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KALORIMETRISCHE UNTE~UCHUNGEN ZUM 
MIKROBITLLEN ABBAU SCHWERLOSLICHER 
SCHADSTOFFE AM BEISPIEL VON N A P K I N  
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Chemie, Postfach 1129, 85758 ObersehleiBheim, Deutschland 

Abstract 
The bacterial degradation of naphthalene and other PAH in liquid media by pure cultures was 

investigated by an isothermie flow-calorimeter. Anabolie and catabolic processes were found to 
be separated distinctly. The phase of exponential heat production was developed only weakly. 
This was attributed to the low solubility and the dependence of the dissolving rate of substrate as 
the rate determining step on eristal surface and diffusion. 

Methodieal problems based on the loeal separation of the fermenter and the measuring cell. 
Because of the prevented gas exchange in the flow tubes and the enrichment of carbon dioxide meta- 
bolic activity of the microorganisms was lowered for times. The differences between the heat produc- 
tion in the fermenter and the flow tubes were reduced by developing a mathematical model. 
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Einleitung 

Durch die hohe Belastung aquatischer und terrestrischer Okosysteme mit or- 
ganischen Schadstoffen drangte sich die Frage nach dem Verhalten und dem 
Verbleib der Substanzen seit den 60er Jahren mehr und mehr in den Mittelpunkt 
der Umweltforschung und in das 6ffentliche Bewul~tsein. Eine bedeutende 
Schadstoffklasse bilden die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe 
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(PAKs), die auf Grund ihrer sowohl natiirlichen als auch anthropogenen Quel- 
len zu den ubiquitaren Verbindungen geh(~ren. Insbesondere der eukaryotische 
Abbau einer Vielzahl der PAKs ffihrt zu mutagenen bzw. carcinogenen Dihy- 
droxyepoxiden. Die F~igkeit einiger Mikroorganismenst~mme zum Abbau 
persistenter Substanzen bedingt ein hohes Potential fiir eine Dekontamination 
belasteter Umweltkompartimente, das heute bereits umfangreich genutzt wird. 
Nur wenige abiotische Reaktionen, die in der Natur ablaufen, verursachen ver- 
gleichbar umfassende Ver~inderungen an Schadstoffen wie biotische Prozesse. 
Kombinationen herk~mmlicher mit biologischen Methoden gestatten heute kos- 
tengiinstige und effektive Sanierungen von organischen Schl~imme und B/Sden 
und bilden eine vielversprechende technologische Alternative zu Deponierung 
oder physikalisch-chemischen Technologien wie Verbrennung und Boden- 
w~ische, die in der Regel zu sekund~iren Problemen ffihren. Sie bedarf jedoch 
noch umfangreicher Untersuchungen der Abbauprozesse und der zum Abbau 
f~ihigen Mikroben. 

Fiir die Entwicklung effektiver Technologien der biotischen Dekontamina- 
tion sind empfindliche und einfach zu handhabende Analysenmethoden zur Un- 
tersuchung des Wirkungsgrades ablaufender Mineralisierungsprozesse von 
groftem Interesse. Da alle Lebensprozesse mit Energiefl~issen verbunden sind, 
tritt als Nebenprodukt stets W~irme auf. Die W~irmeproduktion ist sNrker ab- 
h~ingig yon tier Art des Stoffwechselprozesses und der energieliefernden Reak- 
tion in einer Bakterienkultur als vergleichsweise die Wachstumsrate oder der 
Sauerstoffverbrauch. Damit kann die W~irme als alternative wirkungsvolle 
Meflgr61~e fiir die Untersuchung des Zustandes und der Entwicklung mikrobiel- 
ler Kulturen sowie des Fortschritt des Dekontaminationsprozesses dienen. 

Ziel der Studie war die Erprobung der isothermen Durchflutikalorimetrie als 
Mefimethode zur Untersuchung des biotischen Abbaus von Naphthalin als Ver- 
treter der PAKs. 

Materialien und Methoden 

Kalorimeter 

Die kalorimetrischen Messungen wurden mit dem 2277 Thermal Activity 
Monitor (TAM) (Thermometric AB, Schweden) durchgefiihrt, einem isother- 
men W~irmeleitungskalorimeter. Die Nachweisgrenze fiir Durchflul~messungen 
betr~igt 0.5 ~W und die Reproduzierbarkeit 0.2%. 

Chemikalien 

Das verwendete Naphthalin (> 99%) wurde vonder Fluka AG, Schweiz be- 
zogen. Die anorganischen Salze und Lichrosolv-Wasser fiir die HPLC der Fa. 
Merck, Darmstadt waren vom Reinheitsgrad p.a. Es wurde Acetonitril fiir die 
HPLC von der Fa. Riedel-de-Haen, Seelze verwendet. 
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KuBur 

Der verwendete Naphthalin-Abbauer Pseudomonas sp. KR3 wurde von 
K. Rehmann, Institut for Okologische Chemie, GSF Neuherberg aus einem mit 
PAKs kontaminierten Boden isoliert. Der Stamm baut Naphthalin vollstandig 
und aerob ab. 

Kulturbedingungen 

Der Stamm wurde bei 28 ~ auf einem komplexen N~rboden gehalten. Die- 
ser enthielt (Angaben gL-~): Proteose-Pepton 15, Hefe-Extrakt 3, D(+)- 
Glukose-Monohydrat 1, NaCI 6, Agar 15; pH 7.4_+0.1. 

Die Versuche wurden in einem flfissigen Mineralsalzmedium durchgefiihrt. 
Das Medium enthielt (Angaben mg L-l): NaCI 100, MgSO4-7H~O 200, FeC13. 
6H20 0.01, K2HPO4 200, KH2PO4 800, (NH4)2SO4 650, CaC12.2H20 100; 
Spurenelemente; pH-Wert 6.0-+0.1. 

200 mg L -~ das entspricht 1.5 mmol L -~ Naphthalin als einzige Kohlenstoff- 
und Energiequelle wurden getrennt zugegeben und in Diethylether unikristal- 
lisiert. Die Versuche wurden in einem auf 25~ thermostatisierten, gerfihrten 
und mit befeuchteter, sterilgefilterter Luft begasten Batch-Fermenter durchge- 
fohrt. Die W~irmet6nung wurde fiber einen by pass kontinuierlich gemessen. 

Zellwachstum 

Das Wachstum der Zellen wurde fiber die optische Dichte bei 550 nm mit 
einem SLT Easy Reader Spectra Plus 400 ATC bestimmt. Auf~erdem erfolgten 
W~gungen der Trockenmasse und Ermittlung der Lebendzellzahl dutch Aus- 
plattieren von verdfinnten Kulturaliquoten auf Komplexn~rbfiden und 
Ausz~len der gebildeten Kolonien nach 36-48 h. 

Ergebnisse  

Der volls~ndige Abbau von 1.5 mmol L -~ Naphthalin dauerte ca. 48 h an. 
Dabei wurde im zeitlichen Verlauf des W~meflusses die Ausbildung eines 
Maximums beobachtet. Bei einer Vielzahl der Messungen traten jedoch auch 
kleinere, lokale Maxima wie in der in Abb. 1 dargestellten Kurve auf. Das 
zwischenzeitliche Absinken der Aktivit~it der Organismen wurde auf die r~ium- 
liche Trennung yon Fermenter und Me6zelle zuriickgefohrt. Auf Grund des 
fehlenden Gasaustausches in den Flie61inien verursachte offensichtlich die An- 
reicherung von Kohlendioxid stoffwechselhemmende Verh~iltnisse, so da6 die 
Messung nicht die wahren Prozesse im Fermenter widerspiegelte. Untersuchun- 
gen ergaben, da6 unter den gegebenen Versuchsbedingungen ein Sauerstoff- 
mangel als Hauptursache for die zwischenzeitliche Abnahme der Stoffwechse- 
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Abb. 1 - -  W~irmeflul3kurve beim Naphthalinabbau dureh Pseudomonas sp. KR3 mit aus- 

gepr~igter Stfrung der Messung dureh fehlenden Gasaustauseh und Anreieherung 
von Kohlendioxid in den FlielIlinien; --- bereehnete Einhfillende der Mel~kurve 

laktivit~it in den Flief~linien, wie in der Literatur erwahnt [1-3], weitgehend 
auszuschliegen war [4, 5]. Um die Unterschiede der Aktivit[it der Mikroorgan- 
ismen zwischen Fermenter und Mef~zelle auszugleichen, wurden mittels eines 
Kurvenanpassungsprogramms Modellkurven berechnet, die die Me6kurve ein- 
h~illten (Abb. I). Auf Grund der geringen Stoffwechselaktivit~it in der Anfangs- 
und Endphase des Abbauprozesses konnte hier der Einflul~ des fehlenden 
Gasaustausches als minimal angenommen, so dag diese Meftpunkte die Grund- 
lage fiir die Modellberechnung bildeten. Folgende Funktion fand Verwendung: 

-1 

- o ,  o ,  ( 6 )  

l + e x  -~. a3- ) 

P - W~irmeflu6; t - Versuchszeit; ao. 4 - Parameter der Funktion 
Durch die relativ geringe L6slichkeit des Naphthalins war wahrend der sta- 

tionaren Wachstumsphase dessen 0bergang in den gel6sten und damit biover- 
f-tigbaren Zustand als geschwindigkeitsbestimmender Schritt zu betrachten. Die 
Auspr~igung der Phase exponentieller W~irmeproduktion war sehr gering und 
schwer reproduzierbar. Die exponentielle Zunahme der Zellvermehrung war 
dagegen langanhaltender und gut bestimmbar (Abb. 2). 

Man findet in der Anfangsphase des Abbaus trotz starker W'~irmeabgabe und 
rasch fortschreitender Naphthalinmetabolisierung keine mellbare Zunahme der 
Zellmasse. Die exponentielle Wachstumsphase setzte zum Beginn der exponen- 
tiellen W~irmeproduktion um mehrere Stunden verzSgert ein--etwa beim Er- 
reichen des W~irmeflui~maximums (Abb. 3.1). 
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Abb. 2 Untersehiedliehe Ausprfigung der exponentiellen Phasen der W'drmeproduktion und 
Zellvermehrung beim Naphthalinabbau. Der steady state ist jeweils gekennzeich- 
net: . . . . .  

Wie sich aus HPLC-analytischen Untersuchungen der Medienzusammenset- 
zung im zeitlichen Verlauf des Abbaus ergab, wurden ein Grogteil der nachgewie- 
senen, bis dahin angereicherten Metabolite ab diesem Zeitpunkt abgebaut [5]. 

Erste Untersuchungen zum Abbau h6herer PAKs ergaben, dab sich die 
zeitliche Verschiebung von Katabolismus und Anabolismus mit zunehmender 
Ringzahl noch versfirkt (Abb. 3.2, 3.3). Die Abbildungen zeigen W~irmeflug- 
kurven des Abbaus von Naphthalin, Phenanthren und Pyren durch Reinkulturen 
sowie jeweils den Beginn der mel~baren Zunahme der optischen Dichte. 

FLir den Naphthalinabbau wurde mit zunehmendem Substratangebot im Mittel 
eine Zunahme der Dauer der exponentiellen Phase, des Wrirmeflusses und der 
Wdrmeproduktion im steady state beobachtet. Dabei strebten die Werte jeweils 
gegen Maxima, so dab eine weitere Erh6hung des Substratangebotes keine Ver- 
l/ingerung der exponentiellen Wfirmeproduktionsphase mehr mit sich brachte 
(Tab. 1). 

Tabelle  1 Einflug des Substratangebotes auf die Auspr/igung der exponentiellen W'drmeproduk- 
tionsphase beim Naphthalinabbau 

[CI oils]o/ tcxp/ P~,p/ Qcxp/ n 

mg L -1 h mW L -~ kJ L -1 

50 9 34 0.84 1 

100 14+7 200+100 2.0_+0.5 4 

200 17+4 220+-50 3.7:L-0.7 36 

300 18+-3 260+40 5.04"1.0 6 

400 19+4 260+_50 4.7:L'0.8 13 

500 18+4 440+70 7.8i-0.7 5 
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Um den Einflufl der Abbaubedingungen auf die oft kaum bestimmbare sta- 
tion~ire Phase beurteilen zu k6nnen, werden verschiedene Charakteristika des 
steady state wie dessen Dauer, die W~irmeproduktion und deren zeitliche Ablei- 
tung der logarithmierten Form als Mall fiir den W~irmefluli auf eine Korrelation 
mit leicht ermittelbaren Eigenschaften der W;irmeflufikurve - der Zeit und der 
W~irmeproduktion bis zum W;irmeflufimaximum sowie dem maximalen W~ir- 
meflul~ - untersucht. Dabei ergaben sich lineare Zusammenhange zwischen fol- 
genden Parametern: 

- Zeit vom Versuchsbeginn bis zum Ende der exponentiellen Phase t~xp und 
der bis zum W~irmefluf~maximum tmax; 

-- dem W~irmeflul~ in der station~iren Phase P~xp und dem Maximalw~irmeflufi 
Pmax; 

- der W~irmeproduktion in der stationaren Phase Q~, und der vom Ver- 
suchsbeginn bis zum W;irmefluP]maximum Qmax (Tab. 2). 

Tabelle 2 Korrelation yon Merkmalen der Phase exponentieller Wirmeproduktion mit Eigen- 
sehaften der Wfirmefluftkurve. Lineare Regression (y = b.x) 

Parameter Anstieg r 2 Cry 2 

W~rmeflufikurve (y) steady state (x) b 

t von to bis Pm~ 

t von to bis Pm~x 

Maximalw~irmeflul~ Pmax 

Wfirmeproduktion bis Pm~ 

t yon to bis Ende des st. st. 

toxp 

Dauer des st. st. t'~xv 

d log Q~xp / dt 

Wfirmeproduktion Q~xp 

0.86i-0.07 0.94 1.2 h 

1.10-+0.02 0.65 3.0 h 

0.76i-0.02 0.64 75 mW L -l 

0.69-+0.09 0.92 0.5 kJ L -I 

Diese Abh~ingigkeiten gestatteten vergleichende Aussagen tiber den steady 
state mit Hilfe dieser einfach zu ermittelnden Merkmale der W'~irmeflul~kurve. 

Mit zunehmendem Naphthalinangebot sank die Ausbeute an W'~irme bezogen 
auf den Energiegehalt des Substrates kontinuierlich ab. Die Ausbeute an Zell- 
masse pro Substratmenge stieg erwartungsgem~il~ an. Bemerkenswert war, dafi 
sie bei einem Naphthalinangebot > 1.5 mmol L q wieder geringer wurden. Ent- 
spreChend nahm der Anteil der Substratenergie, die als W~irme abgegeben 
wurde zun~ichst exponentiell ab und blieb bei h/Sherem Substratgehalt konstant. 
Bei Naphthalinanfangsgehalten > 1.5 mmol L -1 wurden konstante Werte er- 
reicht (Abb. 4). 

D i skuss ion  

Die Studie zeigt die vielschichtige Problematik, die sich aus der Unter- 
suchung des Bioabbaus schwerl6slicher, h/3hermolekularer Verbindungen mit- 
tels isothermer Durchflul~kalorimetrie ergibt. 

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Aufl6sung des Substrates in 
den untersuchten Fltissigkulturen ist in PAK-kontaminierten Bfden vergleichbar 
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Abb. 3 Zeitliehe Versehiebung zwischen W~irmeproduktion und Zellvermehrung beim mik- 
robiellen Abbau versehiedener PAKs. Mit AOD ist jeweils der Beginn mel]barer 
Anderung der optischen Diehte (0D55o ~ )  gekennzeiehnet 
3.1 Naphthalinabbau dureh Pseudomonas sp. KR3,200 mg L -l, 25"C; 
3.2 Phenanthrenabbau durch Mycobacterium sp. KR7, 100 mg L -l, 25~ 
3.3 Pyrenabbau durch Mycobacterium sp. KR2, 500 mg L -Z, 25"C 
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Abb. 4 Abh~ingigkeit des Biomasse- und Wfirmeertrages vom Substratangebot. Biomasseer- 
trag: Biomasse/Substrat; W~irmeertrag: W~rme/Biomasse 

mit der Desorption der Verbindungen von Bodenbestandteilen wie Tonen und 
Huminstoffen. Die stationiire Stoffwechselphase derartiger Kulturen ist somit 
stets durch die L6slichkeitsgrenze der Schadstoffe limitiert. Da die L6se- 
prozesse zudem vonder Kristalloberfliiche und der Diffusion bzw. der Riihr- 
geschwindigkeit abhangen, ist die Reproduzierbarkeit derartiger Unter- 
suchungen vonder Standardisierung dieser Parameter abhiingig. Ein zuneh- 
mendes Angebot an kristallinem Naphthalin fiihrte auf Grund der gr6fieren 
Kristalloberflache und damit der schnelleren Nachlieferung an gelOstem Sub- 
strat zu zunehmend ausgepriigteren exponentiellen W~irmeproduktionsphasen. 
Giinstigere Bedingungen fiir die Beobachtung vollstandig ausgepriigter expo- 
nentieller W~irmeproduktionsphasen sind ftir schwerl6sliche Substrate durch 
Verlangsamung des Stoffwechsels (z.B. durch niedrige Versuchs-temperaturen) 
zu erreichen. Naphthalin und alle h6heren PAKs sind fiir Mikroorganismen 
nicht unmittelbar als Substrat ffir die Biosynthese verwendbar und miissen erst 
zu verwertbaren Metaboliten abgebaut werden. Da der Anabolismus von diesen 
leichter 16slichen, angereicherten Metaboliten abhiingt, ist die station~ire Phase 
der Zellvermehrung, die nicht mehr unmittelbar mit der PAK-Verwertung 
zusammenhlingt, deutlich ausgepr~igt. Diese zeitliche Entkopplung der Vor- 
gange nimmt mit steigender Ringzahl der Polyzyklen stark zu, so dab 
anabolische Prozesse wie in Abb. 3.2 und 3.3 erst nach Abklingen der kat- 
abolen, mefibar exothermen Abbauvorgiinge einsetzen und die exponentielle 
Phase der Zellvermehrung zu der der Wiirmeproduktion um mehrere Tage ver- 
zOgert wird. Damit liefert die Messung der Stoffwechselw~irme ein 
aussagef'Ahigeres Signal fiber den zeitlichen Verlauf des Abbaus h6hermoleku- 
larer Schadstoffe als beispielsweise die Bestimmung der gebildeten Biomasse. 
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Die Abh~ingigkeit der Auspr~igung der station~iren Phase der W~irmeproduk- 
tion vom Angebot an kristallinem Naphthalin belegt den Einfluf~ der 
Kristalloberfl~iche auf die L6serate des Substrates als geschwindigkeitsbestim- 
menden Schritt. Das Streben der Charakteristika der W~meflul~kurven gegen 
Maximalwerte weist auf die Ann~iherung an die maximale W~irmeproduk- 
tionsrate der Kultur hin. Die linearen Zusammenh~inge der Merkmale des 
steady state mit Eigenschaften der W~irmeflul~kurve deuten auf eindeutige Zu- 
sammenh~nge des Zustandes der Kultur mit dem Verlauf der kalorimetrischen 
Kurve hin. Wie auch die HPLC,analytischen Untersuchungen belegten, kenn- 
zeichnet das W~irmefluSmaximum einen definierten Zustand des untersuchten 
Systems sowohl in Hinsicht auf die Anreicherung und Verwertung yon Metabo- 
liten, das Einsetzen exponentieiler Zellvermehrung als auch die Abbaugesch- 
windigkeit des Naphthalins, die sich auf Grund der Ann~iherung an die L6s- 
lichkeitsgrenze zu diesem Zeitpunkt stark ~indert. Des weiteren war die Dauer 
der lag-Phase bei konstanten Bedingungen und gleicher Zetldichte des Inoku- 
lums reproduzierbar. Die Phase exponentieller W~irmeproduktion und die bis 
zum W~irmeflul~maximum waren somit vollst~ndig miteinander verknfipft, 
wodurch vergleichende Aussagen fiber den steady state mit Hilfe der relativ ein- 
fach auszuwertenden W~irmeflul~kurve m6glich wurden. 

Die zunehmend giinstigeren Wachstumsbedingungen mit steigendem Naph- 
thalingehalt sind - wie bereits im Zusammenhang mit dem steady state disku- 
tiert - auf die bessere Verf/igbarkeit des Substrates durch die wachsende 
Kristalloberfl~iche zurfickzuffihren. Die bei weiter ansteigendem Substratange- 
bot wieder sinkende Stoffwechselleistung des Naphthalinabbauers wurde auf 
die Ersch/3pfung von N~ihrstoffen bzw. der Pufferkapazit~it und die Anreich- 
erung toxischer Abbauprodukte im Medium zurfickgeffihrt. 

Die isotherme Durchflul~kalorimetrie bietet eine Vielzahl von Anwendungen 
bei der Untersuchung des biotischen PAK-Abbaus. Sie ist eine sehr empfind- 
liche Mel~methode und erg~inzt in sinnvoller und informativer Weise klassische 
Verfahren wie die Bestimmung des Zellwachstums und analytische Methoden 
zur Messung der Konzentrationen von Substrat, Metaboliten und Enzymen. 

Methodische Schwierigkeiten durch starke Gasaustausch der Kultur und 
hohe Fl~ichtigkeit des Substrates k6nnen dutch geeignete Optimierung der Ver- 
suchsdurchffihrung und gegebenenfalls Entwicklung von mathematischen Mo- 
dellen ausgeglichen werden. 

Abki i r zungen  

Abb.  Abbildung 
C~oH8 Naphthalin 
[CloH8]o Anfangsgehalt an Naphthalin 
HPLC Hochleistungsflfissigchromatographie 
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