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Verzeichnis der Abklurzungen

Im Text werden folgende Abklrzungen verwendet:

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

A. deion deionisiertes Wasser

ATCC American Type Culture Collection
BodSchV Bodenschutz- und Altlastenverordnung
DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DIN Deutsche Industrienorm

DMF Dimethylformamid

DOM engl. Dissolved Organic Matter

ECozo, ECso engl. Effective Concentration

engl. englisch

Ex Extinktion bei x nm

EE Essigsaureethylester

EPA engl. Environmental Protection Agency
HPLC engl. High Performance Liquid Chromatography
IARC International Agency for Research on Cancer
IE Integrationseinheiten

KW Kohlenwasserstoffe

mAU engl. milli Absorption Units

MeOH Methanol

MSM Mineralsalzmedium

nb nicht bestimmt

NIH National Institute of Health

ne nicht eindeutig

neR nicht extrahierbare Rickstande

nn nicht nachweisbar

ns nicht signifikant

ODx Optische Dichte bei x nm

p.a. per analysi
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1. Einfuhrung in die Problematik

Die industrielle Revolution hat die Moglichkeiten fir die materielle Entwicklung des
Menschen immens erweitert [HAWKEN et al., 2000]. Sie tut das auch heute noch, doch
zu einem hohen Preis. Seit Mitte des 18. Jahrhunderts ist mehr an Natur zerstért wor-
den als in der gesamten Zeitspanne davor. Die Verlustrate an natirlichem Kapital steigt

dabei proportional zum wachsenden materiellen Reichtum.

Seit 1994 ist der Schutz der natirlichen Lebensgrundlagen ein durch den Artikel
20a des Grundgesetzes vorgegebenes Staatsziel der Bundesrepublik Deutschland
[BENDER et al.,, 1995]. Die natlrliche Ressource Boden war, anders als die anderen
Umweltkompartimente Wasser und Luft, bis Ende der siebziger Jahre wegen des sehr
schwierigen und daher nicht angemessenen Abgleiches konkurrierender Nutzungsinte-
ressen ein von der Umweltpolitik nicht zentral behandeltes Umweltmedium [HULPKE et
al., 1998]. Spater wurde sogar vom “vergessenen” Umweltmedium Boden gesprochen.
Die Griunde fur diese Fehleinschatzung beruhten u. a. auf folgender, nicht zutreffender
Annahme: Fur Bbéden gibt es Eigentumer, weshalb man eine durchgreifende Firsorge
dieser Bodeneigentimer zum Schutz der Béden unterstellte. Weiterhin waren die Zu-
sténdigkeiten fir den Boden bei den staatlichen Institutionen zersplittert, z.B. zwischen

Wasserwirtschaft- und Landwirtschaftsamtern.

In den letzten Jahren nahm die Belastungssituation des Bodens durch Abfalldepo-
nierung, Versiegelung und Bebauung und vor allem durch direkte oder tber die Pfade
Wasser und Luft erfolgende Eintrage von Schadstoffen kontinuierlich zu.
Das Umweltbundesamt hat in seiner letzten veréffentlichten Erhebung Gber 360.000
Altlastverdachtsflachen in Deutschland erfasst [ANONYMOUS, 2001] und trifft hierzu fol-
gende Feststellung: Da erfahrungsgemaf jede zehnte dieser Risikoflachen saniert wer-
den musste, kénne die Sanierung bei den verbliebenen 324.000 nicht 100%ig durchge-
fuhrt werden. Bei Uber 30.000 dieser Altlastenverdachtsflachen besteht die Hauptbelas-
tung in aus dem Umfeld von Tanklagern, Umschlagplatzen und Werkstatten ins Boden-
reich eingesickerten Treib- und Schmierstoffen. Nach vorsichtigen Schatzungen gefahr-

det jede dritte davon das Grundwasser.
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Bei den Sanierungstechnologien fir kontaminierte Béden lassen sich zunéachst ex
situ- (das kontaminierte Erdreich wird ausgehoben und behandelt) und in situ-Verfahren
(das kontaminierte Erdreich wird im Bodenverbund belassen und dort gereinigt) unter-

teilen.

Zu den ex situ-Verfahren zéhlen die biologische Bodensanierung (z.B. in Bio-
Beeten bis hin zu stationaren off site-Bodenreinigungsanlagen mit einer Kapazitat von
Gber 100.000 Tonnen kontaminierten Bodens), die Bodenwéasche und die thermische

Bodensanierung.

In situ-Verfahren umfassen biologische und biologisch-hydraulische Verfahren, Bio-
venting, Biosparging, chemisch-physikalische Verfahren, Bodenluftabsaugung und
Airsparging [COLLERAN, 1997; HENKE, 1998; RULKENS et al., 1998; BAYERISCHES LfU,
2002].

Methoden zur Stabilisation und zur geohydrologischen und physikalisch/ mechani-
schen Isolierung schlieBlich zielen im allgemeinen nicht auf die Entfernung von Schad-
stoffen, sondern auf das Verhindern ihrer Verbreitung. Auch wenn Schadstoffe mit einer
der in situ-Wiederherstellungsmethoden entfernt werden sollen, ist eine temporéare Iso-

lierung des Standorts gelegentlich erforderlich.

Die vorhandenen Techniken eignen sich nicht fir die Sanierung aller Arten von Bo-
denverschmutzungen. Zum Beispiel existiert noch keine Technik fur die Behandlung
diffus verschmutzter Zonen, in denen Schadstoffe z.B. nur an der Oberflache des Bo-
dens vorkommen. Eine interessante potentielle Sanierungstechnik flr diese Form der
Bodenverschmutzung ist die Phytoremediation (Verwendung von Schadstoff absorbie-

renden Pflanzen zur Reinigung kontaminierter Bdden).

10
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1.1 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe als Um-
weltschadstoffe

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sind Verbindungen mit mindestens
drei kondensierten Benzolringen, die lediglich Kohlenstoff- und Wasserstoffatome ent-
halten und die linear oder abgewinkelt angeordnet sind oder in Clustern vorliegen. Zu
den PAK werden gewohnlich auch Naphthalin, Fluoren und Acenaphthen gerechnet
[NoLL, 1996]. PAK sind im engeren Sinne keine Xenobiotika. Sie entstehen seit je her
durch Verbrennung, Pyrolyse und Pyrosynthese aus organischem Material bei naturli-
chen Vorgangen wie Vulkanausbrichen, Wald- und anderen naturlichen Branden [BLuU-
MER, 1976; SAMANTA et al., 2002].

PAK werden als Schadstoffe am zweithaufigsten nach den Mineralélkohlenwasser-
stoffen auf Altlastverdachtsflachen angetroffen [HELLMANN, 1998]. Umweltpolitische Be-
deutung haben die PAK vor allem als Stoffe erlangt, die humantoxikologisch bedenklich
sind, da es unter ihnen Verbindungen mit karzinogenem und mutagenem Potential gibt
[Liu et al.,, 2001]. Diese Schadstoffklasse gelangt ,als Nebenprodukte von Verbren-
nungsprozessen uberwiegend in Partikel-adsorbierter Form durch atmosphéarische De-
position in Gewasser und Béden“ [REHMANN, 1995]. Betriebe der Teerproduzierenden
und -verarbeitenden Industrie, Holzimpragnierungsplatze und Tankstellen sind aus-
schlaggebend fir die hochgradige punktuelle Kontamination von Béden und Grundwas-
ser durch PAK. Aus solchen Quellen werden PAK direkt in benachbarte Umweltkompar-
timente eingetragen. Viele dieser Produktions- und Verarbeitungsstatten sind seit langer

Zeit stillgelegt und stehen als Altlasten zur Sanierung an [WIESMANN, 1994].

Auch andere Begebenheiten des modernen Lebens flihren zu Kontaminationen von
Boden mit PAK:

> Riickstiande aus Olraffinerien,
> Leckagen von Olpipelines und unterirdischen Lagerungstanks und

» Ausflisse von Rohdl im marinen Milieu aufgrund von Unféllen auf See.

11
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In Abbildung 1 sind die sog. "16 EPA-PAK" dargestellt. Sie sind die durch die ame-
rikanische Umweltbehdrde EPA (Environmental Protection Agency) als wichtige Vertre-

ter dieser Substanzklasse in die "Priority Pollutant List" aufgenommenen Verbindungen.

siiiessgile

:
K
§

1) Naphthalin 5) Phenanthren 9) Benzo(a)anthracen 13) Ben ()pyren
2) Acenaphthylen 6) Anthracen 10) Chrysen 14) Dibenzo(ah)anthracen

o

o
e
5
=5
&
age

3) Acenaphthen 7) Fluoranthen 11) Benzo(b)fluoranthen 15) Benzo(ghi)perylen
4) Fluoren 8) Pyren 12) Benzo(k)fluoranthen 16) Indeno(1,2,3-cd)pyren

Abb. 1.: Strukturformeln der 16 PAH der ,Priority Pollutant List"
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In Tabelle 1 sind die 16 EPA-PAK mit einigen physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten angegeben. Die Eigenschaften andern sich in Abhangigkeit des Molekulargewichts

und werden ebenfalls durch die Topologie der Molekile beeinflusst [EBERT, 2000].

Tab. 1.: Physikalisch-chemische Eigenschaften der 16 EPA PAK [SIMS, 1983; SIMS UND
OVERCASH, 1988; EBERT, 2000]

Dampfdruck [Pa] Lo6slichkeit [mg/l] Molmasse

PAK log K
bei 20°C bei 20°C [g mol?] 9 Fow
Nap 6,1 x 107 30 128,18 3,37
Acy 2,6 x10* 3,93 152,2 4,07
Ace 3,8 x 10 3,47 154,2 4,33
Flu 2,6 x 10 1,98 166,23 4,18
Phe 9,0 x 10°3 1,29 178,24 4,46
Ant 1,7 x 10°® 0,07 178,24 4,45
Fla 7,9 x 10° 0,26 202,26 5,33
Pyr 9,1 x 10 0,14 202,26 5,32
Baa* 6,6 x 10 0,014 228,3 5,61
Cry* 8,3 x 10°® 0,002 228,3 5,61
Bbf* 6,6 x 10°° 0,0012 252,32 6,57
Bkf* 6,6 x 10°® 0,00055 252,32 6,84
Bap* 6,6 x 10°® 0,0038 252,32 6,04
Dba* 1,3x 107 0,0005 278,36 5,97
Bgh 1,3x 107 0,00026 276,34 7,23
Ind* 1,3x 107 0,062 276,34 7,66

log Kow: dekadischer Logarithmus des Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten
*karzinogene Effekte im Tierversuch [IARC, 1987]

Zu den die Bdden schonenden Sanierungsverfahren fur PAK-kontaminierte Stand-
orte gehért ohne Zweifel die biologische Sanierung. Mikroorganismen mit geeigneten
metabolischen Fahigkeiten kommen in vielen kontaminierten Boden von Natur aus vor
[GUERIN, 1999]. Diese Mikroorganismen kdénnen durch den Einsatz verschiedener
Techniken stimuliert werden, zumal die Raten des biologischen Abbaus nicht nur durch

die Anzahl der aktiven Mikroorganismen, sondern auch durch andere Faktoren im Bo-

13
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den, unter anderem durch die Bioverflgbarkeit der abzubauenden Schadstoffe, definiert

werden.

Die Bioverflgbarkeit ist einer der limitierenden Faktoren bei der biologischen Sanie-
rung von PAK-kontaminierten Boden. Mit steigendem Molekulargewicht sinkt die Biover-
fugbarkeit der PAK im Boden. Eine Erhéhung der Bioverfugbarkeit, die oft von weiteren
positiven Effekten fur den Abbau von PAK durch Mikroorganismen begleitet wird, kann
z.B. durch die Zugabe von oberflachenaktiven Substanzen erreicht werden [SOEDER et
al., 1996].

Schadstoff

biotische und abiotische

Transformation

Mineralisation partieller Abbau Akkumulation| |Polymerisation

Abb. 2.: Mdéglichkeiten der Transformation eines Schadstoffes im Boden
(nach RUGGIERO, 1999)

Aus verschiedenen Studien ist seit langem bekannt, dass sich die Bioverflgbarkeit
von PAK z.B. durch ihre Adsorption an die Bodenmatrix verringert. Die PAK werden,
zumindest vorlUbergehend, einer analytischen Erfassung entzogen. Dieses Phdnomen
wird unter dem Begriff “nicht extrahierbare gebundene Rulckstande” (neR) diskutiert
[MAHRO UND KASTNER, 1993; RICHNOW et al., 1998]. Die Definition der neR ist l&angst
Gegenstand von Diskussionen. In der vorliegenden Arbeit ist der Terminus im folgen-
den Kontext zu betrachten: chemische Spezies, die aus einer urspringlich vorhandenen
Verbindung stammen, die durch Methoden aus dem Boden extrahiert werden kann,

welche die chemische Natur der organischen Verbindungen nicht bedeutend verandern.

So bedeutet das analytische “Verschwinden” eines Schadstoffes nach erfolgter Bo-
densanierung nicht automatisch, dass dieser im Boden auch vollstandig abgebaut wor-

den und somit die biologische Sanierung erfolgreich abgelaufen ist. Sollte die Biover-

14
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flgbarkeit des Schadstoffs oder seiner Metabolite gering sein, kann eine bedeutende
Fraktion des Schadstoffes im Verlauf einer biologischen Sanierung unberthrt bleiben.
AuBerdem ist in vielen Fallen nicht die urspriingliche Verbindung an sich diejenige, die
fur die Bildung von gebundenen Ruckstanden verantwortlich ist. Tatsachlich ist die Bin-
dung fur viele organische Schadstoffe eine Konsequenz der Transformation der ur-
springlichen Verbindung in reaktivere Spezies, wie phenolische Verbindungen und A-

minoderivate [VERSTRAETE UND DEVLIEGHER, 1996].

Laborstudien haben gezeigt, dass die Bildung von gebundenen Rickstanden eines
der elementaren Schicksale der PAK ist. GUTHRIE UND PFAENDER (1998) belegten in ei-
ner Studie, dass eine der gréBten Fraktionen (43-80%) des wiedergefundenen radioak-
tiv markierten Kohlenstoffs (zugesetzt als'*C-markiertes Pyren) in Humin- und Fulvin-
saureextrakten des Bodens (6,6-26%) oder im restlichen Humin (29-73%) festzustellen

war.

Die Risiken, die mit gebundenen Ruckstanden aus PAK verbunden sind, hdngen
von ihrer chemischen Struktur und von ihrer méglichen Freisetzung in die Umwelt ab. In
der o0.g. Studie zeigten GUTHRIE UND PFAENDER, dass Riickstande von 'C-markiertem
Pyren, die in Humin- und Fulvinsdureextrakten und im Restboden gebunden waren,
nach Saurespaltung nicht leichter bioverfligbar flir eine Pyren-mineralisierende mikro-
bielle Gemeinschaft wurden. ESCHENBACH et al. (1998) zeigten, dass gebundene PAK-
Ruckstande, einschlie3lich solcher aus Pyren, mit niedrigen Raten abgebaut wurden,

vergleichbar den Raten des nattrlichen Humus.
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1.2 Mikrobieller Abbau von PAK

Der Abbau organischer Substanzen im Boden und die damit einhergehende Neu-
bildung von Stoffen, die ihrerseits gegen einen mikrobiologischen und chemischen An-
griff verhaltnismafig resistent sein kdnnen und dadurch einen bestandigeren Bodenbe-
standteil bilden, ist ein sehr komplexer Vorgang, an dem zahlreiche Mikroorganismen

beteiligt sind.

Natlrliche Gemeinschaften von Mikroorganismen beherbergen eine erstaunliche
physiologische Vielseitigkeit und eine Vielzahl von katabolischen Mdglichkeiten fir die
Spaltung einer enormen Anzahl von organischen Molekullen [KNACKMUSS, 1996]. Jedes
naturliche Produkt, unabhangig von seinem Molekulargewicht oder seiner strukturellen
Komplexitat, ist durch die eine oder andere mikrobielle Spezies in einem besonderen
Milieu (leicht) abbaubar. Die ,Omnipotenz“ der Mikroorganismen erstreckt sich auch auf
die Mehrzahl der synthetischen Verbindungen, die in natirliche metabolische Kreislaufe
eingeschleust werden. So wurde in den letzten Jahren eine gro3e Anzahl von Mikroor-
ganismen isoliert, die Verbindungen abbauen kénnen, die friher als nicht abbaubar be-
trachtet wurden [TIMMIS UND PIEPER, 1999]. Dies lasst darauf schlieBen, dass unter dem
selektiven Druck der Umweltverschmutzung eine mikrobielle Kapazitat fir den Abbau
von persistenten Xenobiotika entwickelt wurde, die fur die Beseitigung von Schadstoffen
durch biotechnologische Prozesse nutzbar gemacht werden kann. Die Tatsache, dass
viele Schadstoffe in der Umwelt persistieren, betont dennoch die gegenwartige ,Unzu-

langlichkeit” dieser katabolischen Kapazitat, mit solchen Schadstoffen fertig zu werden.

Die Mdglichkeit, PAK mit Hilfe von Mikroorganismen in biologisch vertraglichere
Verbindungen zu transformieren, wird seit Jahren weltweit intensiv untersucht [MAHRO
UND KASTNER, 1993]. Als Folge ist eine Vielzahl von Mikroorganismen isoliert und be-
schrieben worden, die diese Verbindungen unter Laborbedingungen entweder vollstan-
dig mineralisieren oder zumindest kometabolisch transformieren kénnen. Diese Unter-
suchungen fuhrten zu der ldee, auch die Reinigung kontaminierter Boden mit Hilfe von
Mikroorganismen vorzunehmen. In letzter Zeit sind jedoch verschiedentlich Bedenken
laut geworden, ob diese biotechnologischen Bodenreinigungsverfahren tatsachlich zu

einer vollstdndigen Sanierung der Bdden fuhren. Insbesondere wird beflrchtet, dass die
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beim Schadstoffabbau mutmaflich entstehenden Metabolite selbst ein toxisches Poten-
tial aufweisen kdnnten. Ferner funktionieren die meisten der mikrobiellen Aktivitaten, die
als Basis flr biotechnologische Anwendungen dienen kénnen, unter Realbedingungen

nicht optimal.

Die Stoffwechselwege, mit deren Hilfe Mikroorganismen PAK abbauen kénnen, un-
terscheiden sich im Hinblick auf die dabei mdglicherweise entstehenden Metaboliten

allerdings deutlich. Man kann die drei folgenden Typen unterscheiden:
> Typ 1: Vollstandige aerobe Mineralisierung
» Typ 2: Kometabolische Transformation, partielle Mineralisierung
» Typ 3: Unspezifische radikalische Oxidation

Der jeweilige Mechanismus der initialen Biotransformation der PAK héngt unter an-
derem davon ab, wie die involvierten Mikroorganismen enzymatisch ausgestattet sind.
Dieser Faktor wird nicht nur die Rate, sondern auch den Weg und die endgultigen Pro-

dukte des Abbaus beeinflussen.

Zu den fur den biologischen Abbau von organischen Schadstoffen besonders ge-
eigneten Mikroorganismen zahlt die Gruppe der Aktinomyceten. Sie machen eine signi-
fikante Komponente der mikrobiellen Population in den meisten Béden aus [NYER et al.,
1996; GROTH UND SAIz-JIMENEZ, 1999] und gelten als die bedeutendsten Mikroorganis-
men fur den Abbau von verhaltnismaiig komplexen, widerstandsfahigen Polymeren, die
naturgeman in Pflanzenliberresten und im Boden vorkommen [MCCARTHY UND WILLI-
AMS, 1992].

Die zu den Aktinomyceten gehdrenden Streptomyceten scheinen fir den biologi-
schen Abbau von organischen Schadstoffen besonders préadestiniert zu sein. Zu dieser
Fahigkeit kdnnten ihnen folgende Eigenschaften verhelfen [POGELL, 1995; Xu et al.,
1996]:
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1. Sie haben eine breite sekundére metabolische Aktivitat gegen vielféltige Xeno-

biotika. In diesen Prozessen sind Reaktionen oxidativer Art involviert.

2. Durch ihr myzelartiges, invasives Wachstum sind sie in der Lage, B&den optimal
zu penetrieren und so den Bedarf an Durchmischung des Bodens zu minimie-

ren.

3. Sie wachsen schnell auf semiselektiven Substraten, bauen zlgig eine hohe

Biomasse auf und erzielen hohe Raten bei Pestizid- und Herbizidabbau.

4. Streptomyceten kénnen zur zuklnftigen Anpassung an ein neues Milieu und

neue Umweltschadstoffe genetisch manipuliert werden.

Streptomyceten sind aerobe Sporoaktinomyceten, die ein sehr ausgedehntes und
verzweigtes Substrat- und Luftmyzelium bilden [GOODFELLOW UND WILLIAMS, 1983]. |hre
Sporen werden auf dem Luftmyzelium getragen, gelegentlich auch auf dem Substrat-

myzelium.

Das myzeliale Wachstum wird in Zusammenhang mit ihrer Fahigkeit, unldsliche or-
ganische Materialien durch extrazellulare Enzyme abzubauen, in Verbindung gebracht.
Streptomyceten bilden ein nichtfragmentiertes, verzweigtes Substratmyzelium
[Loccl, 1984]. Mit fortschreitendem Wachstum kann ein Netzwerk von Lufthyphen die
Kolonieoberflache bedecken. Dadurch entsteht ein typisches “haariges” oder “pulvriges”

Aussehen.

Einige Streptomyceten greifen sowohl die Zellulose- als auch die Ligninbestandteile
von abgestorbenem Pflanzenmaterial an und oxidieren den Kohlenstoff aromatischer
Ringe und der Seitenketten zu CO,. Die Fahigkeit von Streptomyceten, Schadstoffe im
Boden abzubauen oder zu transformieren, wurde im Rahmen verschiedener Studien

untersucht:
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Der Abbau von chlororganischen Verbindungen sowohl mit niedrigem als auch
hohem Molekulargewicht wurde beschrieben. So konnten DE SCHRIJVER UND DE
MoT (1999) den Abbau von PCP durch Streptomyces zeigen.

Mehrere Streptomyces spp. sind in der Lage, wahrend ihrer aktiven Wachstums-
phase DDT zu DDD (1,1-dichloro-2,2-bis[p-chlorophenyllethan) und PCNB zu
Pentachloroanilin zu dechlorieren. AuBerdem wurde der Abbau des Chloroaze-
tanilidherbizids Metolachlor, des Herbizids Atrazin und des Insektizids Lindan
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass einige Streptomycetenstamme
Aldrin zum Epoxid Exodieldrin abbauen kénnen. Ein weiterer Streptomyce-
tenstamm ist in der Lage, y-HCH zu dechlorieren und den Herbizidwirkstoff Dala-
pon abzubauen. Der Metabolismus von Sulfonylurea-Herbiziden durch zwei in-
duzierbare Cytochrom P450-Enzymsysteme von Streptomyces griseolus ATCC
11796 wurde ebenso beschrieben [HARDER et al., 1991; O’KEEFE et al., 1993].

Einige Streptomycetenstdmme kénnen eine wichtige Rolle beim Abbau von Roh-
6l sowohl in schwach sauren als auch in schwach basischen Bdden spielen und
letztlich einen Vorteil gegenuber Rohél abbauenden Pilzen haben, die eventuell
ineffizient beim Abbau in basischen Bdden sind [IJAH UND ANTAI, 1995].

1.3 Huminstoffe und Streptomyceten

Vergleicht man den Gehalt des gesamten Kohlenstoffs in terrestrischen und mari-

nen Milieus, machen Huminstoffe (organische Materie der Béden) in Boden 2.500 x

10'%kg aus, wiahrend Huminstoffe im marinen Milieu (mariner Humus) ungefahr 3.000 x

1012kg erreichen [KORDEL et al., 1997]. Huminstoffe sind farbdunkle, hochmolekulare

Substanzen. Wasser und andere Molekule, wie auch lonen, kénnen reversibel aufge-

nommen werden.

Entsprechend ihres Verhaltens in wassrigen Losungen und bei verschiedenen pH-

Werten werden Huminstoffe in drei Gruppen aufgeteilt:

» Huminsauren: die sauren Komponenten der Huminstoffe, die in Basen I6slich, in

Sauren unldslich sind;
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» Fulvinsduren: die sauren Komponenten der Huminstoffe, die sowohl in Basen

als auch in Sauren l6slich sind; und

» Humine: die Komponenten der Huminstoffe, die weder in Basen noch in Sauren
I6slich sind. Der traditionelle Begriff “Humin” bezieht sich auf die unlésliche or-
ganische Fraktion des Bodens und von neueren Sedimenten [ALMENDROS et al.,
1996]. Nachdem freie Lipide und in Basen Idsliche Humusfraktionen (Humin-
und Fulvinsauren) im Labor entfernt wurden, macht der unlésliche Ruckstand oft
bis zu einem Drittel des gesamten organischen Kohlenstoffs aus. Humin ist a-
liphatischer als Huminsauren als Folge der Anwesenheit von Polysacchariden

und parafinischen Komponenten [HATCHER et al., 1994].

Die oben genannten Fraktionen unterscheiden sich in der Farbe und im Kohlenstoff-
und Stickstoffgehalt. Von der Fulvin- Uber die Huminsduren zu den Huminen nehmen
sowohl die Léslichkeit im Wasser als auch die aziden und reduktiven Eigenschaften ab,
wahrend die MolekulgréBe zunimmt. Die Struktur der Huminstoffe ist eng mit der Struk-
tur der biologischen Komponenten verwandt, aus denen sie gebildet wurden. Terrestri-
sche Huminséauren, die im allgemeinen aus Lignin stammen, sind aromatischer als ma-

rine Huminsauren.

Die hauptsachlichen Strukturelemente der Huminstoffe stellen Kohlenwasserstoffe,
Phenole, Ligninmonomere und -dimere, Alkane, Alkene, Lipide (Fettsauren und n-
Alkylester), Alkylaromaten und stickstoffhaltige Verbindungen dar [SCHULTEN und
SCHNITZER, 1997; HERTKORN et al., 2001]. Sauerstoff ist anwesend in der Form von
Karboxylen, phenolischen und alkoholischen Hydroxylen, Karboxylestern und —ethern.
Stickstoff ist mit heterozyklischen Strukturen und als Nitril gebunden [SCHULTEN et al.,
1991; SCHULTEN und SCHNITZER, 1993].
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Abb. 3.: Struktur einer Huminsaure (aus Schulten H.-R. & Schnitzer, M., 1997)

Eine der interessantesten Besonderheiten der in der Literatur beschriebenen Hu-
minsaurestruktur ist die Anwesenheit von ,Licken“ verschiedener Dimensionen, die
andere organische Bestandteile, wie Kohlenwasserstoffe, ,einfangen® und binden kén-
nen. Dies hatte zum Ergebnis, dass in vielen Fallen eine signifikante Fraktion des
Schadstoffes im Verlauf einer biologischen Sanierung unberlhrt bliebe. Neuere Studien
deuten darauf hin, dass Ruckstédnde, die chemisch in den Bodenhumaten gebunden
sind, toxikologisch inaktiv sein kénnten. So wurde bei Chlorohumuspolymeren keine
Toxizitét festgestellt. Eine Freisetzung oder Verlagerung der Schadstoffe aus der Bo-

denmatrix birgt jedoch langfristig ein noch nicht abschéatzbares Gefahrdungspotential.

Huminstoffe werden durch Polymerisation von phenolischen Verbindungen gebildet.
Die Hauptbestandteile von Pflanzen, wie Zellulosen und Hemizellulosen (bis zu 40%),
Lignine (5-20%) und Proteine (3-8%), sind wichtige Ausgangsmaterialien flr die Pro-
zesse der Humifizierung [FLAIG, 1988]. Dazu gehdren auch verschiedene stickstoffhalti-

ge Substanzen, Zucker und Polysaccharide sowohl als Substanzen der Zellen als auch
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als Mineralien. In kleineren Mengen werden auch Fette, Wachse, Tannine und Farbstof-
fe gefunden. Deshalb ist es nicht Uberraschend, dass aromatische Zwischenprodukte,
die naturlich vorkommenden Chemikalien dhneln und wéhrend der Transformation von
PAK gebildet werden, in gebundenen Bodenrlckstanden (Humus) durch enzymatische
oder abiotische chemische oxidative Kopplungsreaktionen inkorporiert werden kdnnen

[SHEVCHENKO und BAILEY, 1996].

Streptomyceten wurden bereits 1900 von BEIJERINCK als "Humusbildner" betrachtet.
Sie spielen eine wichtige Rolle beim Turnover von Huminstoffen im Boden. 1955 stellte
KUSTER fest, dass einige Streptomyceten in der Lage sind, auf peptonhaltigen Nahrme-
dien oder einzelnen aromatischen Aminosauren, wie Tyrosin und Tryptophan, dunkel-
braune, saureausfallbare Stoffe zu bilden, die natlirlichen, aus dem Boden extrahierten
Huminsduren sehr &hnlich sind. Untersuchungen zur Bildung von Huminstoffen durch
Streptomyceten zeigen, dass die hierfir notwendigen Enzyme (Phenoloxidasen) von
ihnen gebildet werden. Mittlerweile ist bestéatigt, dass sich zahlreiche Streptomycetenar-
ten durch die Fahigkeit auszeichnen, auf gewissen Nahrmedien, besonders auf eiweil3-
oder peptonhaltigen, ein dunkelbraunes bis schwarzes Pigment zu bilden. Solche Strep-
tomyceten werden als “chromogen” bezeichnet und der dunkelbraune Farbstoff auf-
grund seiner Ahnlichkeit in Bildungsweise und chemischen Eigenschaften mit den aus
Tieren bekannten Melaninen als “melanoides Pigment” bezeichnet. Von den bei diesen
Versuchen verwendeten ,phenolischen“ Ausgangssubstanzen sowie den sehr wahr-
scheinlich unter naturlichen Bedingungen in Frage kommenden Ligninabbauprodukten
kann angenommen werden, dass sie auch im Boden fur diesen Prozess zur Verfigung

stehen.

Streptomyceten sind am Aufbau der Huminstoffe folgenderweise beteiligt [KUTZNER,
1968]:

» Abbau von aromatischen Polymeren, besonders von Lignin, und damit Bereit-

stellung von aromatischen Monomeren.

» Oxidation aromatischer Monomere, im Wesentlichen von phenolischen Verbin-
dungen, zu den entsprechenden Chinonen, die dann ohne Mitwirkung von En-

zymen zu “dunkel gefarbten Substanzen”, den Melaninen, polymerisieren.
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Wenn auch die Beteiligung der unterschiedlichsten Organismen bei den oben ge-
nannten Reaktionen auB3er Zweifel steht, sei doch erwéhnt, dass huminartige Komplexe
auch ohne mikrobielle Mitwirkung aus autooxidiertem Lignin und organischen N-

Verbindungen entstehen konnen.

Die Tatsache, dass Streptomyceten andererseits bei der biologischen Degeneration
von naturlicher Materie eine wichtige Rolle spielen, macht sie zu einer bedeutenden
Bakteriengruppe bei der Transformation von Umweltschadstoffen im Boden [LACEY,
1988; JENDROSSEK et al., 1997]. Sie greifen sowohl natlrliche Produkte als auch kom-
plexe, widerstandsfahige Molekile und Polymere an, die durch andere Organismen
wenig in Mitleidenschaft gezogen werden [CRAWFORD und SUTHERLAND, 1979; MCCART-
HY, 1987; FADULLON et al., 1998].

Da Huminstoffe wiederum durch ihre spezifischen Struktureigenschaften in der La-
ge sind, Xenobiotika durch Einschleusung in Humifizierungsvorgange zu eliminieren
oder durch Festlegung von Verbindungen in stabilen Huminstoff/Nicht-Huminstoff-
Komplexen aus natlrlichen Kreislaufen auszuschleusen [ZIECHMANN, 1997], kénnte die
Aktivitdt von Streptomyceten die Festlegung/Freisetzung von Umweltschadstoffen be-

einflussen.

1.4 Okotoxizititsproblematik

Wie bereits erwahnt, besitzen einige PAK (human-)toxikologische Eigenschaften.
Dabei sind sie selbst nicht kanzerogen; erst nach metabolischer Transformation entfal-

ten sie ihre karzinogene Wirkung.

Zur Analyse von Umweltschadstoffen wie PAK werden traditionell physikochemi-
sche Methoden eingesetzt. Durch die fortschreitende Empfindlichkeit der analytisch-
chemischen Methodik kbnnen zunehmend kleinere Stoffmengen nachgewiesen werden.
Diese Stoffmengen kénnen jedoch nicht mehr als Richtzahl fir Grenzwerte genommen
werden, um die Bedenklichkeit von Umweltschadstoffen festzulegen [BALLSCHMITTER
UND WIEDMANN, 1999]. Fur die praktische Umweltpolitik folgt daraus die Erkenntnis,
dass analytisch-chemisch nachweisbare Mengen einer Verbindung so klein sein kon-

nen, dass sie humantoxikologisch nahezu sicher als unbedenklich anzusehen sind. Die
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schwierige Einordnung der allgemeinen Umweltrelevanz einer vorliegenden niedrigen
Konzentration muss aufgrund anderer Kriterien gelést werden. Geringe Gehalte eines
Stoffes haben z.B. dann eine ernst zu nehmende Umweltrelevanz, wenn sich der Stoff
uber unvermeidbare Verteilungsprozesse in der Umwelt langfristig in Organismen an-

reichern kann.

Die Charakterisierung komplexer Proben hinsichtlich ihrer toxisch wirkenden In-
haltsstoffe allein durch eine stoffbezogene chemische Analytik ist nicht ausreichend,
denn flr eine Vielzahl von Stoffen sind deren toxische Eigenschaften unbekannt [VIGE-
LAHN UND KALNOwsSKI, 1997]. Im Laufe der letzten Jahre hat die Uberwachung von toxi-
schen und bioverfligbaren Schadstoffen mit Hilfe von ,Bioindikatoren® an Bedeutung
gewonnen [TOUSSAINT et al., 1995; CHUN et al., 1996; BLAISE, 1998]. Dazu gehéren Bak-

terien, Algen, Daphnien, Regenwirmer, Fische sowie héhere Pflanzen.

Nichtzuletzt aus Griinden der Vergleichbarkeit hat man sich auf definierte Testorga-
nismen und normierte Versuchsbedingungen geeinigt. Zu einer mdglichst umfassenden
Beurteilung der aquatischen Toxizitdt von Stoffen und Stoffgemischen werden Ver-
suchssysteme aus verschiedenen 6kologischen Gruppen zu einer Testbatterie kombi-
niert. Von ihrer Konzeption her sind es statische Monospeziestests zur Erkennung akut
toxischer Wirkungen. Aussagen Uber Wirkungen im Okosystem sind aufgrund der prob-
lematischen Ubertragbarkeit auf andere Organismen und auf die Bedingungen in der

Umwelt nur eingeschrankt moglich.
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung

Aus den Ausfihrungen in den vorherigen Abschnitten I&sst sich ein vielfaltiger For-
schungsbedarf in Bezug auf das Schicksal von PAK im Okosystem Boden ableiten. Die

vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit folgenden Fragen:

» Elimination von ausgewahlten Modell-PAK: Phenanthren, Fluoranthen und

Pyren durch Streptomyceten
» Bildung von Metaboliten in Reinkulturen

» Zusammenhange zwischen der Elimination von PAK und dem Abbau

von Huminstoffen sowie
» die Okotoxikologische Relevanz der o0.g. Prozesse.
Im Einzelnen wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:

1. Als erstes sollte der bakterielle Metabolismus von PAK in Reinkulturen von
Streptomyceten untersucht werden. Dazu sollten Streptomyceten aus mit PAK

kontaminierten Bdden isoliert und charakterisiert werden.
2. Als nachstes sollten die PAK-Metaboliten identifiziert und isoliert werden.

3. Die Untersuchung des Abbaus von Huminstoffen durch PAK-metabolisierende
Streptomyceten war ein weiteres Experiment in der vorliegenden Arbeit. Dabei
sollten selbstisolierte, native und kommerziell erhaltliche Huminstoffe eingesetzt

werden.

4. Die Okotoxizitat von Produkten des Metabolismus der Modell-PAK durch die iso-
lierten Streptomyceten, von Kulturliberstdnden sowie von Bodeneluaten sollten

mit dem Daphnien- und mit dem Leuchtbakterientest untersucht werden.
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2. Experimenteller Teil

2.1 Chemikalien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, mit Ausnahme der
nachfolgend genannten, von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen und waren von

héchstem erhaltlichen Reinheitsgrad.

Tab. 2.: Verwendete Chemikalien

Stoff Reinheitsgrad Bezugsquelle

Agar Agar analytical grade Serva, Heidelberg

Bacto Agar - Difco Laboratories, USA
Bacto Malt Extract - Difco Laboratories, USA
Bacto Tryptone - Difco Laboratories, USA
Bacto Yeast Extract - Difco Laboratories, USA
Benz[a]anthrazen 95% Sigma, Deisenhofen
Benzo[a]pyren 98% Sigma, Deisenhofen

Biphenyl 99% Aldrich, Steinheim

Chrysen 98% Aldrich, Steinheim

Coronen 99% Aldrich, Steinheim
Dibenzofuran 99% Aldrich, Steinheim
Dibenzothiophen 95% Aldrich, Steinheim
Essigsaureethylester p.a. Riedel de Haén, Seelze
Fluoranthen 98% Aldrich, Steinheim

trans-2, 3-Fluoranthendihydrodiol >92% National Cancer Institute, USA
Fluoren 98% Aldrich, Steinheim
Huminsaure Fluka, Schweiz
1-Hydroxyfluoranthen >97% National Cancer Institute, USA
3-Hydroxyfluoranthen >97% National Cancer Institute, USA
1-Hydroxyphenanthren - Dr. Ehrensdorfer
2-Hydroxyphenanthren - Dr. Ehrensdorfer
3-Hydroxyphenanthren - Dr. Ehrensdorfer
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Fortsetzung Tab. 2.

4-Hydroxyphenanthren - Dr. Ehrensdorfer
9-Hydroxyphenanthren - Dr. Ehrensdorfer
1-Hydroxypyren >97% Aldrich, Steinheim
Naphthalin 99%+ Fluka, Schweiz
Phenanthren 99,5%+ Aldrich, Steinheim
Poly-R-478 - Sigma, USA
Pyren 99% Aldrich, Steinheim

Folgende Substanzen wurden von Herrn Dr. A. Seidel, Institut fir Toxikologie der Jo-

hannes-Gutenberg-Universitdt Mainz, als HPLC-Referenzmaterial zur Verfigung ge-

stellt:
Substanz Reinheit
trans-9, 10-Phenanthrendihydrodiol DC/HPLC-rein
3-Hydroxyphenanthren DC/HPLC-rein
4-Hydroxyphenanthren DC/HPLC-rein

Handelsnamen und eingetragene Warenzeichen werden im Text nicht extra kennt-

lich gemacht.

2.2 Nahrmedien und Lésungen

Alle Nahrmedien wurden nach Einstellen des pH-Wertes durch Autoklavieren
(835min, 121°C, 1bar) sterilisiert. Komplexe Medien wurde mit deionisiertem, das defi-
nierte Medium und die Spurenelementldsung mit hochreinem Wasser hergestellt. Feste
Medien enthielten zusatzlich max. 2% (w/v) Agar. Alle Gewichtsangaben beziehen sich

auf ein Volumen von 1000ml.
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Die Lésung wurde in 2ml-Aliquots bei -30°C gefroren aufbewahrt.

KoHPO,
KH.PO4

KNO3

MgSO, x 7H,0
CaCl, x 2H,0
NaCl

FeCls; x 6H.O

Spurenelementldésung

pH 7,25

EDTA-Natriumsalz

FeSO4 x 7H.0
HsBO3

CoCl, x 6H,0
CuCl; x 2H,0
ZnS0O4 x 7H0
NiCl, x 6H,0
MnCI2 x 4H20

NazMOO4 X 2H20

0,89
0,29
1,09
0,29
0,1g
0,1g
0,019

iml

H3PO,

Spurenelementlésung fur MSM/fir Medium 5

500mg/-
200mg/-
30mg/ 4g
20mg/ 0,59
10mg/ 0,59
10mg/ 29
6mg/ 29
3mg/ 3g
3mg/ 3g

Medium 1: Mineralsalzmedium (MSM) [LOCKHEAD & CHASE, 1973]
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e Medium 2: R2A Medium [REASONER UND GOLDREICH, 1985]

Bacto Yeast Extract 0,5g

Proteose Peptone 0,59

Casein Hydrolysat 0,59

Starke I6slich 0,59

Glucose 0,59

Natriumpyruvat 0,39

KoHPO, 0,39

MgSO4 x 7H,0 0,05¢g

pH 7,2 krist. K;HPO4/KH2PO,4

e Medium 3: Medium zur Anzucht von Streptomyceten

Glucose 4,09

Hefeextrakt 4,09

Malzextrakt 10,09
CaCOg3 2,09
Agar 12,09
Cycloheximid 50 ug
pH 7,2 KOH
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e Medium 4: Medium zur Isolierung von Streptomyceten [KUSTER UND WILLIAMS, 1964]

Glycerol (oder Starke) 10g
Casein (vitaminfrei) 0,39
KNO; 29
NaCl 29
KoHPO, 29
MgSO4 x 7H,0 0,05¢g
CaCOg 0,029
FeSO4 x 7H.0 0,01g
Cycloheximid 50 pg
Agar Agar 20g
pH 7,0-7,2

e Medium 5: Huminsaure-Medium [DARI et al., 1995]

NH,NO, 0,29

NaCl 0,29

MgSO, x 7H,0O 0,059

CaCly 0,055¢g

FeSO, x 7H,0O 0,01g

Glucose 2,59

Huminsaure 0,25¢g
Spurenelemente 0,1ml

pH 7,0 krist. KH,PO,/K,HPO,

Fir Versuche zur Isolierung von PAK-abbauenden Streptomyceten wurde in der

0.9. Rezeptur die Huminsaure durch Poly-R 478 ersetzt (0,2 g/l).
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e Medium 6: Medium zur Untersuchung der Verwertung von Kohlenwasserstoffen
[PLANT et al., 1988]

NH,H,PO, 29

KH,PO, 0,69

K,HPO, 0,49

MgSO, x 7H,O 0,59

CaCl, 0,19

MnSO, x 4H,0 5mg

pH 7,0 krist. KH,PO,/K,HPO,

2.3 Referenzbakterienstamme

Als Referenzstdmme bei der Charakterisierung der isolierten Streptomyceten dien-

ten folgende Streptomycetenstdmme:

Streptomyces griseus ATCC 027507
Streptomyces viridosporus ATCC 3876

2.4 Kultivierungsbedingungen

2.4.1 Stammbhaltung

Zur langfristigen Aufbewahrung der Isolate wurden Kryokulturen angelegt. Dazu
wurden frische, auf Medium 3 gezogene Zellen in 0,5ml Medium 3 suspendiert und mit
0,5ml Glycerin versetzt. Nach intensiver Durchmischung mittels Vortex wurden diese

Suspensionen in Eppendorf-Reaktionsgefaen bei -80°C aufbewahrt.

Die kurzfristige Haltung der Stamme erfolgte auf 5ml-Schragagarréhrchen mit Me-
dium 3-Agar. Diese wurden nach Beimpfen 7-10d bis zur Entwicklung deutlicher Kolo-
nien bei 28°C inkubiert und anschlieBend bei 4°C aufbewahrt. Die Uberimpfung der Iso-

late erfolgte im zweimonatlichen Rhythmus.
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Die Kontrolle auf mdgliche Kontaminationen erfolgte durch Ausplattieren auf

Medium 2-Agar.

2.4.2 Schragagarkultur zur Sporengewinnung [Rehmann, 1991]

500mI-Erlenmeyerkolben mit einem seitlichen Einstich wurden mit 125ml Medium 3
gefillt. Die Kolben wurden durch Uberspiilen mit einer Sporensuspension der Strepto-
mycetenstdmme in HxOgeion angeimpft. Die Inkubation erfolgte bis zur Sporenernte
(nach 10-14d) bei 28°C. Nicht geerntete Kolben wurden bei 4°C aufbewabhrt.

2.4.3 Sporengewinnung [Rehmann, 1991]

Nach 10-14tagiger Inkubation wurden Schréagagar-Kolbenkulturen durch Abschaben
der Sporen mit der Impfése in 20ml 0,05%-iger Tween 80-Lésung pro Kolben geerntet.
Die Sporensuspension wurde bei 4°C fir 20min mit 5.900UpM (Heraeus Biofuge 20R)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Reste des Nahrmediums und Luftmyzel
wurden durch zweimaliges Waschen mit 0,05%-iger Tween 80-L6sung und erneute
Zentrifugation unter obigen Bedingungen entfernt. Die Sporen wurden in soviel 0,05%-
iger Tween 80-LAsung resuspendiert, dass die ODszs, gegen H>O (hochrein; Millipore)
gemessen, ca. 60 betrug (1cm-DurchfluBklvette, Unicam UV5675). Bis zur Verwen-

dung wurden 1ml-Portionen bei -20°C aufbewahrt.

2.4.4 Flussigkulturen

Fir die Versuche zum Screening von PAK-abbauenden Streptomyceten sowie zur
Ermittlung des kometabolisierenden Potentials der isolierten Streptomyceten fir PAK
wurde die bendétigte Menge an PAK (0,5mg/ml) als 1-%ige DCM-L&sung (w/v) in 100ml-
Erlenmeyerkolben mit Schraubverschluss und Teflondichtung (Glasgeratebau Ochs,
Bovenden) einpipettiert und das DCM im Stickstoffstrom abgeblasen. Zur Verdrangung
des Stickstoffs wurden die Kolben offen ca. 30min im Luftzug stehen gelassen, an-
schlieBend mit 9ml MSM-Medium versetzt und im fest verschlossenen Zustand autokla-

viert.

Falls nichts anders erwahnt, wurden alle in dieser Arbeit eingesetzten Flussigkultu-
ren auf eine ODs7gnm von 0,05 angeimpft. Als Energie- und Kohlenstoffquellen wurden

folgende Kohlenwasserstoffe eingesetzt: Glucose, Glycerol, Starke, Casein, Mannit,
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Saccharose und Zellobiose. Fir die Screeningversuche wurden die bendtigten Kohlen-
wasserstoffe in einer Konzentration von 0,5% (w/v) den Flussigkulturen hinzugefiigt. Die
Inkubation der 10ml-Kulturen erfolgte bei 28°C, 105UpM auf Rotationschittelmaschinen
(Infors AG, Bottmingen, CH). Kulturen in 500ml- bzw. 1000ml-Infusionsflaschen wurden

liegend inkubiert.

Kulturen zur préparativen Metabolitgewinnung wurden in 500ml- bzw. 1000ml-
Infusionsflaschen (Glasgeratebau Ochs, Bovenden) mit Kautschuk-Septen und Alumi-

niumschraubkappen gefihrt.

2.5 Isolierung von Streptomycetenstammen

2.5.1 Isolierung aus kontaminierten Boden [Methode modifiziert nach Kutz-
ner, 1968]

Der Boden wurde zunéchst fir 48h im Ofen bei 45°C getrocknet, anschlieBend mit
CaCO; (10%w/w) gut durchmischt und fir weitere 7-9d bei Raumtemperatur in einer

wasserdampfgesattigten Atmosphéare gelagert.

1000ml-Kulturflaschen wurden mit 20g Glasperlen und 99ml H,O (hochrein; Millipo-
re) bestlckt und autoklaviert. Unter sterilen Bedingungen wurde 1g kontaminierter Bo-
den hinzugefigt. AnschlieBend wurden die Flaschen flach auf einen Rotationschuttler

gelegt und bei Raumtemperatur bei 125UpM fur 24h geschdattelt.

1ml aus der Boden-Glasperlen-Suspension wurde in 9ml H>O (hochrein; Millipore,
steril) bei 45°C flr 16h bebrltet. Aus dieser Suspension wurde eine Verdunnungsreihe

bis zu einer Verdiinnung von 10”7 auf Medium 4-Agar ausplattiert.

2.5.2 Isolierung PAK-kometabolisierender Streptomycetenstamme

Zum Erhalt PAK-kometabolisierender Streptomycetenstdmme fanden zwei unter-

schiedliche Isolierungstechniken Anwendung.
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2.5.2.1 “Direkte Isolierung”

Die durch die in 2.5.1 beschriebenen Methode isolierten Streptomyceten wurden
auf Medium 3-Agar ausplattiert und bis zum Auftreten deutlicher Kolonien inkubiert. Ko-
lonien unterschiedlicher Farbe, Gré3e und Morphologie wurden einzeln in PAK-haltigem
Flussigmedium (Medium 1) mit Kohlenwasserstoffen als Energie- und Kohlenstoffquel-

len subkultiviert.

2.5.2.2 Isolierung nach PAK-Verwerter-Screening [KIYOHARA et al,. 1982]

Fir das PAK-Kometabolismus-Screening wurden nach der Methode von KiYOHARA
Selektivagarplatten hergestellt und folgende Modifikationen des Verfahrens vorgenom-

men:

Die Agarplatten wurden erst nach dem Beschichten beimpft. Die Kohlenwasserstof-
fe wurden in 1%iger (w/v) DCM-L6sung unter sterilen Bedingungen auf die Agarplatten
pipettiert. Durch rasches Schwenken entstand eine einheitlich diinne, triibe Schicht. Die
Agarplatten wurden fur 1-2h offen unter sterilen Bedingungen gehalten, bis das DCM

sich verflissigt hatte.

Die Isolate wurden nun punktférmig mit einer Impfnadel auf die Agarplatten aufge-
bracht. Von jeder Reinkultur wurden drei Parallelanséatze hergestellt und bei 27°C inku-
biert (abhangig vom jeweiligen PAK 10-40d).

2.5.2.3 Isolierung nach Entfarbung von Poly-R-478-Agar [Andersson und
Henrysson, 1996]

Das Potential der isolierten Streptomycetenstdmme, den roten Polymer-Farbstoff
Poly-R-478 abzubauen, wurde untersucht. Ein positives Ergebnis weist auf die Fahig-
keit hin, Lignin und PAK anzugreifen. Die Streptomycetenstdmme wurden bei 25°C in
Petrischalen mit Medium 5, das statt Huminséaure Poly-R-478 enthielt, inkubiert. Die

Entfarbung des Agars wurde visuell kontrolliert.
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2.6 Charakterisierung der isolierten Stamme

2.6.1 Gramfarbung

Gramfarbungen wurden nach der Methode von DREws (1984) unter Verwendung

des Gram-Color-Farbesets der Firma Merck, Darmstadt, durchgefihrt.

2.6.2 Katalasetest

Als Nachweis fur Katalase diente die Schaumbildung (Sauerstoffentwicklung) nach

Betraufeln von Kolonien mit 3%iger Wasserstoffperoxidldsung.

2.6.3 Nachweis von LL-Diaminopimelinsadure [nach STANECK UND ROBERTS,
1974]

Der Nachweis von LL-Diaminopimelinsdure erfolgte nach Staneck und Roberts, um
die isolierten Bakterienstdmme als Streptomyceten zu identifizieren. Als Referenz dien-

ten die unter 2.3 erwahnten Streptomyceten.

Die Zellen wurden in 125ml Medium 2 angezichtet. Nach ca. 8-14d bzw. nachdem
die OD bei 578nm uber dem Wert 1 lag, wurden die Kulturen abzentrifugiert. Der Nie-
derschlag wurde in 1ml Wasser (hochrein; Millipore) resuspendiert und erneut abzentri-
fugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Bakterien
lyophilisiert (Sentry SL, The Virtis Company, Inc., USA). Das Zellmaterial (ca. 1-3mgQ)
wurde anschlieBend in 10ml-Pyrexglaser mit Schraubdeckel und Teflondichtung Uber-
fihrt und 1ml 6N HCI wurde hinzufigt. Die Zellen wurden fur ca. 18h bei 100°C inku-
biert und anschlieBend bei Raumtemperatur abgekuhlt. Die Lé6sung wurde Uber Filter-
papier (Schleicher & Schuell, Dassel) mit 1ml H2O (hochrein; Millipore) filtriert. Das Filt-
rat wurde am Rotationsverdampfer bei 40°C und Unterdruck zur Trocknung eingeengt.

Der Ruckstand wurde in 0,3ml H>O (hochrein; Millipore) aufgenommen.

Die anschlieBende Dunnschichtchromatographie wurde unter Einsatz von Fertig-
platten [Cellulose, Merck, Darmstadt, 20 x 20cm, Schichtdicke: 0,2mm] durchgefihrt.
Als Laufmittel diente ein Methanol/Wasser/10NHCI/Pyridin-Gemisch (80:17,5:2,5:10).

Der Ruckstand wurde auf die Platte aufgetragen, die nach der Entwicklung mit einer
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Aceton-Ninhydrin-Lésung (0,1%) gespruht wurde. AnschlieBend wurde die Platte

bei 100°C flr 3min erhitzt.

2.6.4 Resistenz gegen Antibiotika

Die Resistenz der isolierten Bakterien gegen Penicillin G, Oleandomycin, Rifampi-

cin und Neomycin wurde als weiteres Kriterium zur Charakterisierung der isolierten

Streptomyceten eingesetzt.

2.7 Analytik

2.7.1 Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung der Laborkulturen erfolgte, soweit nicht anders erwéhnt,
stets nach dem in der Abbildung 4 dargestellten Schema [REHMANN, 1995].

>

zwei Wiederholungen
2.+3.

Kultur [10ml]

1. (bei saurer Extraktion: ansauern,
pH 1,5 [1 M HCI))

2. Extraktion: 10ml EE, 30s
3. Separation im Scheidetrichter

Wassrige Phase p [Verwerfen der wassrigen
Phase nach der 3. Extraktion|

Organische Phase

Nachspulen der GefaBe mit 10ml EE
2. Filtrieren der vereinigten Extrakte
Uber Natriumsulfat [3g, Glastrichter

mit Glaswollepfropf]

\4

Extrakt

1. Einengen bis fast zur Trockne
[100mbar, 35°C]
2. Aufnehmen in MeOH, nochmals

36



ELIMINATION VON PAK DURCH STREPTOMYCETEN EXPERIMENTELLER TEIL

einengen
3. In definiertem Volumen MeOH

aufnehmen

Probe

Abb. 4.: Probenaufbereitung fur die PAK- und Metabolitanalytik aus 10ml Kulturen

2.7.2 Analyse der kontaminierten Boden

2-10g Boden wurden in ein Zentrifugenglas eingewogen und mit 40ml THF versetzt.
AnschlieBend verblieben die Proben 2h im Ultraschallbad. Zur Trennung wurden die
Proben 30min bei 2.500UpM zentrifugiert (Cryofuge 8000, Heraeus Christ). Ein Aliquot
des Extraktes (20ml) wurde in einen 50ml-Spitzkolben Uberfiihrt und eingeengt (50°C
Wasserbad, 300mbar). Um Verlusten durch zu starkes Einengen vorzubeugen, wurden
jeder Probe 100ul DMF als Keeper zugesetzt. Die Proben wurden nach dem Einengen

auf ein definiertes Volumen mit ACN aufgefllt.

Die Messung erfolgte an einer HPLC-Anlage mit wellenlangenprogrammierbarem

Fluoreszenzdetektor.
Chromatograph: Hewlett Packard HP series 1100

Saule: Bakerbond PAH-Saule (5um), 3mm x 250mm,

Malinckrodt Baker, Griesheim

Flussrate: 0,5ml/min

Saulentemperatur: 20°C

Injektionsvolumen: 10ul

Gradient: ACN:H.0, 47:53, 82:18 (20min), 100:0 (30min), 100:0
(40min)
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2.7.3 HPLC-Analytik fur Bakterienkulturen

Chromatograph:

Saule:

Vorsaule:

FluBrate:

Saulentemperatur:

Injektionsvolumen:

Laufmittel:

Detektor:

Hewlett Packard HP 1090 mit Autosampler, Photodiodenarray-
detektor und PC-Workstation, Hewlett-Packard, Waldbronn

Baker Widebore RP18 (5um), 250 x 4,6mm, J.T. Baker Inc.,
Philipsburg, New Jersey, USA

Merck Lichrospher RP 18 (5um), 10 x 4,6mm, Merck,

Darmstadt

0,8ml/min

40°C

10ul

A: H20 (hochrein; Millipore) / H,PO,, pH 2,30

B: MeOH

C: A/B; 15/85 (v/v), vorgemischt

Kavettenlichtweg: ~ 6mm

Spaltbreite: Detektionswellenlangen: 4nm
Referenzwellenlange (550nm): 100nm

Empfindlichkeit: 1,0mAU; Peakbreite 0,1min;
Threshold: -2

UV-VIS-Spektren:  210-400nm

Fir die Quantifizierung von Phenanthren, Pyren und Fluoranthen wurde isokratisch

mit Laufmittel C gearbeitet.

Analysedauer:

Detektion:

10min
Pyren und Fluoranthen: 238nm

Phenanthren: 254nm
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Die Metabolitanalytik der untersuchten PAK wurde mittels eines linearen Gradienten
durchgefuhrt.

Gradient: Zeit [min] A [%] B [%]
0 100 0
30 0 100
40 100 0
45 100 0
Detektion: 235nm, 254nm

Kalibrierung: Aus den bei RT in Methanol bereiteten Standardiésungen der Einzelsub-
stanzen wurden Verdunnungsreihen mit sieben Konzentrationswerten hergestellt und je
3fach analysiert. Alle Kalibrierungskurven zeigten einen linearen Verlauf und konnten

durch Regressionsgeraden beschrieben werden (Tab. 3).

Tab. 3.: Kalibrierungsfunktionen von PAK und Metaboliten unter den in 2.7.1 beschriebenen
Bedingungen

Bereich Geradengleichung
Substanz A [nm]

[mg/mi] [ng/ml =]
Phenanthren 0-20 254 (IE-17,593)/238,5 0,9999
Pyren 0-20 238 (IE-5,058)/285,73 0,9999
Fluoranthen 0-20 238 (IE-5,1378)/172,3 0,9999
1-Hydroxyphenanthren 0-20 254 (IE+1,8836)/62,381 0,9999
2-Hydroxyphenanthren 0-20 254 (IE+6,468)/158,243 0,9994
3-Hydroxyphenanthren 0-20 254 (IE+9,457)/147,874 0,9998
4-Hydroxyphenanthren 0-20 254 (IE+1,7832)/54,329 0,9996
9-Hydroxyphenanthren 0-20 254 (IE+3,2945)/95,324 0,9999
1-Hydroxypyren 0-20 235 (IE+5,011)/92,678 0,9999
3-Hydroxyfluoranthen 0-20 235 (IE+4,452)/42,4532 0,9997
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2.7.4 Wiederfindungsraten

Um zu bestimmen, ob die Extrahierbarkeit der PAK durch Bindung an die mikrobiel-
le Biomasse eventuell beeintrachtigt wird, wurde die Effizienz der Extraktion durch Ver-
gleich der Wiederfindung in Ab- oder Anwesenheit von der Biomasse bestimmt [SHEL-
TON et al., 1996]. Ein Milliliter einer jeweiligen Streptomyces-Kultur in der spaten log-
Phase wurde abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden
0,75ml einer PAK-L6sung bekannter Konzentration zugegeben und die Mixtur fir 30min

inkubiert. Die Kultur wurde dann, wie vorher beschrieben, extrahiert.

2.8 Physiologische Tests

2.8.1 Bestimmung des Wachstums der Streptomyceten [KONTCHOU UND
BLONDEAU, 1992]

Das Wachstum der Streptomyceten wurde anhand des Trockengewichts der
Biomasse bestimmt [HERNANDEZ-PEREZ et al., 1998; MONIB et al., 1981]. Fir die Be-
stimmung des Trockengewichts des Myzeliums wurden die Kulturen durch Whatman
No. 1 Papier gefiltert, das vorher bei 100°C getrocknet und gewogen wurde. Die Myze-
lien wurden mit 25ml N/10 NaOH und anschlieBend mit H,O (hochrein; Millipore) gewa-
schen. Das Filterpapier wurde danach bei 70°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet

und das Trockengewicht des Myzeliums als Differenz errechnet.

2.8.2 Abbau von Huminsauren [DARI ET AL., 1995]

Die katabolische Aktivitat der isolierten Streptomycetenstdmme auf Huminsauren
wurde in Suspensionen mit 50ml des Mediums 5 in 500ml-Erlenmeyerkolben unter-
sucht. Die Kolben wurden mit 0,5ml einer Sporensuspension (OD 0,05 bei 578nm) an-
geimpft, mit Gewebestopfen verschlossen und bei 35°C im Dunkeln ohne Schutteln in-
kubiert. Dabei wurden sie 1mal pro Tag unter sterilen Bedingungen mit Luftsauerstoff

versorgt.

Der Abbau der Huminsauren wurde anhand der Verminderung der Absorption bei

350nm im Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien ermittelt. Um zwischen Abbau der
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Huminsauren und Adsorption an der Zelloberfliche zu unterscheiden, wurden die
Messwerte nach Filtration der Proben durch eine Nylonmembran (70pm) und 24-
stindiger Behandlung mit 2 Volumina 0,2M NaOH bei Raumtemperatur (BLONDEAU,

pers. Mitteilung) korrigiert.

2.8.3 Versuche zur Bildung von Konjugaten

Die Probenaufbereitung der Kulturen zur Untersuchung der Bildung konjugierter
Metabolite erfolgte wie in 2.7.1 beschrieben. Es wurden 100ml-Flussigkulturen in
1000ml-Infusionsflaschen angesetzt. Nach der neutralen Extraktion wurden Ethylacetat-
reste abrotiert. 10ml des Uberstands wurden mit 5ml 0,2M TRIS-HCI (pH 7,2) einge-
stellt. Die Proben wurden 24h und 96h mit 12,5pl B-Glucuronidase 5U (350pl) Arylsulfa-
tase (Typ V, Sigma) (Typ H-1; Sigma Chemical C., St. Louis, Missouri, USA) bei 37°C

inkubiert. Die dritte Probe wurde ohne Enzyme inkubiert und diente als Kontrolle.

2.9 Extraktion von Huminstoffen aus Boden

Die in dieser Arbeit eingesetzte Huminsdure wurde mit der nachfolgend beschrie-
benen Methode aus einem Standardboden (Kaldenkirchen) gewonnen. Dieser Boden
wurde von Herrn Prof. Dr. F. FUhr und Herrn Dr. Burauel (Institut fir Radioagronomie,
KFA-Forschungszentrum Jilich GmbH) zur Verfigung gestellt. Es handelt sich um eine

saure Braunerde aus Flugsand uber L&13.

Die ausgewahlte Extraktionsmethode - akzeptiert beim 1. Meeting der International
Humic Substances Society (IHSS) im Jahre 1981 in Denver, Colorado, USA - besteht

aus 20 Stufen [SCHMITT-KOPPLIN, persdnliche Mitteilung].

Extraktionsstufen:

Stufe 1: Boden im Verhaltnis 1:10 (trockener Boden/Lésung) mit 1N HCI auf pH 1

einstellen; eine Stunde schitteln

Stufe 2: Zentrifugieren der Suspension bei 2.500UpM; Uberstand mit XADS-

Adsorberharz aufkonzentrieren (siehe weiter Stufe 13)
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Stufe 3:

Stufe 4:

Stufe 5:

Stufe 6:

Stufe 7:

Stufe 8:

Stufe 9:

Stufe 10:

Stufe 11:

Stufe 12:

Stufe 13:

Stufe 14:

Stufe 15:

Stufe 16:

Bodenriickstand aus Stufe 2 mit 1IN NaOH auf pH7 und unter N-
Atmosphéare mit 0,1N NaOH auf ein Boden/L&sung-Verhaltnis von 1:10
bringen (100g Boden fur 11 Lé6sung)

Extraktion unter N2 mindestens 4h schitteln, danach zentrifugieren

Uberstand aus der Zentrifugation mit 6N HCI auf pH 1 bringen; 12-16h ste-

hen lassen

Zentrifugieren, um flockige Huminsauren von den Fulvinsduren (FA) zu

trennen

Huminfraktion unter N> in minimalem Volumen KOH 0,1N I6sen, mit KCI
auf 0,3N K" bringen. Bei 6.000UpM zentrifugieren, um die Suspension zu

trennen. Festpartikel fallen aus.

Fallung der Huminsduren aus dem Uberstand wie in Stufe 5 und bei

6.000UpM zentrifugieren; den Uberstand aus dieser Stufe entsorgen

Ausgefallene Huminsaure (Ruckstand) in HCI 0,1N und HF 0,3N suspen-

dieren und in Plastikbehaltern Gber Nacht schitteln

Bei 6.000UpM zentrifugieren und Stufe 9 wiederholen, bis der Aschegehalt

niedrig bleibt (einige Prozente)

gegen destilliertes Wasser dialysieren (Dialyseschlauch von Visking, cut
off 1000 Daltons) , bis frei von CI" (AgNOs-Test)

erhaltene Huminsauren mit verdunnter Lauge in Losung und Uber lonen-

austauscher in H" Form bringen; gefriertrocknen

Uberstand aus Stufe 2 auf XAD8-Séaule (0,15ml XAD8 pro Gramm Boden-
probe mit einem Fluss von 15 Gesamtvolumen pro Stunde). Die Fulvinsau-

ren bleiben auf der Saule: mit 0,65 Saulenvolumen A. dest. waschen
XADB8-Saule mit 1Vol 0,1N NaOH und 3 Vol destilliertem Wasser eluieren

eluierte Fulvinsduren gleich mit HCI auf pH 1 ansduern und mit HF auf 0,3

N bringen; alle Fulvinsduren muissen in Losung bleiben

Uberstand aus Stufe 6 auf XAD8-Saule bringen (1ml XAD8 pro Gramm
Bodenprobe)
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Stufe 17:  Stufen 14 und 15 wiederholen

Stufe 18: Eluate aus Stufen 15 und 17 vereinen und auf XADS8 in Plastiksaule brin-
gen (Saulenvolumen sollte gleich 1/5 Lésungsvolumen sein), mit 0,65 S&au-

lenvolumen destilliertem Wasser waschen

Stufe 19: mit 1 Vol 0,1N NaOH und 2 Vol Wasser eluieren; Uber lonenaustauscher in

H*-Form bringen

Stufe 20:  Lyophilisieren der Endprobe

2.10 Toxizitatstests

Zur Charakterisierung der 6kotoxikologischen Eigenschaften von Reinsubstanzen,
Kulturiberstdanden und Bodeneluaten wurden standardisierte Testverfahren angewen-
det, die Bestandteil der dkotoxikologischen Bewertungsverfahren nach dem Chemika-
liengesetz sind. Es wurden ausschlieBlich aquatische Testsysteme eingesetzt, die im

Folgenden kurz beschrieben werden.

2.10.1 Bestimmung der Hemmung der Beweglichkeit von Daphnia magna
STRAUS - Daphnienschwimmhemmtest [OECD, 1984]

In diesem Testsystem zur Bestimmung der akuten Toxizitat wird die Wirkung einer
Prifsubstanz oder einer Substanzmischung auf den Modellorganismus Daphnia magna
STRAUS untersucht.

Die Tests wurden nach dem in Abbildung 5 dargestellten Schema durchgefihrt.
Testparameter ist der Verlust der Schwimmfahigkeit bei definierten Konzentrationen der
Prifsubstanz. Der Test ist gultig, wenn der ECso-Wert der Referenzsubstanz Kalium-
dichromat zwischen 0,9 und 1,9 mg/l (Kaliumdichromat-Referenztest) liegt. Nach Ablauf

der Prufzeit (24h) wurden die Anteile schwimmunféhiger Daphnien bestimmt.
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VORTEST:

e Ermittlung des testrelevanten Wirkungsbereichs:

e grobe Verdunnungsabstufungen Uber einen weiten Konzentrationsbereich
e Kaliumdichromat-Referenztest

HAUPTTEST:

e relevante Konzentrationsabstufungen und Blindwert in 2-facher Bestimmung
e jede Konzentrationsstufe a 10 Individuen

e Kaliumdichromat-Referenztest

AUSWERTUNG:

e Berechnung der Konzentrations-Wirkung-Beziehung mit Hilfe einer Probitanalyse

¢ Ermittlung der Konzentration, bei der nach 24h 50% der eingesetzten Daphnien eine
Hemmung der Schwimmfahigkeit aufweisen: ECsg

Abb. 5.: Durchfihrung der Daphnientests

2.10.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstier diente Daphnia magna Straus. Seit 1982 wird diese Art am Institut
fir Okologische Chemie der GSF kultiviert. Aus der Institutskultur wurde im Marz 1991
ein Weibchen zur Anzucht einer eigenen Kultur entnommen. Alle Versuchstiere waren
parthenogenetische Nachkommen dieses Individuums. Die fur die Toxizitatstests ver-
wendeten maximal 24h alten Neonate stammen aus der dritten und den folgenden drei

bis vier Bruten.

2.10.1.2 Kulturbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte in 2000ml-Becherglasern (Schott) aus Standard-
Borosilikatglas, die mit 1800ml Kulturmedium beschickt wurden. Die Kulturgefal3e wur-
den zur Vermeidung einer Kontamination durch Staub mit Plexiglasplatten abgedeckt.
Die Daphnienkultur befand sich in einem auf 20°C+1°C klimatisierten Raum und wurde
durch Warmlichtlampen in einem Rhythmus von 16h Helligkeit/8h Dunkelheit beleuch-
tet.

44



ELIMINATION VON PAK DURCH STREPTOMYCETEN EXPERIMENTELLER TEIL

Als Kulturmedium diente rekonstruiertes Wasser (DION, 1989) mit Selenzusatz nach
ELENDT (1990). Das fertige Medium hatte einen pH-Wert von 7,8-7,9.

e Daphnia-Kulturmedium nach DIN mit Selenzusatz nach Elendt (1990)

Ca* 80,16mg
Mg** 12,15mg
K* 2,93mg
Na* 17,24mg
SO 48,03mg
HCO:. 45,77mg
Cl- 144,47mg
SeO, 0,001mg

pH 7,8+0,1 ad 1000ml H,O (hochrein; Millipore)

Als Futter fur Daphnia magna diente die einzellige Griinalge Scenedesmus subspicatus

Chodat, Stamm 86.81 der Sammlung von Algenkulturen der Universitat Goéttingen.

Wéchentlich wurden zur Anzucht einer neuen Generation neonate Tiere (Altersun-
terschied maximal 24h) in einer Dichte von 60 Individuen pro Glas (=33,3 Ind./l) in die
KulturgefaBe eingebracht. Nach einer Woche wurde die Dichte auf 25 Individuen pro
Glas (=14,4 Ind./l) reduziert, wobei die Tiere unter einer Stereolupe auf ihr Geschlecht
kontrolliert und eventuell auftretende Mannchen verworfen wurden. Alle Glasgerate
wurden vor jeder Benutzung mechanisch ohne Verwendung von Spilmittel in Leitungs-
wasser gereinigt, mit A. deion gespult und 40min bei 121°C autoklaviert. Die restlichen
Gerate wurden gelegentlich zur Desinfektion mit 70% Ethanol gereinigt, anschlieBend

mit Leitungswasser und A. deion nachgespuilt.

Bei Substanzen, deren Léslichkeit nicht bekannt war, wurden gesattigte, wassrige
Lésungen mit einer Konzentration von 10mg in 25ml Daphnienkulturmedium mit 5%
Methanol hergestellt. Die L6sungen wurden fir 24h im Dunkeln bei Raumtemperatur
und 105UpM geschiittelt. Am darauffolgenden Tag wurde der Uberstand der Lésung
uber ein Papierfilter (Schleicher und Schull, 0,45um) filtriert. Ein Aliquot der Lésungen

wurde far die Bestimmung der Konzentration mittels HPLC abgenommen.
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Am Versuchstag wurden zur Herstellung der PAK-L6sung abgewogene Mengen
der PAK unter Rihren in Daphnia-Kulturmedium gelést. Aus dieser Stammlésung wur-
den die im Test eingesetzten Verdunnungsreihen unter Verwendung volumimetrischer

GefaBe angesetzt.

Als TestgefaBe fur den 24h-Schwimmhemmtest dienten 50mI-Becherglaser
(Schott), die nach Einbringen der Testldsungen und der Tiere mit Glasdeckel abge-
schlossen wurden. Pro Glas wurden 50ml Testlésung eingeflllt und 5 bzw. 10 Tiere
eingebracht. Das Einsetzen der Tiere erfolgte mit einer fir diesen Zweck graduierten

Pipette mit einem Wasservolumen von 0,8ml.

Die Testansatze mit den Versuchstieren wurden in einer gesonderten Klimakammer
unter den gleichen Licht- und Temperaturbedingungen inkubiert, wie sie fur die Kultur
der Daphnien verwendet wurden. Bei der Auszahlung am Testende wurde zunéchst die
Gesamtzahl, anschlieBend die Zahl der beweglichen bzw. der unbeweglichen Tiere pro
Glas bestimmt. Als unbeweglich wurden die Tiere gezahlt, die sich innerhalb von 15s

bei leichtem Klopfen gegen die GefaBwand nicht mehr bewegten.

2.10.2 Leuchtbakterientest nach DIN 38412 L34, L341

Der Leuchtbakterientest ist ein Biotest zur Bestimmung der Toxizitat von flissigen
Proben mit marinen Leuchtbakterien als Testorganismen. Er basiert auf der Ermittlung
des Einflusses der Verdinnungsreihe einer Probe auf das Leuchten der Bakterien. Die
hier eingesetzten Bakterien sind gram-negative, fakultativ anaerobe Leuchtbakterien,
deren auffallendste Eigenschaft stoffwechselabhangige Biolumineszenz ist. Die Toxizi-
tatstests wurden mit dem Photoluminometer LUMISTox 300® und einem Leuchtbakteri-
enpraparat (Vibrio fischeri NRRL-B-111777) der Fa. Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin,
durchgefuhrt.

Die Proben wurden durch Zugabe von NaCl aufgesalzen, da die Leuchtbakterien
als Meeresorganismen einen entsprechenden Salzgehalt benétigen. AnschlieBend wur-
de eine geometrische Verdinnungsreihe der Probe hergestellt. Parallel dazu wurden
die Leuchtbakterien auf eine testfertige Konzentration gebracht und das Ausgangs-
leuchten der unbelasteten Leuchtbakteriensatze registriert. Danach wurden die Verdun-

nungsstufen der Probe mit Leuchtbakterienansatzen vermischt und nach 30min der
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Endwert des Leuchtens bestimmt. Die Inkubation der Bakterien mit den Probenverdin-
nungen erfolgte bei einer Temperatur von 15°C. Als Maf3 fur die Toxizitat wird die Ab-
nahme der Biolumineszenz wahrend der 30mindtigen Testzeit genommen; Leuchtbak-
terienansatze mit NaCl-Losung als Probe wurden als Kontrollanséatze parallel gemes-
sen. Als Testergebnis von Proben unbekannter Zusammensetzung wurde angegeben,
wie stark die Probe noch verdinnt werden muss, um das Leuchten weniger als 20% zu
hemmen. Bei Reinchemikalien bzw. Proben bekannter Zusammensetzung wurde dieje-

nige Konzentration angegeben, die das Leuchten um 50% hemmt (ECsy).

Zur Uberpriifung der korrekten Funktionsweise des Systems erfolgte eine Eigen-
kontrolimessung mit der beigepackten Standardlésung (7,5% NacCl). 0,5m| Standard|6-
sung mit 0,5 ml Bakteriensuspension ergeben 40 bis 60% Hemmung nach 30min Inku-

bationszeit.

2.10.2.1 Vorbereitung des Bodens fur den Leuchtbakterientest

Die fur die Versuche eingesetzten Bodenproben wurden bis zum Versuchsbeginn
bei -20°C, vor Beginn der Versuche fur 7d bei 4°C und anschlieBend fur 2d bei Zimmer-
temperatur gelagert. Die Bodenproben wurden durch Dampf bei 121°C far 30min an
drei aufeinander folgenden Tagen sterilisiert, um die Zerstérung von bakteriellen Sporen
zu sichern [GRAY, 1994]. Eine Exposition der Bodenproben gegenuber Licht wurde mi-

nimiert, um ggf. Photooxidationsprozesse zu verhindern.

Die Bodenfraktion kleiner als 10mm wurde fur die Versuche eingesetzt. Der Feuch-
tigkeitsgehalt der Boden wurde auf 30% (Nassgewicht) eingestellt, Kulturflaschen mit
einem Volumen von 1| wurden eingesetzt. Jede Flasche enthielt insgesamt ca. 2009

Boden.

Der Boden in den Flaschen wurde mit Suspensionen des Isolats AP 18.1 inokuliert,
das vorher auf PAK und Glucose subkultiviert worden war. Nach Erreichen der mittleren
exponentiellen Wachstumsphase wurden die Zellsuspensionen bei 4°C fir 20min mit
5.900 UpM (Heraeus Biofuge 20R) zentrifugiert. Der Niederschlag wurde anschlieBend
in Mineralsalzmedium resuspendiert, so dass schlieBlich ein Feuchtgewichtsverhaltnis

von 10% Zellenfeuchtgewicht zu 90% Boden eingestellt wurde. Glucose (Endkonzentra-
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tion 0,5mg/l) wurde als Medium 1-Lésung unter Berlcksichtigung des gewinschten

Wassergehalts zugesetzt.

Die Flaschen wurden bei Raumtemperatur (20+3°C) im Dunkeln inkubiert.
Evaporationsverluste wurden Uberwacht und mit sterilem A. dest. ausgeglichen. Die
Bdden wurden gut gemixt, um das hinzugefigte Wasser (steril und deionisiert) zu ver-
teilen. Einmal pro Woche wurden die Flaschen unter sterilen Bedingungen far 20min
beltftet [MARWOOD et al., 1998].

Fir Messungen wurden periodisch Bodenproben mit autoklavierten Stahlspateln

entfernt. FUr jeden Ansatz wurde eine dreifache Bestimmung durchgefihrt.

2.10.2.2 Leuchtbakterientest mit kontaminierten Bdoden

Zur Abschéatzung der Gefahrdung, die von der Freisetzung toxischer Stoffe aus Bo-
den ausgeht, wurde der Freisetzungsvorgang im Labor simuliert. Dieses Vorgehen wird
als Elution bezeichnet und ist in der Vorschrift DIN 38414, T4, kurz S4 genannt, be-
schrieben. Da diese Elutionsmethode sehr zeitaufwendig ist, ist eine Reihe von alterna-

tiven Elutionen entwickelt worden [ANONYMOUS, 1998].

Zur Bestimmung der freisetzbaren toxischen Belastung einer Feststoffprobe wurde
in der vorliegenden Arbeit eine Kurzzeitelution von 40min mit 2% NaCl-Lésung durchge-
fuhrt. Das resultierende Eluat wurde dann mit dem LUMISTox-Leuchtbakterientest un-

tersucht:

10g Boden wurden mit 40ml 2% NaCl-Lésung versetzt. Auf einem Schuttler oder
Magnetrihrer wurde die Suspension fir 30min kraftig bewegt. Die Suspension wurde
fiir ca. 10min stehen gelassen und anschlieBend vom Uberstand 10ml mit einer Spritze
abgenommen. Der Filterhalter wurde mit einem Membranfilter (modifizierter Polysulfon,
0,8um) bestiickt, auf die Spritze aufsetzt und der Uberstand in ein sauberes GefaB filt-
riert. Falls die Probe noch deutlich trib war, wurde mit einem Membranfilter (modifizier-

ter Polysulfon, 0,4um) die Filtration wiederholt.

Der pH-Wert des Eluats wurde mit NaOH auf ca. 6,8-7,2 eingestellt und dann ohne

weiteres Aufsalzen als Probe im Leuchtbakterientest eingesetzt.
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2.10.2.3 Leuchtbakterientest mit Reinsubstanzen

Gesattigte Lésungen von PAK wurden durch Lésen einer bekannten Menge der kri-
stallinen Verbindung in steriiem MSM oder Wasser (jeweils 5% MeOH), Rihren bei
40°C far 24h, anschlieBend bei Raumtemperatur fir zuséatzliche 24h in einer geschlos-
senen volumimetrischen Flasche, verhllt mit Aluminiumfolie, vorbereitet [RENOUX et al.,
1999]. Die L6sung wurde anschlie3end durch einen extra dicken Borosilikatglasfiberfil-
ter ohne Binder (1pum) filtriert, um alle ungelésten schwebenden Kristalle zu entfernen.
Dies resultierte in Stammlésungen mit Konzentrationen nahe der maximalen Léslichkeit,

wie durch HPLC bestimmt werden konnte.
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3. Ergebnisse und Diskussion
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden wie folgt diskutiert:
1. Isolierung von PAK-metabolisierenden Streptomycetenstammen
e Charakterisierung der Streptomycetenstamme
e Untersuchung ihrer physiologischen Eigenschaften
2. Abbau von ausgewahlten PAK durch die isolierten Streptomycetenstamme
e Charakterisierung von PAK-Metaboliten

3. Untersuchungen zur Verwertung von isolierten Huminsauren durch die isolier-

ten Streptomycetenstdmme

4. Untersuchungen des Okotoxikologischen Verhaltens von synthetischen PAK-

Metaboliten und Kulturlberstanden
e Verhalten der PAK-Metabolite gegenuber Huminstoffen

e Metabolitgenese in Anwesenheit von Huminstoffen
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3.1 Isolierung und Charakterisierung der Bakterien

3.1.1 Isolierung der Bakterien

3.1.1.1 PAK-Gehalt der kontaminierten Boden

Fir die Isolierung von PAK-verwertenden Streptomycetenstdmmen wurden Proben
von funf kontaminierten Béden aus Projekten der Firma UMWELTSCHUTZ NORD
GmbH & Co. verwendet. Die Bdden rochen mehr oder weniger deutlich nach Teer. Das
Material war sandig, dunkelbraun und mit geringen Mengen Bauschutt und Pflanzenma-
terial vermischt. Die Belastung der Béden mit PAK wurde freundlicherweise von Frau
Dr. Konstanze Ebert bestimmt (2.7.2). Die Ergebnisse der Bodenanalyse sind in Tabelle

4 und in Abbildung 6 zusammengefasst.

Drei der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Bdden zeigen eine Belastung mit
PAK von ca. 15.000 bis ca. 100.000 ppm (£15 PAK, ohne Acenaphthylen, da mittels
Fluoreszenzdetektion nicht bestimmbar). Besonders hohe PAK-Werte zeigte dabei der
Boden TF 48 aus einem stillgelegten Gaswerk. Seine Werte Uberstiegen bei weitem die
in der sogenannten "Hollandliste" (Niederlandisches Ministerium flr Wohnungswesen,
Raumordnung und Umwelt, 1988) empfohlenen Richtwerte fir SanierungsmaBnahmen.

Die Boden MKW 1 und MKW zeigten dagegen PAK-Werte, die um 1 ppm lagen.

Der prozentuale Anteil der einzelnen PAK an der Gesamtkonzentration ist aus Ab-
bildung 6 zu ersehen. Fluoranthen zeigte, mit Ausnahme des MKW 1-Bodens, in dem
es nicht nachgewiesen wurde, mit 16,7% bis 20,3% die héchsten Anteile an den Ge-
samtkonzentrationen. Den zweitgréBten Anteil in der Gesamtkonzentration bei allen 4
untersuchten Boden stellte Pyren mit Anteilen zwischen 13,1% und 18,4%. Ausnahmen
bildeten Naphthalin und Chrysen, die im Boden MKW 1 einen Anteil von 18,1% respek-
tive 21,8% vorwiesen. Die restlichen PAK trugen im allgemeinen mit Anteilen zwischen

1% und 10% zur Gesamtkonzentration bei.
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Tab. 4.: PAK-Gehalt der kontaminierten Béden [ppm]

Verbindung GdF UN TF 48 MKW 1 MKW 2

Naphthalin n.n. 150 n.n. 0,17 0,20
Acenaphthen 130 42 229 0,02 0,02
Fluoren 360 102 1126 0,03 0,03
Phenanthren 3200 738 7819 0,07 0,08
Anthracen 1970 679 4395 0,00 0,00
Fluoranthen 11765 2734 25637 n.n. 0,24
Pyren 9385 2357 17937 0,18 0,19
Benz(a)anthracen 5025 1361 14027 0,06 0,07
Chrysen 4605 1137 897 0,21 0,20
Benzo(b)fluoranthen 4900 1227 13423 0,06 0,08
Benzo(k)fluoranthen 2570 659 5173 0,02 0,04
Benzo(a)pyren 5415 1415 10822 0,03 0,08
Dibenz(a,h)anthracen 625 220 3974 n.n. 0,03
Benz(g,h,i)perylen 4145 1241 8112 0,11 0,10
Indeno(1,2,3-cd)pyren 3720 1482 8451 n.n. 0,08
2 15 PAK 57825 15544 105889 0,95 1,44
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Abb. 6.: PAK-Profil der kontaminierten Bdden

Das PAK-Profil der kontaminierten Bbdden, die zur Isolierung der in dieser Arbeit
eingesetzten Streptomyceten herangezogen wurden, war, was die in dieser Arbeit ein-

gesetzten PAK Fluoranthen, Pyren und Phenanthren betrifft, inhomogen.

3.1.1.2 Isolierung der Bakterien

Nach der in 2.5.1 beschriebenen Methode wurden aus den PAK-belasteten Boden
55 phanotypisch unterscheidbare Streptomycetenstamme isoliert, die fortlaufend mit AP

1, AP 2 etc. benannt wurden.

Die Fahigkeit der isolierten Streptomyceten, PAK zu kometabolisieren oder zu ver-
werten, wurde entweder ,direkt* (2.5.2.1), unter Einsatz des KIYOHARA-Tests (2.5.2.2)
oder anhand des Abbaus des polymeren Farbstoffs Poly-R-478 (2.5.2.3) charakterisiert.

Es stellte sich relativ rasch heraus, dass keiner der 55 isolierten Stdmme in der La-
ge war, mit den hinzugefligten PAK als alleiniger Energie- und Kohlenstoffquelle
(Wachstum erkennbar an der Trabung der Flussigkultur oder an der Bildung von PAK-

Metaboliten) zu wachsen.
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Nachdem sowohl im Kiyohara-Test als auch im Poly-R-478-Test erkennbar war,
dass alle 55 Isolate PAK ohne zuséatzlich zugesetzte Kohlenstoff- und Energiequellen
nicht wachsen konnten, wurden die Versuche wiederholt, wobei den Agarplatten fol-
gende Kohlenstoffquellen zugesetzt wurden: Glucose, Mannit, Glycerol, Casein oder
Starke (je 0,5 % (w/v)). Die Untersuchungen zeigten, dass von allen getesteten Kohlen-
stoffquellen Glucose die besten Resultate in Bezug auf den PAK-Abbau erbrachte. Da-

her wurde fur alle nachfolgenden Versuche letztere als Kohlenstoffquelle verwendet.

Nach einer Inkubationszeit von 10 - 40d (abh&ngig vom jeweiligen PAK) zeigte sich
bei einigen Platten ein eindeutiger Lysehof, d.h. eine Zersetzung der PAK- oder der Po-
ly-R-478-Schicht um die Kolonien. Je nach Kometabolisierungsvermégen war dieser
Lysehof verschieden grof3, und es zeigte sich unter dem Binokular eindeutig, dass sich
in diesen Lysehdfen keine PAK-Kristalle mehr befanden. Die Agarplatten wurden Uber

acht Wochen weiter beobachtet.

In den nachfolgenden Tabellen 5 und 6 sind die Ergebnisse des KIYOHARA- und des
Poly-R-478-Tests zusammengefasst. Die in den Tabellen aufgefihrten Stdmme wurden
aufgrund der oben genannten Screening-Untersuchungen weiterhin fir die Verwer-

tungsversuche mit PAK- und Huminsauren eingesetzt.
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Tab. 5.: Metabolisierung von PAK durch die isolierten Streptomyceten anhand der
Klarhofbildung auf PAK-beschichteten Medium 1-Agarplatten (Zusatz: 0,5 % Glucose
(W/v))

Isolat AP4.3 AP10 AP12.1  AP16.1 AP18.1 KR13 KR15
PAK

Nap nn nn nn nn nn nn nn
Ant - - - - - - -

Fla

H+
1
1
1
H
1
H

Pyr

+
+
+
+
+
+

Phe + + + + + + +

Ace - - - - - - -

Bip + - - - - + +
Dbf - - - - - - -
Cry - - - - - - -
Dbt - - - - - - -

Flu - - - - - - -

Tab. 6.: Entfarbung/Klarhofbildung von Poly-R-478-Agarplatten durch die isolierten Streptomy-
ceten (Zusatz: 1% Glucose (w/v))

Isolat AP4.3 AP10 AP12.1 AP16.1 AP18.1 KR13 KR15
Entfarbung + + + + + + +

- keine Bildung von Klarhéfen + schwache Bildung von Klarhéfen

+ deutliche Bildung von Klarhéfen
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3.1.1.3 Charakterisierung der isolierten Streptomycetenstdmme

Vielleicht das charakteristischste Merkmal der Streptomyceten ist ihr makroskopi-
sches Erscheinungsbild. Insgesamt konnten anhand unterschiedlichen Aussehens und
Farbung bzw. der Farbe des Luftmyzels und der Bildung von Melanin, eines I6slichen
Pigments, sowie der Farbe der Sporen 55 Stdmme unterschieden werden. Sie wurden

durch Reinigungsausstriche auf Medium 3-Agarplatten isoliert.

Die Streptomycetenstdmme, die ein gewisses Metabolisierungspotential fir PAK
zeigten, wurden makroskopisch naher charakterisiert. Dabei wurden kolonie-
morphologische Merkmale, wie die Farbe des Luftmyzels [ETTLINGER et al., 1958], die
Farbe des Substratmyzels und die Konsistenz des Luftmyzels, ermittelt. In Tabelle 7 ist

die makroskopische Charakterisierung einiger Isolate zusammengefasst.

Tab. 7.: Makroskopische Charakterisierung einiger Isolate anhand der Luft- und
Substratmyzelfarbe und der Konsistenz des Luftmyzels (Anzucht
auf Medium 3-Agarplatten)

Isolat Farbe des Farbe des Konsistenz
Luftmyzels Substratmyzels des Luftmyzels

AP 4.3 weiBgelb gelblich feinstaubig
AP 10 aschgrau gelbbraun grobwollig
AP 12.1 grau hellgelb feinstaubig-grobwollig
AP 16.1 hellgrau hellgelb feinstaubig-wollig
AP 18.1 wei3grau braun feinstaubig
KR 13 weif3 weif3gelb feinstaubig
KR 15 weif3grau hellgelb feinstaubig

56



ELIMINATION VO E UND DISKUSSION

Abb. 7.: Wachstum der Isolate AP18.1, AP12.1, AP16.1 und KR15 auf Medium 3-
Agarplatten (von links oben nach rechts unten); 5 Wochen; 27°C

Tab. 8.: Substratnutzung und Antibiotikaresistenz einiger der isolierten Streptomyceten
auf Medium 6-Agarplatten und in Flassigkultur

Isolat AP43 AP10 AP121 AP16.1 AP18.1 KR13 KR 15

Wachstum auf

Saccharose

H+
H+
1
H+
1

Mannose - + - - + + -
Zellobiose + +- +- + + + +

Glucose + + + + + + +

Resistenz gegen

Penicillin G - - - - - -
Oleandomycin - - + + - - -
Neomycin - - - - - - -

Rifampicin - - - - - - -

kein Wachstum schwaches Wachstum

+ deutliches Wachstum

H

Die Absicherung der Zuordnung der Isolate zur Gattung der Streptomyceten erfolg-

te durch Uberpriifung der Anwesenheit von LL-Diaminopimelinsdure geman 2.6.3 [LE-
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CHEVALIER UND LECHEVALIER, 1970]. Abbildung 8 zeigt die dinnschichtchromatographi-
sche Auftrennung von Ganzzellhydrolysaten.
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Abb. 8.: Auftrennung der Ganzzellhydrolysate der Isolate und der Referenzstdmme
S. viridosporus und S. griseus; Trennbedingungen: vgl. 2.6.3

Auftragung: v. I. n. r.: Referenzsubstanz, S. viridosporus, S. griseus, AP4.3,
AP10, AP12.1, AP16.1, AP18.1, AP13, AP14, AP21, Referenzsubstanz.
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3.2 Abbau von PAK durch die isolierten Streptomyceten

3.2.1 Untersuchungen mit dem Isolat AP18.1

Die nachfolgenden Untersuchungen dienten dem Nachweis von PAK-Metaboliten
und gegebenenfalls deren Identifikation. Die Flussigkulturen wurden hierzu zweistufig
extrahiert (pH 7 und pH 1,5) (2.7.1).

3.2.1.1 Metabolisierung von Phenanthren durch AP18.1

Die HPLC-Analyse (2.7.3.) von Kulturextrakten des mit Phenanthren beaufschlag-
ten Stammes AP18.1 lieferte das in Abbildung 9 dargestellte Chromatogramm. Die
Nummerierung der Metabolitsignale erfolgt nach abnehmender Retentionszeit. Bei den

Signalen nach 7,4, 8,5 und 14,5 min handelt es sich um Verunreinigungen.
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Abb. 9.: HPLC-Chromatogramm eines AP18.1-Kulturfiltratextrakts;

Kulturbedingungen: 27°C, 0,5 mg/ml Phenanthren, 0,5 mg/ml Glucose,
Kulturalter: 14 d; Konzentration des Extrakts bzgl. des Kulturfiltrats: 100-fach
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Unter Subtraktion des Losungsmittelhintergrundes wurden die UV-VIS Spektren der
Signale aufgezeichnet (Diodenarraydetektor). Anhand dieser Spektren und durch Coch-
romatographie mit Referenzsubstanzen wurden 1-, 4- und 9-Hydroxyphenanthren sowie

trans-9,10-Phenanthrendihydrodiol als Metabolite identifiziert.
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Abb. 10.: UV-VIS-Spektrum des Phenanthrenmetaboliten 6 (1-Hydroxyphenanthren),
Rt: 25,7 min.
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Abb. 11.: UV-VIS-Spektrum des Phenanthrenmetaboliten 7 (4-Hydroxyphenanthren),
Rt: 25,5 min.
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Abb. 12.: UV-VIS-Spektrum des Phenanthrenmetaboliten 8 (9-Hydroxyphenanthren),

Rt: 25,2 min.
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Abb. 13.: UV-VIS-Spektrum des Phenanthrenmetaboliten 10 (trans-9,10-Phenanthren-

Dihydrodiol), Rt: 19,9 min.
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3.2.1.2 Weitere Metabolite des Isolats AP18.1

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte aufgrund der geringen Ausbeute nicht

geklart werden, ob es sich bei den Metabolitsignalen 1, 2, 3 ,5, 9 und 11 um weitere

Phenanthrenmetabolite handelt.
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Abb. 14.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 1, Rt: 28,7 min;

Amax [NM]: 241, 288, 300
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Abb. 15.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 2, Rt: 28,6 min;
Amax [nM]: 221, 322, 336
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Abb. 16.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 3, Rt: 27,7 min;

dena [NM]: 221, 322, 336
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Abb. 17.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 5, Rt: 24,6 min;

denax [NM]: 221, 322, 336
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Abb. 18.: UV-VIS-Spekirum des Metaboliten 9, Rt: 26 min;
Amax [NM]: 227, 255, 291, 320
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Abb. 19.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 11, Rt: 17,3 min; Ayax [nm]: 246
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3.2.1.3 Quantitative Analyse des Phenanthrenabbaus durch das Isolat
AP18.1

Versuche zur quantitativen Analyse der Elimination von Phenanthren durch das Iso-

lat scheiterten an der geringen Konzentration an Metaboliten.

3.2.1.4 Metabolisierung von Pyren durch AP18.1

Die HPLC-Analyse (2.7.3) von Kulturextrakten des mit Pyren supplementierten
Stammes AP18.1 lieferte das in Abb. 20 dargestellte Chromatogramm. Die Nummerie-

rung der Metabolitsignale erfolgt nach abnehmender Retentionszeit.
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Abb. 20.: HPLC-Chromatogramm eines AP18.1-Kulturfiltratextrakts;

Kulturbedingungen: 27°C, 0,5 mg/ml Pyren, 0,5 mg/ml Glucose, Kulturalter: 216 h;
Konzentration des Extrakts bzgl. des Kulturfiltrats: 100fach

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte aufgrund der geringen Ausbeute nicht
geklart werden, ob es sich bei den Metabolitsignalen 1, 2, 3 und 4 um Pyrenmetabolite
handelt.
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Abb. 21.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 1, Rt: 30,7 min;

Amax [NM]: 223, 236, 252, 263, 271, 342, 366
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Abb. 22.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 2, Rt: 26,4 min; Ay [nm]: 234, 270, 329
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Abb. 23.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 3, Rt: 25 min;
Amax [nm]: 235, 277, 297, 336
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Abb. 24.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 4, Rt: 16,8 min;
Amax [NM]: 240, 272, 366, 382
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3.2.1.5 Metabolisierung von Fluoranthen durch AP18.1

Die HPLC-Analyse (2.7.3.) von Kulturextrakten des mit Fluoranthen supplementier-
ten Stammes AP18.1 lieferte das in Abbildung 25 dargestellte Chromatogramm. Die

Nummerierung der Metabolitsignale erfolgt nach abnehmender Retentionszeit.
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Abb. 25.: HPLC-Chromatogramm eines AP18.1-Kulturfiltratextrakts;

Kulturbedingungen: 27°C, 0,5 mg/ml Fluoranthen, 0,5 mg/ml Glucose;
Kulturalter: 216 h; Konzentration des Extrakts bzgl. des Kulturfiltrats: 100-fach

Anhand des Spektrums und durch Cochromatographie mit der Referenzsubstanz

wurde 8-Hydroxyfluoranthen identifiziert.
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Abb. 26.: UV-VIS-Spekitrum des Fluoranthenmetaboliten 1 (8-Hydroxyfluoranthen),
Rt: 26,4 min

Bei Metabolit 2 kdnnte es sich um 1-Hydroxyfluoranthen handeln. Die sehr geringe

Konzentration des Metaboliten lief3 keine endgultige ldentifizierung zu.
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3.2.2 Untersuchungen mit dem Isolat KR15

Die nachfolgenden Untersuchungen dienten ebenfalls dem Nachweis von PAK-
Metaboliten und gegebenenfalls deren Identifikation. Die Flussigkulturen wurden dabei
zweistufig extrahiert (pH 7 und pH 1,5) (2.7.1).

3.2.2.1 Mineralisierung von Fluoranthen durch KR15

Die HPLC-Analyse (2.7.3) von Kulturextrakten des mit Fluoranthen supplementier-
ten Stammes KR15 lieferte das in Abbildung 27 dargestellte Chromatogramm. Die

Nummerierung der Metabolitsignale erfolgt nach abnehmender Retentionszeit.
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Abb. 27.: HPLC-Chromatogramm eines KR15-Kulturfiltratextrakts;

Kulturbedingungen: 27°C, 0,5 mg/ml Fluoranthen, 0,5 mg/ml Glucose;
Kulturalter: 216 h; Konzentration des Extrakts bzgl. des Kulturfiltrats: 100fach

Anhand der UV-VIS-Spektren und durch Cochromatographie mit Referenzsubstan-
zen wurden 1-, 3- und 8-Hydroxyfluoranthen identifiziert. Metabolit 1 und 5 konnten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgrund ihrer geringen Konzentration nicht identifiziert

werden.
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Abb. 28.: UV-VIS-Spektrum des Metaboliten 1, Rt: 27,7 min,
Amax [NM]: 236, 260, 290, 320
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Abb. 29.: UV-VIS-Spektrum des Fluoranthenmetaboliten 2 (3-Hydroxyfluoranthen),
Rt: 27,3 min
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Abb. 30.: UV-VIS-Spektrum des Fluoranthenmetaboliten 3 (1-Hydroxyfluoranthen),

Rt: 26,8 min
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Abb. 31.: UV-VIS-Spekitrum des Fluoranthenmetaboliten 4 (8-Hydroxyfluoranthen),
Rt: 26,4 min
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3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aller Isolate

Weitere der isolierten Streptomyceten zeigten in den Screeningversuchen die Fa-

higkeit, Phenanthren, Pyren und/oder Fluoranthen zu kometabolisieren. Aus der Mehr-

zahl dieser Isolate wurden, wie bereits erwahnt, nur solche weiter untersucht, die einer-

seits ein im internen Vergleich héheres Potential zur Kometabolisierung zeigten und

andererseits in der Lage waren, Huminsauren abzubauen.

In der folgenden Tabelle werden die Ergebnisse aller Versuche zur Isolierung und

Identifikation von Metaboliten aus Streptomyzetenkulturen mit Phenanthren, Fluo-

ranthen und Pyren zusammengefasst.

Tab. 9.: Zusammenfassung der Ergebnisse der ldentifizierung von PAK-Metaboliten,
verschiedene Isolate

Isolat

Phenanthrenmetabolite Fluoranthenmetabolite

Pyrenmetabolite

AP 1

1-Hydroxyphenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol,

AP 3

1-Hydroxyphenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol,

AP 4.3

1-Hydroxyphenanthren

8-Hydroxyphenanthren

AP 12.1

1-, 3- und 4-Hydroxy-
phenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol

1-Hydroxypyren

AP 16.1

trans-9,10-Phenanthren-
dihydridiol, 1-Hydroxy-
phenanthren

AP 18.1

1-, 3- und 4-Hydroxy-
phenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol

8-Hydroxyphenanthren

AP 18.5

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol

KR 13

1-Hydroxyphenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol

3-Hydroxyfluoranthen

1-Hydroxypyren

KR 15

1-, 3-, 4,- und 9-Hydroxy-
phenanthren;

trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol

1-, 3- und 8-Hydroxy-
fluoranthen

1-Hydroxypyren

73



ELIMINATION VON PAK DURCH STREPTOMYCETEN ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.2.4 Versuche zur ldentifizierung von Konjugaten

Die Méglichkeit der Bildung von Sulfat-, Glukosid- und/oder Glucuronidkonjugaten
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. FlUr keine der getesteten

PAK/Streptomyceten-Kombinationen konnten Konjugate nachgewiesen werden.

3.2.5 Abbau in Anwesenheit von Huminsauren

In Anwesenheit von Huminsauren konnte fir keine der getesteten PAK/Strepto-

myceten-Kombinationen die zuvor beschriebenen Metabolite detektiert werden.

3.2.6 Diskussion

Ziel der Untersuchungen der in diesem Kapitel beschriebenen Experimente war es,
aus PAK-kontaminierten Bdden solche Streptomycetenstdmme zu isolieren, die in der

Lage sind, die Modell-PAK Phenanthren, Pyren und Fluoranthen zu metabolisieren.

Zu diesem Zweck wurden Screening-Methoden eingesetzt, die visuell auf den Ab-
bau von Xenobiotika anhand der Elimination spezifischer Chemikalien schlieBen lassen.
Screening-Methoden werden fir die Isolierung von Schadstoff abbauenden Mikroorga-
nismen bevorzugt, da quantitative Extraktion und Analyse von Xenobiotika zeit- und
kostenintensiv sind. Einfachere Methoden, die auf dem Nachweis von spezifischen En-
zymen (z.B. Peroxidasen, Laccasen) basieren, vernachlassigen die Tatsache, dass die
vereinigte Aktion von verschiedenen Enzymen flr die Aktivitdt der Mikroorganismen in
vivo erforderlich ist. Dennoch ist die in dieser Arbeit eingesetzte Screening-Methode der
Entfarbung des polymeren Farbstoffs Poly-R-478 empfehlenswert, da sie einfach aus-
zuwerten und preiswert ist. Sie zeigte eine deutliche Korrelation zur Transformationsfa-

higkeit fir Huminsauren und PAK durch die isolierten Streptomyceten.

Die hier zum Zweck des PAK-Abbauscreenings beobachtete Entfarbung von poly-
meren Farbstoffen hat sich als ein guter Indikator fir die durch die Aktivitat von peroxi-
dativen Enzymen bei Mikroorganismen vermittelte initiale Transformation von Xenobio-
tika erwiesen. FIELD et al. (1992 und 1993) beobachteten, dass sowohl der Abbau von
Anthracen als auch der von Benzo[a]pyren signifikant mit der Fahigkeit von Mikroorga-
nismen korrelierte, den polymerischen Farbstoff Poly R-478 zu zersetzen. Die Ergeb-

nisse der Vorversuche in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Screening
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mit Poly R-478 ein nltzliches Instrument bei der Selektion PAK-abbauender Mikroorga-

nismen ist.

Obgleich die durch Monooxygenasen vermittelten Biotransformationen den Scree-
ning-Systemen, die polymere Farbstoffe benutzen, sehr wohl entgehen kénnen, gehdrt
die peroxidative Aktivitdt zum ligninabbauenden System der Streptomyceten [HER-
NANDEZ et al., 1997]. Peroxidasen sind die Enzyme, die unmittelbar in die Entfarbung
der polymerischen Farbstoffe involviert sind. Die in vivo beobachtete Entfarbung ist ein
Hinweis flir eine globale Peroxidaseaktivitat, da sie summarisch den Effekt der Peroxi-
dasen und anderer vergleichbar aktiver Oxidasen widerspiegelt. Deshalb stellt sie eine
angemessene Eigenschaft dar, um ein Screening fur PAK-abbauende Streptomyceten
durchzufihren. Die Beobachtung, dass einige der isolierten Streptomyceten Poly-R-
478-Agarplatten entfarbten und andere nicht, ist ein Hinweis auf eine unterschiedliche

Strategie beim Abbau von Schadstoffen durch die Mikroorganismen.

Die ausgewéhlten Kulturtechniken zur Isolation von PAK-metabolisierenden Mikro-
organismen begunstigen die Selektion von solchen Organismen, die hdéhere Wachs-
tumsraten haben und somit gegebenenfalls eine Mischkultur schnell dominieren [GRUND
et al., 1990]. Auch wenn die Isolierung der Streptomyceten in dieser Arbeit gleichfalls in
Bezug auf langsam wachsende Stdmme durchgefihrt wurde, kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass langsamer wachsende Streptomycetenstdmme dem Screening ent-

gangen sind.

3.2.6.1 Diskussion der PAK-Abbauversuche durch die isolierten Strepto-
myceten

Die Grinde, warum bestimmte Chemikalien abgebaut werden und andere nicht,
sind sehr unterschiedlich [CORNELISSEN UND SiJM, 1996]. Die Struktur der Substanz ist
dabei sehr wichtig; je geringer eine Verbindung biotischen Verbindungen ahnelt und je
stabiler ihre Struktur gegenlber enzymatischem Abbau ist, desto schwieriger wird sie
abgebaut werden. Die Konzentration der Chemikalie ist ein anderer wichtiger Faktor,
der den biologischen Abbau bestimmt. Niedrige Konzentrationen resultieren in einem
schwachen biologischen Abbau, bis zum Punkt einer Konzentrationsschwelle, unter der
Verbindungen nicht mehr abgebaut werden. Andererseits kdbnnen hohe Konzentrationen

toxische Effekte verursachen, welche die Abbauraten reduzieren kénnen. Biologische
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Abbauraten werden auch stark von Umweltfaktoren, wie Temperatur, Sauerstoffmenge,
Redoxpotential, pH, Salzgehalt und die Anwesenheit von anderen Nahrstoffen, beein-

flusst.

Non-enzymatic

rearrangement . Kastmer et al 2000

Fungi, algae H
Cyt P-450/Methane 0
Monooxygenase R H H

Arene oxide
H.LHLILX.JL H,0 _ W OH
Epoxide hydrolase ~— OH

R ™ H
trans-Dihydrodiol

White rot fungi

H.O) »PAH - quinones L
- - . L M - quinanes I g on L.
Lignin peroxidase, jHinanes ' Ring fissi * = C0;
; laccase
PAH o
o —=—=(0
OOH z

2-Hydroxymuconic

NAD* NADH+H
" OH ~
il oH  Dehydrogenase

5 semialdehyde
R™ H CH
cis-Dihydradiol Catechol Do
Meta fission OH €0,
R

2-Hydroxymuconic
semialdehyde

Abb. 32.: Mikrobielle Abbauwege von PAK in Béden [TOTSCHE, 2000]

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Modell-PAK Phenanthren, Fluoranthen
und Pyren gehdren zu den am weitesten verbreiteten PAK in der Umwelt. Diese Sub-
stanzen werden bei vielen PAK-Studien als Modell zum Studium des photochemischen
und biologischen Abbaus dieser Substanzklasse eingesetzt. AuBerdem fungieren sie
als Indikatoren fiir die Uberwachung, da ihre molekularen Strukturen in hoch karzinoge-
nen PAK gefunden werden, weshalb sie als Modellsubstanz bei der Messung von Bin-
dungen an die DNA eingesetzt werden. SchlieBlich wurden, vor allem bei Pyren, Meta-
bolismusexperimente zum Studium der Induktion verschiedener Formen des Cytoch-
roms P-450 durchgefihrt [SACK et al. 1997; CERNIGLIA et al., 1986].

Die PAK-Metabolisierungsversuche in der vorliegenden Arbeit lieferten als Ergebnis
der Transformation von Phenanthren folgende durch Cochromatographie identifizierte
Substanzen: 1-, 3-, 4- und 9-Hydroxyphenanthren sowie trans-9,10-Phenanthren-
dihydrodiol. Bei den Versuchen mit Fluoranthen konnten 1-, 3- und 8-Hydroxy-
fluoranthen identifiziert werden. SchlieBlich lieferten die Untersuchungen mit Pyren
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1-Hydroxypyren als Metaboliten. Eine Reihe von weiteren potentiellen PAK-Metaboliten
konnte mangels Referenzsubstanzen und/oder aufgrund sehr niedriger Konzentrationen

nicht identifiziert werden.

Ergebnisse von FOGHT et al. (1989) lassen auf eine Hierarchie des Abbaus von PAK
mit einer aufsteigenden Anzahl von Ringen schlieBen; d. h., Bakterienstdmme, die mo-
nozyklische und dizyklische Aromaten mineralisieren, kdnnen nicht notwendigerweise
trizyklische Aromaten abbauen, wogegen Mikroorganismen, die trizyklische aromati-
sche Kohlenwasserstoffe abbauen, in der Lage sind, weniger komplexe Verbindungen
einschlieBlich Biphenyl abzubauen. Eine &hnliche Beobachtung konnte auch in der vor-
liegenden Arbeit gemacht werden. Wahrend mehrere Isolate in der Lage waren, Phe-
nanthren zu transformieren, konnten die wenigsten das Gleiche mit Fluoranthen und

noch weniger mit Pyren bewerkstelligen.

Mehrere Veroffentlichungen berichten Gber Bakterienstdmme, die in der Lage sind,
sowohl Pyren als auch Phenanthren zu verwerten, was auf eine metabolische Ahnlich-
keit in der Nutzung dieser beiden Verbindungen hindeutet. MOLINA et al. (1999) stellten
fest, dass nicht nur Pyren und Phenanthren nach Induktion mit einer der beiden Verbin-
dungen abgebaut werden kdnnen. Das Ausmaf der Mineralisation von Pyren hing von
der den Abbau induzierenden Substanz ab, wogegen das Ausmaf des Abbaus von
Phenanthren unabhéngig davon war. Im Gegensatz dazu berichteten BOUCHEZ et al.
(1995), dass die Aktivitdit des Abbaus von Phenanthren bei mehreren Stammen ab-
nahm, wenn der Stamm vorher nicht anderen PAK-Verbindungen ausgesetzt war. Die
Autoren interpretierten den Verlust der Aktivitat als einen Hinweis, dass Phenanthren
ein schwacher Induktor der fur seinen Abbau benétigten Enzyme ist. Reaktionen auf
verschiedene Induktor-PAK scheinen demnach stammspezifische Eigenschaften zu
sein. Eine Vorhersage Uber die Fahigkeit zum Abbau von PAK (in diesem Fall Pyren
und Phenanthren) in Umweltmatrizes ist deshalb schwierig. Auch kénnte es eine Erkla-
rung dafiir sein, weshalb mehrere in der vorliegenden Arbeit isolierte Streptomyce-

tenstimme nicht alle drei untersuchten PAK abbauen konnten.
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Bereits 1974 berichteten SMITH UND ROSAzzA, dass Naphthalin und Biphenyl durch
Streptomyceten metabolisiert werden. SUTHERLAND et al. (1990) zeigten, dass S. flavo-
virens Phenanthren in zwei enzymatischen Schritten an der K-Region metabolisiert,
wobei trans-9,10-Phenanthrendihydrodiol gebildet wird. Der erste Schritt, katalysiert
durch eine Cytochrom P-450-Monooxygenase, bildet ein Arenoxid. Der zweite Schritt,

katalysiert durch eine Epoxidhydratase, bildet das trans-Dihydrodiol.

In der Studie von SUTHERLAND bildete S. flavovirens ein Phenanthrendihydrodiol,
das ahnlich dem durch S&ugetiere produzierten Dihydrodiol ist. Das CD-Spektrum des
mikrobiell gebildeten Dihydrodiols wies darauf hin, dass der Metabolit eine 9S.10S-
Stoffkonfiguration hatte. Die Ergebnisse legen daher nahe, dass S. flavovirens Phe-
nanthren in einer regio- und stereospezifischen Art metabolisiert und eine Verbindung

produziert, wie sie auch fur den Phenanthrenmetabolismus der Saugetiere typisch ist.

Im allgemeinen ist Sauerstoff direkt in den initialen Angriff auf aromatische Verbin-
dungen involviert. Weil die Einfihrung von Hydroxylgruppen in das Molekdl fir den wei-
teren oxidativen Katabolismus notwendig ist, kann der initiale elektrophile Angriff durch
die Oxygenasen der aeroben Bakterien ein limitierender Schritt flr die Abbaurate wer-
den. Die hydroxylierten Metabolite kdnnten entweder durch Neuordnung des Arenoxids
oder durch Dehydrierung eines Dihydrodiols entstehen. Eine direkte Hydroxylierung von

Phenanthren durch Monooxygenasen ist auch denkbar.

Die Metabolisierung von Fluoranthen wurde bereits fir andere Bakterien beschrie-
ben [WEISSENFELS et al., 1991; KEeLLEY et al.,, 1993; LAMBERT et al., 1994;
TIEHM UND FRITZSCHE, 1995; REHMANN et al., 2001]. Uber die Metabolisierung von Fluo-
ranthen durch Streptomyceten wurde bis dato in der Literatur nicht berichtet. Die im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Produkte des Metabolismus von Fluoranthen
durch Streptomyceten 1-, 3- und 8-Hydroxyfluoranthen wurden somit zum ersten Mal fir
Streptomyceten nachgewiesen. Die identifizierten Metabolite geben jedoch keinen Auf-
schluss Uber eine mogliche weitere Metabolisierung von Fluoranthen durch die verwen-

deten Streptomyceten.
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Nach REHMANN (1995) vermdgen u.a. Vertreter der Gattungen Mycobacterium,
Rhodococcus und Pseudomonas mit Pyren als alleiniger C-Quelle zu wachsen. Eine
Verwertung von Pyren als alleinige Kohlenstoffquelle durch Streptomyceten wurde zum
ersten Mal von PETERS (1999) beschrieben. Als Hauptmetabolit wurde dabei 1-
Hydroxypyren nachgewiesen. PETERS wertet den Nachweis von1-Naphthol als Hinweis
auf eine weitere Verwertung von 1-Hydroxypyren via 1-Naphthol. Bei einigen der in der
vorliegenden Arbeit isolierten Streptomyceten wurde ebenfalls 1-Hydroxypyren als Py-
renmetabolit nachgewiesen, allerdings nur, wenn eine zuséatzliche Kohlenstoffquelle
hinzugefligt wurde. Ein Pyrenmetabolismus Uber ligninolytische Enzyme, wie bei Pilzen,

ware daher flr diese Streptomyceten denkbar.

Bei der Metabolisierung von PAK durch Streptomyceten gibt es einige grundlegen-
de Unterschiede zu der durch andere Bakterien. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Transformation der PAK ohne den Zusatz einer Energie- und Kohlenstoffquelle nicht
bewerkstelligt werden. Hier tritt eindeutig das Phanomen Kometabolismus zu Tage. Au-
Berdem beginnt die Transformation von PAK bei vielen Bakterien mit einer Dioxygenie-
rung, die mit Hilfe von Dioxygenasen ausgefihrt wird [KANALY UND HARAYAMA, 2000].
Wie der Nachweis von trans-Dihydrodiolen zeigt, gehen dagegen Streptomyceten mit

Hilfe von Monooxygenasen in die erste Phase der Transformation von PAK.

Diese Monooxygenasen bilden vermutlich Teile eines Cytochrom P-450-
Enzymsystems, das eine zentrale Rolle in der Oxidation von xenobiotischen und endo-
genen natirlichen Verbindungen spielt [O' KEEFE UND LOPPER, 1996]. Eine bemerkens-
werte charakteristische Eigenschaft der Cytochrom P-450-Enzymsysteme, die im xeno-
biotischen Metabolismus involviert sind, ist die Induzierbarkeit durch ihre Substrate.
Diese Induzierbarkeit fuhrt manchmal zur Akkumulation von groBen Mengen von ihnen

und stellt so sicher, dass sogar schwache Induktoren vollstandig metabolisiert werden.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass verschiedene Aktinomyceten, insbesondere
Streptomyces spp., Xenobiotika mit Hilfe von Cytochrom P-450-Enzymen metabolisie-
ren. Die Cytochrome P-450 der Streptomyceten weisen dabei eine verhaltnismaBig
breite Substratspezifizitat auf [O° KEEFE UND HARDER 1991]. In einer Studie von
O’ KEEFE et al. (1988) konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass PAK Cytochrom P-450-
Aktivitat in Streptomyces spp. induzieren kénnen, wohingegen andere Verbindungen,
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wie Veratrol und Guaiakol in S. setonii, Sulfometuronmethyl und Chlorometuronethyl in
S. griseolus und Genistein in S. griseus, dazu in der Lage waren. So wurde die Hydro-
xylierung von Naphthalin zu 1-Naphthol und von Biphenyl zu 2- und 4-Hydroxybiphenyl
mit Extrakten aus Genistein-induzierten Kulturen von S. griseus demonstriert. In der o.
g. Studie von O’KEEFE (1988) wurde zudem gezeigt, dass die I6sliche Proteinfraktion

von S. griseolus mindestens drei Cytochrom P-450-Enzymsysteme besitzt.

Eine weitere Beobachtung der vorliegenden Arbeit ist die Tatsache, dass alle Ver-
suche zur Untersuchung der Transformation von PAK durch Streptomyceten nur dann
erfolgreich waren, wenn eine zusatzliche Energie- und Kohlenstoffquelle (Glucose) in
den Flussigkulturen anwesend war. Die isolierten Stdmme konnten mit Phenanthren,
Fluoranthen und Pyren als alleinigen Energie- und Kohlenstoffquellen nicht wachsen.
Die transformierenden Streptomyceten hatten demnach keinerlei Nutzen aus der Trans-
formation der PAK erzielt. Dagegen bildeten sich “dead-end”-Produkte, die wahrschein-

lich nicht in CO, und HoO umgewandelt werden kdénnen.

Die Bedeutung kometabolischer Transformationen organischer Schadstoffe in der
Umwelt wurde erstmals erkannt, als die Isolation der fur bestimmte Umsetzungen ver-
antwortlichen Organismen durch traditionelle mikrobiologische Einzelsubstrat-
Anreicherungstechniken erfolglos blieb. Kometabolismus wird heute als einer der wich-
tigsten Mechanismen angesehen, die von Mikroorganismen benutzt werden, um aroma-
tische und chlorierte aliphatische Schadstoffe in aeroben wie anaeroben Milieus zu

transformieren [MAPLESTONE et al., 1992].

Die kometabolische Transformation einer xenobiotischen Verbindung erzeugt, wie
bereits angedeutet, oft reaktive Metabolite, wie Epoxide, Dihydrodiole, aromatische Dio-
le, aromatische Amine oder zumindest Produkte, die leichter zu oxidieren sind als die
urspringlichen Chemikalien. Einerseits kbnnen spontane physikalische oder chemische
Reaktionen, wie Adsorptions-, Kopplungs- oder Polymerisierungsreaktionen, diese re-
aktiven Metabolite von einer méglichen Transformation fernhalten. Andererseits kann
die weitere chemische oder biologische Transformation die Substanzen, die mit den
Xenobiotika verbunden sind, eliminieren, so dass zumindest ein Teil der xenobiotischen
Verbindung durch bestimmte Mitglieder der Population mineralisiert und verwertet wer-

den kann.
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Beispielweise ist fungischer Kometabolismus ein Prozess, von dem bekannt ist,
dass er den biologischen Abbau von PAK erhdéhen kann [Qiu UND MCFARLAND, 1991].
Die entstehenden Produkte kbnnen mit der organischen Materie des Bodens polymeri-

sieren und gebundene Schadstoff-Huminstoff-Ruckstdnde (Humifizierung) bilden.

Die hier aufgefilhrten Ergebnisse im LabormaBstab sind bei Uberfiihrung in die

Praxis mit folgenden allgemeinen Uberlegungen zu verkniipfen:

» In den meisten natirlichen Systemen, so auch im Boden, leben viele verschie-
dene Mikroorganismen auf engstem Raum zusammen. Der Abbau eines Xeno-
biotikums hangt dabei oft von der Aktivitat mehrerer Mikroorganismen ab, ob-
gleich hintereinander folgende Reaktionen auch von nur einem einzelnen Mit-
glied der mikrobiologischen Gemeinschaft ausgefiuhrt werden kénnen [ALLARD
UND NEILSON, 1997]. Die initiale Oxidation durch Streptomyceten kénnte daher
Substrate fir andere Mikroorganismen liefern, welche die Mineralisation der
PAK-Metabolite bis hin zu CO, und H,O bewéltigen kénnten.

> Es ist sehr selten, dass in einem natirlichen Okosystem nur ein einzelnes Sub-
strat zur Verfugung steht. Es ist deshalb wichtig zu untersuchen, wie die Regula-
tion der Abbauwege durch verschiedene Substrate beeinflusst werden kann. In
der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass der mikrobielle Abbau eines der
drei eingesetzten PAK durch die Anwesenheit der anderen unterdrickt wurde.
Dabei spielte es keine Rolle, welcher PAK im Anzuchtmedium anwesend war.
Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von PETERS (1999) Uberein. Die
Metabolisierung eines PAK scheint bei den hier isolierten Streptomyceten spe-

ziesabhangig zu sein.

» SchlieBlich gibt es keine Organismen oder Gruppen von Organismen, die uni-
versal anwendbar fir eine biologische Sanierung sind. Streptomyceten jedoch
sind metabolisch versiert und daher fahig, ein breites Spektrum von Substraten

abzubauen.

Mehrere Studien zur Abschatzung der Fahigkeit von Streptomyceten, Schadstoffe
wie Pestizide, organochlorine Verbindungen und PAK abzubauen oder zu transformie-

ren, wurden in der Literatur beschrieben [FADULLON et al., 1998]. Streptomyceten koén-
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nen mit Hilfe ihres invasiven Myzels Béden penetrieren und so den Bedarf an Durchmi-
schung minimieren. Diese Eigenschaft, in Verbindung mit ihrer enzymatischen Ausstat-
tung sowie der Fahigkeit, schnell auf semiselektiven Substraten zu wachsen, macht die
Gattung Streptomyces zu einem attraktiven Organismus flr die biologische Sanierung
von kontaminierten Bdden. AuBerdem sind Streptomyceten natlrliche Bewohner des
Bodens, die unter den ungewdhnlichsten Zustanden, die in der Bodenmatrix angetroffen
werden, Uberleben und sich vermehren kénnen. Aus den oben genannten Grinden
kdnnte diese Bakteriengruppe erfolgreich beim Abbau von PAK im Boden eingesetzt

werden.

3.2.6.2 Abbau von PAK in Anwesenheit von Huminsauren

Eines der Hauptprobleme beim biologischen Abbau von Schadstoffen stellt ihre Al-
terung dar [GUERIN, 2000]. Durch die Alterungsmechanismen werden organische Ver-
bindungen mit polymerischen Bestandteilen der Bodenmatrix, wie Huminstoffen, ver-
bunden. Dies fuhrt dazu, dass die anfanglich monomeren, organischen Verbindungen
nicht langer flr die fur den Abbau in Frage kommenden Mikroorganismen zugéanglich
sind. Auswertungen der Fahigkeit zum biologischen Abbau, die dieses Phdnomen nicht
in Betracht ziehen, kdnnen die Persistenz einer Verbindung stark unterschéatzen. Ein
kritischer Punkt dabei ist der Grad an Reversibilitdt dieser Prozesse, da eine langsame
Freisetzung z.B. durch die Einwirkung von Mikroorganismen oder durch Auswaschen
Xenobiotika in die wéssrige Phase einleiten und dadurch das Grundwasser kontaminie-

ren kdnnte.

GAUTHIER et al. (1987) haben berichtet, dass das Ausmaf der Wechselwirkung zwi-
schen PAK und der wéssrigen Phase nicht nur eine Funktion der Konzentration der ge-
|6sten organischen Materie, sondern auch eine Funktion ihrer Qualitat ist. Dabei ist ihre
zugrunde liegende chemische Zusammensetzung unzweifelhaft ein elementarer Faktor.
Die meisten chemischen Eigenschaften der nattrlichen Huminstoffe, wie z. B. das Ver-
héaltnis C:H:N oder die Aromatizitat, spielen dabei eine gro3e Rolle. AuBBer den chemi-
schen Eigenschaften kann sich auch die Struktur der Huminstoffe auf die Wechselwir-
kungen zwischen PAK und organischer Materie auswirken. Dabei wird die Struktur der

Huminstoffe kontrolliert durch:
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» die Anzahl der Bindungsstellen und den Grad der lonisation der Karboxylate und

Hydroxylstellen,
» die Konfiguration in Losung und

» die Dichte, Verteilung und Reaktivitat der Hydroxylstellen der Oberflache sowie

weitere mikrotopographische Besonderheiten der Oberflache.

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebene Bildung von PAK-Metaboliten blieb bei
Streptomycetenkulturen aus, denen Huminsauren beigeflgt waren. Keiner der zuvor
beschriebenen und identifizierten Metaboliten konnte HPLC-analytisch nachgewiesen

werden.

In der Literatur werden sowohl positive als auch negative Einflisse von Huminsau-
ren auf den PAK-Abbau beschrieben. SHIMP UND PFAENDER (1985) fanden, dass Humin-
sauren alleine oder in Verbindung mit einer leicht verwertbaren Kohlenstoffquelle, wie
Aminosauren, nachteilige Effekte auf die Fahigkeit der an Humine adaptierten mikrobiel-
len Gemeinschaft hatten, m-Kresol, m-Aminophenol und p-Chlorophenol abzubauen.
Die Verminderung in der Schadstoffaufnahme stand dabei in Korrelation mit einer ab-
nehmenden Anzahl von Schadstoff abbauenden Bakterien. Jedoch klart dieser Befund
weder den zugrunde liegenden Mechanismus, der die Reduktion im biologischem Ab-

bau herbeigefuhrt hat, noch wie Humine die abbauenden Bakterien hemmen.

Fir die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit, ndmlich den fehlenden Abbau

von PAK in Anwesenheit von Huminsduren, gibt es mehrere mdgliche Erklarungen:

1. JONES UND TILLER (1999) beschreiben anhand von Ergebnissen aus '*C-NMR-
Messungen ein groBBes, gewundenes, humisches, makromolekulares Modellmo-
lekdl mit hydrophoben aliphatischen Abschnitten. In diesem Molekll sind mogli-
che Bindungsorte fur hydrophobe organische Verbindungen vorhanden. Experi-
mente wurden durchgeflihrt, deren Ergebnisse die Vorstellung einer gewunde-
nen humischen Struktur unterstitzen. Dieses Molekul kdnnte seine Konformation
so andern, dass es sich bei h6heren pH-Werten und niedriger Elektrolytkonzent-
ration ausdehnt. SCHLAUTMAN UND MORGAN (1993) zeigten Interaktionen von drei
verschiedenen PAK mit Huminsduren und unterstutzten ein Modell des humi-

schen Materials als eine llickenartige Struktur mit spezifischen Affinitadtszonen far
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hydrophobe Substanzen. Eine solche Struktur der Huminsduremolekile kénnte
daflr verantwortlich gewesen sein, dass die PAK fir die Streptomyceten nicht

verfugbar waren.

Einer der wichtigsten Parameter in der Chemie aquatischer Humins&uren ist der
pH-Wert der Lésung [RAGLE et al., 1997]. Bei hohen pH-Werten wird erwartet,
dass das Huminsduremolekuil gréBtenteils deprotoniert und sich aufgrund der e-
lektrostatischen AbstoBung in einer gedehnten Konfiguration befindet. Falls die
negativen Standorte neutralisiert werden, werden die intramolekularen Absto-
Bungen vermindert und das Huminsauremolekll kann sich winden oder falten
und dabei hydrophobe Taschen oder pseudomizellare Regionen bilden, in denen

sich PAK verteilen kénnen.

Die Huminsauren konnten die PAK also wahrend der Versuche adsorbiert und so
den Metabolismus durch die Bakterien verhindert haben. In einer Studie von OR-
TEGA-CALVO et al. (1997) wurde die Menge an geléstem Phenanthren in Anwe-
senheit von geldster organischer Materie vermindert. Eine starke Sorption von
Phenanthren an der gelosten organischen Materie und eine Verminderung des
biologischen Abbaus wurden beobachtet. Bei einem Feldversuch in der gleichen
Studie konnte sogar nach Zugabe von Nahrstoffen und PAK-abbauenden Bakte-
rien in einem kontaminierten Boden aus einer Kokerei, der einen hohen Prozent-
satz an organischer Materie enthielt, kein biologischer Abbau beobachtet wer-
den. In einer Studie von LAOR et al. (1999) dagegen waren die Mineralisationsra-

ten in An- und Abwesenheit von Huminsauren fast gleich.

2. Die adsorptive Kapazitat der Humine kénnte aufB3erdem die Verflugbarkeit von
Mikronahrstoffen des Mediums fur die Bakterien reduziert haben.
Humins&uren sind bekanntermafBen in der Lage, eine breite Vielfalt von anorga-
nischen lonen zu adsorbieren. Dass die Adsorption der lonen vielleicht vitale
Mikron&hrstoffe immobilisiert und das Wachstum und die Aktivitat der Mikroorga-
nismen unterdrickt, scheint jedoch keine ausreichende Erklarung fir die beo-
bachteten Effekte zu sein. Der Bedarf an Spurenelementen wird im Medium

mehrfach abgedeckt. In der natirlichen Umwelt Uberleben Streptomyceten bei
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Anwesenheit von Mengen an Spurenelementen, die weit unter denen der einge-

setzten Kulturmedien lagen.

3. Eine weitere Mdglichkeit, die den hemmenden Effekt der Humins&uren erklaren
kdnnte, ist die Anwesenheit von an den Huminséduren gebundenen Schwermetal-
len. Diese kénnten in den Kulturlberstand freigesetzt worden sein und toxi-
sche/inhibitorische Effekte auf die Aktivitadten der Bakterien ausiben, z. B. durch
Enzymhemmung [KANDELER et al., 1998]. In der Literatur ist der Einfluss von
Schwermetallen auf mikrobielle Aktivitdten unterhalb der gultigen Grenzwerte
beschrieben [FLIESSBACH UND REBER, 1991]. Deshalb kénnte die Desorption von
sogar kleinen Mengen von Metallen in den Kulturiberstanden ausreichend ge-

wesen sein, um den PAK-Metabolismus in den Kulturen zu beeintrachtigen.

4. Letztlich gibt es Anhaltspunkte in der Literatur, dass Huminsauren die Aktivitaten
bakterieller Enzyme veréandern kénnen [SHIMP UND PFAENDER, 1985]. So wurde
berichtet, dass sowohl Humin- als auch Fulvinsauren die Aktivitaten einer Anzahl
von Proteasen unterdricken. Solche Hemmungen kénnten aufgrund der Bindung
des Enzyms an die Huminsauremolekule irreversibel sein und sonach die Fahig-

keit der Streptomyceten, PAK zu kometabolisieren, hindern.

Aus den oben beschriebenen Mdglichkeiten der Blockade des PAK-Metabolismus
durch Huminstoffe scheint fur die vorliegende Arbeit die der Adsorption von PAK in hyd-
rophoben oder pseudomizellaren Regionen am wahrscheinlichsten zu sein. Diese Aus-

sage muss allerdings durch weitere Untersuchungen unterstitzt werden.

Wie bereits erwahnt, sind in der Literatur auch positive Einflisse von Huminsauren
auf den Abbau von PAK beschrieben worden [KOPINKE et al., 2001]. ORTEGA-CALVO UND
SAIz-JIMENEZ (1998) stellten z.B. fest, dass die Anwesenheit von geldster humischer
Materie, Ubereinstimmend mit friheren Studien, eindeutig zu einer Zunahme der Was-
serldslichkeit von Phenanthren flhrte. Jedoch konnte eine solche Beobachtung in der

vorliegenden Arbeit nicht gemacht werden.
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3.2.6.3 Bildung von Konjugaten und PAK-Abbau

Als weitere mdgliche Produkte der Transformation von PAK durch Streptomyceten
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Sulfat-, Glukosid- und/oder Glucuronidkon-
jugate in Erwagung gezogen. lhre Bildung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Es ist es daher mdglich, dass die isolierten Streptomyceten die enzymatische Ausstat-

tung fur diese Umwandlungsprozesse nicht besitzen.

Angaben aus Untersuchungen mit Pilzen lassen die Mdglichkeit offen, dass Strep-
tomyceten in der Lage sein kdnnten, phenolische PAK-Derivate zu Konjugaten zu trans-
formieren. In einer Studie von LANGE et al. (1994) konnte Crinipellis stipitaria Pyren zu
1-Pyrenylsulfat und zu trans-4,5-Dihydro-4,5-Dihydroxypyren metabolisieren. AuBerdem
wurden kleine Mengen von 1-Hydroxypyren, dem wahrscheinlichen Vorlaufer des Sul-
fatkonjugationsprodukts, detektiert. 1-Hydroxypyren wurde in der vorliegenden Arbeit
als Pyrenmetabolit identifiziert. POTHULURI et al. (1996) und CERNIGLIA (1992) konnten
bei ihren Studien mit Cunninghamella elegans auch Sulfatkonjugate von Ben-
zo[e]pyrenol nachweisen. Bei Streptomyceten wurde beim Phenanthrenmetabolismus
durch S. flavovirens ein Dihydrodiol identifiziert, das dem Dihydrodiol des Phe-

nanthrenmetabolismus von Saugetieren glich [SUTHERLAND et al., 1990].

Die o. g. Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Transformation von PAK zu Glucu-
ronid-, Glukosid- und Sulfatkonjugaten und ihr Abbau durch Pilze fir die Detoxifizierung
und Elimination der PAK in der Umwelt wichtig sein kénnen [CERNIGLIA et al., 1982;
CERNIGLIA, 1985]. Untersuchungen, die endglltig eine solche Aussage auch fir Strep-

tomyceten erlauben, sind weiterhin notwendig.
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3.3 Untersuchungen zur Verwertung von Huminsauren durch
die isolierten Streptomyceten

Ziel des folgenden Abschnitts dieser Arbeit war es, den Abbau von Huminstoffen
durch die aus den PAK-kontaminierten Bbdden isolierten Streptomyceten zu untersu-
chen. Aus den Ergebnissen sollten Rilckschlisse auf die Rolle der isolierten Strepto-

myceten bei der Freisetzung dieser Schadstoffe aus dem Boden gewonnen werden.

3.3.1 Abbau von Huminsauren in Festmedien

Zunachst wurden Untersuchungen auf festen Medien (Huminsdure-Agarplatten)
durchgefuhrt. Eine Entfarbung des durch Humins&uren braun gefarbten Agars und die
Bildung von Klarhofen ist als Beweis fir den Abbau der Huminsauren zu werten. Es
wurden Versuche sowohl mit kommerzieller als auch mit selbst isolierten Humins&uren
durchgefinhrt.

Das unter 2.2 beschriebene Huminsauremedium (Medium 5) wurde unter Zusatz
von 15 g/l Agar hergestellt. Es wurden zwei Systeme untersucht: die Verwertung von

Huminsauren mit und ohne zusatzliche Kohlenstoffquelle (Glucose 1% (w/v)).

In Tabelle 10 sind die Beobachtungen nach drei Wochen Kultivierung zusammen-

gefasst. Es sind nur die Isolate aufgeflihrt, die ein Verwertungspotential zeigten.

Tab. 10.: Bildung von Klarhéfen auf Huminsaure-Agarplatten, mit und ohne zusatzlicher
Kohlenstoffquelle

kommerziell bezogene Huminsaure isolierte Huminsaure
ohne / mit C-Quelle ohne / mit C-Quelle
Isolat
AP 1 -/- e
AP 10 -/ - -+
AP 11 -/ - -+
AP 12.1 -/- +/+
AP 13 -/ - -+
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Fortsetzung Tabelle 10

AP 14 /- 4+
AP 15 /- 4+
AP 16.1 /- /4
AP 17 -/- /-
AP 18.1 /- +/+
AP 19 /- 4+
AP 20 /- I+
AP 22 /- I+
AP 23 /- I+
KR 13 /- S+
KR 15 /- S+
S. viridosporus -/ - + ]+
S. griseus -/- +/+

Wie aus der Tabelle 10 hervorgeht, konnte lediglich ca. ein Drittel (mit zusatzlicher
C-Quelle) und ein Zehntel (ohne zusatzliche C-Quelle) der im Rahmen dieser Arbeit
isolierten Streptomyceten eindeutige Klarhoéfe auf den Agarplatten bilden. Diese Strep-
tomyceten besitzen folglich ein Abbaupotential fiur Huminsauren. Die kommerzielle Hu-
minsdure wurde von den Bakterien nicht erkennbar angegriffen. Die isolierten Humin-
sduren dagegen konnten in Anwesenheit von Glucose umgewandelt werden. Drei der
Isolate (AP12.1, AP16.1 und AP18.1) und die beiden Referenzstdmme konnten auf den

Huminsaure-Agarplatten Klarhéfe ohne Zusatz einer weiteren Kohlenstoffquelle bilden.

3.3.2 Abbau von Huminsauren in Flussigkulturen

Weitere Versuche zur Abbauaktivitat der Isolate wurden in Flussigkultur nach den
Angaben in 2.8.2 durchgefluhrt. Dabei wurde der Abbau der Humins&auren qualitativ Uber
die Entfarbung des Mediums bestimmt.

Die aufgefuihrten Ergebnisse betreffen Versuche mit den Isolaten, die entsprechend
der bisherigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowohl die Modelsubstanzen Phe-
nanthren, Pyren und Fluoranthen als auch Huminsauren (ko)metabolisch transformieren

konnten.
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Eine Entfarbung des Kulturmediums konnte bereits nach ca. 24 Stunden beobach-
tet werden. Nach 144 Stunden Inkubation wurde das Medium zwischen 5% und 24%
(34,5% mit dem Referenzstamm) entférbt. Die beobachtete Entfarbung beruht jedoch
teilweise auf der Adsorption der Huminsauren an die Streptomyceten. Ein korrigiertes
Bild der Entfarbung und somit des Abbaus der Huminsauren lieferte eine Filtration und
anschlieBende Behandlung der Flussigkulturen nach 2.8.2.

40

35

30

25 4

20 4

Entfarbung %

15

1

0 I | .

AP 12.1 AP 18.1 AP 16.1 S. viridosporus

15}

o

\l Entfarbung des Mediums = Korrigierte Entférbung\

Abb. 33.: Entfarbung des Huminsduremediums durch die Aktivitat diverser Streptomyceten
nach 144 Stunden Inkubation
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In Tabelle 11 sind die Ergebnisse aus den Versuchen mit Flussigkulturen zusam-

mengefasst.

Tab. 11.: Abbau von Huminsauren durch die isolierten Streptomyceten; Entfarbung des
Mediums vor und nach der Behandlung

Isolat Entfarbung in % Korrigierte Entfarbung in %
AP 1 20 18
AP 10 ne ne
AP 11 ne ne
AP 12.1 11 10
AP 13 5 1
AP 14 3 -
AP 15 5 1
AP 16.1 24 17
AP 17 ne ne
AP 18.1 4 -
AP 19 6 ne
AP 20 3 -
AP 22 6 ne
AP 23 8

KR 13 15

KR 15 13

S. viridosporus 34 33
S. griseus 5 3
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mg Zellmasse pro Kolben

0 24 48 72 96 144

Zeit [h]
—4— AP 18.1 mit Glu —-AP16.1 mit Glu —'—AP 12.1 mit Glu
—— AP 18.1 ohne Glu —=-AP16.1 ohne Glu —A— AP 12.1 ohne Glu

Abb. 34.: Wachstum der isolierten Streptomyceten in huminsaurehaltigen Flissigkulturen
in An- und Abwesenheit von Glucose (2,5 mg/l)

In Abbildung 34 ist das Wachstum der drei Isolate AP12.1, AP16.1 und AP18.1 im
Huminsduremedium mit und ohne Zusatz von Glucose zu sehen. Alle drei untersuchten
Isolate zeigten in den Ansatzen mit Glucose ein starkeres Wachstum. AP18.1 wuchs
am besten, dagegen waren zwischen AP12.1 und AP16.1 geringe Unterschiede im

Wachstum zu beobachten.

Vergleicht man die Abbildungen 33 und 34, stellt man fest, dass, obwohl AP18.1
das starkste Wachstum von allen drei Isolaten zeigte, dieser Stamm die niedrigste Akti-
vitat hinsichtlich der Entfarbung des Mediums aufwies. Dagegen zeigte AP16.1 ein viel
geringeres Wachstum als AP18.1, war jedoch wesentlich aktiver. Das Wachstum der

drei Isolate korreliert also nicht mit der Entfarbung des Mediums.
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3.3.3 Diskussion der Versuche zum Abbau von Huminsauren

Einen Aspekt der vorliegenden Arbeit stellen Untersuchungen des Potentials der
isolierten Streptomyceten zum Abbau von Humins&uren im Hinblick auf eine eventuelle
Freisetzung von an Huminsauren gebundene Schadstoffe dar. Die Beobachtung aus
den vorherigen Untersuchungen, dass einige der isolierten Streptomyceten PAK trans-
formieren kénnen, sollte auBerdem mit dem hier untersuchten Abbau von Huminsauren

in Verbindung gebracht und diskutiert werden.

Zur Kontrolle des Abbaus von Humins&uren durch die isolierten Streptomyceten
wurde die Entfarbung von sowohl festen als auch flissigen Huminsduremedien unter-
sucht [MoNIB et al., 1981; DARI et al., 1995; FiLIP et al., 1998]. Da Huminstoffe unter La-
borbedingungen Mikrobenwachstum nur sehr begrenzt férdern, wenn sie als einzige
Kohlenstoffquelle eingesetzt werden, ist es bei Untersuchungen dieser Art Ublich, eine
zusatzliche Kohlenstoffquelle einzusetzen. Etwa ein Drittel aller isolierten Streptomyce-
ten konnte Huminsauren unter Zugabe einer zusatzlichen Kohlenstoffquelle abbauen.
Von diesen Isolaten konnte dagegen lediglich ein Drittel Huminsauren ohne zusatzliche

Kohlenstoffquelle abbauen.

Die Ergebnisse aus den Versuchen mit Huminsaure-Agarplatten haben ferner im
Bezug auf den Abbau von Humins&uren gezeigt, dass sich die kommerziell bezogene
Huminsaure signifikant von der selbst isolierten unterscheidet. Im allgemeinen ist es
aufgrund der Unterschiede innerhalb der natlrlichen organischen Materie (im Gehalt
von Kohlenstoff und Sauerstoff, in der Aromatizitat, in der Verteilung der funktionellen
Gruppen, in der durchschnittlichen molekularen GréBe, in der Aziditat, usw.) schwierig,
die Ergebnisse von Studien zu vergleichen, in denen verschiedene Huminstoffe einge-
setzt werden [MURPHY UND ZACHARA, 1995]. Deshalb sollte bei realitatsorientierten Un-
tersuchungen dieser Art neben kommerziell bezogenen Huminstoffen auch standort-

spezifisches, humisches Material bertcksichtigt werden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, beschrieben KONT-
CHOU UND BLONDEAU (1992) den Abbau von Humins&uren in Flissigkulturen von S. viri-
dosporus. Die Autoren nahmen dabei die Entfarbung des Kulturmediums, die Verande-

rung des Molekulargewichts der Huminsduren und die Produktion von 'CO, aus
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14C-Melanoidin als Beweis fiir den Abbau. In dieser Studie konnte ebenfalls kein Netto-
Huminsaureabbau ohne Bindung der humischen Molekile an die Bakterienzelle nach-

gewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten Veranderungen der optischen Dichte in den
Flussigkulturen beobachtet werden. Dies konnte ein Hinweis auf eine Umwandlung
sein. Huminsauren bestehen aus einer Mischung verschiedener Verbindungen mit vari-
abler Resistenz gegen biologischen Abbau. Die beobachteten Anderungen an der Far-
be der Flussigkulturen oder an der optischen Dichte widerspiegeln jedoch nicht unbe-

dingt eine tatsachliche Abnahme der Menge an Huminsauren.

Die Untersuchungen mit den Huminsaure-Flussigkulturen zeigten, dass die Isolate
in der Lage waren, wahrend des Abbaus von Huminsauren zu wachsen. Dabei war das
Wachstum in den Kulturen ohne Glucose geringer als in Anwesenheit von Glucose. Das
Bakterienwachstum in den Kulturen ohne Glukose nur auf den Abbau von Huminstoffen
zu begrinden, wird zusatzlich durch die Tatsache erschwert, dass Huminstoffpraparate
mit anderen Kohlenstoffquellen oder durch den Eintrag geringer Mengen von Nahrstof-
fen verunreinigt sind. Diese Nahrstoffe werden wahrscheinlich zuerst oder alleine von
den Mikroorganismen verwertet. Das beobachtete geringere Bakterienwachstum kénnte
auf Grund einer Beteiligung von extrazellularen Enzymen, wie Zellulasen, Xylanasen
und Esterasen, erklart werden, die durch die Streptomyceten freigesetzt wurden. Diese
Enzyme konnten die Assimilation von flr Bakterien leicht verfigbaren nichtaromati-

schen Fraktionen an der Peripherie der Huminmolekule ermdglicht haben.

Eine weitere interessante Beobachtung in diesen Versuchen war, dass die Entfar-
bung des Huminsauremediums durch das Isolat AP18. 1 flinfmal geringer ausfiel, ob-
wohl AP 18.1 dreimal mehr Zellmasse als das Isolat AP16.1 bildete. Dieses Ergebnis
zeigt, dass fur diese beiden Isolate keine Korrelation zwischen Wachstum und Entfar-
bung des Huminsauremediums besteht. Die Annahme, dass die eine gro3e Menge an
Huminstoff-abbauenden Mikroorganismen nicht gleich einen effektiveren Huminstoffab-

bau bedeutet, liegt nahe, misste jedoch durch weitere Versuche untermauert werden.

Die o. g. Beobachtungen zum Abbau von Huminsauren durch einige der isolierten

Streptomyceten legen nahe, dass die Anwesenheit von Streptomyceten das Schicksal
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von in der organischen Substanz des Bodens festgelegten organischen Schadstoffen
beeinflussen kann. Organische Schadstoffe, die in den Boden gelangen, werden rever-
sibel oder irreversibel in der organischen Matrix festgelegt. Sie kénnen dabei im dreidi-
mensionalen organisch-mineralischen Komplex der organischen Materie der Bboden
eingeschlossen oder in das hydrophobe Innere von mizellartigen Huminaggregaten o-
der in den Mikroporen von Tonmineralien eingeschlossen werden [GAUTHIER et al.,
1987; AMADOR UND ALEXANDER, 1988; WEISSENFELS et al., 1992; ENGEBRETSON UND
WANDRUSZKA, 1994; MAHRO et al., 1994; ESCHENBACH, 1995; MCGRODDY et al., 1996;
Scow, 1997; WAIs, 1998; BOGAN et al., 1999; NORTHCOTT UND JONES, 2001]. Bleiben die
organischen Schadstoffe langer im Boden, nehmen ihre Desorptionsraten mit der Zeit
ab.

Als ein Ergebnis dieser Wechselwirkungen mit der organischen Bodensubstanz
entstehen nicht-extrahierbare Rickstéande, die eine abnehmende Verfugbarkeit zur Ex-
traktion oder zum biologischen Abbau vorweisen [WHITE et al., 1999]. Die Bildung von
gebundenen Rickstdnden aus Schadstoffen und aus Huminstoffen hat demnach Aus-
wirkungen auf die Bioverfugbarkeit, auf die Toxizitat und auf den Transport der Schad-
stoffe im natdrlichen Milieu [RICHNOW et al., 1997]. Einige typische Metabolite von PAK,
die an Huminsubstanzen aus Flissen durch Esterverknupfungen chemisch gebunden

waren, konnten in der Studie von RICHNOW identifiziert werden,.

Der hier beschriebene Abbau von Huminsauren durch die isolierten Streptomyceten
kénnte folglich dazu fihren, dass an Huminsauren gebundene organische Schadstoffe
wieder in die Umwelt freigesetzt werden. Somit kbnnen sie wieder bioverfugbar und bio-
logisch aktiv werden. Sie kdnnen Teile der Nahrungskette oder die Eigenschaften des

Bodens langfristig beeinflussen [JONES et al., 2000].

Die o0.g. Ausfiihrungen betrachten die Problematik der nicht-extrahierbaren Rulck-
stdnde aus einer negativen Perspektive. Die Bindung von Schadstoffen an die organi-
sche Materie kann jedoch, zumindest voribergehend, positive Effekte fir die Umwelt
haben. Es ist bekannt, dass eine reduzierte Tendenz eines organischen Schadstoffes
zur chemischen Extraktion darauf hinweist, dass die Substanz eine geringe Tendenz
hat, in die wéassrige Phase im Boden einzutreten. Niedrige Extrahierbarkeit kann mit

einer niedrigen Bioverflugbarkeit in Beziehung gesetzt werden. Auf diese Weise kann
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die Bildung von gebundenen Rickstanden als ein erster Schritt in Richtung Deaktivie-
rung von Xenobiotika betrachtet werden, die ihren Endpunkt in der kompletten Inkorpo-
ration in die organische Materie des Bodens erfahrt. Demnach kann eine erhdhte Bin-
dung und Bildung von Rilckstanden organischer Schadstoffe als ein natlrlicher Prozess
verstanden werden, der in der mikrobiologischen Sanierung von Bdden eingesetzt wer-

den kann.

3.4 Okotoxikologische Untersuchungen

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das Okotoxikologische Verhalten von
Einzelsubstanzen, Kulturiberstanden und wéssrigen Eluaten aus PAK-kontaminierten
Bbdden bestimmt. Da das Umweltkompartiment Wasser den vorrangigen Pfad fur die
Verfrachtung der PAK vom Boden bis zu dem Ort einer mdglichen Wirkung darstellt,
wurden hier die Wirkungen auf aquatische Organismen (Daphnien und Leuchtbakterien)
betrachtet. Diese Testsysteme integrieren alle schadlichen Wirkungen, die von einem
Bodenmaterial ausgehen und liefern Informationen, die eine sinnvolle Ergdnzung einer
auf spezifische Schadstoffe ausgerichteten chemischen Analyse darstellen [DOTT et al.,
2001].

3.4.1 Bestimmung der Toxizitat von Kulturiiberstanden

Zunéachst wurden Vorversuche zur Ermittlung des testrelevanten Wirkungsbereichs
der KulturGberstande durchgefuhrt. Tabelle 11 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse

der Vorversuche.

Die Daten in der Tabelle 12 und aus den Untersuchungen mit den Isolaten AP 12.1
und AP 16.1 zeigen, dass sich in beiden Testsystemen alle getesteten Kulturen im
Komplexn&dhrmedium als toxisch erwiesen. Auch Kontrollen ohne PAK und ohne Strep-
tomyceten zeigten eine toxische Wirkung sowohl gegen Daphnien als auch gegen

Leuchtbakterien.

Alternativ wurde der Ansatz verfolgt, ein definiertes Medium fir diese Versuche ein-
zusetzen. Daflr wurde Medium 1 mit Glucose (1% w/v) eingesetzt. Die Kulturiiberstan-

de dieser Ansatze erwiesen sich in den beiden Tests als ebenso toxisch. Die beobach-
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tete Toxizitat war allerdings nach 24 h geringfligig niedriger als die in den Anséatzen mit

Komplexmedium.

Tab. 12.: Ergebnisse der 6kotoxikologischen Voruntersuchungen von Kulturiiberstanden
des Isolats AP18.1; Konzentration von Phenanthren: 0,5mg/ml

Ansatz Ergebnis des Leuchtbakte- | Ergebnis des Daphnientests,
rientests (Hemmung in %) nach 24 h und nach 48 h
AP18.1, Phenanthren, 1
Medium 3 85 toxisch
AP18.1, Medium 3 84 toxisch
Medium 3 66 toxisch
Medium 3, Phenanthren 67 toxisch
AP1§3.1, Phenanthren, 78 toxisch
Medium 1
AP18.1, Phenanthren, 81 toxisch
Medium 1, Glucose
Medium 1, Phenanthren, 74 toxisch
Glucose
Medium 1, Glucose 78 toxisch

Da auch die Kulturiberstédnde der Ansatze im Glukosemedium toxisch waren, wur-
de in weiteren Vorabtests versucht, eine geeignete Kohlenstoffquelle und eine anwend-
bare Konzentration fir weitere Untersuchungen zur Bestimmung der Toxizitat von PAK-
Kulturiiberstanden mit Streptomyceten zu finden. Eine Konzentration von Glucose, die
einerseits die Produktion von PAK-Metaboliten erlaubte, andererseits nicht toxisch ge-
genuber den Testorganismen war, konnte jedoch nicht ermittelt werden. Die Versuche

konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr zum Abschluss gebracht werden.

1 Toxisch bedeutet hier, dass alle Tiere schwimmunféhig waren.
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3.4.2 Bestimmung der Toxizitat von Einzelsubstanzen

Es wurden Toxizitatsbestimmungen (ECso) mit folgenden Substanzen durchgefuhrt:

Phenanthren, Pyren, Fluoranthen und 1-Hydroxypyren.

Tabelle 13 fasst die Ergebnisse der Toxizitatstests von einzelnen Substanzen sowie

ausgewabhlte, aus der Literatur bekannte Werte zusammen [MEYER, 1999].

Tab. 13.: Bestimmung der Toxizitat von Einzelsubstanzen

Substanz Leuchtbakterientest, Leuchtbakterientest, Daphnientest
ECs, (mg/l), Literatur- ECy (mg/l), 30 min ECso(mg/l)

werte

Fluoranthen 0,83’; 2,0% 1,3* 1,6 -7

Phenanthren 0,487; 0,53°% 2,1%, 0,35 -7
0,049°

Pyren >500° -7 -7

1-Hydroxypyren 0,67 0,49

’: JOHNSON UND LONG (1998) °: KAISER UND PALABRICA (1991)

2 JAcoBs et al. (1993) % HAUSER et al. (1997)

3 AHLF (1998), zitiert aus MEYER 1999 ’: keine reproduzierbaren Ergebnisse

* MCCONKEY et al. (1997)

Sowohl zwischen den Literaturzitaten als auch den gemessenen Werten ist keine
Ubereinstimmung erkennbar. Dies kénnte an den unterschiedlichen Testkonditionen in
den erwahnten Studien liegen. Ein anderer Grund fur diese Beobachtung kénnte eine
unterschiedliche Inkubationszeit der Testorganismen mit den zu testenden Substanzen
oder aber auch der Einsatz unterschiedlicher Losungsvermittler sein. Wahrend JOHN-
SON UND LONG, JAcOBS sowie MCCONKEY et al. Dimethylsulfoxid eingesetzt haben, ver-

wendete AHLF Methanol als Lésungsvermittler.
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3.4.3 Bestimmung der Toxizitat von Boden

Die PAK-kontaminierten Bdden, aus denen die in den vorherigen Abschnitten ein-
gesetzten Streptomyceten isoliert wurden, wurden hinsichtlich inrer PAK-Belastung ana-
lysiert (vgl. 3.1.1.1). Dabei ergab sich folgendes Bild in Bezug auf die Kontamination der
Bdden mit PAK (Tabelle 14):

Tab. 14: Vergleich der PAK-Belastungen der eingesetzten Béden

Niedrige PAK-Belastung Hohe PAK-Belastung
(ppm) (ppm)
MKW 1 MKW 2 UN GdF TF 48

< < < <
(0,95) (1,44) (15.544) (57.825) (105.888)

Um den Einfluss der Streptomyceten auf die Toxizitat dieser Béden zu bewerten,
wurden Inokula des lIsolats AP 18.1 den Bodenzubereitungen hinzugefiugt (vgl.
2.10.2.1). Die Toxizitat wurde Uber Toxizitdtsmessungen von Bodeneluaten untersucht.
Dazu wurden der Leuchtbakterien- und der Daphnientest eingesetzt (vgl. 2.10.2.2.). Als
Kontrolle dienten Ansadtze ohne Inokula sowie Ansdtze mit einem gering PAK-
belasteten Boden-2.

Die Béden wurden vor ihrem Einsatz sterilisiert (vgl. 2.10.2.1). Die Bodenanséatze
wurden uber einen Zeitraum von ca. 10 Monaten inkubiert. In bestimmten Zeitabschnit-
ten wurden pro Ansatz drei Proben entnommen, die aufbereitet und anschlieBend auf
ihre Toxizitat gemessen wurden. In den Abbildungen 35 bis 39 ist die Luminenszenz-
hemmung der wassrigen Bodeneluate aus den verschiedenen Ansatzen dargestellt. Die

hier dargestellten Daten sind Mittelwerte aus den jeweils drei entnommenen Proben.

2 Hierzu wurde der Standardboden Kaldenkirchen eingesetzt. Bei diesem Boden handelt es sich um sau-
re Braunerde aus Flugsand Uber LOR. Er lag in getrockneter und gesiebter Form vor. Er wurde von Herrn
Dr. P. Schmitt-Kopplin (Institut fir Okologische Chemie, GSF) zur Verfigung gestellt [SCHMITT et al.,
1997].
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Abb. 35.: Luminenszenzhemmung der wéassrigen Eluate aus dem Boden TF48 und aus
der Kontrolle Kaldenkirchen; TF 48. Ansatz mit Bakterien; Kontrolle TF 48:
Ansatz ohne Bakterien; Kaldenkirchen: Ansatz mit Bakterien;
Kontrolle Kaldenkirchen: Ansatz ohne Bakterien; Fehlerbalken; +s

Aus der Tabelle 14 ist zu entnehmen, dass der Boden TF 48 die hochste PAK-
Belastung aufwies. Im Versuchsansatz mit dem Boden TF 48, dem das Isolat AP 18.1
hinzugeflgt wurde, erreichte die am Anfang des Versuchs gemessene Hemmung (23
%) nach 210 Tagen den Hochstwert von 39 % (Abb. 35). Bei Abbruch des Versuchs lag
die Hemmung bei 29 % und damit um ca. 6 % hoher als zu Beginn der Messungen. Im
Kontrollansatz ohne Bakterien wurden keine nennenswerten Anderungen der Lumines-
zenzhemmung beobachtet. In den Ansatzen mit dem Standardboden wurden ebenfalls

keine Anderungen der Lumineszenzhemmung gemessen.

Aus dem Vergleich des Ansatzes mit Bakterien und der Kontrollansatze ist der Ein-
fluss der Zugabe des Isolats AP 18.1 auf die Lumineszenzhemmung erkennbar: In den
Ansatzen ohne Bakterien bleibt die Hemmung wahrend des Versuchs beinahe konstant.

Dagegen erhoht sich die Lumineszenzhemmung im Ansatz mit dem Isolat bis zu 16%.
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Abb. 36.: Luminenszenzhemmung der wéassrigen Eluate aus dem Boden MKW 2 und
aus der Kontrolle Kaldenkirchen; MKW 2. Ansatz mit Bakterien; Kontrolle MKW 2: An-
satz ohne Bakterien; Kaldenkirchen: Ansatz mit Bakterien; Kontrolle Kaldenkirchen:
Ansatz ohne Bakterien; Fehlerbalken: +s

Der Boden MKW 2 ist mit einer PAK-Belastung von 1,44 ppm kaum kontaminiert
(Tab. 14.). Ahnlich wie im Ansatz TF 48 stieg beim Ansatz MKW 2 die Hemmung konti-
nuierlich an (Anfangswert 14 %) und erreichte einen Hbchstwert von 37 % nach 180
Tagen (Abb. 36). Die Hemmung reduzierte sich jedoch im Laufe des Versuchs kaum
und erreichte bei Abbruch einen Wert von 34 %. Damit lag die Lumineszenzhemmung

beim Abbruch des Versuchs 20 % hoher als am Anfang.

Auch im Boden MKW 2 ist der Einfluss der Zugabe des Isolats AP 18.1 auf die Lu-
mineszenzhemmung erkennbar. Wahrend im Ansatz ohne Bakterien die Hemmung bei-
nahe konstant bleibt, ist im Ansatz mit dem Isolat eine deutliche Zunahme der Hem-

mung erkennbar.
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Abb. 37.:

Luminenszenzhemmung der wassrigen Eluate aus dem Boden MKW 1 und aus

der Kontrolle Kaldenkirchen; MKW 1: Ansatz mit Bakterien; Kontrolle MKW 1: Ansatz
ohne Bakterien; Kaldenkirchen: Ansatz mit Bakterien; Kontrolle Kaldenkirchen: Ansatz

ohne Bakterien; Fehlerbalken: +s

Ahnlich wie der Boden MKW 2 ist der Boden MKW 1 kaum mit PAK belastet. Im

Ansatz MKW 1 wurde eine leichte Erhdhung der Lumineszenzhemmung um ca. 6 %

nach 150 Tagen beobachtet (Abb. 37). Die Hemmung nahm erneut um ca. 7 % nach

240 Tagen zu. Allerdings ging die Hemmung beim Abbruch des Versuchs auf 15 % zu-

rick und war damit nahezu identisch mit dem Ausgangswert von 14 %.

Im Boden MKW 1 ist der Einfluss der Zugabe des Isolats AP 18.1 auf die Lumines-

zenzhemmung nicht so deutlich zu erkennen wie in den Béden TF 48 und MKW 2. Die

Unterschiede in der Lumineszenzhemmung zwischen dem Ansatz ohne Bakterien und

dem Ansatz mit dem Isolat sind marginal.

101



ELIMINATION VON PAK DURCH STREPTOMYCETEN ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Luminenszenzhemmung in %

0 30 60 90 150 180 210 240 270 330
Zeit [Tage]

‘+ UN —&— Kontrole UN —@— Kaldenkirchen —&— Kontrolle Kaldenkirchen ‘

Abb. 38.: Luminenszenzhemmung der wéassrigen Extrakte aus dem Boden UN und aus der
Kontrolle Kaldenkirchen; UN: Ansatz mit Bakterien; Kontrolle UN: Ansatz ohne Bakte-
rien; Kaldenkirchen: Ansatz mit Bakterien; Kontrolle Kaldenkirchen: Ansatz ohne Bak-
terien; Fehlerbalken: +s

Im Boden UN wurde eine PAK-Konzentration von tdber 15.000 ppm gemessen.
Damit ist er wesentlich starker kontaminiert als die B6den MKW 1 und MKW 2. Den-
noch wurde hier eine vollig andere Beobachtung gemacht: Die Lumineszenzhemmung
im Ansatz ohne Bakterien (Kontrolle UN) war beinahe wahrend des ganzen Versuchs
héher als beim Ansatz mit Bakterien (Abb. 38). Die anfangliche Hemmung der Kontrolle
ohne Bakterien betrug dabei 27 % und lag somit um 12 % hdéher als die Hemmung beim

Ansatz mit Bakterien.

Nach 90 Tagen stieg die Lumineszenzhemmung im Ansatz mit Bakterien um knapp
20 % und betrug 33 %. Die Hemmung hielt sich auch nach 180 Tagen auf einem hohen
Niveau. Sie sank jedoch zwischen 180 und 270 Tagen kontinuierlich ab und erreichte
beim Abbruch des Versuchs einen Wert von 4 %. Dies entspricht eine Reduzierung der

anfanglich gemessenen Hemmung von ca. 10 %.

Durch die héhere Lumineszenzhemmung in der Kontrolle ist es schwierig, hier
Schllsse zu ziehen. Der Zusatz des Isolats AP 18.1 jedoch verursachte im Ansatz UN

wie in den zuvor beschriebenen Ergebnissen, Anderungen im Verlauf der Lumines-
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zenzhemmung. Der Unterschied besteht darin, dass hier eine Reduzierung der Toxizi-

tat, die aus dem Bodeneluat UN hervorgeht, gemessen wurde.

Luminenszenzhemmung in %
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Zeit [Tage]

‘+ GdF 2 —#— Kontrolle GdF 2 —@— Kaldenkirchen —&— Kontrolle Kaldenkirchen ‘

Abb. 39.: Luminenszenzhemmung der wéassrigen Eluate aus dem Boden GdF 2 und
aus der Kontrolle Kaldenkirchen; GdF 2: Ansatz mit Bakterien;
Kontrolle GdF 2: Ansatz ohne Bakterien; Kaldenkirchen: Ansatz mit Bakterien;
Kontrolle Kaldenkirchen: Ansatz ohne Bakterien; Fehlerbalken: +s

Der Boden GdF 2 ist mit einer PAK-Konzentration von Uber 57.000 ppm stark be-
lastet. Im Ansatz GdF 2 wurde eine Erhdéhung der Hemmung von anfanglich 14 % auf
34 % nach 210 Tagen festgestellt (Abb. 42). AnschlieBend wurde eine Abnahme der
Hemmung beobachtet, die beim Abbruch des Versuchs nach 330 Tagen einen Wert

von 20 % erreichte und damit um ca. 6 % hdher als zu Beginn der Messungen lag.

Aus den Ergebnissen der Kontrollmessungen ist der Einfluss der Zugabe des Iso-
lats AP 18.1 im Ansatz mit dem Boden GdF 2 auf die Lumineszenzhemmung erkenn-
bar. Die Lumineszenzhemmung erhdhte sich im Verlauf des Versuchs, reduzierte sich
jedoch kontinuierlich bis zum Abbruch. Im Ansatz ohne Bakterien dagegen blieb die

Hemmung beinahe konstant.
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Die Konzentration der PAK in den verschiedenen Bdden war unterschiedlich hoch
(Tab. 14). Daher ist es schwierig, Vergleiche zwischen den verschiedenen Ansatzen zu
ziehen. Dies ist mit groBer Wahrscheinlichkeit der Grund, wieso der Verlauf der Lumi-
neszenzhemmung bei allen Ansatzen uneinheitlich war. Zu beobachten war, dass die
Anfangswerte der Lumineszenzhemmung trotz gravierender Unterschiede beim PAK-

Gehalt der Bdden relativ nah beieinander lagen.

Bei jedem Bodenansatz wurde die maximale Hemmung jeweils zu einem unter-
schiedlichen Zeitpunkt beobachtet. Fur den Boden TF 48 (Boden mit der héchsten PAK-
Konzentration) wurde eine maximale Erh6hung der Hemmung um 16 % festgestellt. Flr
den Boden MKW 2 (Boden mit der niedrigsten PAK-Konzentration) wurde dagegen eine
maximale Erhéhung der Hemmung um 23 % beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass
ein hoher PAK-Gehalt des Bodens nicht zwangsweise auch in einer hohen Lumines-
zenzhemmung resultieren muss. Da wahrend der Versuche keine Messungen des PAK-
Gehalts vorgenommen wurden, kann keine Aussage Uber den Einfluss von eventuell
freigesetzten PAK oder PAK-Metaboliten auf die Lumineszenzhemmung getroffen wer-

den.

Beim Ansatz mit dem Boden MKW 2 wurde eine Erhéhung der Lumineszenzhem-
mung um 20 % am Versuchsende festgestellt. Der Boden MKW 2 hatte im Vergleich
den niedrigsten Gehalt an PAK. Im Gegensatz dazu, wurde beim Ansatz mit dem Bo-
den UN, der eine viel hdhere PAK-Belastung aufwies, eine Reduzierung der Lumines-
zenzhemmung um 10 % am Versuchsende gemessen. Auch hier kann keine Korrelati-

on zwischen hoher PAK-Belastung und hoher Lumineszenzhemmung gezeigt werden.

Die Untersuchung der wassrigen Bodeneluate mit dem Daphnientest ergab keine
reproduzierbaren Ergebnisse. Die Ursache dafir kdnnte am Zustand der Tiere liegen.
Bis zur Beendigung der vorliegenden Arbeit erbrachte die Fehlersuche keine zufrieden-
stellenden Ergebnisse. Auf die Darstellung der Ergebnisse wird daher an dieser Stelle

verzichtet.
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3.4.4 Diskussion der Toxizitatsversuche

Die Fahigkeit von Bakterien zum Abbau von PAK kann von der Vorgeschichte der
Bbden, aus denen sie stammen, abhangig sein [SHUTTLEWORTH UND CERNIGLIA, 1995].
Aus dieser Uberlegung heraus wurden in der vorliegenden Arbeit fiir die Untersuchun-
gen zur Rolle der Streptomyceten in PAK-kontaminierten Béden Proben und ein Isolat
aus PAK-kontaminierten Bdden eingesetzt.

Die Verminderung der Leuchtfahigkeit des Leuchtbakteriums Vibrio fischeri wird im
Verfahren nach DIN 38412 - L 34/341 ("Leuchtbakterientest") zur Indikation einer toxi-
schen Belastung von Wasserproben oder Bodeneluaten herangezogen. Der Test beruht
auf der Fahigkeit des marinen Bakteriums V. fischeri, auf Grund enzymatischer, Ener-
giestoffwechselabhéngiger Prozesse (Luciferin-Luciferase-System) zu leuchten. Die
Leuchtintensitat der Organismen wird gehemmt, wenn toxische Einflisse auf diese wir-

ken.

In der vorliegenden Arbeit wurde neben dem Leuchtbakterientest ein weiterer Kurz-
zeittest, der Daphnientest nach DIN 38412 - Teil 30, zur Bestimmung der Toxizitat ver-
schiedener Proben eingesetzt. Als Zeichen fir eine toxische Wirkung in wassrigen Pro-
ben wird die Schwimmunfahigkeit des BlattfuBkrebses Daphnia magna STRAUS beim

Kontakt mit toxischen Substanzen herangezogen.

Bei den Versuchen zur Untersuchung der Toxizitdt von PAK-Kulturiberstanden mit
Streptomyceten zeigte sich, dass die Kulturmedien sowohl im Daphnien- als auch im
Leuchtbakterientest schon an sich toxisch waren. Eine Veranderung in der toxischen
Wirkung aufgrund der metabolischen Aktivitat der isolierten Streptomyceten konnte da-

her im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Die beobachteten toxischen Effekte kbnnten eingetreten sein:

1. auf Grund der Produktion von toxikologisch aktiven Substanzen durch die Strep-
tomyceten. Es ist bekannt, dass einige Streptomyceten Antibiotika produzieren
[Loccl, 1982];
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2. auf Grund der toxischen Wirkung von Komponenten des Komplexmediums

oder

3. auf Grund einer méglichen toxischen Wirkung von Glucose auf die Testorganis-

men.

Der Daphnien- und der Leuchtbakterientest wurden weiterhin zur Messung der To-
xizitat der drei Modellsubstanzen und eines PAK-Metaboliten, namlich 1-Hydroxypyren,
der als Produkt des Pyrenmetabolismus durch die isolierten Streptomyceten nachge-

wiesen wurde, herangezogen.

Die Messung der Toxizitat der Einzelsubstanzen brachte keine sowohl untereinan-

der als auch mit der Literatur konsistenten Werte hervor. Griinde dafiir kdnnten sein:

» die unterschiedliche Inkubationszeit der Testorganismen mit den zu testenden

Substanzen
» der Einsatz anderer als in der Literatur erwahnten Loésungsvermittler
» die Messung unterschiedlicher Endpunkte

> die unterschiedliche Empfindlichkeit der Testorganismen.

SchlieBlich wurde der Daphnien- und der Leuchtbakterientest bei der Untersuchung
der Toxizitat von wassrigen Eluaten aus Bodenproben der mit dem Isolat AP18.1 ange-
impften Testbdden eingesetzt. Aufgrund fehlender reproduzierbarer Ergebnisse beim

Daphnientest wurden hier nur die Ergebnisse aus dem Leuchtbakterientest diskutiert.

Die nahere Betrachtung der toxischen Effekte der wassrigen Eluate zeigt zunéachst,
dass die Zugabe des Isolats AP 18.1 eine Anderung der Toxizitat verursacht hat. Bei
vier der funf eingesetzten Bdden resultierte die Zugabe des Isolats in einer Erhéhung
der Lumineszenzhemmung. Nur beim Boden UN konnte eine deutliche Reduzierung der

Lumineszenzhemmung beobachtet werden.

Bezieht man in die Diskussion der Ergebnisse den PAK-Gehalt der Béden mit ein,
ist kein schlissiges Bild fur eine Verbindung zwischen PAK-Gehalt der Béden und der
gemessenen Toxizitat zu erkennen. Interessanterweise wurde die gréBte Erhéhung der

Toxizitat beim Boden mit der geringsten Konzentration an PAK gemessen (MKW 2). Bei
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den Testbdéden mit der hdchsten und zweithdéchsten Konzentration an PAK wurde da-

gegen eine vergleichbare Erhdhung der Toxizitat gemessen.

In der Ubertragung von Ergebnissen wie den oben beschriebenen auf die Uberwa-
chung und die Abschatzung der Wirksamkeit von biologischen Sanierungen ist festzu-
halten, dass es keine gut etablierten und standardisierten Protokolle dafur gibt [MAR-
wooD et al., 1998]. Analytische Messungen aller Verbindungen, die in einer Mischung
von chemischen Schadstoffen anwesend sind, sind aus praktischer und kosteneffektiver
Sicht unmdglich. Analytische Messungen kénnen nicht unmittelbar darauf hinweisen, ob
vollstandiger Abbau stattgefunden hat oder nicht. Die Detektion von CO,, das wéah-
rend der Transformation von radioaktiv markierten chemischen Indikatorsubstanzen in
Bodenproben oder mikrobielle Kulturen produziert wird, ist noch der unmittelbarste Hin-
weis auf die Mineralisation der Schadstoffe. Obgleich diese Technik sehr haufig fur die
Bestimmung der Raten der biologischen Sanierung im Labor angewendet wird, ist die
Methode ungeeignet fir das Messen des biologischen Abbaus am Standort selbst. Fer-
ner sind radioaktiv markierte Indikatoren lediglich Stellvertreter fur die komplexe Mi-
schung von Schadstoffen, die normalerweise an einem kontaminierten Standort gefun-
den werden. Ihre Transformation spiegelt nicht notwendigerweise auch eine Reduktion
der Konzentration aller anwesenden Schadstoffe wider. Dariber hinaus wird die Trans-
formation der Schadstoffe nicht immer von einer reduzierten Toxizitat des Bodens be-
gleitet, da Zwischenprodukte, die gefahrlicher fir die Umwelt sein kénnen, nicht detek-
tiert werden. Biotests, wie die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten, messen ebenfalls
nicht unmittelbar das Ausmaf der Transformation des Schadstoffes. Wenn sie jedoch
benutzt werden, um die chemische Ruckstandsanalyse zu erganzen, kbnnen sie eine
effektive Methode zur Detektion von Veranderungen in der Verschmutzung des Bodens

darstellen, insbesondere dort, wo komplexe Gemische von Schadstoffen involviert sind.
Aus den o.g. Tatsachen heraus kann hier nur eine allgemeine Interpretation der
Ergebnisse erfolgen:

Von den einzelnen Testbdden kann erwartet werden, dass sie unterschiedliche To-
xizitdtstrends zeigen, da sich die Zusammensetzung des Bodens auf die Testergebnis-

se auswirken kann. Ferner konnen wahrend der Testzeit unterschiedliche Metaboliten in
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den getesteten Bdden gebildet werden, die zu unterschiedlichen Toxizitatswerten flh-

ren kbnnen.

Das Isolat AP 18.1 war in der Lage, wie die Versuche im vorherigen Abschnitt zei-
gen, Huminsaure abzubauen. Die beobachtete Erhbhung der Toxizitat bei einigen der
eingesetzten Bdden kdnnte demnach auf der Metabolisierung der organischen Materie
des Testbodens durch das Isolat AP 18.1 und als Folge davon auf der Freisetzung von
toxischen Substanzen beruhen. In einer Studie von RICHNOW et al. (1994) konnten
durch Flussigextraktion des radioaktiv markierten, einer biologischen Behandlung un-
terzogenen Bodens signifikante Mengen an PAK, aber nur kleine Mengen von PAK-
Metaboliten abgetrennt werden. Héhere Restmengen von PAK konnten nach dem che-
mischen Aufschluss des Bodens erhalten werden. Dies deutet auf eine relativ starke
Adsorption dieser Verbindungen an die Bodenbestandteile hin. Ein groBer Teil der PAK
war an Huminstoffen adsorbiert und konnte nur nach der Isolierung und dem nachfol-

genden chemischen Abbau der Huminstoffe extrahiert werden.

So wie zahlreiche Studien weisen auch die Ergebnisse von RICHNOW darauf hin,
dass Huminstoffe eine gro3e Adsorptionskapazitat fir PAK haben. Eine Teilzerstérung
der humischen Substanzmatrix scheint fir die Freisetzung dieser Verbindungen erfor-
derlich zu sein. Im Vergleich zu den Muttersubstanzen war die Assoziation ihrer Meta-
bolite mit Huminstoffen sogar noch offensichtlicher. Nur kleine Mengen von Metaboliten
waren in der o0.g. Studie durch konventionelle flissige Extraktion extrahierbar, wéhrend

die Mehrheit fest mit Huminstoffen verbunden war.

In einer Untersuchung von WEISSENFELS et al. resultierte die Zugabe von Aktivkohle
in einer verstarkten Adsorption der organischen hydrophoben Verbindungen an Partikel
und einer verringerten Toxizitat der wassrigen Eluate des Bodens. Die Autoren folgerten
daraus, dass PAK aus Bbdden, wenn sie in der organischen Materie des Bodens immo-
bilisiert sind, nicht biologisch abbaubar sind und nicht durch Ausspulen der Boden mit

Wasser freigesetzt werden kénnen [WEISSENFELS et al., 1992].

Falls PAK-Metabolite zur gemessenen Toxizitdt beigetragen haben, kénnte dies
uber Kombinationswirkungen erfolgt sein. In der Studie von BovYD et al. (1997) wurden

Untersuchungen von Gemischen von Benzol und Catechin mit einem Leuchtbakterien-
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test durchgefuhrt. Die Autoren fanden heraus, dass die Gemische toxischer als die

Summe der toxischen Wirkungen der Einzelsubstanzen waren.

Bei den Testbdden der vorliegenden Arbeit, in denen keine Erhdhung bzw. eine
Reduzierung der Toxizitat beobachtet wurde, konnte das entgegengesetzte Phanomen
eine Rolle gespielt haben. Wie bereits bei den Versuchen zur Metabolisierung von PAK
durch Streptomyceten in Anwesenheit von Huminsauren diskutiert, hat die Bindung von
PAK an die makromolekulare organische Materie des Bodens Auswirkungen auf ihre
Bioverfugbarkeit und auf ihre Toxizitat. Die in den Testbéden enthaltenen PAK und/oder
ihre Metabolite konnten so stabil mit der organischen Materie verbunden sein, dass die
Anwesenheit des Isolats AP 18.1 ihre Freisetzung und damit eine potentielle Auswir-
kung auf die Toxizitat nicht bewirken konnte. Die Bioverflgbarkeit ist also ein kontrollie-
render Faktor, nicht nur fir den biologischen Abbau, sondern fur alle Bemuhungen, Ge-

fahrdungen fur die Umwelt aus 6kotoxikologisch bedenklichen Béden zu reduzieren.

Hinzu kommt, dass wassrige Eluate nur einen Teil einer multiplen Kontamination
aufgrund der unterschiedlichen Ldslichkeit jedes Schadstoffes in Wasser reprasentie-
ren. Auswaschung nur mit Wasser konnte die Art und Konzentration der anwesenden
bioverfugbaren organischen Schadstoffe unterschatzen. Andererseits erhdht eine Flus-
sigextraktion mit Lésungsmittel die Moglichkeiten flr das Entfernen der organischen
Schadstoffe und gibt Hinweise auf die maximal mogliche Toxizitat. Ferner kénnen sogar
bei niedrigen Konzentrationen die Ergebnisse durch synergistische Wirkung zwischen

Schadstoffen und Lésungsmittel beeinflusst werden.

SINDER et al. (1996) beobachteten, dass durch den bakteriellen Abbau eine Verrin-
gerung der mit Wasser eluierbaren und somit bioverfigbaren PAK einhergeht, bei
gleichzeitiger Veranderung der Zusammensetzung des DOC hin zu einer Abnahme der
Okotoxizitat. Die verbleibende Okotoxizitat beruht demnach offensichtlich nur noch in
geringem Mafe auf mit Wasser eluierbaren PAK, vielmehr aber auf bakteriellen Abbau-
bzw. Humifizierungsprodukten. Als Ursache fur die Abnahme der Toxizitat kam far die
Autoren neben dem bakteriellen Abbau sowohl eine Sorption an die Bodenmatrix als
auch eine Polymerisation hin zu héhermolekularen organischen Verbindungen in Be-

tracht.
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Die Ergebnisse der Biotestverfahren in der o.g. Studie belegen einen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Bioverfugbarkeit von PAK im Boden und der 6kotoxiko-
logischen Wirkung Uber den Gefahrdungspfad Wasser. Die geringe spezifische Toxizitat
der wahrend des biologischen Abbaus gebildeten Verbindungen, wobei es sich Uber-
wiegend um hochmolekulare Huminstoffe handelt, ist den fir natlrliche Huminstoffe
gewonnenen Ergebnissen vergleichbar. Damit wird deutlich, dass eine Humifizierung
von PAK, welche zu hochmolekularen Verbindungen fihrt, mit einer deutlichen Redu-
zierung des Okotoxikologischen Geféahrdungspotentials einhergeht. Eine Remobilisie-
rung der ursprunglichen PAK-Verbindungen aus gebundenen Rilckstanden des Bodens
kann jedoch wiederum in Folgerisiken fir die menschliche Gesundheit resultieren
[KASTNER et al., 1999].

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass okotoxikologische Untersuchungen
fir die Bewertung einer erfolgreichen biologischen Sanierung unerlasslich sind. Da im
Rahmen der vorliegenden Arbeit keine endgultige Aufklarung der Rolle des Isolats AP
18.1 erfolgt ist, sind weitere Untersuchungen notwendig, um aufzuklaren, worauf die
beobachteten Phanomene tatsachlich beruhen. Die Notwendigkeit von detaillierten Stu-
dien fur die Auswertung von Gefahren fur die Gesundheit aus kontaminierten Bdden
wird aus diesen Ergebnissen deutlich. Toxizitat kénnte in Sickerwéssern von Real-
standorten unter naturlichen Bedingungen gemessen werden. Zusatzlich konnte die
Toxizitat nicht nur in Eluaten, sondern auch in der urspriinglichen Bodenmatrix be-

stimmt werden.

Die Ergebnisse der Toxizitatsversuche mit PAK-kontaminierten Boden in dieser Ar-
beit empfehlen, dass die Entscheidung uber das Gefahrdungspotential von dekontami-
nierten Bdden nicht nur auf chemischen Analysen basieren kann, die auf die Identifika-
tion und Bestimmung von Konzentrationen ausgesuchter Marker fir Toxizitat zielen. Die
Beurteilung des toxischen Risikos von kontaminierten Boden sollte dabei eine genauso
wichtige Rolle spielen. Okotoxikologische Untersuchungen kénnen in solchen Standor-
ten sinnvoll sein, in denen auf den ersten Blick eine erfolgreiche Dekontamination, ba-
sierend auf der Verminderung der gesamten Quantitdt der chemisch detektierbaren
PAK, festgestellt wurde. Sollten jedoch die Ergebnisse der Toxizitatsversuche dennoch
auf eine verhéltnismaBig niedrige Effektivitat der Sanierung in Bezug auf die Verminde-

rung der Okotoxizitat hinweisen, sind weitere MaBnahmen zu ergreifen. Spezifische
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chemische Veranderungen, die wéhrend der biologischen Sanierung durch Bakterien
auftreten kénnen, haben als Folge nicht nur eine sukzessive Verminderung des gesam-
ten Schadstoffgehalts, sondern auch eine Veranderung im Charakter und in der Intensi-

tat von toxischen Effekten.

Die beobachteten Anderungen der Lumineszenzhemmung bei einem Teil der Bo-
denversuche in der vorliegenden Arbeit deuten auf eine aktive Rolle der Streptomyce-
ten bei der Auspragung der Bodentoxizitat hin. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
der eingesetzte Stamm AP 18.1 durch seine Fahigkeit, PAK zu transformieren und Hu-
minsauren abzubauen, in der Lage sein konnte, die Toxizitat von PAK-kontaminierten

Bdden zu beeinflussen.
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4. Zusammenfassung und Ausblick
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung

» der Elimination von ausgewahlten polyzyklischen aromatischen Kohlenwas-

serstoffen durch Streptomyces-Stamme,
» des Einflusses von Huminsauren auf die Elimination

» sowie der Okotoxikologischen Relevanz dieses Prozesses.

Aus funf, hauptsachlich mit Fluoranthen und Pyren belasteten B6den wurden 55
phanotypisch unterschiedliche Bakterienstdmme isoliert. Die Stdmme wurden zunéchst
nach visuellen Kriterien als Streptomyceten identifiziert. Mit Hilfe von Screening-
Methoden, die visuell auf den Abbau von Xenobiotika anhand der Elimination spezifi-
scher Chemikalien hinweisen, wurde ca. ein Drittel der isolierten Streptomyceten aus-
gewahlt. Diese waren in der Lage, PAK kometabolisch zu transformieren und diese Ei-
genschaft Uber mehrere Monate auch beizubehalten. Die eingesetzten Screening-
Methoden waren zur Feststellung der Transformationsfahigkeit der PAK durch die iso-
lierten Streptomyceten gut geeignet. Keiner der 55 Streptomyceten-Stamme war in der

Lage, PAK als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle zu nutzen.

Die zur Elimination von PAK fahigen Stdmme wurden makroskopisch naher charak-
terisiert. Die Absicherung der Zuordnung der Isolate als Streptomyceten erfolgte durch
Uberpriifung der Anwesenheit von LL-Diaminopimelinsdure. Diejenigen Isolate, die zu-
séatzlich zu ihrer Fahigkeit, PAK zu transformieren, auch in der Lage waren, Huminsau-
ren abzubauen, wurden fur die weiteren Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden

Arbeit eingesetzt.

Far die Untersuchungen zur Elimination von PAK durch die isolierten Streptomyce-
ten wurden die in der Umwelt weit verbreiteten PAK Phenanthren, Fluoranthen und Py-
ren eingesetzt. Es wurden Abbauversuche in Flissigkulturen durchgefuhrt. Der Nach-
weis von PAK-Metaboliten wurde anhand von UV-VIS Spektren und durch Cochroma-

tographie mit Referenzsubstanzen durchgefinhrt.
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Folgende PAK-Metabolite konnten identifiziert werden:

» 1-, 3-, 4- und 9-Hydroxyphenanthren; trans-9,10-Phenanthrendihydrodiol aus

Phenanthren3
» 1-, 3- und 8-Hydroxyfluoranthen aus Fluoranthen
» 1-Hydroxypyren aus Pyren4

» Eine Reihe von weiteren Metaboliten konnte aus Mangel an Referenzsub-
stanzen und/oder aufgrund ihrer sehr niedriger Konzentrationen nicht identifi-

ziert werden.

Versuche zur quantitativen Bestimmung der o. g. Metaboliten konnten auf Grund der

geringen Ausbeute nicht durchgefiihrt werden.

Uber die Metabolisierung von Fluoranthen durch Streptomyceten wurde bis dato in
der Literatur nicht berichtet. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Produkte
der Elimination von Fluoranthen durch Streptomyceten wurden somit zum ersten Mal fir

Streptomyceten nachgewiesen.

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass einige grund-
legende Unterschiede bei der Elimination von PAK durch Streptomyceten im Vergleich
zu der Elimination durch andere Bakterien bestehen. So konnte hier die Transformation
der PAK ohne den Zusatz einer Energie- und Kohlenstoffquelle nicht bewerkstelligt
werden. Bei den hier isolierten Streptomyceten tritt eindeutig das Phdnomen Kometabo-
lismus zu Tage. Der Nachweis von trans-Dihydrodiolen zeigt schlieB3lich, dass Strepto-
myceten die erste Phase der Transformation von PAK mit Hilfe von Monooxygenasen

beginnen.

3 Mehrere Forscher haben in der Vergangenheit berichtet, dass Phenanthren durch Streptomyceten me-
tabolisiert wird. Streptomyceten kdnnen Phenanthren in zwei enzymatischen Schritten an der K-Region
metabolisieren, wobei trans-9,10-Phenanthrendihydrodiol gebildet wird [SUTHERLAND et al., 1990].

4 Eine Verwertung von Pyren als alleinige Kohlenstoffquelle durch Streptomyceten wurde ebenso bereits
beschrieben. Als Hauptmetabolit wurde dabei, wie in der vorliegenden Arbeit, 1-Hydroxypyren nachge-
wiesen [PETERS, 1999]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die von der Literatur bereits
beschriebenen Beobachtungen fiir Phenanthren und Pyren.
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Die Méglichkeit der Bildung von Sulfat-, Glukosid- und/oder Glucuronidkonjugaten
bei der Elimination von PAK durch die isolierten Streptomyceten wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersucht. Es konnten dabei keine Konjugate nachgewiesen wer-
den. Es ist es daher mdglich, dass die isolierten Streptomyceten die enzymatische Aus-

stattung fir solche Metabolisierungsprozesse gar nicht besitzen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Abbaus von
Huminstoffen durch die aus den PAK-kontaminierten Bdden isolierten Streptomyceten.
Aus den Ergebnissen sollten Rickschlisse auf die Rolle der Streptomyceten bei der
Freisetzung dieser Schadstoffe aus dem Boden gewonnen werden. Dazu wurden Isola-
te eingesetzt, die bereits in den Untersuchungen zuvor ein Abbaupotential fur die Mo-

delsubstanzen Phenanthren, Pyren und Fluoranthen zeigen konnten.

Zunachst wurden Untersuchungen mit selbst extrahierter Huminsaure auf festen
Medien (Huminsaure-Agarplatten) durchgefthrt. Eine Entfarbung des durch Humins&u-
ren braun gefarbten Agars und die Bildung von Klarhéfen wurde als Beweis fir den Ab-
bau der Huminsauren bewertet. Lediglich ein Drittel (mit zuséatzlicher C-Quelle) und ein
Zehntel (ohne zusatzliche C-Quelle) der untersuchten Isolate konnten eindeutige Klar-
hoéfe auf den Agarplatten bilden und zeigten damit ein Abbaupotential fir Huminsauren.
Im Gegensatz zu selbst extrahierten wurden die kommerziell bezogenen Humins&uren
von den Bakterien nicht angegriffen, und zwar weder ohne noch mit Zusatz einer weite-
ren Kohlenstoffquelle. Dagegen konnten alle Isolate die selbst extrahierten Huminsau-
ren in Anwesenheit von Glucose verwerten. Drei der Isolate und die beiden Referenz-
stdmme konnten sogar auf den Huminsdure-Agarplatten Klarhéfe ohne Zusatz einer

weiteren Kohlenstoffquelle bilden.

Die 0. g. Beobachtungen zum Abbau von Humins&uren durch einen Teil der isolier-
ten Streptomyceten zeigen, dass die Anwesenheit von Streptomyceten das Schicksal
von in der organischen Substanz des Bodens festgelegten organischen Schadstoffen

beeinflussen kann.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von
Huminsauren auf die Elimination der ausgewahlten polyzyklischen aromatischen Koh-
lenwasserstoffe durch Streptomyces-Stamme. In Anwesenheit von Humins&uren konnte

fir keine der getesteten PAK/Streptomyceten-Kombinationen die zuvor beschriebenen
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Metabolite detektiert werden. Die Bildung von PAK-Metaboliten blieb bei Streptomyce-

tenkulturen aus, denen Humins&uren beigefugt waren.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das Okotoxikologische Verhalten von
PAK-Einzelsubstanzen, von Uberstanden von Bakterienflissigkulturen mit PAK-Zusatz
und von wassrigen Eluaten aus PAK-kontaminierten Bdden, die mit Streptomyces-
Isolate angeimpft wurden, untersucht. Dazu wurden der Daphnien- und der Leuchtbak-
terientest herangezogen. Zunachst wurden Vorversuche zur Ermittlung des testrelevan-

ten Wirkungsbereichs der Kulturiiberstédnde durchgefuhrt.

Die Messung der Toxizitat der Einzelsubstanzen brachte keine sowohl untereinan-
der als auch mit der Literatur konsistente Werte hervor. Bei den Versuchen zur Unter-
suchung der Toxizitat von PAK-Kulturliberstdnden mit Streptomyceten zeigte sich, dass
die Kulturmedien sowohl im Daphnien- als auch im Leuchtbakterientest schon an sich
toxisch waren. Eine toxische Wirkung aufgrund der metabolischen Aktivitat der isolier-

ten Streptomyceten konnte daher nicht nachgewiesen werden.

SchlieBlich wurden der Daphnien- und der Leuchtbakterientest bei der Untersu-
chung der Toxizitat von wassrigen Eluaten aus Bodenproben der mit dem Isolat AP18.1
angeimpften Testbdden eingesetzt. Aufgrund fehlender reproduzierbarer Ergebnisse
beim Daphnientest wurden hier nur die Ergebnisse aus dem Leuchtbakterientest disku-

tiert.

Die nahere Betrachtung der toxischen Effekie der wassrigen Eluate zeigte zu-
nachst, dass die Zugabe des Isolats AP 18.1 eine Anderung der Toxizitat verursacht
hat. Bei vier der funf eingesetzten Bdden resultierte die Zugabe des Isolats in einer Er-
hoéhung der Lumineszenzhemmung. Nur bei einem der Boden konnte eine deutliche
Reduzierung der Lumineszenzhemmung beobachtet werden. Es konnte keine schlussi-
ge Verbindung zwischen PAK-Gehalt der Béden und gemessener Lumineszenzhem-

mung hergestellt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte keine endgultige Aufklarung der Fahig-
keiten des Streptomyces-Isolats AP 18.1 erfolgen. Die beobachteten Anderungen der
Lumineszenzhemmung deuten jedoch auf eine aktive Rolle der Streptomyceten bei der

Auspragung der Bodentoxizitat hin. Der eingesetzte Stamm AP 18.1 kénnte durch seine
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Fahigkeit, PAK zu transformieren und Huminsduren abzubauen, in der Lage sein, die

Toxizitat von PAK-kontaminierten Boden zu beeinflussen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen auf3erdem, dass Okotoxikologische Unter-
suchungen flr die Bewertung einer erfolgreichen biologischen Sanierung unerlasslich
sind. Die Entscheidung uber das Gefahrdungspotential von dekontaminierten Bdden
kann nicht nur auf chemischen Analysen basieren, die auf die Identifikation und Be-
stimmung von Konzentrationen ausgesuchter Substanzen zielen. Die Beurteilung des
toxischen Risikos von kontaminierten BOden sollte dabei eine genauso wichtige Rolle

spielen.

Einige Fragen in Bezug auf die Elimination von PAK durch Streptomyceten und die
darauf folgenden Wechselwirkungen mit der natirlichen Materie des Bodens konnten
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden und bedurfen einer Ver-
tiefung. Fur die Weiterfihrung der Experimente der vorliegenden Arbeit sind folgende

Aspekte zu nennen:

» da Streptomyceten in der Lage sind, auch héher kondensierte PAK zu eliminie-

ren, ware sicherlich von Interesse, die Elimination solcher PAK zu untersuchen;

> weitere Schadstoffe und Schadstoffgemische kénnten auBBerdem in Metabolisie-
rungsversuchen mit den hier isolierten Streptomyceten eingesetzt werden, um
weitere Kenntnisse zur physiologischen Leistungsfahigkeit dieser Gattung zu

gewinnen;

» um die Ausbeute an PAK-Metaboliten zu erhdhen, sollten Untersuchungen,
u. a. zu den Anzuchtsbedingungen (z. B. Substrat), die eine optimale Metabo-

lismusleistung férdern kénnten, durchgefihrt werden;

» ein wichtiger Aspekt ware die weitere Aufklarung des PAK-Eliminationsweges
durch Streptomyceten, speziell die Aufklarung der Enzymatik und der Regulation

der Elimination von Fluoranthen;

» des Weiteren die Frage, ob die hier isolierten Streptomyceten eine aktive Rolle
bei der Bildung von gebundenen Ruckstanden spielen. Streptomyceten sind be-
kannt als "Humusbildner". Sie spielen eine wichtige Rolle beim Turnover von

Huminstoffen im Boden. Es sollte daher in der Zukunft untersucht werden, ob
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Streptomyces-Stamme, die sowohl PAK eliminieren und Vorlaufer von Hu-
minstoffen bilden kénnen, in der Lage sind, gebundene Riickstande von PAK-

Metaboliten zu bilden;

» wichtig waren weitere Untersuchungen zum toxikologischen Potential der hier
identifizierten PAK-Metaboliten, speziell unter Realbedingungen, die Umstande

an kontaminierten Standorten simulieren;

» ebenso hinsichtlich der praktischen Anwendung kénnten Untersuchungen in Bak-
terienmischkulturen durchgefiihrt werden, um die Rolle der Streptomyceten als
Huminstoff-verwertende Bakteriengruppe in einem moglichen Sanierungsfall zu

untersuchen;

» um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch in situ zu bestatigen, kdnnten
die isolierten Streptomyceten auch als Inokulate fir Boden-Bioremediations-

feldversuche eingesetzt werden.
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