Mikrobieller Abbau

Massentransfer im System Schadstoff - Wasser - Sediment

Der mikrobiologische Abbau von Schadstoffen in der aquatischen Umwelt wird wesentlich von den vorherrschenden
Redoxbedingungen und Stoffaustauschprozessen (Bioverfiigharkeit) beeinflusst. In einem neuen Vorhaben befasst
sich das Technologiezentrum Wasser (TZW) mit den mikrobiellen Umsetzungsprozessen unter dynamischen Bedingun-
gen, wie sie im Gebiet des Drei- Schluchten- Damms (Three Gorges Dam/ TGD) am Yangtze zu erwarten sind. Inshe-
sondere molekularbiologische Methoden (PCR, Polymerase Chain Reaction, sowie DGGE, Denaturierende Gradienten
Gel-Elektrophorese) werden fiir ein gezieltes Monitoring eingesetzt und weiterentwickelt. Der Fokus der Untersu-
chungen liegt zunachst auf dem Abbau der halogenierten Substanzen, die als Leitsubstanzen zum Verstandnis der
Stoffaustauschprozesse zwischen Sediment und Wasserkorper und der mikrobiellen Umsetzungsprozesse dienen. Ziel
ist ein erweitertes Prozessverstandnis und die Erfassung der Umsatzdynamik.

Konzeptionelles Modell

Sedimentation Resuspension
Der Yangtze im Bereich des Drei-Schluchten- P

Staudamms ist, wie weltweit viele Oberflachen- sorbiert  geldst m sorbiert  gelst
gewadsser, durch den Eintrag von verschiedenar-

tigen Schadstoffen mit hoher Umweltrelevanz :
sowie einem hohen Gehalt an sedimentierbaren

Triibstoffen in den Zufliissen gekennzeichnet [1].
Bei der Verlangsamung der FlieBgeschwindigkeit
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Wahrend der Abflussphase wird durch die er-
hohte Turbulenz eine Resuspendierung der Parti-
kel begiinstigt. Daher kénnen sich periodisch
wechselnde Gehalte an Partikeln/Feststoffen
und wechselnde Milieubedingungen im Wasser-
korper und Sediment ergeben, die signifikante
Auswirkungen auf den Schadstoffhaushalt und
die mikrobiellen Abbauprozesse haben (Abb. 1).

Hydrophobe Schadstoffe wie chlorierte Koh-  apb. 1: Konzeptionelles Modell von Massentransfer und Abbauprozessen wahrend der Sedimentation
lenwasserstoffe (CKW), z.B. Pentachlorphenol und Resuspension bei erhéhter Turbulenz
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(PCP) sorbieren stark am Sediment und werden
deshalb mit diesem verfrachtet. Wahrend hoch-
chlorierte Verbindungen bevorzugt anaerob re-
duktiv abgebaut werden, werden die niedriger
chlorierten Abbauprodukte oder Kohlenwasser-
stoffe besser unter aeroben Bedingungen ver-
wertet [2]. Besonderes Interesse gilt dabei der
Dynamik des Systems bei wechselnden Feststoff-
Gehalten und Redoxbedingungen.

Aufgrund ihrer zum Teil toxischen und krebs-
erregenden Eigenschaften und ihrer weiten Ver-
breitung sind halogenierte Kohlenwasserstoffe
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(HKW) hochst relevante Umweltschadstoffe, die
in den Untersuchungen als Leitsubstanzen ver-
wendet werden.

Biologischer Abbau von HKW

Bei der reduktiven Dechlorierung via Halorespirati-
on werden héher chlorierte Kohlenwasserstoffe
wie Tetrachlorethen (PCE) und Trichlorethen (TCE)
liber die Zwischenprodukte cis-Dichlorethen (cDCE)
und Vinylchlorid (VC) bis zum dehalogenierten
Endprodukt Ethen abgebaut [3]. Je mehr Chlorato-

me das Molekiil enthélt, desto leichter verlauft eine
reduktive Dechlorierung. Dabei erfolgt der initiale
mikrobiologische Angriff in der Regel unter anae-
rob-reduktiven Bedingungen. Je weniger Chlorato-
me an das Ethenmolekiil gebunden sind, desto
leichter ist eine oxidative Dechlorierung unter ae-
roben Bedingungen moglich. Dabei werden die
Schadstoffe mineralisiert und als Endprodukte ent-
stehen Kohlenstoffdioxid, Chlorid und Wasser. Beim
anaeroben Abbau mittels Halorespiration oder Co-
Metabolismus werden Wasserstoff oder Acetat als
Elektronen-Donoren bendtigt, die in der Regel aus



der Fermentation komplexer organischer Substrate
hervorgehen [2]. Bei der Halorespiration ist es den
abbauenden Bakterien méglich, Energie aus dem
Schadstoffabbau zu gewinnen (Abb. 2).

Der Wechsel zwischen anaeroben und aero-
ben Bereichen kann somit einen vollstandigen
Abbau fordern [4]. Im dynamischen System ist
allerdings auch eine hemmende Wirkung denk-
bar, wenn Sauerstoff toxisch auf die strikt anae-
roben Mikroorganismen wirkt.

Am TZW liegen fundierte Erfahrungen Gber
den mikrobiologischen Abbau von chlorierten
Ethenen vor [2,5,6]. Die Mikroorganismen De-
halobacter sp., Desulfuromonas sp., Desulfo-
monile tiedjei, Desulfitobacterium sp. und De-
halococcoides sp. sind bekannt dafiir, chlorierte
Ethene abzubauen. Allerdings kann nur Dehalo-
coccoides sp. den ganzen Abbauweg vom PCE
zum Ethen durchfiihren [3]. Einige Stdmme der
Dehalococcoides sp. konnen chlorierte Benzole
und chlorierte Phenole abbauen, z.B. Dehalo-
coccoides sp. Stamm CBDB1 und Dehalococco-
ides ethenogenes Stamm 195 [7,8]. Werden die
dechlorierenden Mikroorganismen an einem
Standort nachgewiesen, ist dies ein Hinweis
auf das Potential zur anaeroben Dechlorierung.
Ein innovativer Ansatz in der Umwelttechnik ist
die Anwendung von molekularbiologischen Me-
thoden zum schnellen Nachweis schadstoffab-
bauender Mikroorganismen wie z.B. die oben
genannten dechlorierenden Mikroorganismen
und spezifischer Enzyme wie z.B. Tetrachlore-
then Dehalogenase (pceA), Trichlorethen Deha-
logenase (tceA) und Vinylchlorid Dehalogenase
(vcrA, bvcA). Ein wesentlicher Vorteil molekular-
biologischer Methoden liegt in der Konservier-
barkeit von Proben, sowie dem geringen Zeitbe-
darf fiir Analysen und der dadurch mdglichen
hohen Probenzahl. Zu den molekularbiologi-

schen Methoden zahlen PCR, real-time PCR, Re-
verse Transkriptase PCR (RT-PCR) (Abb. 3) und
Fingerprinting mittels DGGE. Bei der PCR wird
eine qualitative Aussage Uber das Vorhanden-
sein von Nukleinsduren der Mikroorganismen
getroffen, mit Hilfe der real-time PCR ist zusétz-
lich eine quantitative Aussage mdglich. Werden
die abbauspezifischen Enzyme mittels RT-PCR
ermittelt, lasst sich nicht nur die Anwesenheit,
sondern auch die Aktivitat der Mikroorganismen
nachweisen. Der spezifische Nachweis schad-
stoffabbauender Enzyme erfordert eine Charak-
terisierung der mRNA, fiir das jeweilige schad-
stoffabbauende  Enzym.  Dafir  werden
enzymspezifische Primer eingesetzt, die den ge-
zielten Nachweis des jeweiligen Enzyms mittels
PCR erméglichen.

Bei einer RT-PCR wird mit Hilfe spezifischer
Primer und der Reversen Transkriptase, der zur
mRNA komplementdre DNA Strang synthetisiert.
Der mRNA Strang wird durch das Enzym RNAse
zersetzt, der neu synthetisierte DNA-Doppel-
strang bleibt erhalten (Abb. 3(B)). Zum Nach-
weis der spezifischen DNA-Sequenz wird eine
PCR durchgefiihrt, bei der mit Hilfe spezifischer
Oligonukleotid-Primerpaare, den Nukleotiden
ATP, GTP, CTP, TTP und einer DNA Polymerase
gezielt DNA-Abschnitte millionenfach kopiert
werden (Abb. 3(A)). Die DNA-Kopien lassen
sich als Banden auf einem Agarosegel sichtbar
machen. Bei einer PCR mit einem enzym-spezifi-
schen Primerpaar entsteht nur dann ein Amplifi-
kationsprodukt definierter Lange, wenn DNA fiir
das gesuchte Enzym in der Probe vorliegt.

Schwerpunkte der Untersuchungen

Im Rahmen des Forschungsvorhabens werden
die molekularbiologischen Methoden zum

Nachweis von spezifischen Mikroorganismen
und funktionellen Genen zunéchst weiterent-
wickelt und nachfolgend zur Untersuchung der
mikrobiologischen Abbauprozesse eingesetzt.
Die Schwerpunkte dabei sind:

Analytisches Screening mit einem Schwer-
punkt auf chlorierten Verbindungen
Weiterentwicklung und Anwendung moleku-
larbiologischer Methoden

Nachweis und Quantifizierung von Bakterien
mittels PCR

Nachweis der Abbauaktivitdt anhand der
mRNA

Fingerprinting mit DGGE zur Populations-
analyse

Experimentelle Untersuchungen zum anae-
roben Abbau chlorierter Verbindungen (Mo-
dellsubstanzen Chlorethene und z.B. PCP)
Erfassung der Dynamik der Abbauprozesse
fiir chlorierte Verbindungen mit dem Schwer-
punkt auf anaeroben Prozessen

Vergleich der Dynamik aerober Prozesse an-
hand von z.B. Dioxygenasen

Dynamik der mikrobiologischen Population
(CKW-Verwerter, anaerobe / aerobe Mikro-
organismen) bei wechselnden Milieubedin-
gungen

Massentransfer und Abbau von Schadstoffen
als Funktion der Sedimentassoziation

Die Anwendung analytischer und innovativer
molekularbiologischer Techniken ermdglicht
vertiefte Erkenntnisse (iber die Dynamik der
Stoffaustausch- und Abbauprozesse im Was-
ser/Sediment-System. Daraus abgeleitet kon-
nen die Auswirkungen zukiinftiger Eingriffe
beurteilt und gegebenenfalls MaBnahmen zur
gezielten Beeinflussung der Prozesse ergriffen
werden.
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Abb. 3: Reaktionsschema einer DNA Synthese aus mRNA und der darauffolgenden PCR.
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