sucrose

o e

4|+ ]+ [+

+|+|

Thymidine

Turanose

Tween 40

Urocaninsédure

=[+|
>

+ |+

Xylit

i

+[+]+]

a D-Lactose

(a,B,y)
Hydroxybutterséure

—

+)nur

a-Keto-Buttersaure

x|l

a-Keto-
Glutarsduresaure

+

R-Methyl-D-glucose

D-Ribose




Tab. A-4: Stabilitdt der sMMO-Aktivitat der Anreicherungskultur Ks C nach Anzucht auf Methan und

Zugabe von Methanol (Cuethan

;= 1,6 g/l) zum Ansatz 2

sMMO-Aktivitédt [nmol/mg BTS*h]
Zeit [h] Ansatz 1: Ansatz 2:
Ks C Ks C + Methanol
0 179,5 179,0
1 141,2 325
2 95,3 30,0
6 83,4 15,6
2,5 14
112

I
t
-

[—#—BTS - a- Propanol - &— Enzymaktivitét|

=

X

52
EET
EJE
':é “O.aggfﬁ
@ 2 5m
£32
706 250
25 o
E€E

>0

+04 2%

w g

=}

o

@

+ 0,2
0 - ; ‘ ‘ — 0
0 8 10 15 20 25 30
Zeit [h]

l Zugabe von 1-Propanol

Abb. A-6 Fermentation des Konsortiums B12-K152 (Verhaltnis 2:1) im 5 I- Fermenter mit 1-Propanol als
Wachstumssubstrat. (T= 30°C; pH=7,5; r= 400 rpm, Luftbegasung = 2 I/min, C1.propancl= 1,6 9/l)

Temperatur [°C]

L i EB 1B saf56  saf57  saf58  saf59
17 l 350 L L L i i J
16 3001
250 4
15 A
200
| s
“ E 150
13 1 8 1001
12 g 50
11 4 0
10 . . . . . . <1
Okt04 Jan05 Apr05 Jul05 OKO5 JanO6 Apr06 -100 1 ;
150 |
I—Temperamfim unbehandelten Grundwasserleiter (EB) \ 5 - -
- = - Projektphase 1 — — Projektphase 2 —— Projekiphase 3|

Abb. A-7: Temperaturverlauf des unbehandelten
Grundwasserleiters des Feldversuches am
Projektstandort Leuna wéhrend des
Untersuchungszeitraumes Oktober 2004 — Mai 2006

Abb. A-8: Redoxpotenzial wahrend der drei
Projektphasen des Feldversuches zum
cometabolischen MTBE-Abbau am Projektstandort
Leuna
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heterotrophe Bakterien [Zellen/ml]

28840,

'2'05-¢-94

5 *0q |

10840,

5'05*03 |

0.08+4,

EB (-10 m) IB (0 m) saf 56 (15 m) saf57 (30 m) saf58(45m) saf 59 (70 m)
Probenahmebrunnen (FlieRweg [m])

l - ®- Projekiphase 1 —o—Projektphase 2 =—#— Projektphase 3 ‘

Abb. A-9: Durchschnittliche Zellzahl der heterotrophen Bakterien der drei Projektphasen des Feldversuches zum
cometabolischen MTBE-Abbau am Projektstandort Leuna (Bestimmung tber Ausplattierungen und
MPN-Methode, Werte entsprechen den Mittelwerten der monatlichen Probenahmen wihrend der drei
Projektphasen)

1-Propanol verwertende Bakterien [Zellen/mi]

7, 951&04

808405 |

8.08104

4 OF+p3
2 OE+03

0 OE‘*OO

T T T T 1

EB (-10 m) IB (0 m) saf 56 (15m) saf 57 (30m) saf58 (45 m) saf 59 (70 m)
Probenahmebrunnen (FlieBweg [m])

l - @- Projektphase 1 ~—o—Projektphase 2 —#— Projektphase 3 |

Abb. A-10: Durchschnittliche Zellzahl der 1-propanoclverwertenden Bakterien der drei Projektphasen des
Feldversuches zum cometabolischen MTBE-Abbau am Projektstandort Leuna (Bestimmung tiber
Ausplattierungen und MPN-Methode, Werte entsprechen den Mittelwerten der monatlichen
Probenahmen wéhrend der drei Projektphasen)
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