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Einleitung

Erdöl entsteht aus dem organischen Material abgestorbener Organismen, insbesondere

des Zoo- und Phytoplanktons und der Bakterien, sowie der Biomasse höherer Land-

pflanzen, die, feinverteilt in aquatischem Milieu abgelagert, durch Sauerstoffmangel

dem natürlichen Zersetzungsprozeß entzogen werden . Während Sedimentation und

früher Diagenese werden aus diesen organischen Bestandteilen unter Mitwirkung von

Mikroorganismen durch im einzelnen noch nicht aufgeklärte Prozesse sogenannte

"Geopolymere" gebildet (Tissot & Welte 1984, Tegelaar et al . 1989) . Durch Kondensati-

ons- und Additionsreaktionen bildet sich daraus gegen Ende der Diagenese ein makro-

molekularer, strukturell wenig definierter Komplex, das Kerogen. Im Zuge fortschreiten-

der Beckenentwicklung kommt es bei anhaltender Sedimentation zu allmählicher Ver-

senkung der Schichtpakete in größere Tiefen, die mit einer langsamen Zunahme des

Druckes und der Temperatur verbunden ist . Dabei verändert sich das organische Mate-

rial innerhalb geologischer Zeiträume von einigen Millionen Jahren, es reift und setzt im

Stadium der Katagenese bei Temperaturen von mehr als 50 °C Kohlenwasserstoffe frei.

Diese thermokatalytisch gesteuerte Kohlenwasserstoffbildung wird durch den Wasser-

stoffgehalt des Keroge s

	

rt, das ., ..i11i_chl•Gsg~fi'v

	

,~~ ae limitiert, ii als hochkondensiertes, iiohlerisioli3'e ]-

ches Residuum zurückbleibt. Ein Teil der Kohlenwasserstoffe migriert aus den Erdöl-

muttergesteinen, in denen sie generiert wurden, meist Tonschiefern oder Kalken, in po-

röse, zum Hangenden mit relativ undurchlässigen Schichten abgedichtete Speicherge-

steine, häufig Sandsteine, und akkumuliert sich dort zu einem Erdölreservoir (Tissot &

Wette 1984).

Mit der Bildung von Erdöllagerstätten sind die biogeochemischen Prozesse jedoch nicht

abgeschlossen. Durch die metabolische Aktivität von Moorganismen, die durch

meteorische Wässer in eine Lagerstätte eingeschleppt wurden, kann es zu einer Biode-

gradation der thermogenen Kohlenwasserstoffe kommen . Da das durch den Umbau bio-

gener Strukturen entstandene Erdöl infolgedessen durch biochemische Reaktionen auch

wieder abgebaut werden kann, schließen sich Degradation und de novo-Synthesen zu

einem Kreislau

Biodegradation findet nicht nur in der Lagerstätte statt, sondern auch dart, wo Erdöl

unmittelbar an der Erdoberfläche austritt, wie heutzutage besonders auffällig z .B. an der

kalifornischen Miste und im Golf von Mexiko, oder bei Mineralölschadensfällen, wenn

Kohlenwasserstoffe in die Umwelt gelangt sind, sei es nun ins Wasser oder ins Erdreich .
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Mikrobielle Aktivität in der Lagerstätte ist aufgrund der dadurch verursachten Verän-

derung chemischer und physikalischer Eigenschaften des Erdöls ein unerwünschter

Prozeß, der immer mit einer Qualitätsminderung einhergeht . In extremen Fällen geht

der Abbau sogar so weit, daß eine Förderung dieser Erdöle dann aus ökonomischer Sicht

völlig unrentabel bzw . technisch unmöglich wird . Als Beispiele für besonders starke

Biodegradation gelten unter anderem die Athabasca-Teersande in Alberta (Kanada)

(Rubinstein et al. 1977) und die Ori_noco-Schweröle in Venezuela . Um eine Vorstellung

von den Dimensionen dieser Biodegradationsprozesse zu geben, hier einige Zahlen:

Nach Demaison (1977) betragen die Vorräte an Teer und Schweröl in Alberta etwa 625

Milliarden Barrel, in Venezuela, mit eine der größten Lagerstätten der Welt far extra

schweres 01, sogar 1050 Milliarden Barrel . Damit übersteigt schon die Größe dieser

beiden Vorkommen allein die gesamten Ölreserven des Mittleren Osten beträchtlich.

Biodegradation in der Lagerstätte ist ein überaus komplexer Vorgang, der von einer

Vielzahl unterschiedlicher Parameter beeinflußt wird und daher bislang nur unzu-

reichend geklärt werden konnte . Da etwa 10 % der weltweit nachgewiesenen Erdölreser-

ven bakteriell zerstört und weitere 10 % bereits alteriert sind (Hunt 1979), erscheint es

notwendig, mehr Informationen über diese Abbauvorgänge und ixe Auswirkungen auf

die Zusammensetzung der Erdöle zu gewinnen.

Ein anderer Aspekt ist die Wechselwirkung zwischen Erdölkohlenwasserstoffen und der

Umwelt des Menschen. Zuge der Industrialisierung wurden das Erdöl und seine Pro-

dukte lange Zeit vorwiegend als Energielieferanten geschätzt und genutzt . Seine Bedeu-

tung als wertvolle Rohstoffquelle hingegen erschloß sich erst in den letzten Jahrzehnten.

Die Palette der zahllosen Produkte, die heute aus Erdölkohlenwasserstoffen hergestellt

werden, reicht von Farben und Lacken über Düngemittel und Kunststoffe bis zu Wasch-

mitteln und vielem mehr. Aus diesem Grund wird der Bedarf an Erdöl, auch bei allmäh-

lich zurückgehendem Anteil an der Energieversorgung, vermutlich auch in Zukunft recht

hoch sein oder gar ansteigen.

Das Erdöl birgt ein großes Gefahrenpotential für die Umwelt, da nicht nur während der

Exploration und des llberseetransports mit ständig an Größe zunehmenden Tankern,

sondern auch bei der Verarbeitung, der Lagerung und dem Umschlag jederzeit eine

Kontamination von Boden, Grundwasser und Meerwasser möglich ist . Wer erinnert sich

nicht an die zahlreichen Tankerhavarien und die durch sie ausgelösten Umweltkatastro-

phen? Die Menge der durch den Menschen in die Umwelt eingebrachten Kohlenwasser-

stoffe ist beträchtlich und ihre Beseitigung bzw . eine Begrenzung der durch sie verursach-

ten Schäden in Zeiten wachsenden Umweltbewußtseins daher augenblicklich eine vor-
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rangige Aufgabe . Aus diesem Grund wird versucht, sich die Fähigkeit von Mikroorga-

nismen zum Abbau von Kohienwasserstoffen zunutze zu machen und gezielt Methoden

zur biologischen Sanierung zu entwickeln .
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Problemstellung

Die biogen gesteuerten Abbauvorgänge von Kohlenwasserstoffen sind sowohl im Bereich

von Erdölexploration und -produktion als auch im Hinblick auf die Beurteilung und Be-

seitigung von Umweltschadensfällen von besonderer Relevanz.

Biodegradation in der Lagerstätte läßt sich daran erkennen, daß die Ole keine n-Alkane

mehr besitzen, da diese Substanzklasse aufgrund der einfachen Struktur ihrer Verbin-

dungen von den Mikroorganismen als erstes abgebaut wird.

Bei der Erdölexploration gibt es zwei vorrangige Probleme, die im Zusammenhang mit

diesen mikrobiellen Abbauvorgängen auftreten. Zum einen ist es nicht ganz leicht, ein

Erdöl in der Lagerstätte als biodegradiert anzusprechen, wenn in früher Phase Biodegra-

dation stattgefunden hat und später, in einer zweiten Migrationsphase, dann völlig un-

biodegradiertes Ol eingewandert ist, das mit vollständiger n-Alkan-Verteilung den typi-

schen "fingerprint" der Biodegradation überdeckt . In diesem Fall gestattet jedoch die

Analyse der Biomarker - Verbindungen biogenen Ursprungs, die ihre charakteristische

Molekülstruktur vom lebenden Organismus bis hin zur Kohlenwasserstoffgenese so

wenig verändert haben, daß eine Korrelation mit biogenen Vorläufern noch möglich ist -

eine weitgehende Rekonstruktion derer geologischen vchen A b1 . •i'aiiä :bufe Hierfür ~~eigne°~Gv .~ich insbe-

sondere die Sterane und pentacyclischen Triterpane, da sie erst in einem relativ späten

Stadium der Biodegradation angegriffen werden . Auch die Unterscheidung zwischen be-

ginnender Biodegradation und früher Genese bei Erdölen aus tonmineralaiinen Sedi-

menten wie Karbonaten, Evaporiten und Phosphoriten ist derzeit nur mit Hilfe dieser

Biomarker möglich, da beide Prozesse zu Erdölen mit Kohlenwasserstoff-Verteilungs-

mustern im Gaschromatogramm führen können, bei denen die n-Alkane (z .B. gegenüber

Pristan und Phytan) nicht so deutlich dominieren, wie es bei reifen, unbiodegradierten

Olen aus klastischen Muttergesteinen mit hohem Anteil an Tonmineralen der Fall ist.

lm Umweltbereich sind Biodegradationsstudien nicht nur zur Abschätzung des Gefähr-

dungspotentials nach Mineralölschadensfällen, sondern auch zur Beurteilung des Sanie-

rungserfolges von Bedeutung. Dieser wurde bislang häufig nur pauschal mit der Angabe

eines IR-spektrometrisch bestimmten Restgehaltes an Kohlenwasserstoffen oder der

Abnahme des Gehaltes an n-A_ikanen im Gaschromatogramm belegt. In beiden Fällen

werden jedoch die Anteile der verschiedenen polaren Substanzklassen mit funktionellen

Gruppen nicht berücksichtigt. Die Kenntnisse über die während des Abbaus stattfinden-

den Prozesse sind zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch recht dürftig. Daher ist die Be-

stimmung eines Restgehaltes an Kohlenwasserstoffen fragwürdig, wenn nicht gleichzeitig
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bekannt ist, welche Stoffwechselprodukte im Zuge der Degradation gebildet warden
sind. Es besteht durchaus die Möglichkeit, daß die Metaboliten toxischer sind als die ab-

zubauende Substanz. So ist beispielsweise bekannt, daß die Toxizität der während des

Aromatenabbaus auftretenden Epoxide wesentlich größer ist als die der zugehörigen

Aromaten (Schäffer-Ridder 1979) . Weitere wichtige Aspekte für die Beurteilung des Ge-
fährdungsrisikos bzw. der Sanierungsmöglichkeiten und des Sanierungserfolgs bei Mine-

ralölschadensfällen sind die Verfügbarkeit und das Remobilisierungsverhalten von Me-

taboliten.

Aufgrund dieser Fragestellungen sollte nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter-

sucht werden, welche Stoffe im Zuge der Biodegradation neu entstehen . Da der Abbau

im wesentlichen unter aeroben Bedingungen erfolgt, war dazu die Betrachtung von teil-

weise oxidierten Verbindungen vorgesehen und unter diesen zunächst die der Carbon-
säuren und Alkohole.

Der Bedeutung des mikrobiellen Abbaus von Kohlenwasserstoffen für die Erdölexplora-

tion und -produktion einerseits und den Bereich der biologischen Sanierung von Scha-

densfällen andererseits Rechnung tragend, ergibt sich eine inhaltliche Gliederung in zwei
miteinander verbundene Themenbereiche . Durch Vergleiche mehrerer Serien von Erd-
ölen aus verschiedenen Y . _dölpri,_ :Z,'lsvrnev__4 die jeweils

1
r'• ls demselben l ~ ''.äut à .vigvst .'

•

	

Gii- j stam-
men, jedoch unterschiedlich stark biodegradiert sind, sollte die Variantenvielfalt

"natürlicher" Stoffwechselprodukte mikrobiellen Abbaus in Lagerstätten aufgezeigt

werden. Parallel dazu wurden Abbauversuche mit Mikroorganismen durchgeführt, die

aus erdölverseuchtem Erdreich isoliert wurden und die Fähigkeit zum Kohlenwasser-
stoffabbau besitzen . Als Substrat für die sowohl in Batch-Kultur als auch in kontinuier-

licher Kultur angesetzten Experimente wurde Dieselöl als raffiniertes, einfaches Koh-

lenwasserstofigexnisch eingesetzt. Batch-Versuche wurden außerdem mit definierten

Kohlenwasserstoffen als Reinsubstanzen durchgeführt. Die Versuche waren so konzi-

piert, daß durch Variation der Versuchsdauer unterschiedliche Abbaustufen für Korrela-

tionszwecke mit dem natürlich degradierten Material zur Verfügung standen.

Ziel war es einerseits, positive Indikatoren für einen beginnenden bakteriellen Abbau

von Lagerstättenölen zu finden, wo dies mit anderen Parametern nicht eindeutig möglich

ist . Zum anderen wurde versucht, Grundlagen zum Verständnis der molekularen Vor-

gänge beim bakteriellen Kohlenwasserstoffabbau und damit möglicherweise für die Ge-

winnung verbesserter Kriterien zur Beurteilung des Erfolgs biologischer Sanierungsver-
fahren für mineralölverseuchtes Erdreich zu erarbeiten.
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Literaturübersicht

3.1 Biodegradation in der Lagerstätte

Ö1/Öl- und ÖI/Muttergesteinskorrelationen sind wichtiger Bestandteil der Bewertung von

Erdöllagerstätten. Sie erlauben Aussagen Tiber die genetische Verwandtschaft von Ölen

in verschiedenen stratigraphischen Niveaus innerhalb eines Sedimentbeckens, geben

Hinweise auf die Zuordnung eines Erdöls zu einem oder in vielen Fällen auch zu mehre-

ren Erdölmuttergesteinen, wenn ein Erdöl beispielsweise ganz offensichtlich ein Gemisch

von Kohlenwasserstoffen aus unterschiedlichen Muttergesteinsschichten darstellt, und

sind daher für die Erdölexploration von großem Wert . Diese Korrelationen wurden

zunächst auf der Grundlage von Pauschalparametern wie API gravity, Schwefelgehalt

etc. durchgeführt, konnten dann mittels GC/MS-Analytik von Biomarkern seit dem Ende

der 70er Jahre stetig verfeinert und verbessert werden . Schwierigkeiten ergeben sich häu-

fig dadurch, daß die Öle nach ihrer Akkumulation in Reservoirs durch mikrobiellen Ab-

bau von Kohlenwasserstoffen mehr oder weniger starke Veränderungen erfahren haben,

die eine Korrelation mit undegradierten Ölen desselben Muttergesteins erheblich er-

schweren . Die Biomarker, vor allem Sterane und pentacyclische Triterpane, erweisen

sich jedoch auch unter diesen Bedingungen als relativ stabil und werden daher in Fällen

starker Biodegradation, in denen die einfacheren Moleküle wie n-Aikane und isopre -

noide bereits völlig zerstört sind, als Korrelationsparameter herangezogen.

Die mikrobielle Aktivität in der Lagerstätte führt zu einer Änderung chemischer und

physikalischer Eigenschaften des Erdöls (Abb . 3 .1 .1) . Zu Beginn des Abbaus werden

Gase und niedeimolekulare Verbindungen mit bis zu 15 Kohlenstoffatomen entfernt, so

daß Öle mit geringerer API gravity und höherer Viskosität zurückbleiben . Fortschrei-

tende Biodegradation greift darin auch auf den höhermolekularen Bereich über, und

durch Degradation von gesättigten und aromatischen Kohlenwasserstoffen kommt es zu

einer relativen Anreicherung von Heterokomponenten und Asphaltenen. Gleichzeitig

steigen die Gehalte an Schwefel, Stickstoff, Vanadium und Nickel . Infolge des AbbausSauaas

optisch nicht aktiver Verbindungen (z .B. n-Alkane) und der dadurch verursachten Anrei-

cherung optisch aktiver Verbindungen (z .B. Sterane, Triterpane, Heterokomponenten)

ist daneben auch eine Zunahme der optischen Aktivität zu verzeichnen . Bei den Kohlen-

.7 offisVLVIJUii Vrg.41 + ill,li eitle pV6't-Re l.1c.venüeb4iilg tieaCi n13v° rerhaii tr'ü~~e$ durch ~;~.rel

cherung des schwereren 13C-Isotops. All diese durch Biodegradation ausgelösten Reak-

tionen bewirken in ihrer Gesamtheit eine Änderung des Öl-Typs und haben infolgedes-

sen erhebliche Konsequenzen für Qualität und Quantität der Erdölvorkommen, sind so-

mit natürlich auch von ökonomischer Relevanz .
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1 - GASES (C1 - C6) N
2 - GOR (OAS/OIL RATIO) %

3 - GASOLINE RANGE IC6 - C15l

4 - API GRAVITY %

5 - VISCOSITY V

6 - CHANGES IN GROSS COMPOSITION OF C15 COMPOUNDS
alkanes

aromatics %
NSO's compounds

asphaitenes
7 - SULPHUR CONTENT A

8 - NITROGEN CONTENT

9-VANDNi

10 - OPTICAL ACTIVITY 0
Mimes

11 - POUR POINT

12 - b93C

whole oil .P
alkanes
aromatics ® or 14
asphaltenes

13 - CHANGES IN OIL TYPES
paraffinic ßäI	 r naphthenic oils
paraffinic or paraffinic-naphthenic oils, aromatic-naphthenic oils
paraffinic condensates

	

naphthenic condensates
condensates	 • light oils
aromatic - intermediate oils

	

aromatic-asphaltic oils

Abb. 3.1 .1 : Durch Biodegradation veränderte chemische und physikalische Parameter von Erdölen
(Connan 1984).

Wegen der großen Bedeutung der Biodegradation sowohl für die Erdölexploration als

auch für die Verarbeitung der Rohöle waren die Degradationseffekte Gegenstand

zahlreicher Untersuchungen an natürlich gealterten Olen, die durch Laborversuche zur

in vitro-Degradation unter kontrollierten Bedingungen ergänzt wurden . Ergebnisse sind

in den Arbeiten von Milner et al. (1977), Connan (1984) und Connan & Restle (1984).

zusammenfassend dargestellt.

Danach ergeben sich im molekularen Bereich für die Alkane (Abb. 3.1.2) folgende
Effekte :
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1 - GASEOUS ALKANES : C 1-C 5

Si3C and 6D .Pr in residual methane

i-C /n-C4
-C5 /n-Cg

cl-; 4

C2-C5

2 - GASOLINE RANGE : C 6 -C `€6
i-C 6 /n-C6- :.-
sa-C701C7 ''iftn

iso-alkanes

	

-9 sso-CS / cyeQo-C S

c6-c8 n-altanes

C g-CIs

	

n-alkanes

	

'h

3 - C .16 + ALKANES

s^preReids sg, --a isoprenoid C lC / isoprenoid C 2G

regular steranes

n-aikanes

so- and anteiso-a9kanes -i-.aaaw
cyclo-hexyl- and methyl- cycEopentyi -al~anes sk

isoprenaids

~

c is-c3s

diastera7es
\

hicyclics

tricyclic terpanes

tetracyciic terpanes

4riterpaneslhopane]

c 35 -c 54

	

n-alkanes as

Abb. 3 .1 .2: Biodegradationseffekte an Aiia.nen (Connan 1984).

Die unterschiedliche Resistenz der verschiedenen Gruppen molekularer Strukturen ge-

genüber mikrobiellem Abbau zogrundelegend, stellte Connan (1984) eine Degradations-

abfolge der Alkane auf (Abb. 3.1.3). Sie beginnt mit den am leichtesten abbaubaren

Komponenten, den C6 - C15 n-Alkanen, und endet mit den tricyciischen Terpanen als

den durch Biodegradation am schwersten angreifbaren Alkanen. Unter Berücksichtigung

der von Goodwin et al. (1983) bei der Untersuchung von Steranen und Triterpanen ge-

wonnenen Erkenntnis, "that the rate of biodegradation of the different molecular types is

not constant and can obviously depend on the prevailing environmental conditions", weist

Conran ausdrücklich darauf hin, daß dieses Schema keine allgemeine Gültigkeit besitzt

und eine Gruppe von Verbindungen nicht erst vollständig abgebaut werden muß, bevor

der Abbau der nächstfolgenden beginnen kann .
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C5-cm

C O-c is

Ii-ALUMS

IS4ALI:APJES

CYCL®ALKARES

9

ISSi P REPlCIDS

C1 3-C35 N-ALKAF~JES

bSOALKANES

ANTEISCALKAMES

CYCLDNEXYL-AND METHYLCYCL®PEPiTYLALKANES

C 1 5-C2 1 ISi4PREPJQiQS

C27-C2 0 REGULAR STEMMER (C27 > C2 B g C29 )
C3 5 -C35 iIOPME (C35-C34-C33 C32-C31-C30 rind 22 R

	

S)
C27

	

DIASTERAFdES (20 S= 20 R )

C2 8 -C..2 0 I3IA5TERANES (C23 z' C20 0 )

C27-w 29 PfDPAPJE

C 2 1 -C22 STERAMES (f:21 > C22)

TRICYCLIC TERPAINES

* C 28 > C29 :C 28 is biodegraded at a faster rate than C 29

Abb. 3 .L3: Degradationsabfolge von Alkanen (Conran 1984).

Ergänzend seien nun einige neuere Forschungsergebnisse zur Biodegradation von
Alkanen vorgestellt.

Teschner & Wehner (1985) haben Mikroorganismen aus einem biodegradierten Rohöl

des Gifhorner Trogs in Niedersachsen isoliert und damit ein nicht biodegradiertes Öl aus

demselben Ölfeld angeimpft, das auf diese Weise einer künstlichen Biodegradation un-
terworfen werden sollte . Bei den Experimenten mit Sauerstoffzufuhr erfolgte ein sehr
schneller Abbau von n-Alkanen im Bereich n-C 15 - n- 5. Der größte Teil verschwand
schon innerhalb von 3 Tagen, wobei alle Verbindungen ohne jegliche Bevorzugung gleich
schnell abgebaut wurden . Nach einer Woche begann der Abbau von Isoprenoiden

(Pristan und Phytan), und nach 12 Tagen waren überhaupt keine n-Alkane mehr nach-

zuweisen. In den nicht belüfteten Experimenten dagegen war die Aktivität der Mikroor-

ganismen deutlich sehwächer, und es fand ein bevorzugter .Abbau kurzkettiger n-Aikane
statt.

Bei leicht modifizierter Versuchsdurchführung erzielten Wehner, Teschner F Bosecker
(1986) folgende Ergebnisse: Die Mikroben waren in der Lage, nach einer längeren Phase

der Inaktivität infolge fehlenden Nährstoffangebots innerhalb von wenigen Stunden
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reaktiviert zu werden und dann mit der Degradation des neu zugegebenen Öls zu

beginnen. Bei den Experimenten mit Mischpopulationen (Hefen und Bakterien) unter

limitierter Sauerstoffzufuhr war eine bevorzugte Degradation von n-Al .lcanen mit bis zu

20 C-Atomen zu beobachten, längerkettige Moleküle wurden nicht angegriffen . Der

Abbau kam bereits in Gang, als nur der gelöste Sauerstoff des wäßrigen Mediums zur

Verfügung stand, wurde bei Zugabe von 10 ml/rain synthetischer Luft erheblich be-

schleunigt, und die n-Alkane verschwanden innerhalb weniger Tage . Daneben wurden

auch Versuche gemacht, in denen ausschließlich Bakterien eingesetzt wurden . Das

Abbauverhalten der Bakterien war dem der Mischpopulation vergleichbar, und in beiden

Fällen reduzierte sich der Anteil der gesättigten Kohlenwasserstoffe des Öls durch die

Degradation der n-Alkane um etwa 10 %. Änderungen des Stickstoffangebotes zeigten

denselben Effekt hinsichtlich der Degradationsgeschwindigkeit . Es wurden bevorzugt

C18-und C20-n-Alkane degradiert, daneben aber auch iso- und anteiso-Allcane sowie

Octylcyclohexan.

Während die Degradationssequenz von n-Alkanen, Cycloalkanen und Isoprenoiden ge-

nerell konstant zu sein scheint, zeigen Sterane und pentacyclische Triterpane eine Viel-

zahl zum Teil stark variierender Abbaumuster.

In leicht bis mäßig degradierten Ölen von der Golfkaste Amerikas, durch das Fehlen von

n-Alkanen und die Anwesenheit von Isoprenoiden gekennzeichnet, sind Sterane durch

mikrobielle Aktivität nicht angegriffen. In stark degradierten Olen hingegen sind sie zu-

meist völlig zerstört, während Diasterane erhalten bleiben. Biodegradation erfaßt

schließlich aber auch sie, mit bevorzugtem Abbau der 20S-Isomere der C27-Verbindun-

gen (Seifert & Moldowan 1979) . Ähnliche Beobachtungen machten auch Goodwin et al.

(1983) an einem stark degradierten Schweizer 01, dem n-Alkane und acyclxsche Isopre-

noide bereits fehlten: Sterane waren fast ganz entfernt, lediglich die (C27 - C29)-Diaste-

rane waren erhalten. In einem an der Erdoberfläche ausgetretenen ®l gleichen Ur-

sprungs waren dagegen weder Sterane noch Diasterane nachzuweisen . Goodwin et al.

(1983) fanden an ihrem Probemnaterial allerdings eine bevorzugte Zerstörung der Mo-

leküle, die an C-20 noch die biologische R-Konfiguration besitzen . Im Gegensatz dazu

sind die Sterane zweier Asphaltproben aus Madagaskar (Rullkötter & Wendisch 1982)

nicht vollkommen degradiert. Der Abbau begann mit den C27-Verbindungen, sowohl bei

den Steranen als auch bei den DiaC$eranen. Die -Diasterane si nd ebenfalls ganz ver-

schwunden, 24-Methyl-14a,17a-sterane dagegen nur stark in ihrer Konzentration ernied-

rigt . Von den 14ß,17ß-C/28-Steranen scheinen nur die 20R-Epimere abgebaut zu sein, und

auch für die C29-Sterane gilt die bevorzugte stereospezifische Entfernung der 20R-Epi-

mere. sowohl in der 14a,17a- als auch der 14ß,17ß-Reihe. Dieser bevorzugte Abbau der
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Isomere mit biologischer (20R) Seitenkettenkonfiguration gegenüber der geologischen

(20S) Konfiguration für die 14a,17a- und die 14ß,17ß-Serie wurde von McKirdy et al.

(1983) und Seifert et al . (1984) an australischen bzw. griechischen Ölen bestätigt . Seifert
et al. (1984) beobachteten darüber hinaus an diesen Proben folgende Degradationsse-
quenz: Der Abbau beginnt mit der Zerstörung der biologischen 5a,14a,17a-20R-Iso-
mere. Dann werden die geologischen 5a,14a,17a-20S-Epimere attackiert und als letztes
die 14ß,17ß-Serie . Innerhalb der 5a,14a,17-20S-Serie beginnt der Abbau mit den niede-

ren Homologen (C27 > C28>C29)

Vier innerhalb eines Teufenintervalls von 12 m gezogene Kernproben aus stark degra-

dierten Ölsanden der Grand Rapids Formation A im Wabasca Deposit (Kanada) zeigen

diese spezifischen Biodegradationseffekte trotz starker mikrobieller Überarbeitung der
Sterane Malt (Brooks et al . 1988), weder die bevorzugte Entfernung der C27-Verbindun-
gen der Sterane und Diasterane gegenüber den höhermolekularen C28-und C29-Homo-

logen noch den bevorzugten Abbau der 20R-Diastereomere noch das schnellere Ver-

schwinden der 5a,14a,17a-Serie verglichen mit der 5a,14ß,17ß-Serie . Mit zunehmender

Tiefe geht auch bei diesen Proben die Konzentration der Sterane deutlich zurück. In der

tiefsten Probe sind sie überhaupt nicht mehr nachzuweisen, während die Konzentration

der Diasterane ansteigt . Gleichzeitig gewinnen niedrigmolekulare C21-und C22-Sterane

zunehmend an Bedeutung, die i obieller Abbautätigkeit gegenüber noch resistenter
zu sein scheinen als die Diasterane.

Hohe Konzentrationen an C21-und C22-Steranen, die neben C?8-und C29-Diasteranen

als Hauptkomponenten identifiziert wurden, während C 28-und C29-Sterane nahezu voll-

ständig fehlen, sind ebenfalls charakteristisch für ein stark degradiertes 01 des Kelamayi-

Olfeldes aus dem Zungheer-Becken in NW-China (Jiang et al . 1990) . Dieses 01 enthält

außerdem Verbindungen, die aufgrund ihrer relativen Retentionszeiten und ihrer mas-

senspektrometrischen Fragmentierungsmuster als C25-und C26-Sterane bestimmt wur-
den. Das Vorkommen dieser Verbindungen ist sehr bemerkenswert, da bei den Steranen

im allgemeinen ein bevorzugter Abbau von C 27-Verbindungen erfolgt und von dahe r für
die niedrigeren Homologe ein ähnliches Abbauverhalten erwartet wurde.

Laborversuche zur Biodegradation von Steranen lieferten hingegen etwas andere Ergeb-

nisse_ In den Experimenten von Rubinstein et al . (1977), Con an et al . (1980), Tescllner

& Wehner (1985) und Wehner et al . (1986) blieben die Sterane völlig unverändert.

Im Gegensatz dazu erbrachten Goodwin et al. (1983) den Nachweis, daB in vitro-Biode-

gradation von Steranen möglich ist. Auf dem Gelände einer Raffinerie aus undichten
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Tanks ausgeflossenes Öl wurde bei 30 °C unter aeroben Bedingungen und ohne Zugabe

zusätzlicher Organismen abgebaut. In Analogie zu Beobachtungen an natürlich degra-

dierten Ölen zeigte sich, daß sowohl Sterane als auch Diasterane biodegradiert werden

können, wobei die folgende Degradationsabfolge besteht : Sterane >Diasterane und

C27>C28>C24.

Chosson et al. (1991a,b) untersuchten 73 aerobe Bakterien der Genera Nocardia (25),

Mycobacterium (11), Corynebacterium (1), Arthrobacter (2), Protoaminobacter (1) und

Pseudomonas (33) auf ihre Fähigkeit zum Abbau von Steranen . Während die gram-nega-

tiven Gattungen alle vollkommen inaktiv waren, zeigten 7 gram-positive Arten der Gat-

tungen Nocardia, Arthrobacter und Mycobacterium deutliche Abbaureaktionen . Von

diesen erwies sich Nocardia sp . SEBR 16 als besonders effizient und wurde daher für alle

weiteren Experimente verwendet. im Unterschied zur Versuchsdurchführung von

Goodwin et al. (1983) mit Gesamtölen und den in diesen bereits enthaltenen Mischpo-

pulationen von Bakterien und Hefen arbeiteten Chosson et al . (1991a,b) nur mit der

Fraktion der verzweigten und cyclischen Alkane bzw . mit einem Gemisch von Reinsub-

stanzen und einer einzigen Bakterienspezies, der Nocardia sp . SEBR 16 . Bei dem Öl

handelte es sich um das Rozel Point ÖI aus Utah (USA), das sich durch eine ungewöhn-

lich hohe Konzentration regulärer Sterane auszeichnet . Das Gemisch der Reinsubstan-

zen bestand aus 027-Steranen der Konfigurationen 5a,14a,17a-20R, 5a,14a,17a-20S,

5a,14ß,17ß-20R und Ces- und C30-4a-Methylsteranen der Konfiguration 5a,14a,17a-

20R. Sowohl für die regulären Sterane als auch die Methylsterane ergab sich danach fol-

gende Degradationssequenz : a a a R>a ß ß R>a ß ß S >a a a S mit Bevorzugung der

niedrigmolekularen Homologe C27 >C28>C29. Die Verbindungen mit a a a S-Konfi-

guration schienen während des gesamten Experiments urdegradiert zu bleiben, so daß es

zu einer relativen Anreicherung dieser Verbindungen kam . In bezug auf die Diaste-

reomere gibt es also Unterschiede zu den von Seifert et al. (1984) bearbeiteten Proben,

bei denen die a a a S- Epimere vor der a ß ß- Serie abgebaut wurden.

Starke Biodegradation hat nicht nur Auswirkungen auf Konzentration und Verteilungs-

muster von Steranen, sondern beeinflußt auch die pentacyclischen Triterpane.

So wurde in stark degradierten Ölen aus dem Kalifornischen Becken (Seifert & Moldo-

wan 1979) und in Proben au s dem Uinta-Becken (Reed 1977) eine Serie von Desmethyl-

Hopanen entdeckt . Massenspektrometrische Daten, die statt des für Hopane typischen

Schlüsselbruchstücks von m/z 191 ein um 14 Masseneinheiten niedrigeres m/z 177-Frag-

ment ergaben, wurden als Hinweis auf den Verlust einer Methylgruppe im A/B-Ring-Teil

des Moleküls gedeutet. Seifert : Moldowan (1979) werteten die vollständige Umwand-
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lung der regulären 17a(H)-Hopane (CL9 - C33) in die demethylierten Homologe (C28 -

C32) als Biodegradationseffekt . Rullkötter & Wendisch (1982) bestimmten diese deme-

thylierten Hopane als 25-nor-17a(H)-Hopane, d.h. die Methylgruppe ging an der C-10-

Position verloren und nicht an der C-4-Position, wie Reed (1977) und Seifert & Moldo-

wan (1979) vermutet hatten . Diese Demethyllerungsposition ist sehr überraschend, da in

der Biosphäre keine an C-25 funktionalisierten Hopanoide bekannt sind. Neben diesen

25-nor-Hopanen trat in den Asphalten aus Madagaskar auch eine Serie von 25-nor-Mo-

retanen auf. Weitergehende Biodegradation der 17a(H)-Hopane führte zu einer Öff-

nung des C -Ringes des terpenoiden Skeletts.

Die 25-nor-Hopane erwiesen sich auch in den folgenden Jahren immer wieder als typisch

für stark degradierte Öle (Goodwin et al. 1983, Volkman et al. 1983, Brooks et al . 1988,

Requejo & Halpern 1989, Jiang et al . 1990), so daß sich sehr bald die Frage nach der

Herkunft dieser Verbindungen stellte . Seifert & Moldowan (1979), Rullkötter & Wen-

disch (1982) und Volkrnan et al . (1983) vertraten die Ansicht, sie würden im Zuge der

Biodegradation durch Demethylierung der 17a(H)-Hopane an der C-10 Position gebil-

det. Im Gegensatz dazu gehen Goodwin et al. (1983) und Chosson et al . (1991b) davon

aus, daß sie bereits im undegradierten 01 vorhanden seien und nur infolge ihrer großen

Resistenz gegenüber mikrobieller Abbauaktivität während der Biodegradation stärker

angereichert: /~r eV'1~lJÄ 11L11 seien. Neueste Studien vonYVll Peterss °(.9.4 ~91 16dVAM oidwvia il (1991) geben k~d

	

vi.iri

Anhaltspunkte für eine Bestätigung dieser Hypothese . Sie sehen die 25-nor-Hopane

vielmehr ebenfalls als Biodegradationsprodukte der 17a(H)-Hopane an . Die mikrobielle

Transformation beginnt mit den niedrigmolekularen Homologen, bevorzugt der mit 22R-

Tonfiguration. Eine Massenbilanz deutet darauf hin, daß diese Reaktion möglicherweise

nicht sehr effizient ist und somit wohl auch noch andere Produkte gebildet werden.

In seltenen Fällen kommen 25-nor-Hopane auch in nicht oder leicht degradierten Olen

vor (Volkman et al. 1983, Philp .1983, Howell et al. 1984). Solche Öle enthalten mögli-

che-weise Anteile verschiedener Bildungsphasen . Der Eindruck eines unbiodegradierten

Öls mit 25-nor-Hopanen kann beispielsweise dadurch entstehen, daß stark biodegradier-

tes Öl einer ersten Phase später mit völlig unbiodegradiertem Öl mit typischer n-Alkan-

verteilung vermischt wurde (Volkman et al. 1983).

25,28,30-trinor-17a(H)-Hopan unterscheidet sich von den anderen 25-nor-Hopanen da-

durch, daß es auch in nicht biodegradierten Olen beträchtliche Konzentrationen erreicht.

Nach Peters & Moldowan (1991) wird es zumindest in den von ihnen untersuchten Pro-

ben aber nicht durch Demethylierung von 28,30-dinor-Hopan in der Lagerstätte gebildet

und ist somit kein Biodegradationsprodukt.
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Darüber hinaus sind auch Öle bekannt, in denen die Hopane abgebaut sind, ohne daB

jedoch 25-nor-Hopane beobachtet werden. Beispiele hierfür sind ein Ol von der Golfkü-

ste Amerikas (Seifert & Moldowan 1979), Asphalte aus der Schweiz (Goodwin et al.

1983), an der Erdoberfläche ausgetretene Ole aus Griechenland (Seifert et al . 1984), 01-

sande und Schweröle aus Kanada (Brooks et al . 1988) und Ole aus Jugoslawien

(Moldowan et al . 1992).

In Laborversuchen (Goodwin et al . 1983, Chosson et al . 1991b) konnten zwar Biodegra-

dationseffekte an Hopanen studiert werden, 25-nor-Hopane traten jedoch bisher niemals

auf. Der für natürlich gealterte Öle typische bevorzugte Abbau der Verbindungen mit

22R-Konfiguration bei Hopanen wurde dagegen auch in den Experimenten beobachtet.

Moleküle mit höherem Molekulargewicht wurden deutlich schneller abgebaut als ihre

niedrigmolekularen Homologe . Moretane lassen sich ebenfalls mikrobiell abbauen, je-

doch etwas langsamer als Hopane. Peters & Moldowan (1991) erörterten verschiedene

Hypothesen für das Mißlingen dieser Experimente in bezug auf die Bildung von 25-nor-

Hopanen. So könnten einerseits mikrobielle Ursachen in Frage kommen, wie unter-

schiedliche Bakterien in den Experimenten und in der Lagerstätte oder für die Bakterien

nicht optimal gewählte Versuchsbedingungen . Außerdem arbeiteten Chosson et al.

(1991b) nur mit einzelnen Spezies, während in der Lagerstätte Mikroorganismenassozia-

tionen aktiv sind, die aufgrund von Co-Metabolismus ganz andere Abbauleistungen voll-

bringen können. Andererseits könnte die Methylgruppe an der C-10-Position der Ho-

pane auch zu einem Alkohol, einem Aldehyd oder einer Carbonsäure oxidiert worden

sein. Die Carbonsäuren als mögliche Vorläufer der 25-nor-Hopane wären dann aber in

der polaren Fraktion zu finden, der bisher in diesem Zusammenhang wenig Beachtung

geschenkt wurde, weil das Interesse meist nur der Fraktion der gesättigten Kohlenwas-

serstoffe galt.

Die Untersuchungsergebnisse zum Biodegradationsverhalten der Hopane differieren be-

trächtlich. Der Abbau der Hopane kann offensichtlich sowohl vor als auch nach dem der

Sterane erfolgen. In manchen Fä llen werden 25-nor-Hopane gebildet, in anderen wie-

derum nicht . Unterschiede bestehen auch hinsichtlich der Degradationssequenz. Bevor-

zugter Abbau der höheren Homologe ist ebenso möglich wie der der niederen . Verbin-

dungen mit der biologischen 22R-Konfiguration werden zwar gegenüber solchen mit der

22S-Konfiguration

	

-in den meisten Fällen zuerst abgebaut, aber auch die umgekehrtee	kehr

Reihenfolge ist bekannt. "The relative rates of biodegradation of steranes and pentacyclic

triterpanes are probably dependent on a range of complex environmental factors which,

in turn, affect microbial utilisation of these hydrocarbons" (Goodwin et al . 1983) . Es

scheint daher dringend erforderlich, die mikrobiellen Aspekte der Biodegradation star-
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ker zu beleuchten und bei der Interpretation der geochemischen Daten zu berücksichti-

gen, um die einzelnen, zum Teil auch widersprüchlichen Beobachtungen besser verste-

hen und zu einem homogeneren Bild zusammenfügen zu können. Als erster Schritt in
diese Richtung sind die Publikationen von Chosson et al . (1991a, b) zu sehen.

Tricyclische Terpane schienen auch durch stärkste Biodegradation nicht verändert zu
werden (Seifert & Moldowan 1979, Goodwin et al . 1983, Connan 1984) bis Howell et al.
(1984) und Jiang et al. (1990) eine homologe Serie von Verbindungen entdeckten, die sie

aufgrund der relativen Retentionszeiten und der massenspektrometrischen Fragmentie-

rung mit Vorbehalten als demethylierte tricyclische Terpane identifizierten . Das Fehlen
dieser Komponenten in den nicht degradierten Olen und die Ähnlichkeit in den relati-

ven Konzentrationen von C19 - C28 dernethylierten tricyclischen Terpanen im Vergleich
zu den C20 - C29 tricyclischen Terpanen veranlaßten Jiang et al . (1990) zu der Schlußfol-
gerung, die demethylierten Moleküle seien durch Biodegradation der tricyclischen Ter-
pane entstanden. In Laborversuchen wurde diese demethylierte Spezies bisher noch
nicht gefunden (Chosson et al. 1991b).

Biodegradationseffekte an Aromaten sind aus einer Übersicht von Connan (1984) zu er-
sehen (Abb. 3.1.4) . Connan weist darauf hin, daß starke Biodegradation von Aromaten
nicht immer mi t einer drastischen A l teration von k ikGiE tE einhergehenn ifi ' ~ l2 ProbenS"~E

	

~

	

aus

dem Aquitanischen Becken, in denen sowohl Aromaten als auch Alkane beträchtlich ab-

gebaut waren, stammten entweder direkt von der Oberfläche oder aus flachen Reser-
voirs. In größerer Tiefe können stark degradierte Aromaten auch zusammen mit nur

leicht veränderten Aikanverteiiungen auftreten.

Das Verschwinden der niedrigsiedenden Aromaten Benzol, Toluol und Xylol wird im all-

gemeinen nicht auf bakterielle Aktivität zurückgeführt, sondern auf den Prozeß des

"water washing" (Schaefer & Leythaeuser 1980) . Nach experimentellen Daten von

McAuliffe (1980) besitzen aromatische Kohlenwassserstoffe eine wesentlich größere

Wasserlöslichkeit als n-Alkane mit derselben Zahl an Kohlenstoffatomen . Benzol ist
185mal wasserlöslicher als Hexan und Toluol 210mal löslicher als Heptan . Mit zuneh-
mender Kohlenstoffzahl vergrößert sich dieser Unterschied, so daß die Löslichkeiten von

Dimethylnaphthaiinen und n-Dodekan (C 12 ) sogar um den Faktor 600 differieren.
Carman (1984) bestätigte den Effekt des "water washing" für Benzol, notierte dagegen,

daß die Biodegradation von n-Heptan (C7) und n-Oktan (Cg) wesentlich effizienter ist als
das "water washing" von Toluol und Xylol .
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Abb. 3.1 .4 : Biodegradationseffekte an Aromaten (Gorman 1984).

Mono-, Di- und Trialkylbenzole werden sehr schneit mikrobiell abgebaut und fehlen

daher meist schon in leicht degradierten Olen (Snowdon & Powell 1979, Philp & Gilbert

1980, Connan 1981) . Der Abbauweg langbettiger Aikylbenzole ähnelt dem der n-Alkane,

da durch Oxidation der terminalen Methylgruppe des Alkylrestes eine Carbonsäure

gebildet wird l/ d i
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sich somit wohl durch die leichte Abbaubarkeit der Alkylreste erklären.

Nach Rowland et al . (1986) besteht eine große Diskrepanz hinsichtlich der Degr•adati-
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bor unter aeroben Bedingungen degradierten Olen . Bei natürlich gealterten australi-

schen Olen wurden n-Alkane und Isoprenoide abgebaut, bevor die Degradation von

Naphthalin, Cl- und C2-Naphthalinen und anderen alkylaromatischen Kohlenwasserstof

fen begann. Bei den Laborversuchen hingegen war die Reihenfolge genau umgekehrt.

TO
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Vergleichbare Beobachtungen waren früher schon von Fedorak & Westlake (1981) und
Jones et al. (1983) veröffentlicht worden . Fedorak & Westlake (1981) führen dies vor al-

lem auf wechselndes Nährstoffangebot und unterschiedliche Mikrobenassoziationen zu-
rück. Hinzu kommt außerdem, daß zwei Möglichkeiten der aeroben Degradation von al-

kylaromatischen Kohlenwasserstoffen unterschieden werden können, einerseits die Oxi-

dation aromatischen Ring-Kohlenstoffs und andererseits die Oxidation aliphatischen Al-
kyl-Kohlenstoffs (Raymond et al . 1971, Ribbons 8 Eaton 1982) . Abgesehen von den zu-

vor erwähnten Unterschieden zwischen Labor- und Geländebeobachtungen sind die An-

derungen innerhalb der aromatischen Fraktion jedoch ähnlich und lassen sich folgen-

dermaßen zusammenfassen: Diaromaten sind weniger stabil als Triaromaten, und be-

züglich substituierter Aromaten gilt Cp<C 1 <G2<C (n: Kohlenstoff Zahl der Alkyl-Sub-

stituenten an einem aromatischen Kern) . Darüber hinaus untersuchten Rowland et al.

(1986) das Abbauverhalten verschiedener alkylaromatischer Isomere . Bei den Dimethyl-

naphthalinen, die sich sowohl im Labor als auch im Reservoir leicht degradieren lassen,

war in beiden Fällen ein bevorzugter Abbau von 2,7-Dimethylnaphthalin im Vergleich zu
2,6-Dimethylnaphthalin zu verzeichnen. Im Gegensatz zu den Experimenten verhielten

sich 2-Ethylnaphthalin und 2,3-Dimethylnaphthalin in australischen Olen sehr resistent.

Bei den Trimethylnaphthalinen erwiesen sich in beidem Probenserien die a,afi-substitu-

ierten 1,3,5- und 1,4,6-Isomere als sehr widerstandsfähig gegenüber mikrobieller! Abbau.

Hinsichtlich des Abbaus von Naphthalin und Methylnaphthalin gelangten Williams et al.

(1986) bei der Analyse texanischer Ole zu ähnlichen Resultaten wie Rowland et al.

(1986), erinnerten aber daran, daß in diesem Zusammenhang möglicherweise auch

Einflüsse des "water washing" als Ursache berücksichtigt werden müßten . Phenanthrene

traten in den biodegradierten Olen nur in sehr geringer Konzentration auf. Methylphen-

anthrene wurden nicht so schnell abgebaut wie Naphthaline, besaßen jedoch in unter-

schiedlichen Olen zum Teil stark variierende Verteilungsmuster . In Übereinstimmung

mit Analysenergebnissen von Rowland et al. (1986), die 9-Methylphenanthren sowohl bei

der in vitro-Degradation als auch bei den natürlich veränderten Olen als widerstandsfä-

higstes Isomer identifizierten, stellte das 9-Methylphenanthren auch in einer Probe

dieser texanischen Ole die dominierende Verbindung dar. Im Gegensatz dazu steht die

Degradationsreihenfolge 1- > 9- >3- > 2-Methylphenanthren eines anderen Ols.

	

-4{P- 7~7nli 7~~-3ii~enZn4hinr~hfa»P

	

e;3;areii i.Ln dn erns". Wili~a~s et of /'i f3~ .1

	

fen re .nlt4ars
`~~r~°-'~+

17fl

	

~+ Vwnv

	

6L8 .

	

VVJ l.di11-V1iJill,11LV1L

OIen ebenfalls nur in extrem geringer Konzentration vorhanden . Benzothiophene wer-

den schneller abgebaut als Dibenzothiophene und verschwinden etwa gleichzeitig mit
den Naphthalinen. Der Abbau der Aromaten begann bei diesen Olen erst nach dem der

Isoprenoide und fand dann innerhalb eines engen Biodegradationsbereiches statt . Die
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zum Teil sehr widerspriichlichen Daten für C3-substituierte Naphthaline veranlaßten

Williams et al . (1986) zu folgendem Resume: "These data may be warning us that biode-

gradation of aromatics is an unpredictable process with regard to the degradation stages

in which it can occur. This unpredictability makes use of aromatic compound disappea-

rance in assessing biodegradation stages of oils somewhat questionable ."

Wardroper et al . (1984) befaßten sich mit dem Verhalten von mono- und triaromatischen

Steroiden der Strukturtypen I und II (mono-2), III und IV (tri-1) und V und VT (tri-2)

(Abb. 3.1.5) bei mikrobiellem Abbau unter natürlichen und simulierten Bedingungen.

Bei den natürlich degradierten Ölen zeigte sich erst in dem Augenblick ein Effekt bei den

aromatischen Steroiden, als (C27 - C29)-Sterane, Triterpane und (C27 - C29)-Diasterane

schon stark degradiert waren, also bereits ein fortgeschrittenes Stadium der Biodegrada-

tion erreicht war. Als erstes wurde ein Verschwinden der triaromatischen Steroide mit

niedrigem Molekulargewicht beobachtet, nämlich von tri-1 (C20 - C21 ) und tri-2 (C21 -

C22) . Nach Wardroper et al . (1984) ist dieses Verschwinden jedoch nicht biodegradati-

onsbedingt, sondern vielmehr auf den Prozeß des "water washing" zurückzuführen . Das

am stärksten degradierte 01 zeichnete sich darüber hinaus durch den Verlust hochmole-

kularer Komponenten aus, wie bei den Steranen auch hier bevorzugt von solchen mit

20R-Konfiguration (C26 - C2g tri-1, C27 - C29 tri-2). Bei Laborversuchen in aerobem Mi-

lieu bestätigte sich diese Degradationssequenz für aromatische Steroide aller St u kturry-

pen ebenso wie die Präferenz der Degradation von tri-1 gegenüber tri-2. Unterschiede

bestanden dagegen im bevorzugten Verschwinden von C26-Komponenten bei den Struk-

turtypen III und IV verglichen mit anderen hochmolekularen Isomeren.

Die CrZ und C22--rmionoaromatischen Steroide zeigten sich in natürlich und künstlich

gealterten Ölen gleichermaßen resistent. Der experimentell bevorzugte Abbau der C27-

Komponenten bzw. mit zunehmender Biodegradation der aller hochmolekularen Kom-

ponenten (CL7 - C29) ließ sich jedoch nur an einem der natürlich degradierten Öle beob-

achten, das alle Verbindungen mit biologischer Konfiguration an C-20 verloren hatte.

Die De .-adationsrate der höhermolekularen Verbindungen ähnelte der der triaromati-

schen Steroide der Strukturtypen III und IV .
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Abb. 3 .1 .5: Strukturtypen von mono- und triaromatischen Steroiden (Wardroper et al . 1984).

Auch wenn der Einfluß des "water washing" auf die Degradation der Aromaten nur in

seltenen Fähen so eindeutig zu erkennen ist, wie an den von Palmer (1984) bearbeiteten

philippinischen Ölen, gibt es Anhaltspunkte dafür, daß sowohl Biodegradation als auch

"water washing" die Alteration von Aromaten verursachen. Da diese Prozesse gleichzeitig

stattfinden können, ist es recht schwierig, die einzelnen Degradationseffekte dem einen
oder anderen Prozeß zuzuordnen.
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3.2 Mikrobielle Aspekte der Biodegradation

Kohlenwasserstoffe sind nicht nur fossile Relikte, die im Erdöl über Jahr inillionen als

Zeugen früheren Lebens erhalten blieben, sondern werden auch gegenwärtig ständig von

Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen in beträchtlicher Menge synthetisiert (Eglinton &

Hamilton 1967, Kolattukudy 1976, Weete 1980, Bachofen 1982, Tornabene 1982) . Als

dünne wachsartige Überzüge schützen sie die Blattoberflächen der Pflanzen vor Verdun-

stung und mechanischer Beanspruchung, sind Bestandteil des Blattgewebes, der Samen,

Sporen und Früchte. Sie verleihen dem Gefieder der Vögel die lebensnotwendige Was-

serresistenz und bewahren die Insekten vor Austrocknung . Darüber hinaus haben sie

großen Anteil am Aufbau biologischer Membranen und bilden Energiedepots von Mi-

kroben. Da alle biosynthetisch entstandenen Verbindungen in aerobem Milieu als ab-

baubar gelten (Schlegel 1985), ist dies natürlich auch für die Kohlenwasserstoffe zu po-

stulieren.

Die Degradation der Kohlenwasserstoffe erfolgt durch Stoffwechselaktivität bestimmter

Mikroorganismen, die diese organischen Moleküle als Energiequelle zu nutzen vei inö-

gen. Diese Fähigkeit zeichnet nicht nur einige wenige Spezialisten aus, sondern eine

Vielzahl von Genera, die zu den Bakterien, Hefen und Pilzen gerechnet werden und na-

hezu ubiquitär verbreitet sind . Detaillierte Angaben hierzu finden sich u.a. in Atlas

(1981), Cerniglia (1981), McGill et al . (1981), Fühler & Schindler (1984), Bartha & Atlas

(1987). Bezüglich einiger vor 1970 erschienener Publikationen (Beerstecher 1954, Fuhs

1961, Davis 1967) mahnen Bartha & Atlas (1987) zur Vorsicht, da nicht immer eindeutig

geklärt scheint, ob diesen Organismen auch tatsächlich nur Kohlenwasserstoffe als ein-

zige Kohlenstoffquelle zur Verfügung standen.

Mikroorganismen sind in ihrem natürlichen Lebensraum in der Regel in Assoziationen

vergesellschaftet, die zu erheblich größerer Abbauleistung befähigt sind als die Arten für

sich allein betrachtet. Manche Substrate, die keine Zellvermehrung ermöglichen, können

offensichtlich in Gegenwart eines nutzbaren Co-Substrates, das Wachstum gestattet,

umgesetzt werden (Perry 1979, Pfaender & Buckley III 1984) . Dieser Co-Metabolismus

ist auch für die Biodegradation von Erdöl und Erdölprodukten von Bedeutung, da diese

ein breites Spektrum von Verbindungen enthalten, das von einer einzigen Spezies nicht

abgebaut werden kann. Die wenigen dazu im Gelände betriebenen Studien zeigen zum

Teil beträchtlich variierende Ergebnisse in Abhängigkeit von der Zusammensetzung der

autochthonen Organismen, den Milieubedingungen, der Zusammensetzung und der

Konzentration des Öls . Langfristige Effekte auf wichtige ökologische Funktionen dieser

Mikrobenvergesellschaftungen sind bislang ebenso wenig bekannt wie die Auswirkungen
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veränderter metabolischer Aktivität auf andere Biota und das Ökosystem insgesamt

(Bartha & Atlas 1987).

Obgleich auch eine sauerstoffunabhängige Verwertung von Kohlenwasserstoffen durch

anaerobe Organismen in situ und in vitro nachgewiesen werden konnte (Young 1984,

Berry et al. 1987, Schink 1989), sind die Aerobier zweifellos effektiver . Anaerober Abbau

erfolgt zwar erheblich langsamer, könnte, da dies unter geologischem Aspekt vernachläs-

sigbar ist, dennoch durchaus von geochemischer Bedeutung sein . Nach Phillipi (1977)

und Connan (1984, 1987) ist aerober Metabolismus nur unter bestimmten Voraussetzun-

gen möglich . Starke Biodegradation tritt besonders in oberflächennahen Reservoirs auf,

die unter deutlichem Einfluß meteorischer Wässer stehen . Durch diese werden die Mi-

kroben nicht nur in die Erdöllagerstätten transportiert, sondern auch mit notwendigen

Nährstoffen, insbesondere Nitrat und Phosphat, und gelöstem molekularem Sauerstoff
versorgt . Sie können nur in der wäßrigen Phase existieren, so daB der Abbau im Grenz-

bereich Öl-Wasser stattfindet. Zudem müssen Temperaturen herrschen, die mikrobielle
Aktivität gestatten . Generell läßt diese mit steigender Temperatur nach, extensive
Biodegradation ist auf einen Bereich zwischen 20 °C und 60-75 °C beschränkt . Biodegra-

dationseffekte werden aber auch aus arktischen und subarktischen Regionen beschrie-

ben (Malfes 1977) . Während sich bei niedrigen Temperaturen ebenfalls eine Verringe-

rung der tivi ät verzeichnen läßt, machten Walker & Coiwell (1974) die überra-

schende Beobachtung, daß die Biodegradation bei 0 °C und 3 °C zwar langsamer, aber

wesentlich effektiver verläuft als bei höheren Temperaturen.

Kohlenwasserstoffe, insbesondere langkettige und hochkondensierte Moleküle, besitzen

nur eine geringe Wasserlöslichkeit . Kohlenwasserstoffe als Substrat verwertende Mikro-

organismen können ihre Stoffwechselaktivität jedoch nur in wäßrigem Milieu entfalten

und konzentrieren sich daher an der Grenzfläche zwischen Öl- und Wasserphase . Durch

die Produktion oberflächenaktiver Substanzen setzen sie die Grenzflächenspannung

herab, das 0l
®
verteilt sich feindispers

®
und wird dadurch besser verfügbar (Zajic &

Mahomedy 1984, Bihler & Schindler 1984) . Die eigentliche Aufnahme der organischen

Verbindungen bietet noch immer Ansatzpunkte zu Diskussionen . So ist beispielsweise
nicht geklärt, ob die Kohlenwasserstoffe vollstündig gelöst sein müssen oder ob flüssige

Kohlenwasserstoffe auch direkt über die Zellmembran aufgenommen werden können
(Bartha & Atlas 1987), Unbestritten ist allerdings, daß der Kataboisnaus nur intrazellulär

möglich ist . Da bestimmte Mikroorganismen größere Mengen undegradierter Kohlen-

wasserstoffe speichern können, besteht die Gefahr, daB diese Verunreinigungen in die

Nahrungskette gelangen . Wie auch immer die Aufnahme erfolgt, es ist ein sehr rasch

ablaufender Prozeß, der bei alkanver wer Lenden Hefen schon nach 1 Minute abge-
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schlossen sein soli (Higgins & Gilbert 1978).

Die Aufklärung der Abbauwege begann in den 60er Jahren, als Kohlenwasserstoffe zu-

nehmend an Bedeutung für die industrielle Produktion von Single Cell-Protein und ande-

ren kommerziell nutzbaren organischen Verbindungen wie Aminosäuren, Fettsäuren,

Steroiden und Vitaminen gewannen. Gegenwärtig konzentriert sich die mikrobiologische

Forschung hauptsächlich auf die Isolierung von Enzymen und die Bestimmung der durch

sie katalysierten Reaktionsmechanismen.

Die Degradation der n-Alkane kann recht unterschiedlichen Verlauf nehmen, der als

monoterminale, diterminale und subterminale Oxidation Eingang in die Literatur gefun-

den hat (Atlas & Bartha 1973, Ratledge 1978, Rehm & Reiff 1981, Singer & Finnerty

1984, Bartha & Atlas 1987) (Abb. 3 .2.1).
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Abb. 3.2 .1 : Abbauwege von n-Alkanen. Von links nach rechts .diterminale, monoterminale und subterrni-
nale Oxidation (nach Atlas & Bartha 1973).

Von diesen gilt der monoterminal initiierte Abbau als der wichtigste . Durch Oxidation

einer endständigen Methylgruppe werden die Kohlenwasserstoffe in aufeinander folgen-

den Reaktionsschritten zunächst in die korrespondierenden primären Alkohole, dann in

Aldehyde . und Carbonsäuren mit unveränderter . Anzahl an Kohlenstoffatomen umge-

wandelt . Das Aldehyd reagiert sehr schnell zur Säure und läßt sich daher nur selten als

intermediäres Produkt isolieren (Büning-Pfaue & Rehm 1972) . Anschließende 13-Oxida-

tion bewirkt eine sukzessive Verkürzung der Kohlenstoffkette um jeweils eine G2-Ein-
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heit, so daß aus einem geradzahligen n-Alkan auch nur geradzahlige Carbonsäuren bzw.

aus einem ungeradzahligen n-Alkan nur ungeradzahlige Carbonsäuren generiert werden

können.

Einige Mikroorganismen sind darüber hinaus in der Lage, durch co-Oxidation auch die
zweite terminale Methylgruppe anzugreifen . Dabei wird die durch monoterminalen Ab-

bau entstandene Carbonsäure zuerst zur w-Hydroxyfettsäure, dann zur w-Aldehydfett-

säure und schließlich zur Dicarbonsäure weiteroxidiert . Durch ß-Oxidation kann auch

diese in Moleküle kürzerer Kettenlänge umgesetzt werden . Nach Arbeiten von Yi i &

Rehm (1982) und Rehm (1988) soil die Oxidation der beiden endständigen Methylgrup-

pen nicht nur nacheinander, sondern auch gleichzeitig möglich sein . Als zusätzliche

Stoffwechselprodukte treten dadurch a, w-Diole auf, die sich ebenfalls zu w-Hydroxyfett-

säuren oxidieren lassen (Abb . 3 .2.2) .
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Abb. 3.2 .2 . : Diterminaler Abbau mit gleichzeitiger Oxidation der beiden endständigen Methylgruppen
(Rehm 1988).

Subterminaler Abbau ist vor allem bei Hefen und Pilzen verbreitet (Markovetz 1971).

Die Oxidation in der Mitte des Moleküls führt zunächst zur Bildung eines sekundären

Alkohols, der mit fortschreitender Degradation nacheinander zu einem Keton und zu ei-

nem Ester, meist einem Rssigsäureester, umgebaut wird. Durch Hydrolyse spaltet sich

das Molekül in einen prim `aren Aikohd und emi e ~Carbonsdure . 44rdlrrend letztere durch

,8-Oxidation sofort weiter katabolisiert werden rann, muß der Alkohol zuvor erst über

den bereits von der monoterminalen Oxidation bekannten Mechanismus via Aldehyd zur

Carbonsäure oxidiert werden . Das Auftreten subterminaler Diole und Diketone bei Co-

oxidations-Experimenten gibt einen Hinweis darauf, daß eventuell auch ein disubtetuti-
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naler Abbauweg existiert (Rehm & Reiff 1981) . Bei Mikroorganismen, die Kohlenwas-

serstoffe als einzige Kohlenstoffquelle verwerten, sind diese Verbindungen bislang aller-

dings noch nicht gefunden worden.

Die während des Alkanabbaues produzierten Carbonsäuren lassen sich auf unterschied-

liche Art und Weise metabolisieren . Neben den zuvor erwähnten Mechanismen der ti-

mid w-Oxidation kann die Kohlenstoffkette auch durch Hydroxylierung am a-ständigen

Kohlenstoffatom um eine C 1-Einheit verkürzt werden . Als Schliisselreaktion dieser a-

Oxidation gilt die Transformation der Fettsäure in die korrespondierende a-Iydroxy-

fettsäure, die anschließend auf oxidativem Weg decarboxyliert wird (Fulco 1974, Bühler

& Schindler 1984) . Die Fettsäuren können dann entweder direkt oder nach Kettenver-

längerung und de novo-Synthese in die Lipide von Mikroorganismen eingebaut werden.

Verzweigte Alkane sind generell wesentlich resistenter gegenüber mikrobieller Degrada-

tion als die geradkettigen n-Alkane . Position und Zahl der Verzweigungen sowie Größe

der Substituenten und Grad der Substitution spielen in diesem Zusammenhang eine

wichtige Rolle. Die Rekonstruktion der Abbauwege wurde in erster Linie aufgrund iso-

lierter Stoffwechselprodukte vorgenommen.

Pristan, ein Isoprenoidkohlenwasserstoff mit 19 Kohlenstoffatomen und 4 Methylver-

verzweigungen ist ubiquitär verbreitet in Flora und Fauna, in Mikroorganismen, Sedi-

menten und Erdölen . Aus diesem Grund wurde er oft als Substrat für Degradationsver-

suche eingesetzt . McKenna (1972) beobachtete dabei in der verseiften Fraktion Pristan-

säure und durch fl-Oxidation aus dieser hervorgegangene kürzerkettige Säuren wie

4,8,12-Trimethyltridecansäure und 2,6,10-Trimethylundecansäure als Metaboliten bei

Mycobacterium smegmatis . In Experimenten mit einer Rhodococcus-Spezies (Nakajima

et al. 1974, 1985) traten neben 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan-l-ol und 2,6,10,14-Te-

tramethylpentadecancarbonsäure, also ebenfalls Pristansäure, in geringer Konzentration

auch 2,6,10,14-Tetramethylpentadecandicarbonsäure sowie Pristylpristanat und Pristyl-

aldehyd auf. Abbildung 3 .2.3 g ibt eine vva ~~~

	

i,

	

,.eine Übersicht über Stofwechselprodukte und dengibt

vermuteten Degradationsverlauf bei Brevibacterium erythrogenes (Pirnik et aL 1974).

Danach bildet sich als erstes Produkt die Pristansäure . Durch w-Oxidation mit nachfol-

gender sequentieller P-Oxidationr °'Ll~a~.tvFi p.Oxidation einerseits ~ und d R^ _,Oxidation andere rseits entwickeln sich

daraus die beiden Abbaupfade für Mono- und Dicarbonsäuren . Da in alien Fällen, in

denen verzweigte Alkane als Substrat angeboten wurden, Dicarbonsäuren als Stoffwech-

selprodukte entstanden, ist dieser Prozeß offensichtlich zumindest für die Degradation

durch coryneforme Bakterien charakteristisch . Die Akkumulation von Pristansäure und
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2,6-Dimethylheptandisäure wird als Konsequenz gehinderter /3-Oxidation infolge der 2-

Methyl-Substitution gedeutet, die Konzentrationsabnahme von 4,8,12-Trimethyltridecan-

säure und 2,6-Dimethylnonandisäure analog dazu der ungestörten ß-Oxidation zuge-

schrieben .
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Abb. 3.2 .3; Biodegradation von 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan (Pristan) durch Brevibacterium erythro-
genes (Pirnik et al. 1974).

Phytan (2,6,10,14-Tetramethyihexadecan), ebenfalls ein Isoprenoidkohlenwasserstoff,
wurde in Experimenten vur = i:
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1-ol und 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsäure oxidiert . Ein Abbauschema, wie
das zuvor für Pristan vorgestellte, gibt es meines Wissens für Phytan in der Literatur

nicht.

Die Verkürzung verzweigter Kohlenstoffketten erfolgt über enzymaktivierte verzweigte
Carbonsäuren. In Abhängigkeit von der Position des Alkylsubstituenten bestehen dabei

grundsätzliche Unterschiede bezüglich der im einzelnen ablaufenden Prozesse . Befindet

sich die Methylgruppe in a-Position zur Carboxylgruppe, ist ß-Oxidation durchaus mög-

lich. Bei ß-methylsubstituierten Carbonsäuren wird die Einführung einer ß-ständigen

Carbonylgruppe dagegen durch die Methylgruppe blockiert. Durch Carboxylierung der

Methylgruppe und anschließende Eliminierung als Essigsäure bildet sich ein fi-Ketoacyl-

CoA, das durch ß-Oxidation weiter metabolisiert werden kann (Seubert & Fass 1964,

Britton 1984).

Cyclische Alkane lassen sich mikrobiell nur schwer degradieren. Aufgrund der äußerst

lückenhaften Kenntnisse über die dabei im einzelnen stattfindenden Prozesse sind in der

Literatur nur Schemata vermuteter Abbauwege für einfache Verbindungen abgebildet
(Perry 1984, Trudgili 1984) . Laborversuche gaben Hinweise darauf, daß Cooxidation und
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Commensalismus bei der Biodegradation im natürlichen Lebensraum der Mikroorga-

nismen eine wichtige Rolle spielen . Im Gegensatz zu den cyclischen Kohlenwasserstoffen

zeichnen sich cyclische Alkohole und Ketone durch rasche Metabolisierbarkeit aus .
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33 Kohlenwasserstoffe in Böden infolge anthropogenen Eintrags

Ausgelöst durch eine Reihe spektakulärer Schadensfälle, finden die Prozesse, die aus der

Schadstoffbelastung des Bodens resultieren, bei gestiegenem Umweltbewußtsein wäh-

rend der letzten Jahre zunehmende Beachtung in weiten Kreisen der Öffentlichkeit.

Maßnahmen zur Beinerhaltung des Wassers und der Luft standen lange Zeit im Vorder-

grund der Umweltschutzbemühungen, da Verunreinigungen dieser Medien schon früh

als Ursache zahlreicher Erkrankungen erkannt wurden . Der Schutz des Bodens hingegen

fand weniger Beachtung. Erst als sich auch die Anzeichen für eine Gefährdung der

menschlichen Gesundheit durch kontaminierte Böden mehrten, rückte auch der Schutz

des Bodens verstärkt in den Mittelpunkt des Interesses.

Wer kennt nicht die Schlagzeilen, die seit einiger Zeit immer wieder durch die Presse ge-

hen und ständig auf neue schwere Kontaminationen des Bodens aufmerksam machen.

Als eine der größten derzeit bekannten Altlasten in Europa gilt die Deponie Georgswer-

der etwa 5 km südlich der Hamburger Innenstadt (Wolf 1985). Bis zu ihrer Schließung im

Jahre 1979 wurden dort auf einer Fläche von etwa 450 .000 m2 annähernd 14 Mio . m3
Müll abgelagert, darunter über 100 .000 Chemikalienfässer und mindestens 150 .000 m3
Flüssigkeiten in zehn Flüssigmüllbecken und vier Faßlägern . Nachdem große Mengen di-

oxinhaltiige_ Sicke öle ausgetreten waren, wurde als erste Sanierungsmaßnahme eine

Abdeckung des oberen Deponiebereiches vorgenommen, um durch eine Verminderung

der in den Deponiekörper eindringenden Niederschlagsmengen die Schadstoffausbrei-

tung zu minimieren (Schwennicke & Lange 1990) . Die Gesamtkosten der Sanierung wer-

den mit 150 Mio . DM beziffert (Föste 1990).

Ein großes Problem bei der Sanierung von Altablagerungen ergibt sich oft dadurch, daß

infolge der gemeinsamen Einlagerung von Bauschutt, Haushalts- und Sondermüllabfäl-

len ein breites Spektrum von Kontaminationen vorliegt und in den meisten Fällen keine

Unterlagen darüber existieren, welche Stoffe im einzelnen deponiert wurden.

Auch von ehemaligen Betriebsflächen und stillgelegten Anlagen, den sogenannten Alt-

standorten, kann eine Gefährdung ausgehen . Die häufigsten Altstandorte sind neben

Kokerei- und Gaswerksgeländen vor allem Betriebe der chemischen Industrie mit Ver-

unreinigungen an Schwermetallen, Cyaniden und Erdölderivaten . Diese Stoffe haben

sich zum Teil in solch hohen Konzentrationen im Untergrund angereichert, daß ganze

Siedlungen unbewohnbar werden und der Abrißbirne zum Opfer fallen müssen wie bei-

spielsweise im November 1989 in Bielefeld-Brake . Die Häuser waren über den mülige-

füliten Tongruben einer ehemaligen Ziegelei errichtet worden . Auch in Dortmund-
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Dorstfeld ahnte zu Beginn der 80er Jahre, als auf einer ungefähr 120.000 m2 großen Teil-

fläche des ehemaligen Zechengeländes eine Neubausiedlung entstand, noch niemand,

welche Spuren die industrielle Nutzung hinterlassen hatte . Erste Verdachtsmomente

kamen bei kleineren Erdarbeiten auf und erhärteten sich durch nachfolgende Untersu-

chungen. Aus der Kokerei der bereits vor 25 Jahren stillgelegten und inzwischen abge-

räumten Zeche waren offensichtlich jahrzehntelang Cyanide, Schwermetalle und aroma-

tische Kohlenwasserstoffe ins Erdreich gesickert (Gläser & Beitinger 1988) . Um inner-

halb kürzester Zeit wieder gesunde Wohnverhältnisse zu schaffen, blieb nur der Aus-
tausch des Bodens. Anfang 1987 wurde mit den Arbeiten im Kerngebiet der Altlast be-

gonnen, nachdem zuvor alle Wohnungen geräumt und die Gebäude von der Stadt Dort-

mund angekauft worden waren . Die Austauschtiefe betrug stellenweise bis zu 7 m, so daß

insgesamt 65.000 m3 kontaminiertes Erdreich anfielen, von denen etwa 34 .000 m3

schwach organisch belastetes Material auf eine stadteigene Deponie für Haushaltsabfälle

verbracht, etwa 17 .000 m3 stark organisch belastetes Material der thermischen Behand-

lung zugeführt und etwa 14.000 m3 vorwiegend schwermetallhaltiges Material auf einer
Sondermülldeponie endgelagert wurden.

Im Wohngebiet Pionierpark in Mülheim am Main zeigten sich bereits zu Beginn des

Bauvorhabens auffällige Verfärbungen des Bodens (Ripper & Riss 1988). Erste chemi-

sche Untersuchungen bestä t igten eine hohe Schadste elastung, so daß die zuständigen

Bau- und Umweltbehörden die Nutzung der zum Teil bereits bezugsfertigen Wohnhäu-

ser untersagte . Nach historischen Recherchen begann die Industrieansiedlung auf dem

etwa 5 ha großen Pionierpark-Gelände im Jahre 1880 mit der Gründung einer chemi-

schen Fabrik zur Herstellung von Farbstoffen . Ausweitung der Produktion führte zu ei-

ner Steigerung des Energiebedarfs, und so wurde 1903 im westlichen Teil des Geländes

ein Gaswerk zur Verkokung von Kohle erbaut, das gleichzeitig Teer als Ausgangsstoff für

die Farbenherstellung lieferte. Der Betrieb wurde 1925 stillgelegt, das Gaswerk seitens

des neuen Eigentümers zur Versorgung der Stadt Mülheim bis 1939 Weiterbetrieben . Da

für die anfallenden Teerabfälle nun keine Verwendung mehr bestand, wurden sie in

Becken gesammelt . Nach Abriß der Gebäude und Einebnung des Bauschutts im Jahr

1941 war das Gelände zuerst Standort einer Pionierkaserne und wurde nach dem Krieg

bis 1972 von den amerikanischen Streitkräften als Druckerei und hager für Druckereier-

zeugnisse genutzt . Danach lag es bis zur Erschließung als Wohngebiet durch die Stadt

Mülheim brach. In der Farbenfabrik wurden nachweislich Amidobasen, Anilin-Farb-

stoffe, Azo-Farbstoffe, Azophosphin, Arsenik, Arsensäure und arsenige Säure, Benzol-

derivate, Chrysophenin, Fuchsin, Naphthol-Farbstoffe, Resorcin-Farbstoffe, Sulfosäuren

und Toluol hergestellt, gelagert und weiterverarbeitet . Im Bereich des Gaswerkes fielen

bei der Herstellung von Leuchtgas Koks und Teer als Abfallprodukte an, die den Boden
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durch Benzol, Toluol, Xylol, Phenol, Kresol, Naphthalin, Anthrazen, Benz(a)pyren,

Phenanthren und Cyanide verunreinigten . Das Schadensbild spiegelte sich in analoger

Weise im Grundwasser wider.

Die Geschichte des Pionierpark-Geländes steht exemplarisch für viele andere Altstand-

orte, die ebenfalls im Laufe der Zeit als Produktionsstätten unterschiedlicher Güter ge-

dient haben, bei deren Fertigung fast immer mehr oder minder große Kontaminationen

entstanden, die sich zum Teil über Jahrzehnte hinweg zu komplexen Gemischen akku-

muliert haben.

Ein großes Gefährdungspotential haben nach Angaben des Rates von Sachverständigen

für Umweltft alten auch die Grundstücke inzwischen stillgelegter Tankstellen als vermut-

lich verunreinigte Altstandorte . Allein für den Zeitraum von 1968 bis 1989 beläuft sich

deren Zahl auf fast 28.000. Untersuchungen werden zeigen, welche Kontaminationen im

Einzelfall vorliegen.

In der Bundesrepublik Deutschland wurden Ende des Jahres 1988 annähernd 50.000

Altlasten-Verdachtsflächen ermittelt, ohne daB die neuen Bundesländer dabei Berück-

sichtigung gefunden hätten (Bundestagsdrucksache 11/4104) . Dieser Wert entsprach zum
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lediglich eine Größenordnung an, da die Erhebungen noch nicht als abgeschlossen galten

und ihnen darüber hinaus unterschiedliche Erfassungszeiträume in den einzelnen Bun-

desländern zugrunde lagen . So hatte Hamburg bereits Anfang der 80er Jahre mit einer

systematischen, flächendeckenden Erfassung und Überprüfung begonnen, während in

Bayern oder Rheinland-Pfalz erst seit den letzten Jahren landesweite Untersuchungen

durchgeführt werden . Unter stärkerer Einbeziehung ehemaliger Betriebsstandorte müs-

sen daher wohl Prognosen von insgesamt mehr als 70 .000 altlastverdächtigen Flächen für

das ehemalige Bundesgebiet als realistisch angesehen werden (Franzius 1989, UBA

1989). Eine erste Bestandsaufnahme im Gebiet der ehemaligen DDR, die im Rahmen

des ökologischen Sanierungs- und Entwicklungsplanes durchgeführt wurde, ergab eine

Zahl von nahezu 28.000 Verdachtsflächen . Da der Erfassungsgrad groben Schätzungen

zufolge jedoch nur 50-60 % betrug, ist in den neuen Bundesländern mit etwa 60 .000 Ver-

dachtsflächen zu rechnen (Wieczorek 1991) . Das Gefährdungspotential der Altablage-

rungen wird generell deutlich niedriger eingeschätzt als das der Altstandorte . Sowohl Alt-

ablagerungen als auch Altstandorte werden erst durch Gefährdungsfeststellung und -ab-

schätzung zu Altlasten.

Bodenbelastungen bestehen jedoch nicht nur durch die Kontamination mit Altlasten aus
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früheren Jahren, sondern können jederzeit durch unsachgemäßen Umgang mit umwelt-

gefährdenden Stoffen im Bereich der gewerblichen Wirtschaft oder öffentlicher Einrich-

tungen sowie durch defekte Rohrleitungen und Kanalsysteme auftreten . So sickerten bei-

spielsweise im Mai des Jahres 1991 nach dem vermutlich durch Bergsenkung ausgelösten

Bruch einer Ölpipeline an der Autobahn A3 Richtung Oberhausen in Höhe der An-

schlußstelle Dinslaken-Nord ungefähr 300.000 Liter Benzin ins Erdreich. Der dadurch

entstandene Schaden ist beträchtlich, da ein mehrere ha großes Waldstück abgeholzt

werden mußte, um den kontaminierten Boden bis zu einer Tiefe von 70 cm ausheben zu

können. Das ebenfalls kontaminierte Grundwasser wird über eigens dafür niederge-

brachte Brunnen abgepumpt.

Zu Kontaminationen des Bodens kann es darüber hinaus auch im Bereich der Landwirt-

schaft durch Rückstände von Pflanzenschutzmitteln kommen.

Nach der Bodenschutzkonzeption der Bundesregierung erfüllt der Boden eine Vielzahl

von Funktionen . Er ist nicht nur Lebensgrundlage und Lebensraum für Menschen, Tiere

und Pflanzen, sondern auch wichtiger Teil der Ökosysteme mit ihren Stoffkreisläufen,

insbesondere im Hinblick auf Wasser- und Nährstoffhaushalt, nicht zu vergessen seine

Bedeutung als prägendes Element der Natur und Landschaft . Der Boden dient dem

Menschen als

-

	

Anbaufläche für die Erzeugung von Nahrungsmitteln, Futtermitteln und pflanz-

lichen Rohstoffen,

Fläche für Siedlung, Produktion, Verkehr, Kommunikation,

Lagerstätte far Abfälle und Filter für imrnittierte Stoffe,

- Grundwasserspeicher,

Lagerstätte für Bodenschätze und Energiequellen,

- Erholungsraum,

Archiv der Natur- und Kulturgeschichte.

Trotz der viel ältigen Nutzei ngsanspriüche gilt es, den Boden zu schützen, und dies umso

mehr, als er als Teil anderer Ökosysteme auch deren Funktion nachhaltig beeinflußt . So

kann es beispielsweise infolge des Schadstofftransports aus dem Boden in die Pflanzen zu

einer Belastung von Nahrungsmitteln kommen . Von grundlegender Bedeutung ist der

Boden RGrdldi+ule"' wegen seinerer - ütereigensehaften für die Güte der Wasserreservoire,ä'liU
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sowohl des Grund- als auch des Oberflächenwassers . Da eine große Zahl angedichteter

Deponien und wilder Kippen existiert, die stellenweise sogar unmittelbar im Grundwas-

ser liegen, hat die Deutsche Forschungsgemeinschaft schon 1976 ein interdisziplinäres

Forschungsvorhaben zum "Wasser- und Stoflaushalt von Abfalldeponien und deren
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Wirkungen auf Gewässer" ins Leben gerufen. Es gibt eine Fülle weiterer Wechselbezie-

hungen, auf deren Betrachtung an dieser Stelle jedoch verzichtet werden soll.

Vor diesem Hintergrund beschlossen die Bundesminister am 28 . Februar 1983, daB der

Schutz des Bodens künftig umfassend wie Naturschutz und Landschaftspflege, Luftrein-

haltung, Lärmbekämpfung, Sicherung des Wasserhaushalts und Abfallbeseitigung unter

Berücksichtigung ökonomischer und ökologischer Zusammenhänge und Wechselwirkun-
gen wahrgenommen werden soll.

Auf der Grundlage der Erstbewertung der Verdachtsflächen wird dazu im Einzelfall

zunächst der analytische und finanzielle Rahmen des Untersuchungskonzeptes zur je-

weiligen Gefährdungsabschätzung abgesteckt . Als hilfreich erweisen sich in diesem Zu-

sammenhang unter anderem die vom Ministerium für Erndhl ung, Landwirtschaft und

Forsten des Landes Nordrhein-Westfalen zusammengestellten "Hinweise zur Ermittlung

von Altlasten". Wer tvolle Informationen über produktionsspezifische Bodenbelastungen

auf stillgelegten Industrie- und Gewerbeflächen geben die "Branchentypische Inventari-

sierung von Bodenkontaminationen - ein erster Schritt zur Gefährdungsabschätzung für

ehemalige Betriebsgelände" des Umweltbundesamtes und die "Erfassung möglicher Bo-

denverunreinigungen auf Altstandorten" des Kommunalverbandes Ruhrgebiet.

Ist eine Gefährdung für Mensch und Umwelt zu befürchten, sind unverziiglich Maßnah-

men zu ergreifen, "durch die sichergestellt wird, daß von der Altlast nach der Sanierung

keine Gefahr für Leben und Gesundheit des Menschen sowie keine Gefährdung für die

belebte und unbelebte Umwelt im Zusammenhang mit der vorhandenen oder geplanten

Nutzung des Standortes ausgehen" (Sondergutachten Altlasten 1989). Die Altlasten sind

jedoch eine Hypothek unserer mehr als 100jährigen Industriegeschichte, die sich auch bei

größter Anstrengung nicht innerhalb weniger Jahre beseitigen läßt, Dazu mangelt es ei-

nerseits an finanziellen Mitteln, andererseits fehlt es aber auch ganz einfach an Erfah-

rung.

In der aktuellen Sanierungspraxis wird zur Zeit ein breites Spektrum an biologischen,

physikalisch-chemischen und thermischen Sanierungstechniken angewandt, mit deren

Hilfe eine Beseitigung der Kontaminationen erzielt werden soll, Der Stand der Technik

ist infolgedessen durch eine Vielzahl miteinander konkurrierender Verfahren gekenn-

zeichnet, die jedoch alle im wesentlichen auf empirischer Grundlage entwickelt wurden.

Zur Erarbeitung einer zweckmäßigen Auswahl von Verfahren und Anlagen für die ver-

schiedenen Anwendungsfälle richtete die Deutsche Forschungsgemeinschaft 1989 einen

Sonderforschungsbereich "Reinigung kontaminierter Böden " ein (Stegmann 1990) . Die
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Methoden, die sich unter dem Stichwort Unterbrechung der Kontaminationswege zu-

sammenfassen lassen, wie Aushub, Verfestigung und Ablagerung auf einer Deponie

(Enseling & Krings 1988), Zwischenlagerung in Tanks, Containern oder Schüttgutlagern

(Rudat 1988), Einkapselung durch Dichtwände und HOPE-Folien zur Oberflächenab-

dichtung (Ehresmann & Stroh 1988) oder hydraulische Verfahren (Battermann 1988)

tragen dagegen nicht zur Sanierung im eigentlichen Sinne bei, weil die Schadstoffe im

Boden verbleiben. Es findet lediglich eine räumliche und/oder zeitliche Verlagerung der

Problematik statt. Daß diese Methoden dennoch häufig eingesetzt werden, erklärt sich

vermutlich durch ihre relativ "kurzfristige Verfügbarkeit " und "überschaubare Kosten"

(Rudat 1988).

Da durch Schadstoffmobilisierung und Eintrag ins Grundwasser unsere lebensnotwendi-

gen Trinkwasserreservoire gefährdet sind, hat das Umweltbundesamt all die Maß-

nahmen und Verfahren in einem Leitfaden zusammengestellt, die für den Schutz und die

Erhaltung des Grundwassers bei Mineralölschadensfällen von Bedeutung sind.

Großer Forschungsbedarf besteht auch hinsichtlich der im Boden gebildeten Metaboli-

ten, ihrer Mobilität, ihrer Verfügbarkeit und ihrer Ökotoxikologie . In diesem Zusam-

menhang soll nochmals hervorgehoben werden, daß die gesamte Altlastenproblematik

nur durch interdisziplinäre Zusammenaaibeit zufriedenstellend bewältigt werden kann.
Geologen, Bodenkundler, Chemiker, Mikrobiologen, Bauingenieure, Verfahrenstechni-

ker und Umweltplaner sind hier gleichermaßen gefordert.

Schadstoff-Grenzwerte für Böden sind in der Bundesrepublik bislang noch nicht gesetz-

lich festgelegt, so daß die Diskussion über den erforderlichen Sanierungsgrad noch im-

mer anhält. Augenblicklich orientieren sich die Sanierungsziele vor allem an der vorhan-

denen bzw. zukünftigen Nutzung der Standorte (Holland & StraBer 1993) . Appel et al.

(1987) melden dazu erhebliche Bedenken an, denn "angesichts der großen Zahl der vor-

aussichtlich zu sanierenden Altlasten und kontaminierten Standorte und der damit ver-

bundenen erheblichen Kosten ist bei der Anwendung allein nutzungsbezogener Grenz-

werte sogar zu befürchten, daß aus Gründen finanzieller Opportunität nicht die

Schadstoffquellen beseitigt oder verschlossen, sondern lediglich bestimmte Nutzungen

aufgegeben werden" . Die vielfach geäußerte Forderung nach Wiederherstellung des Sta-

tus quo ante oder der Multifunktionalität von Standorten stoßt jedoch nicht nur auf wirt-

schaftliche, sondern auch auf naturgegebene und technische Grenzen . Infolgedessen wird

auf sanierten Flächen sicherlich nicht jede Art von Nutzung möglich sein . Es muß aber

unter allen Umständen verhindert werden, daß dadurch eine Zersiedlung solcher Flä-

chen begünstigt wird, denen eine wichtige ökologische Ausgleichsfunktion zukommt .
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In Ermangelung eigener Grenzwerte werden oftmals die für Boden und Grundwasser in

den Niederlanden verbindlichen Referenz- und Prüfwerte (\IRGM NL 1988) als Bewer-

tungskriterien übernommen . Die Zusammenstellung dieser Daten wird in der Bundesre-
publik im allgemeinen Sprachgebrauch auch als "Holländische" oder "Niederländische

Liste" bezeichnet.

Im folgenden werden exemplarisch zwei große Mineralölschadensfälle vorgestellt, Sanie-

rungsmaßnahmen aufgezeigt und Sanierungsziele diskutiert.

Zwischen 1977 und 1980 sind auf dem Gelände des Rhein-Main-Flughafens in Frankfurt

an vier verschiedenen Stellen größere Mengen an Kerosin ausgelaufen und bis zur

Grundwasseroberfläche versickert (Golwer & Wallhäußer 1985) . Die Versickerungsstel-

len liegen 1,2 km bis 2,5 km im Grundwasseroberstrom eines großen Wasserwerks . Der

größte Teil konnte durch mehrjähriges Abpumpen aus Brunnen (etwa 1450 m 3) und in

einem Fall zusätzlich durch Aushub des verunreinigten Erdreichs (etwa 10 .000 m3) be-

seitigt werden.

Der größte Schadensfall ereignete sich Ende des Jahres 1980 in 2,5 km Entfernung vorn

Wasserwerk. Aus einer unterirdisch verlegten Leitung zur Betankung von Flugzeugen

trat dort in~ ' in einemm Areal von iv9
0 m bis 15.i a"'i Durchmesser%feüe5ser Kerosin aus. Menge und Koar.

F-

taminationsdauer ließen sich nicht genau ermitteln. Der Treibstoff versickerte in sandi-

gen und sandig-kiesigen Schichten und breitete sich erst nach Erreichen der Grundwas-

seroberfläche lateral aus, etwa 100 m im Grundwasseroberstrom und bis zu 150 m im

Grundwasserunterstrom. Er verunreinigte dadurch den I.lntergrund auf einer Fläche von

annähernd 31.000 m2. Kerosinhaltige Sande wurden infolgedessen, abgesehen von der

Versickerungsstelle selbst, nur unmittelbar über der Grundwasseroberfläche erbohrt.

Ihre Mächtigkeiten schwankten zwischen 8 cm und 50 cm. Durch Absenkung der Brun-

nenwasserspiegel um einige Meter und Ansteigen der Grundwasseroberfläche um bis zu

1,3 m infolge hoher Niederschläge in den Jahren 1981 bis 1983 gelangten die Schadstoffe

dann auch in Schichten, die im Januar 1981 noch nicht kontaTniert waren, und die

Mächtigkeit des Ölkörpers stieg auf 2 in bis 4 m.

Im Zuge der Sanierung wurden 9 Brunnen niedergebracht, aus denen in 3 Jahren zu-

nächst durch Abpumpen, später durch Abschöpfen insgesamt 1389 m3 Kerosin zurück-

gewonnen werden konnten. Das zur Erzeugung der Entnahmetrichter geförderte Grund-

wasser wurde über Leichtflüssigkeitsabscheider geschickt und versickerte dann in 7

benachbarten 1,6 m tiefen 50 m x 5 in großen Erdbecken .
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Das auf dem Frankfurter Flughafen verwendete Kerosin des Typs Jet A-1 enthält nach

Angaben der Esso AG neben Aikanen max. 20 Vol.-% Aromaten, max. 5 Vol.-%

Olefin, max. 3 gfkg Schwefel, max . 10 mg/kg Mereaptan-Schwefel sowie 2 Additive, ein

Antioxidans und ein Antistatic-Additiv zur Erhöhung der elektrischen Leitfähigkeit des

Kraftstoffs.

Um Änderungen der Zusammensetzung der versickerten Treibstoffe in Abhängigkeit

von ihrer Verweildauer im Untergrund zu erfassen, wurden 3 Kerosinproben unter-

schiedlichen Alters mit gaschromatographischen und infrarotspektroskopischen Metho-

den im Institut Fresenius GmbH in Taunusstein analysiert . Die Probe 1 wurde von fri-

schem Kerosin im November 1983 aus einem Flachbodentank entnommen, bei den Pro-

ben 2 und 3 handelt es sich um versickertes Kerosin, das sich 3 bzw. 6 Jahre im Unter-

grund befand und im November 1983 aus Sanierungsbrunnen geschöpft wurde . Nach

Angaben des Herstellers hatte sich die Zusammensetzung des Jet A-1 während dieser

Zeitspanne nicht wesentlich geändert, so daß die Vergleichbarkeit der Proben gewährlei-

stet war.

Kerosin 1983

C33

Abb. 3.3.1: Gascnromatograirxrne von frischem Kerosin (1983) und 1977 versickertem Kerosin .
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Innerhalb dieser sechs Jahre haben sich die Gehalte an n-Alkanen im Bereich C 9-C11

und an Aromaten deutlich reduziert . Die IR-Spektren der einzelnen Proben unterschei-

den sich nicht. Zur Kontrolle, ob während der Sanierungszeit verunreinigtes Grundwas-

ser aus dem Ölkörper abströmt und zur Überprüfung des Sanierungserfolgs wurden in

den gepumpten Grundwasserproben Gesamtgehalte an Kohlenwasserstoffen nach DIN

38409 H-18 bestimmt . Untersuchungen zum Abbauverhalten einzelner Substanzklassen

wurden hingegen offensichtlich nicht durchgeführt.

Das nach dreijähriger Sanierungszeit noch in der Gesteinssäule verbliebene Kerosin be-

einflußt die Beschaffenheit des durchfließenden Grundwassers so stark, daß es typische

Merkmale eines sauerstoffreduzierten bis sauerstofffreien Wassers aufweist. Dies sind

neben erhöhten Gehalten an Eisen(II)-Ionen und Ammonium und erhöhten CSB-

Werten deutlich reduzierte Gehalte an Nitrat im Vergleich zu den außerhalb des konta-

minierten Gebietes ermittelten Werten . Eine Temperaturerhöhung des Grundwassers

innerhalb des Ölkörpers um bis zu 1 °C, die örtliche Temperaturunterschiede überlagert,

wird auf mikrobielle Aktivität zurückgeführt . Die Zahl der Bakterien- und Pilz-Spezies ist

in diesem Bereich deutlich geringer als im nicht kontaminierten Untergrund.

Um eine Vorstellung darüber zu ermöglichen, welche Ausmaße durch Kohlenwasser-

stoffe hervorgerufene Verunreinigungen erreichen können, hier einige Zahlen aus der

Altölraffinerie Pintseh in Hanau, die nach Aufdeckung von Umweltschäden im Jahr 1984

geschlossen wurde und seither als eine der größten bekannten Altlasten der BRD gilt.

Das Spektrum an Kontaminationen umfaßt:

ca. 20.000 t teilweise stark kontaminierte oberirdische Anlagenteile und Baumassen

der Altölraffinerie,

ca. 700 t extrem stark kontaminierte unterirdische Leitungen, Schächte und Tanks

mit Teilfüllungen,

40.000 t - 60.000 t mittel- bis stark kontaminierte heterogene Auffüllungen und

Auelehm,

340.000 t - 360.000 t mittel-, i Bereich der Grundwasserwechselzone stark konta-

minierten Mainterrassenkies,

800 t - 1200 t Altöl mit starken Verunreinigungen aus verschiedensten Chlorkoh-

lenwasserstoff-Komponenten bis hin zu PCB als schwimmender Phase auf dem

Grundwasserspiegel,

ca. 60.000 m3 durch gelöste Schadstoffe hochgradig kontaminiertes Grundwasser

als Porensättigung des Terrassenkieses.

Da die Sanierung zum jetzige. Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen ist (Ripper et al .
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1988, Ripper & Früchtenicht 1989, Ripper 1990), soll die Betrachtung dieses Altstand-

ortes nicht weiter vertieft werden.

Die Bestimmung der Gehalte an Kohlenwasserstoffen zur Kontrolle des Sanierungsfort-

schritts bzw. zur Dokumentation des Sanierungserfolgs wird trotz der von Püttmann und

Jager et al . bereits 1988 vorgebrachten Kritik wie in den zuvor dargestellten Schadens-

fällen meist anhand der DIN 38409 H-18 vorgenommen (z .B. Hilker 1989, Lotter 1990,

Webb 1990). Sensu strictu gilt diese Methode nur für Wasserproben, wird in letzter Zeit

allerdings immer häufiger für die Untersuchung von Böden herangezogen und scheint

sogar in den Diskussionen über die Festlegung von Schadstoff-Grenzwerten eine nicht

unbedeutende Rolle zu spielen. Sie dient jedoch nur der summarischen Erfassung der

reinen Kohlenwasserstoffe, deren Werte keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich der

Toxizität und der ökologischen Bedenklichkeit gestatten. Dies ist allein durch Identifizie-

rung und Quantifizierung von Einzelsubstanzen möglich . Nachteilig ist außerdem, daß

KohienwasserstofT Metaboliten mit polaren Substituenten nicht berücksichtigt werden

und somit ein völlig falsches Ergebnis vorgetäuscht werden kann . Auf diese Art und

Weise wird nur der Abbau der ursprünglich vorhandenen Stoffe verfolgt, während die

zum Teil wesentlich toxischeren, bei den Aromaten auch wasserlöslichen metabolischen

Umwandlungsprodukte in die Betrachtung überhaupt nicht mit eingehen . Auf der Basis

dieses Kenntnisstandes ist die Erfassung der Kohlenwasserstoffe nach DIN 38409 H-'8

allenfalls für Screening-Analysen zur Ermittlung stärkerer Kontaminationen geeignet . Es

gilt daher, möglichst rasch ein wesentlich feineres analytisches Instrumentarium zu ent-

wickeln, das den gestiegenen Anforderungen auch gerecht zu werden vermag.

Kohlenwasserstoffverunreinigte Böden werden in zunehmendem Maße durch mikrobio-

logische Sanierungsverfahren gereinigt (Battermann & Werner 1984, Schiißler 1986,

Schwefer & Weirich 1988, Schiißler & Webb 1988, Henke 1989, Stroh et al . 1990,

9. Dechema Fachgespräch Umweltschutz zur mikrobiologischen Reinigung von Böden

vom
(
27.128. Februar 1991). Dabei kommen sowohl in situ- als auch on site- und off site-

Verfahren zum Einsatz . Der Vorteil der in situ-Technik besteht darin, daß das belastete

Material im Untergrund verbleiben kann . Für on site- und off site-Verfahren muß der

Boden dagegen ausgehoben werden und wird dann entweder direkt an Ort und Stelle

behandelt (on site) oder in spezielle Anlagen verbracht (off site) . Als Beitrag zur Opti-

mierung biologischer in situ-Sanierung wurde unlängst eine Reihe von Publikationen

über Laborversuche zum aeroben mikrobiellen Abbau von n-Hexadecan vorgelegt

(Würdemann et al. 1990, Dalyan et al. 1990a,b, Harder et al. 1991, Harder & Höpner

1991) . Untersuchungsschwerpunkt war die Abbauleistung der Mikroorganismen in Ab-

hängigkeit von verschiedenen Bodentypen und Bodemnodellsubstanzen, vom pH-Wert,
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von der Temperatur, der Bodenfeuchte und der Nährstoffversorgung . Die Bestimmung

der Abbauaktivitäten erfolgte in allen Experimenten ausschließlich aufgrund der

Sauerstoffzehrungsraten. Da jegliche begleitende chemische Analytik fehlt, ist es nicht

möglich, die Veränderungen im molekularen Bereich zu erfassen und zu verfolgen . Doch

gerade hier besteht der Forschungsbedarf.

Die Situation der Altlastenproblematik ist gegenwärtig dadurch gekennzeichnet, daß für

eine umfassende Beurteilung der Auswirkungen von Altlasten auf die natürliche Umwelt

nur unzureichende Maßstäbe zur Verfügung stehen . Zum Schutz und zur Erhaltung der

allgemeinen Lebensgrundlagen besteht vor allem ein großes Forschungsdefizit hinsicht-

lich der Erfassung von Abbauprodukten und damit der Langzeitwirkung von Schadstof-

fen. Da die Altlastenproblematik in den Zuständigkeitsbereich der Länder fällt, ist es

außerdem notwendig, zu einer länderübergreifenden Vereinheitlichung der Kriterien für

die Beurteilung der Gefährdung und zur Festlegung von (nutzungsabhängigen) Sanie-

rungszielen zu gelangen .
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DURCHFÜHRUNG, ERGEBNISSE UND DISKUSSION EIGENER EXPERIMEN-

TELLER UNTERSUCHUNGEN

4

	

Mikrobieller Abbau von Reinsubstanzen in Batch-Kultur

Die nachfolgende Beschreibung der dieser Arbeit zugrunde liegenden experimentellen

Untersuchungen zum mikrobiellen Abbau von Erdölkohlenwasserstoffen und zum

Nachweis dabei gebildeter Metaboliten folgt einer Gliederung, die sich an der zuneh-

menden Komplexität der Stoffgemische ausrichtet . Am Anfang stehen die Abbauexpe-

rimente mit definierten Einzelverbindungen. Es folgen Batch-Ansätze und Versuche in

kontinuierlicher Kultur mit einem Dieselöl. Den Abschluß bilden die Analysen von in ih-

ren Lagerstätten natürlich biodegradierten Erdölen . Diese Gliederung folgt nicht überall

dem tatsächlichen Ablauf der experimentellen Untersuchungen, die als Teil einer Ko-

operation mit dem Institut für Biotechnologie 3 der KFA Jülich mit dem Abbau von Die-

selöl in einem zweistufigen Kultursystem begannen. Erst im Verlauf dieser Arbeiten er-

gab sich die Notwendigkeit von Untersuchungen an einfacheren Systemen, d .h. von defi-

nierten Reinsubstanzen.

Die Auswahl der Reinsubstanzen erfolgte nach zwei Gesichtspunkten . Sie sollten einer-

seits kein allzu niedriges Molekulargewicht haben, da die Umwandlungsprodukte sonst

flüchtig werden und sich dadurch der analytischen Erfassung entziehen könnten . Zum

anderen sollte eine klare Unterscheidung von den in der Natur ubiquitär vorhandenen

geradkettigen C16- und C1g-Säuren (z .B. Palmitinsäure, Stearinsäure) * möglich sein, um

Störungen durch Kontamination und direkten Eintrag der verwendeten Mikroorganis-

men so gering wie möglich zu halten. Daher erschien es sinnvoll, keine geradzahligen,

sondern ungeradzahlige n-Alkane als Substrat einzusetzen . Außerdem wurde ein ver-

zweigter Kohlenwasserstoff (Phytan) ausgewählt, der einerseits nach bisher vorliegenden

Erkenntnissen schwerer abbaubar ist als n-Alkane und der andererseits Abbauprodukte

liefern sollte, die leichter als solche erkennbar sind.

*

Die Bezeichnung der offenkettigen Alkane, Alkene, Alkohole und Carbonsäuren erfolgt im weiteren
Verlauf der Arbeit mit einer vereinfachten Nomenklatur:

C16:0 bedeutet z.B. eine geradkettige Verbindung mit 16 Kohlenstoffatomen (Methoxygruppen der Ester
und Trimethylsiiylgruppen werden dabei nicht einbezogen) und ohne Doppelbindung . Falls die Angabe
der Anzahl von Doppelbindungen fehlt, handelt es sich immer um gesättigte Verbindungen . Alkylver-
zweigungen und andere Substituenten sowie die Art der Stoffklasse werden zusätzlich angegeben .
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Die verwendeten Bakterien wurden aus einem mineralölkontaminierten Boden isoliert

und besitzen nachweislich die Fähigkeit zum Kohlenwasserstoffabbau . Nach der Be-

stimmung von H.-P. Rohas (Institut für Biotechnologie 3 des Forschungszentrums Jiilich)

handelt es sich um Acinetobacter junii . Die näheren Einzelheiten der mikrobiologischen

Aspekte sind der Dissertation von Rohns (1992) zu entnehmen .
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4.1 n-Hegit$decan

4.1.1 Versiachsbeding€mgen

Die Versuche wurden in drei parallelen Ansätzen mit jeweils 40 mg n-Heptadecan 99 %

der Firma Aldrich auf 100 ml Mineralmedium durchgeführt . Nach massenspektrometri-

scher Analyse enthält die Reinsubstanz geringe Beimengungen von n-Hexadecan (n-

C16), n-Octadecan (n-C18) und längerkettigen n-Alkanen, aber keine Olefine . Das zur

Versorgung der Mikroorganismen mit Nährstoffen angereicherte Kulturmedium hatte

folgende Zusammensetzung:

NH4NO3 0,40 g

MgSO4 • 7 H20 0,25 g

KH2PO4 0,25 g

K2HPO4 • 3 H20 0,15 g

CaC12 • 2 H20 0,04 g

Spurenelementlösung 1 ml

Fe(I g)-ED'I'A-Lösung 1 ml

H20 entionisiert ad 1000 ml

Die Spurenelenientlösung enthielt:

Na2MoO4 • 2 H2O 2 mg

Na2B4O7 • 10 H20 2 mg

ZnSO4 . H2O 2 mg

MnSO4 • H2O 2 mg

CuSO4 • H20 2 mg

H20 entionisiert ad 1000 ml

Die P'e(iI)-ED'I'A-Lösung bestand aus:

' T •¢ ;it .r~rlc,,.pn° T7r

	

9_30 g/l~A ii

	

iaa

	

~

	

. -

P'eSO4 6,95 g/l

H20 entionisiert ad 1000 ml

Es wurdee ein 4+.1 -Verhältnis von 100:40 eingestellt Die Kulturen wurden bei 30 °C in-

kubiert

	

++

kubiert und während der gesamten Versuchsdauer auf einem Schütteltisch in Bewegung

gehalten. Die Erlenmeyerkolben waren mit steriler Watte verschlossen, um das Eindrin-

gen von Fremdkeimen zu verhindern . Es gab keine zusätzliche Sauerstoffzufuhr . Um

gleichzeitig den Einfluß des pH-Wertes auf die Bildung der Metaboliten studieren zu
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können, wurde dieser nicht wie sonst üblich durch Zugabe von KOH konstant gehalten.

Die Probennahme (jeweils Aufarbeitung eines Ansatzes) erfolgte nach 5 Tagen, 25 Ta-

gen und 53 Tagen.

4.1>2 Probenaufbereitung

Da es sowohl freie als auch gebundene Metaboliten in wäßriger Lösung sowie in Wachs-

ester eingebundene Metaboliten abzutrennen galt, wurden unterschiedliche Methoden

der Probenaufbereitung gewählt.

Zur Gewinnung der löslichen Metaboliten wurden 50 ml des Ansatzes entnommen, mit

HCi Suprapur (Merck) angesäuert und mit 3 x 60 ml Diethylether reihst (Merck) extra-

hiert . Nach Trocknen der organischen Phase mit Na2SO4 zur Analyse (Merck) wurde das

Lösungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt . Als Veresterungs- bzw. Silylierungs-

reagenz fanden Diazomethan und Silyl 991 (BS'11-A-TCMS 99 :1) der Firma Macherey-

Nagel Verwendung.

Zur Freisetzung gebundener Abbauprodukte aus der wäßrigen Lösung wurde die andere

Hälfte des Ansatzes mit 5 g KOH Suprapur (Merck) in 50 ml destilliertem Methanol

zwei Stunden unter Rückflur unter Stickstoffatmosphäre verseift . Durch Spaltung von

Esterbindungen werden dabei Alkohole und Carboxylationen freigesetzt. Die Carboxy-

lationen lassen sich durch Ansäuern in die entsprechenden freien Säuren überführen . Ex-

traktion und anschließende Aufarbeitung erfolgten wie zuvor beschrieben, als Extrakti-

onsknittel wurde jedoch destilliertes Dichlormethan statt des Diethylethers verwendet.

Die Analyse der aus dem Reaktionsmedium als Festkörper abgetrennten Wachsester

wurde auf zwei verschiedene Arten durchgeführt . Zum einen wurden sie nur durch kurze

Ultraschallbehandlung in destilliertem Dichlormethan gelöst und die Lösung dann sofort

in den Gaschromatographen des Massenspektrometers injiziert, um die Wachsester un-

verändert als hochmolekulare Verbindungen analysieren zu können.

Andererseits wurden die Wachsester durch Hydrolyse mit 35 ml destilliertem Methanol,

1 g KOH Suprapur (Merck) und 2 ml pentadestilliertem H 20 in die Alkohol- und Säure-

bestandteile aufgetrennt und diese als niedermolekulare Substanzgemische analysiert .
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Um Verunreinigungen durch organische Stoffe während der Probenaufbereitung auszu-

schließen, wurde darauf geachtet, alle Gerätschaften unmittelbar vor ihrer Benutzung

mit destilliertem Dichlormethan auszuspülen und nachzureinigen . Kommerziell erhältli-

che Faltenfilter waren nicht sauber genug, so daß sich vor ihrer Verwendung eine Di-

chlormethan-Extraktion in einer Soxhlet-Apparatur (24 Stunden) empfahl . Blindproben

gaben darüber hinaus Hinweise auf mögliche Kontaminationen durch die benötigten

Chemikalien . In vielen Fällen war daher die Verwendung reinster Qualitäten oder eine

Vorreinigung erforderlich.

40103 Bedingungen fi'ir die instrumentelle Analytik

Die Identifizierung der aus dem Reaktionsmedium nach dem mikrobiellen Abbau isolier-

ten Verbindungen erfolgte ausschließlich aufgrund von GCIMS-Daten. Dabei konnte

nicht mit Einzelionenerfassung gearbeitet werden, sondern es mußten stets komplette

Massenspektren aufgenommen werden . Zur Auswertung der Produktverteilung diente

ergänzend die Anfertigung von Massenchromatogrammen ausgewählter Schlüsselbruch-

stücke. Alle Messungen, mit Ausnahme der der Reinsubstanzen und der rmverseiften

Wachsester, wurden unter folgenden analytischen Bedingungen durchgeführt:

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160

Quarzkapillarsäule: CP-Sil 5 CB

Lä.nge: 50 m

Innendurehmesser: 0,25 mm

AuBendurchmesser : 0,39 mm

Belegungsdicke : 0,25 pm

Trägergas: Helium

Temperaturprograrm

Starttemperatur: 110 °C

Aufheizrate : 3 °C/min

Endtemperatur : 320 °C

Haltezeit : 28 min

Kaltaufgabesystem Gerstel

Temperaturprogramm

A4l•l~f

	

p111~.Jerat4är•• -40 ^ °C/~y~'abete
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Haltezeit: 30 s

Aufheizrate : 10 °Qs

Haltetemperatur : 350 °C

Haltezeit: 90 s

Splitlos

Massenspektrometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on-Tine-Datensystem

Ionisierungsenergie: 70 eV

Quellentemperatur: 220 °C

Massenbereich: m/z 45 -900

Zykluszeit : 2,3 s/Dekade

Für die Analyse der Reinsubstanzen und der unverseiften Wachsester wurde eine kür-

zere Säule (10 m) verwendet und dementsprechend ein anderes Temperaturprogramm

gefahren.

Quarzkapillarsäule HP U#2

Lange: ~ge: 10 m

Innendurchmesser: 0,32 mm

Außendurchmesser: 0,40 mm

Belegungsdicke : 0,22 ,um

Temperaturprogramm

Starttemperatur : 110 °C

Aufheizrate: 8 °C/rein

Endtemperatur: 320 °C



44

4.1.4 Ergebnisse

Nach 5 Tagen

Freier Extrakt

Als erste Abbauprodukte traten im freien Extrakt nach fünf Tagen die 0 17 :0-Säure, die

durch ß-Oxidation aus dieser entstandene 0 15 : 0-Säure und, mengenmäßig dominierend,

das C 1 7 :1-Olefin als einfach ungesättigte Verbindung auf (Ab b . 4.1 .3 .1-4.1 .3 .5).
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Abb. 4 .1.3.1: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des Heptadecan-Abbaus nach 5

Tagen
(2 : Kontamination (u .a . 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 3: Dodecancarbonsäurenethylester,
5 : Hexadecan, 7 : Kontamination (p-Toluolsulfonsäure-N-methylamid aus Diazomethanherstellung), 9:
Heptadecen, 11 : I beptadecan, 15: Pentadecancarbonsäuremethylester, 17: Kontamination (Phthalat), 20:
Hexadecencarbonsäuremethylester, 21: Hexadecancarbonsäuremethylester, 22: Kontamination (Phtha-
lat), 26: Heptadecancarbonsäuremethylester, 31 : Octadecencarbonsäuremethylester, 32: Octadecancar-
bonsäuremethylester).
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Abb. 4 .1.3.2 : Massenspektrum von I-Ieptadecan.



69 ""...".."/V\ .̂/\
1 DB

83

45

40

	

97

ill

125

109

Abb. 4 .1 .3.3. : Massenspektrum von Heptadecen.

20

0

50 152

100_

em_

74

60_

40_

20_
69

87

55

97

	

t29 143

COOCH 3

241
2 i84

00

	

150

	

250

Abb. 4.1 .3 .4. : Massenspektrum von Fleptadecancarbonsaure als Methylester.
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Abb. 4 .1 .3.5: Massenspektrum von Pentadecancarbonsäure als Methylester.

Alle anderen Substanzen im Totalionenstronichromatogramm des freien Extrakts (Abb.

4.1 .3 .1) sind nicht durch mikrobielle Degradation des Heptadecans entstanden. Da aus

einem C17-n-Alkan beim Abbau keine C 18-Säure gebildet werden kann, sind die C18:0 4

ünd 01ts:1-Sdure entvveder als Kontamination eingeschleppt ::°c)rden, oder es han elt sich

bei ihnen um Bakterieninhaltsstoffe. Aus einem ungeradzahligen n-Alkan lassen sich

nicht ohne weiteres geradzahlige Säuren generieren, so daß die homologe Reihe der ge-

radzahligen Säuren . mit 010 :0-Säure, 012 :y0-Säure, C 14 :0-Säure (liegt unter dem 017:0-A1

-kan),C16:0-Säure und 016:1-Sä re ebenfalls als Kontamination oder Bakterieninhalts-
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stoff zu werten ist. Das C16-Alkan ist eine Verunreinigung der Ausgangssubstanz.

Phthalate, Stabilisierungsreagenz des Diethylethers und Methylierungsagens treten als

Kontaminationen in allen Proben auf, werden daher nur in den Listen gekennzeichnet,

im weiterenTexrt aber nicht mehr explizit erwähnt.

Verseffter Extrakt

Der zu verseifende Anteil der Probe wurde erst nach fast sechs Monaten aufgearbeitet,

nachdem er zwar während der gesamten Zeit im Kühlschrank gestanden hatte, aber nicht

angesäuert worden war . Die Mikroorganismen waren offensichtlich auch unter diesen

Bedingungen weiter aktiv, da sich ein relativ komplexes Verteilungsmuster von Metaboli-

ten zeigte und die angebotene Kohlenstoffquelle stark abgebaut war (Abb. 4.1 .3 .6).

Hauptumwandlungsprodukte sind die 017:0 und die 015.0-Säure, die in gleicher Kon-

zentration vorliegen. Die 017:1-Säure (Abb 4.1 .3.7) tritt demgegenüber in ihrer Bedeu-

tung etwas zurück. Charakteristisch für die veresterten gesättigten aliphatischen Mono-

carbonsäuren ist die Bildung des Fragmentions m/z 74 bei der massenspektrometrischen

Analyse, das durch Umlagerung eines y-ständigen Wasserstoffatoms bei der ß-Spaltung

entsteht . Im Zuge dieser Reaktion, der sogenannten McLafferty-Umlagerung, kommt es

zu einer Wasserstoff-Übertragung in einer sechsgliedrigen Übergangskonfiguration

(Abb. 4.1 .3 .8). Das Massenchromatogramm der Spur m/z 74, mit der die gesamte Reihe

der genannten Monocarbonsäuren gleichzeitig und spezifisch erfaßt werden kann, ist in

Abb. 4 .1 .3.9 dargestellt.

Daneben

	

es eine homologe Rvon gesätti gten ß-Hydroxycarbonsäuren mit 11, 13gibt

	

~ Reihe

	

~-_. ---a

	

r

und 15 Kohlenstoffatomen, die durch sekundäre Oxidation aus n-Carbonsäuren gebildet

werden. Charakteristisch für die methylierten und trimethylsilylierten Derivate ist das

Fragmention m/z 175 (Abb. 4 .1 .3 .9-4.1.3 .12).

Eine weitere Substanz kann aufgrund des Massenspektrums (Abb . 4.1.3.13) entweder

eine Methyl-C 17-Säure oder eine Keto-C17-Säure sein, da beide dieselbe Fragmentierung

aufweisen, sofern sich, wie in diesem Fall, der Substituent nicht in der Nähe der Car-

boxyigruppe Befindet. Aufgrund der gaschromatograpliäschen Retentionszeit in der Mitte
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zwischen n-C17- und n-C18-Säure ist das Vorliegen einer nlethylverzweigten C 17-Säure

wahrscheinlicher.

C16- und C1S-Säure sind ebenfalls vorhanden, wie im unverseiften Extrakt, aber auch

hier nicht als Abbauprodukte zu betrachten.

]00
TIC

80

70

Abb. 4 .1 .3.6 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Extrakts des Heptadecan -Abbaus
nach 5 Tagen
(8: ß-Trimethylsiioayunder.ancarbonsäuremethylester, 11 : Heptadecan, 15 : PentadecancarbonsäureYne-
thylester, 18: ß -Trimethylsiloxytridecancarbonsäuremethylester, 21 : Hexadecancarbonsäuremethylester,
25 : Heptadecencarbonsäuremethylester, 26: Heptadecancarbonsäuremethylester, 27: ß-Trirnethylsiloxy-
pentadecancarbonsäurentethylester, 28 : Methylheptadecancarbonsäuremethylester, 32: Octadecancar-
bonsä urefnethylester).

Abb. 4 .1.3.7 : Massenspektrum von Heptadecencarbonsaure als Methylester.
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Abb. 4.1 .3 .8: Bildung des Fragmentions mlz 74 durch McLafferty-Umlagerung bei der ß-Spaltung.
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Abb. 4 .1.3.9 : ToialiorieIISti'oYnc11ro122ätogYäPftrYc (TIC) und Massenchromatogramme der charakteristischen

Fragmentionen für gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und 14-Hydroxy-

rarbonsäuren als Methylester-TMS-ether (m/z 175).
(8: P-Trim€ettrylsiloxyundecancarbonSäuremethylester, 15 : Fentiadecancarbottsäurernet_ltylester, 18: ß-Tri-

€netliylsiioxytridecancarbonsä€rremethylester, 21 : Hexadecancarbonsduremethyleseer, 26: Heptadecancar-

bonsäuremethylester, 27 : P-Tri tethylsiloxypentadecancarbonsäureYnethylester, 32: Octadecaracarbonsäu-

rernethylester) .
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Abb. 4 .1.3.10: Charakteristisches Fragmention ratz 175 für ß-Hydroxycarbonsäuren als Methylester-TMS-
ether.
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Kohlenstoff-

	

M+	M-15

	

M-47

	

M-73

	

Schlüssel-
fragment

	 . .	
11 288 273 241 215 175
13 316 301 269 243 175
15 344 329 297 271 175

Abb. 4.1.3.11 : Wichtigste Ionen in den Massenspektren der ungeradzahligen ß-Hydroxycarbonsauren als
Methylester-TMS-ether.

Abb . 4.1.3.12 : Massenspektrum von ß-Hydroxypentadecancarbonsaure als Methylester-TMS-ether.
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Abb. 4 .1 .3.13: Massenspektrum von Methyiheptadecancarbonsaure als Methylester (identifiziert aufgrund
des Fragmentierungsmusters und der gaschromatographischen Retentionszeit).

Nach 25 Tagen

Freier Extrakt

Inn freien Extrakt ließen sich nach fünfundzwanzig Tagen außer den schon in der ersten

Probe beobachteten Metaboliten keine neuen Degradationsprodukte nachweisen, Un-
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terschiede bestehen lediglich in einem geringfügig höheren Anteil der C 17 . 0-Säure an der

gesamten Säureverteilung. Im Vergleich zur Konzentration des umgesetzten Aus-

gangsprodukts ist diese Zunahme jedoch sehr klein . Die Ursache für den niedrigen Ge-

halt an freier C17 : 0-Säure ist vermutlich ihr Einbau in die schon nach wenigen Tagen als

gelb-orange gefärbtes Aggregat im Probengefäß schwimmenden Wachsester (siehe Seite

53). Auch in dieser Probe dominiert unter den freien Metaboliten das n -C17 :1-Alken.

Verseifter Extrakt

Der verseifte Extrakt enthält nur geringe Mengen an C 17:0-Säure, wesentlich weniger als

die urverseifte Probe. Auch das C17:1-Alken liegt nur noch in geringer Konzentration

vor.

Stattdessen tritt eine Vielzahl von Verbindungen auf, für die der Basispeak m/z 59 cha-

rakteristisch ist, die jedoch nicht identifiziert werden konnten . Es handelt sich mögli-

cherweise um Kontaminationen.

Der weitere Abbau der primär gebildeten C17.0-Säure ist zu diesem Zeitpunkt entweder

schon so weit fortgeschritten, daß niedrigmolekulare Säuren entstanden sind, die sich

dem gaschromatographischlmassenspektrometrischen Nachweis entzogen haben, oder es

hat in erster Linie ein Einbau der Metaboliten in die Wachsester stattgefunden.

Nach 53 Tagen

Freier Extrakt

Nach dreiundf nfz~g Tagen lassen sich im fr eien Extrakt mit Ausnahme des C i7. 1 -Allyens1 QViII l3i li34Y1RUiaslilusb

	

~, ./+ . lassen -_

keine Abbauprodukte nachweisen (Abb. 4.1.3 .14). Die beträchtliche Menge an 12-Hy-

droxy-C18 : 0-Säure (Abb . 4 .1 .3.15) stammt wahrscheinlich aus den Bakterien selbst . Das

gesamte Verteilungsmuster deutet darauf hin, daß gleichzeitig sowohl ein vollständiger

Abbau der sauerstoftaltigen primären Metaboliten zu CO 2 und H20 als auch ein Ein-
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bau in die festen Wachsester erfolgt ist . Diese Umwandlungen laufen offensichtlich

schneller ab als der weitere Angriff auf das Ausgangsprodukt, denn dieses liegt immer

noch in erheblicher Konzentration vor.
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Abb. 4.1.3 .14: Totalionenstromchromatograrnm (TIC) des freien Extrakts des Heptadecan-Abbaus nach
53 Tagen
(2: Kontamination (u.a . 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 9: Heptadecen, 10 : Kontamination
(wie 2,

	

Jaber .'2 'rl.iGi~t~,

	

i ""'~iia . ej;'' :aded'..`ls., 16: Kontamination ~U^'La iiyr.- S, 2ì: i'äe~decancaruorasäureme o-~ ~säifariya-
ester, 22: Kontamination (Phthalat), 32: C9ctadecancarbonsäuremethylester, 37 : 12-Trimethylsiloxyocta-
decancarbonsäureffietitylester).
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Abb. 4.1.3 .15: Massenspektrum von 12-Hydroxyoctadecancarbonsaure als Methylester-TMS-ether .
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Verseifter Extrakt

Im verseiften Extrakt sind nur wenige Abbauprodukte zu finden (Abb . 4.1 .3.16). Es sind

dies neben dem 017:1-Alken die C15:0° und die 017:0-Säure . Im niedrigmolekularen Be-

reich eluieren außerdem zwei unbekannte Verbindungen mit Basispeak m/z 73 und Mo-

lekülionen der Massen m/z 308 bzw. rir/z 324. Die 12-Hydroxy-018. 0-Säure tritt ebenfalls

auf, allerdings in geringerer Relativkonzentration als im uriverseiften Extrakt.
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Abb . 4.1.3 .16 : Totaiionenstromchromatogra?

	

(TIC) des verseiften Extrakts des Heptadecan-Abbaus
nach 53 Tagen
(2: Kontamination (u .a . 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Eifer), 3 : Dodecancarbonsäurernethylester,
9 : Heptadecan, 10: Kontamination (wie 2, aber silyliert), 11 : Heptadecan, 12 : Tetradecancarbonsäure-
mnethylester, 15: Pentadecancarbonsäuremethylester, 16: Kontamination (Phytan), 17: Kontarnination
(Phthalat), 19 : 2-Methylpentadecancarbonsäuremethylester, 21 : Hexadecancarbonsauremethylester, 22:
Kontamination (Phthalat), 24 : 2-Methyihexadecancarbonsäuremetfylester, 26 : Heptadecancarbonsäu-
remethylester, 30 : 2-Ixet-hylheptadecancarbonsäuremethy fester, 32: Octadecancarbonsäuremethylester,
35 : 2-Methyloctadecancarbonsäuremethylester, 37 : 12-Trip ethylsiloxyoctadecancarbonsäuremethylester).

Annähernd gleiche Konzentration wie die C17:0-Säure und die 12-Hydroxy-C 18 . 0-Säure

weist eine Reihe homologer Verbindungen auf, bei denen es sich nach der massenspek-

trometrischen Fragmentierung sowohl um 2-Methyl- als auch um 2-Keto-Säuren handeln

könnte, da beide dasselbe Fragmentierungsmuster besitzen . Aufgrund der relativen Re-

tentionszeit wird das Vorliegen von methylverzweigten Säuren jedoch favorisiert . Die

Säuren enthalten 16, 17 und 18 Kohlenstoffatome und zeichnen sich durch F ragmentio -

nen der Massen mlz 88 und m/z 101 aus (Abb . 4.1 .3 .17).
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Abb. 4.1.3.17: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragrnentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (mlz 88)
(3 : Dodecancarbonsäuremethylester, 12 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 15 : Fentadecancarbonsäu-
remethylester, 19: 2-Methylpentadecancarbonsauremethylester, 21: Hexadecancarbonsäuremethylester,
24 : 2-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 26 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 30 : 2-Methyl-
heptadecancarbonsäuremethylester, 32: Octadecancarbonsäuremethylester, 35 : 2-Methyloctadecancar-
bonsäuremethylester).

Auch bei dieser Probe läßt sich nicht ohne weiteres entscheiden, welcher Anteil des

Substrats veratmet und welcher Anteil der Abbauprodukte in die Wachsester eingebaut

wurde, da infolge der Konsistenz und schlechten Löslichkeit eine Quantifizierung nicht

durchgeführt wurde.

Wachsester

Bereits nach wenigen Tagen traten in allen Proben gelb-orange gefärbte Aggregate auf,

die durch GC/MS-Analysen als Wachsester identifiziert wurden . In den Wachsesterag-

gregaten waren wegen ihrer Lipophilie auch größere Mengen an niedermolekularen or-

ganischen Substanzen eingeschlossen . Dabei handelte es sich sowohl um einen Teil der

Ausgangssubstanz als auch um Metaboliten .
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Unverseifte Wachsester

Die unverseiften Wachsester enthalten neben dominierenden niedeiuiolekularen Kom-

ponenten wie dem C17:1-Olefin, den freien C1S :0 - und 017:0-Säuren sowie der freien

017 :1-Säure nur wenige höhermolekulare Bestandteile, die eindeutig dem C 17-Substrat

zugeordnet werden können . Es sind dies C15:0Säure-01 7:0-Alkohol-Ester, 017:0-Säure

-C17:0-Alkohol-Ester und 017:1-Säure-C17:0-Alkohol-Ester (Abb. 4.1 .3 .18-4.1.3.20), zu-

dem einige Substanzen, die wegen ihrer um 40-50 u höheren Molekülmassen als C17-

Aikohol-C17-Säure-Ester mit zusätzlichen Substituenten angesehen werden, bei denen es

sich beispielsweise um OH- oder OCH 3-Gruppen handeln könnte . Eine Strukturauf-

klärung war wegen des zu geringen Signal/Rausch-Verhältnisses der Spektren nicht mög-

lich. Insgesamt waren die Wachsester wegen ihrer geringen Löslichkeit bei der Analyse

gegenüber den o'kkludiei en niedermolekularen Begleitsubstanzen unterrepräsentiert.

Die geringe Löslichkeit der Wachsester deutet ebenfalls darauf hin, daß auch höher ver-

netzte Substanzen vorliegen als die zuvor beschriebenen . Nach den Ergebnissen, die

durch die Verseifung der Wachsester erhalten wurden (Monomere mit zwei funktionel-

len Gruppen, z.B. Hy droxy carbonsäuren), erscheint dies durchaus möglich. Diese hoch-

molekularen Substanzen haben sich jedoch einer direkten Analyse im unverseiften Zu-

stand wegen ihrer zu geringen Löslichkeit und Flüchtigkei t entzogen.

Abb. 4.13.19: Massenspektrum des Wachsesters aus 017 . 1 -Carbonsäure und C17 :0-Alkohol

Abb. 4 .1.3.18: Massenspektrum des Wachsesters aus C15 .0-Carbonsäure und 0 17:0-Alkohol.
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Abb. 4.1.3.20 : Massenspektrum des Wachsesters aus C17:0-Carbonsäure und C17 .0-Alkohol.

Verseifte Wachsester

Die verseiften Wachsester zeigen ein recht breites Spektrum von Abbauprodukten
(Abb. 4.1 .3 .21).

Ausgehend von dem C17:0-Alkohol (Abb. 4 .1 .3.22) als dem vermutlich ersten Abbaupro-

dukt hat sich durch Oxidation zunächst die 0 1 7:0-Säure gebildet und aus dieser durch

schrittweise ß-Oxidation dann eine homologe Reihe ungeradzahliger Säuren bis hinunter

zur C11:o-Säure. Daneben entstand aber auch die einfach ungesättigte 017.1-Säure . Do-

minierend in der gesamten Säureverteilung sind die in annähernd gleicher, relativ hoher

Konzentration vorliegenden C17:0-, 017:1° und 015 :0-Säuren.

Die ß-I-iydroxysäuren sind die erste Stufe der sekundären Oxidation der zunächst gebil-

deten Carbonsäuren auf dem Weg zur (weiteren) Kettenverk5rzung . Die nachfolgende

Oxidationsstufe, die Ketocarbonsäuren, lassen sich dagegen nicht fassen, da sie spontan

Kohlendioxid abspalten. Auch bei den ß-Hydroxycarbonsäuren existiert eine homologe

Reihe, die die ß-Hydroxy-C17 :0-Säure (Abb . 4.1.3.23) und die durch Kettenabbau aus

dieser entstandenen R-Hydroxy-015:0-, ß-I ydroxy -013:0 und R-Hydroxy-C.11 :0-Sauren

umfaßt. Die Konzentrationen der Hydroxysäuren nehmen mit abnehmender Kettenlänge

zu. Das Massenchromatogramm des für ß-Hydroxy-Säuren als Methylester-TMS-ether

typischen Fragmentions m/z 175 ist Abb. 4.1 .3 .24 zu entnehmen.

Die 3-Methoxysäuren, ebenfalls eine homologe Reihe mit C11:0- , C13 :0-, 015.0. und
C17 :0-Säure (Abb. 4.1.3.25), könnten eventuell während der Veresterung der ß-

Hydroxysäuren durch gleichzeitige Methylierung der Hydroxygruppe entstanden sein . Es

ist allerdings nicht auszuschließen, daß dieser Prozeß auch in den Organismen stattfindet .
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Massenspektrometrische Daten zur Fragmentierung der 3-iethoxycarbonsäuren als 3-

Methoxycarbonsäuremethylester sind in Abb . 4.1 .3 .26 zusammengestellt. Das Massen-

chromatogramm des charakteristischen Fragmentions m/z 117 findet sich in Abb.

4.1 .3 .24.

Methyl- oder Keto-C17:o-Säure und 2-Methyl- oder 2-Keto-017 :1-Säure repräsentieren

eine andere Klasse von Metaboliten.

Die geradzahligen Säuren sind wohl (vorwiegend) als Kontaminationen oder Eintrag aus

der Biomasse der Mikroorganismen z~z sehen.
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Abb . 4 .1 .3.21: Totalionenstromchromatogramm (TIC) der verseiften Wachsester
(1 : Undecancarbonsäuregmthylester, 3: Dodecancarbonsäuremethylester, 4: 3-Methoxyundecanca.rbon-
säurermthylester, 5 : Hexadecan, 6 : Tridecancarbonsä.uremethylester, 8 : P-Trimethylsiioxyundecancarbon-
säuremethylester, 9 : Heptadecen, 11 : Heptadecan, 13: 3-Methoxytridecancarbonsäuremethyiester, 14:

Pentadecencarbonsäuretnethylester, 15 : Pentadecancarbonsäuremethylester, 18: l3-Trimethylsiioxytride-
cancarbonsäureffiethylester, 21 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 23: 3 -Methoxypentadecancarbon-
säurernethylester, 25: Heptadecencarbonsäurentethylester, 26: Heptadecanc.arbonsäuremethylester, 27: p-
Trinzethylsiloxypentadecanc.arbonsäuremethylester, 28 : 1Vlethy1heptadecancarbousäuremethylester, 29:
Heptadecanoltrimethylsiiylether, 32: C3ti.-tadecancarbonsäuremet :nylester, 33: 3-1Vletlroxylreptadecan-
carbonsäuremethylester, 34: 2-Methylheptadecencarbonsäuremethylester, 36: fi-TrimethyLsiloxyheptade-
cancarbonsäuremethylester) .

49 :43
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Abb . 4 .1 .3.22: Massenspektrum von Heptadecanol als TMS-Ether.

Abb. 4 .1 .3.23 : Massenspektrum vonß-Hydroxyheptadecancarbonsäure als Methylester-TMS-ether.
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Abb. 4 .1 .3.25: Massenspektrum von 3-Methoxyheptadecancarbonsäure als Methylester.
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Abb. 4.1.3.26 : Wichtigste Ionen in den Massenspektren der ungeradzahligen (Cir-C17 ) 3-Methoxycarbon-
säuren als Methylester .
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Abb. 4 .1 .3 .24: Totalionenstromchromatogramm (TIC) und Massertchromatogramrne der charakteristi-
schen Fragrnentionen für gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Meihylester (m/z 74), für 3 -Meth-

oxycarbonsäuren als Methylester (m/z 117) und für 13-Hydroxycarbonsäuren als Methylester-TMS-ether

(m/z 175)
(1 : Undecancarbonsäuremethylester, 3 : Dodecancarbonsäuremethylester, 4: 3 -Methoxyundecancarbon-

säurerneth.ylester, 5: Hexadecan, 6 : Tridec.anearbonsäureffiethylester, 8 : §-TrirtteYhylsiloxyunderzncarlion-
säuremethylester, 9: Heptadecen, 11 : Heptadecan, 13: 3-Methoxytridecancarbonsäuremethylester, 14:

Pentadecencarbonsä.ureffiethylester, 15: Pentadecancarbonsäuremethylester, 18 : /ß-Trisnethylsiioxytride-
cancarbonsäuremethylester, 21: I-lexadecancarbon.säuremethylester, 23 : 3-Methoxypentadecancarbonsäu-

remethyiester, 25 : Heptadecenrarbo.nsäuremetnylester, 26: neptaUecarlarborseuremethylester, 27 : 16

-Trimethylsiloxypentadecancarbonsäuremethylester,28: Alletltyllteptadecanrarbonsäureraetltylester, 29:

Heptadecanoltrirnethylsilylether, 32 : Octadecancarbonsäuremethylester, 33: 3-Methoxyheptadecancar-

bonsäuremethylester, 34: 2 -Methyiheptadecertcarbonsä.uremethylester, 36 : 13-Triraethylsiioxyheptadecan-
carbottsäureme.thylester) . . ..

117.

175 .
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4.2 n-Ileneicosan

4.2.i Versuchsbedingungen

Es wurden zwei Versuchsreihen (A und B) zum Abbau von n-Heneicosan (approx. 99 %)
der Firma Sigma durchgeführt.

Versuchsreihe A bestand aus sieben parallelen Ansätzen mit je 20 mg Heneicosan auf
100 ml Mineralmedium der unter 4.1.1 (siehe Seite 40) angegebenen Zusammensetzung.
Die Kulturen mit Acinetobacter junii wurden bei Raumtemperatur (20 °C) inkubiert . Die

erste Probe wurde nach fünf Tagen genommen, die darauffolgenden jeweils im Abstand

von zwei Tagen, so daß sich diese Versuchsreihe über einen Zeitraum von insgesamt

achtzehn Tagen erstreckte.

Versuchsreihe B umfaßte zwei parallele Ansätze mit ebenfalls 20 mg Heneicosan auf 100
ml Mineralmedium. Die Inkubationstemperatur war wegen der schlechten Löslichkeit
bzw. Suspendierbarkeit des Heneicosans auf 30 °C erhöht worden . Die Probennahme
erfolgte nach dreißig Tagen und nach dreiundsiebzig Tagen.

Das n-Heneicosan enthält nach massenspektrometrischen Daten geringe Anteile von
Alkanen, vor allem von n-C 17, n-C18 und n-C19, sowie vier Isomere von C21-Ketonen.

Die Probenaufbereitung und die Analyse der Proben erfolgten wie unter 4.1.2 (siehe
Seite 41) und 4.1.3 (siehe Seite 42) beschrieben.

4.2.2 Ergebnisse

Innerhalb dieser Versuchsreihe war bei der längsten Versuchsdauer (17 Tage) selbst im

verseiften Extrakt nur wenig Umsatz zu verzeichnen (Abb . 4.2.2.1) . Es wurden in relativ

geringer Konzentration zahlreiche stärker abgebaute Verbindungen, insbesondere

Säuren, Hydroxysäuren und Alkohole, nachgewiesen.

Die gesättigten ungeradzahligen Säuren bilden eine homologe Reihe, die von C9 . 0 über
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011:0, C13:00, C15 :0 und C17:0 bis zu C19:0 reicht . Außerdem treten als einfach ungesättigte

Säuren die C17 :1- und die 019:1-Säure auf.

Darüber hinaus gibt es eine Vielzahl von Hydroxycarbonsäuren. Von diesen konnten je-

doch nur die a- ydroxy-010.0-Säure und die 3-Hydroxy-012:0-Säure identifiziert werden,

die anderen Spektren ließen keine exakte Bestimmung zu.

Abb. 4.2.2 .1 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Fa;traa s des Heneicosan-Abbaus aus
der Versuchsreihe A nach 17 Tagen
(1 : 3-Methoxyheptancarbonsauremethylester, 2: Nonancarbonsauremethylester + Kontamination ( Ben-
zothiazol), 3: 6-Tri;metliylsiloxyheptancarbonsäuremetirylester, 4 : Trinae3hyisiloxycarbonsäuremethyl-
ester?, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 6: Trixn2thyLsiloxycarbonsäurearaethylester?, 7: Trinaethyl-
siloxycarbonsäuremetiaylester? (homolog zu 6), 8 : Üztdecaaacarboaasäuremetuylester, 9: Kontamination
Phthalsäuredixaet3:tylester), 11: unbekannt (m/z 245,201,106,89,73,59,45 BP), 13: Kontamination (2,6-Di-

tert-butyl-4-naethylphenol aus Ether), 14: Kontamination : (p-Toluolsulfonsäureethylester aus Diazo-
methanherstellung), 15: Doderancarbonsäuretrfetlaylester, 17: aaTrimetltylsiloxydec.ancarbonsäurerne-
thylester, 18 : unbekannt (na/z 278,263,215,73 BP), 19: Kontamination (2-(Methylthio)-benzothiazol), 20:
I?odecanoltrimeth,ylsiiylether, 22: Tridecanca.rborlsäuremetttylesier, 23 : unbekannt (mlz 350,262,73 BP),
24: Kontamination (p -Toiuolsuifonsäure-N-ethylmet€ayiaaaa.id aus Diazomethanherstellung), 25: n-Hepta-
decan, 26 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 27: P-TrianethylsiloxydodecancarbonsäureYUethylester, 29:

Tetradecanoltrime "ylsi.lylether, 31: »_rct.ademn, 32: Pentadecancarbonsäuremethylester, 33 : Konta-
mination (Phthalat), 36: n-Nonadecan, 37: Hexadecancarbonsäuremethylester, 38: Kontamination
(Phthalat), 39: 13exadecanoitrintethylsilylether, 41 : Heptadecencarbor3säuremethylester, 43 : Heptade-
cancarbonsäuremethylester, 45: n -Heneicosen, 46: Octadecencarbonsäuremethylester, 47: n-Heraeicosan,
50 : Occtadecanoltrinaethylsilyletlaer, 52 : Nonadecencarbflnsäuremethylester, 54: Noaaadecancarbonsäure-
rnethylester, 55 : Trinaethylsiloxycarbonsäuremethylester, 57: unbekannt (m/z 155,141,127,113,85,71,57

DP), 58: Heneicosanone, 63 : Heneieosenoltrhnethysirtylether, 64: Heneicosazaoltriauetlayisitvletheri.

Da neben diesen geradzahligen I-ydroxycarbonsäuren auch geradzahlige Alkohole vor-

kommen, stellt sich die Frage, ob wegen der schlechten Löslichkeit des Heneicosans

eventuell ein anderer Abbauweg eingeschlagen wurde (a-Oxidation?) oder ob es sich bei
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diesen Verbindungen doch nur um Kontaminationen handelt.

Versuchsreihe B

Nach 30 Tagen

Freier Extrakt

Im freien Extrakt lassen sich nur C1 7:0- und C15:p-Säure und CL1:1-Alken als
Abbauprodukte nachweisen und auch sie nur in sehr geringer Konzentration (Abb.

4.2 .2 .2.) .
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Abb. 4.2.2 .2: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des Heneicosan-Abbaus aus der
Versuchsreihe B nach 30 Tagen
(13: Kontamination (u .a . 2,6-Di-tert-butyl .-methylphenol aus Ether), 14: Kontamination (p-Toluolsul-
fonsäureethylester aus Diazomethanherstellung), 26 : T etradecancarbonsäuremethylester, 32: Pen-
tadecancarbonsäuremethylester, 33 : Kontamination (Phthalat), 37: Hexadecancarbonsäuremethylester,
38: Kontamination (Phthalat), 43: Heptadecancarbonsauremethylester, 45 : n-Heneicosen, 47 : n-Heneico-
san, 48: Octadecancarbonsäuremethylester).
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Verseifter Extrakt

lm Gegensatz zum freien Extrakt enthält der verseifte ein etwas breiteres Spektrum an

Metaboliten (Abb. 4.12.3) . So ließ sich neben den normalen Fettsäuren eine Reihe von

Säuren verzweigter Alkane nachweisen . Es ist allerdings nicht auszuschließen, daß es sich

bei diesen iso-Säuren um Bakterieninhaltsstoffe handelt und nicht um Abbauprodukte

des Heneicosans. Nach derzeitigem Kenntnisstand gibt es zumindest keine Anhalts-

punkte für die Bildung von iso-Säuren während des Degradationsprozesses . ihre massen-

spektrometrische Fragmentierung unterscheidet sich nicht von der der normalen Fett-

säuren. Sie haben allerdings wegen ihrer Kettenverzweigung bei gleicher Kohlenstoffzahl

kürzere Retentionszeiten als die n-Carbonsäuren.

Abb. 4.3.2.3: Tosalionenstromcl'iroanatogranun (TIC) des verseiften Extrakts des Heneicosan-Abbaus aus
der Versuchsreihe B nach 30 Tagen
(15: Dodecancarbonsäuremetltylester, 22 : Tridecancarbonsäuremethylester + Kontamination (Pd-Methyl-
toluolsulfonamid), 26 : Tetradeeancarbonsäurenrietäflylester, 30 : iso-Pentadecancarbonsäuremetl:ylester,
32: Pentadecancarbonsäuremethylester, 33: Kontamination (Phthalat), 35: Hexadecencarbon-
säurernethylester, 37 : riexadecancarbonsäuremettiylester, 38: Kontamination (Phthalat), 40 : iso-
Heptadeeancarbonsäureruetixylester, 41 : I-Ieptadecenearbonsäurer€g ethylester, 43: Heptadecancarbon-
säurerrsetiay;ester, 44: isv-^ctadecanmr; onsäure :r:et .hy?ester, 46: Cetadecencarboncäurernethylester, 47:
n-Heneicosan, 48: Octadecancarbonsäuremethylester, 49: iso-Nonadecaracarbonsäuremetbylester, 52:
Nonaciecenearbonsäuremei.ä►ylester) .
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Nach 73 Tagen

Freier Extrakt

Das Totalionenstromchromatogramm des freien Extrakts (Abb . 4.2 .2.4) zeigt recht deut-

lich, daß nach dreiundsiebzig Tagen nur noch sehr wenig Heneicosan vorhanden war.

Abbauprodukte ließen sich allerdings kaum nachweisen . Daher ist zu vermuten, daß nur

ein kleiner Teil des Heneicosans mikrobiell abgebaut wurde und die Konzentration der

entstandenen Metaboliten infolgedessen unterhalb der Nachweisgrenze liegt . Der grö-

ßere Teil des Substrats wurde wahrscheinlich von den Wachsestern adsorbiert oder ein-

geschlossen und somit weiterem Abbau entzogen, Dadurch liehe sich zumindest der

recht hohe Gehalt an n-C21-Alkan bei der Aufarbeitung und Analyse der Wachsester er-
klären .
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Abb. 4.2 .2.4: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des Heneicosan-Abbaus aus der
Versuchsreihe B nach 73 Tagen
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Auch im verseiften Extrakt lassen sich kaum Abbauprodukte finden (Abb . 4.2.2.5).
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Obgleich der Totalionenstrom den Eindruck vermittelt, es habe ein weitgehender Abbau

des Substrats stattgefunden, ist dies vermutlich aus den zuvor diskutierten Gründen auch

hier nicht der Fall.
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Abb . 4.2.2.5 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Extrakts des Heneicosan-Abbaus aus

der Versuchsreihe B nach 73 Tagen
(1" : Kontamination ~
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säureethylester aus Diazomethanhersteliung), 16: ,8-Trimethylsiioxydecancarbonsäuremethylester, 26:

Tetradecancarbonsäuretnetb.ylester, 27 : fi-'I'rimethylsiloxydodecancarbonsäuretnethylester, 28: a -Trirne-

thyLsiioxydodec.ancarbonsäuremethylester, 30: iso-Pentadecancarbonsäureffiethylester, 32 : Pen.tadecan-

carbonsäuremethylester, 37 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 38: Kontamination (Phthalat), 43:

Heptadecancarbonsäuremethylester, 46 : OCta.decencarbonsäurencethyleseer, 47: n-I-Ieneicosan, 48 : Qcta-

decancarbonsäuremethylester).

Wachsester

Die Analysenergebnisse der verseiften Wachsester sprechen dafür, daß das Heneicosan

auch nach dreiundsiebzig Tagen nur in sehr begrenztem Umfang von den Mikro-

organismen veratrnet wurde . Das eingesetzte Substrat ist noch immer so reichlich vor-

handen, daß die Konzentrationen der Degradationsprodukte lediglich in der Größen-

ordnung der Verunreinigungen der Beinsubstanz liegen.

Es sei nochmals daran erinnert, daß n-Alkane und Ketone als Kontanainationen des Hen-

eicosans eingeschleppt wurden .
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Angesichts der Tatsache, daß es sich bei den iso-Säuren wohl weniger um Abbau-

produkte, sondern vielmehr um durch Hydrolyse freigesetzte Bakterieninhaltsstoffe

handelt, bleiben als Metaboliten neben den unbekannten Verbindungen letztlich nur die

n-Alkansäuren.
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4.3 2,6,10,14-Tetrarnetlaylhexa€leean (Phytan)

43.1 Versuchsbedingungen

Informationen Tiber das Biodegradationsverhalten von 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan

puriss . der Firma Roth sollten zwei Versuchsreihen geben . Für beide Experimente wur-

den Kulturen von Acinetobacter iunii verwendet und bei 30 °C inkubiert . Unterschiede

bestanden lediglich hinsichtlich der Dosierung der Reinsubstanz und der Probennahme-

intervalle.

Das für die Experimente verwendete 2,6,10,14-Tetramethylliexadecan war geringfügig

verunreinigt mit Pristan und Norpristan, Isomeren von Phyten und Phytadien, einem

verzweigten C20-Alkan, einem C21-Isoprenoid und einer unbekannten Verbindung (Abb.

4.3.1 .1) .
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Abb . 4.3.1 .1 : Totalionenstromchron2atogram.rta (TIC) des Rh die Experimente verwendeten 2,6,10,14-
Tetramethylhexadacans
(1 : 2,6,10-Tri.methylpentadecan, 2: 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan, 3 : 2,6,10,14-TetramethyIhexadecen
(mehrere Isomere), 4: 2,6,10,14 -Tetrarnethyidtexadecan, 5: 2,6,10,14-Tetramethythexadecadien (mehrere
Isomere), 6 : verzweigtes Eicosan, 7: 2,6,10,14-Tetrarnethylheptadecan, 8 : unbekannt (M+ ? =280).

Versuchsreihe A enthielt drei parallele Ansätze mit je 20pi Phytan auf 100 ml Mineral-

medium der in Kap. 4 .1.1 (siehe Seite 40) beschriebenen Zusammensetzung. Die Pro-

bennahme erfolgte nach 10 Tagen, nach 25 Tagen und nach 53 Tagen.

20

10

0

2

Zur Versuchsreihe B gehörten sieben parallele Ansätze mit je 60 11 Phytan auf 300 ml
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Mineralmedium, die im 24 Stunden-Rhythmus aufgearbeitet wurden. Die Zugabe eines

Standards (Squalan) vor der Extraktion ermöglichte die Quantifizierung der neu gebil-

deten Stoffwechselprodukte.

Probenaufbereitung und Analyse der Proben wie unter 4 .1.2 (siehe Seite 41) und 4.1 .3

(siehe Seite 42) erläutert.

43.2 Ergebnisse

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, daß im folgenden zwei unterschiedliche

Nomenklaturen zur Benennung der sauerstoffhaltigen Metaboliten verwendet werden,

einerseits die international gebräuchliche systematische IUPAC-Nomenklatur und ande-

rerseits Bezeichnungen auf der Basis des Phytolgerüsts mit vorgegebener Kohlenstoff-

numerierung (Abb. 4.3.2.1), deren Verwendung wegen der Einfachheit und wegen der

einheitlicheren Beziehung zu einer Stammverbindung (hier Phytol) gelegentlich von Vor-

teil ist.

Abb. 4 .3 .2.1 : Strukturformel von Phytol (3,7,11,15Tetramethylhexadec-2-en-1-o1).

Diese "Phytol-Numerierung", bei der das Kohlenstoffatom mit der Hydroxygruppe die

Nummer 1 bekommt, wird auch auf Phytan und seine Derivate übertragen . Man spricht

von den Alkoholen als den Phytanolen und gibt zur weiteren Differenzierung lediglich

an, welches Kohlenstoffatom die OH-Gruppe trägt, wobei die Kohlenstoffatome in der

Kette entsprechend der Phy ol-Numerierung ihre Positionsbezeichnung beibehalten.

Bei den Carbonsäuren, den Phytansäuren, lassen sich, je nachdem ob die Oxidation am

a- oder co-ständigen Ende des Moleküls (wiederum vom Phytol aus betrachtet) stattge-

funden hat, Phytan- und w-t iij Lali.n]aCÄre id1iLL1 JLlA6. 11.66+11.
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Versuchsreihe A

Nach 10 Tagen

FreierExtrakt

Obgleich das Totalionenstromchromatogramm des freien Extrakts ein relativ komplexes

Muster zeigt (Abb . 4 .3 .2.2), läßt sich nach einer Degradationsdauer von zehn Tagen nur

ein einziges Abbauprodukt nachweisen, die 2,6,10,14-Tetramethylhexadeca .ncarbon-

säure, auch w-Phytansäure genannt . Charakteristisch für ihre Massenspektren sind der

Basispeak der Masse m/z 88, der durch Bindungsspaltung zwischen den Bindungen an

C-2 und C-3 (nach IUPAC-Nomenklatur ; C-14 und C-15 nach Phytol-Bezeichnung) ent-

steht, ein Fragmention der Masse m/z 101 und das Molekülion der Masse 326 (Abb.

4.3 .2.3) .
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Abb . 4 .3 .2.2: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des 2,6,10,14-Tetramethylhexa-
decan-Abbaus nach 10 Tagen
(1 : Kontamination (Phenole aus Ether), 2: Kontamination (p-ioluolsu lifonsaure-N-methylamid aus Dia-
zomethanherstellung), 3 : Tetradecancarbonsauremethylester, 4: unbekannt (111 +268,253,57 BP), 5 : Kon-
tamination (Phosphatester), 6: 2,6,10,14-Tetramethylliexadecan, 7: Kontamination (Phthalat), 8 : Hexade-
cancarbonsäuremethylester, 9: Kontamination (Phrha€at), 10: Phytanon ?, 11: Heptadecancarbonsaure-
methylester, 12: Oc,tadecencarbonsäureniethylester, .13: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsaureme-
thylester, 14: Octaäecancarbonsäuremethylester,15: Eicosancarbonsäuremethylester).
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Abb . 4.3.2 .3 : Massenspektrum von 26,10,14-Tetramethyiheradecancarbonsäure (w-Phytansdure) als Me-
thylester.

Verse Wer Extrakt

Der verseifte Extrakt (Abb . 4.3 .2.4) enthält keine nachweisbaren Mengen an w-Phytan-

säure, sondern die durch Oxidation am entgegengesetzten Ende des Moleküls generierte

Phytensäure mit Methylgruppen an den Positionen C-3, C-7, C-11 und C-15 . Ihr Massen-

spektrum (Abb. 4.2.3.5) unterscheidet sich von dem der w-Phytansäure durch den Ba-

sispeak der Masse m/z 101, der durch Bindungsspaltung zwischen den Bindungen an C-3

und C-4 entsteht (in diesem Fall decken sich IUPAC- und Phytol-Nomenklatur) und ein

charakteristisches Fragmention der Masse m/z 74. Das Molekülion der Masse m/z 326

bleibt erhalten . Daneben tritt infolge oxidativer Olefinbildung die einfach ungesättigte

Phytensäure auf.

Auch im niedrigmolekularen Bereich sind Isoprenoidsäuren zu beobachten, können

infolge fehlender Molekülionen allerdings nicht exakt identifiziert werden . Aufgrund der

Retentionszeiten liegt die Vermutung nahe, daß es sich um isoprenoid-C16-, -C17- und

-Cig-Säure handelt.

Die Oxidation einer endständigen Methyigruppe führte zur Bildung von 3,7,11,15-

'1:etramethylhexadecan-l-ol (Phytan-l-ol), das im Massenspektrum am Basispeak der

Masse m/z 103 und an den Fragmentionen der Massen m/z 73,75,83,97,111 und 355 zu

erkennen ist (Abb. 4.3 .2.6 .) . Das Molekülion (m/z 370) fehlt.

Zusammenfassend ist festzustellen, daß im verseiften Extrakt nach zehn Tagen mikro-

bieller Aktivität zwar ein Abbau stattgefunden hat, die .Konzentrationen der Metaboliten

aber überaus gering sind (siehe Abb . 4.3.2.3).

40

20
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Abb . 4 .3.2.4 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Extrakts des 2,6,10,14-Tetramethyihe-
xadecan-Abbaus nach 10 Tagen
(1: isoprenoid-Carbonsäuremethylester, 2 : isoprenoid-Carbonsäuremethylester, 3 : 2,6,10,14-Tetramethyl-
hexadecan, 4 : isoprenoid-Carbonsäuremethylester, 5 : unbekannt (282,250,128,69,57 BP), 6 : Hexadecan-

carbonsäuremethylester, 7 : Kontamination (Phthalat), 8 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 9 : n-Henei-
cosen?, 10: unbekannt (126,111,69,57 BP), 11: 3,7,11,15-Tetramethyllrexadecancarbonsäuremethylester,
12 : n-Heneicosan, 13: Octadecancarbonsäuremethylester, 14 : 3,7,11,15-Tetramethyliaexadecan-l-o1-TMS-
ether, 15: iso-Nonadecancarbonsäurenlethylester,16 : 3,7,11,15-Tetramethylhexadecencarbonsäuremethyl-
ester?).

Abb. 4 .3.2.5: Massenspektrum von 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsäure (Phytansäure) als Me -

thylester.
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Abb . . 4.3.2 .6:. Massenspektrum von .3,7,11,15-Tetramethylh.exadecan-1-oI als i 4S-Etlher . .



71

Nach 25 Tagen

Während das Totalionenstromchromatogramm des freien Extrakts nach fünfundzwanzig

Tagen fast exakt dasselbe Bild bietet wie nach zehn Tagen, weist der verseifte Extrakt

eine Vielzahl neuer Verbindungen auf, die jedoch nicht identifiziert werden konnten.

Nach 53 Tagen

Freier Extrakt

Obwohl nach 53 Tagen im freien Extrakt noch Substrat vorhanden war, ließen sich

keinerlei Abbauprodukte nachweisen.

ljersASer Extrakt

Das Totalionenstromchromatogramm des verseiften Extrakts (Abb . 4 .3.2.7) erweckt den

Anschein, es habe eine weitgehende Degradation stattgefunden . Die Konzentration des

Substrats ist beträchtlich zurückgegangen, und es haben sich Stoffwechselprodukte in

nachweisbarer Menge gebildet. Als Metaboliten traten co-Phytansäure, Phytensäure und

Phytan-l-ol auf, allerdings nur in sehr geringer Konzentration . Dominierende Ver-

bindung in dieser Probe ist die 12-Hydroxy-C 18.o-Säure. Die Herkunft dieser Säure ist

nicht geklärt, es kännte sich aber um einen Bakterieninhaltsstoff handeln .
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Abb : 4.3.2 .7 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Extrakts des 2,6,10,14-Tetramethylhe-
xadecan-Abbaus nach 53 Tagen
(1: Kontamination (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 2: Kontamination (wie 1, aber silyliert), 3:
2,6,10,14-Tetramethylhexadecan, 4: Hexadecancarbonsäuremethylester, 5: Kontamination (Phthalat), 6:
2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsäuremethylester, 7 : Octadecancarbonsäuremethylester, 8:
3,7,1i,15-Tetramethylhexadecan-1-ol-TMS-ether, 9 : iso-Nonadecancarbonsäuremethylester, 10: 3,7,11,15-
Tetramethylhexadecancarbonsäuremethylester, 11 : Eicosancarbonsäuremethylester, 12 : 12-Trimethylsil-
oxyoctadecancarbonsäuremethylester).

Wachsester

In Analogie zu den Experimenten mit n-Heptadecan und n-Heneicosan ließ sich auch bei

der mikrobiellen Degradation des 2,6,10,14-Tetramethy1hexadecans die Bildung fester

Reaktionsprodukte in Form von Wachsestern beobachten.

Unverseifte Wachsester: Wie aus dem Totalionenstromchromatogramm der massen-

spektrometrischen Analyse zu entnehmen ist (Abb . 4 .3 .2.8), stellt das nicht umgesetzte

Substrat als dominierende Komponente einen beträchtlichen Anteil des uriverseiften

Wachsester-Aggregats dar. H
rtvhit~ii€~v1G11iAACAA

	

die z Z1eifelsoh ne währendermolek„lareI. Bestandteile,

des Abbaus generiert wurden, sind diverse Isomere des isoprenoid-C20 :0-C:arbonsäure-

isopr-enoid-n0:0-Alkohol-Esters (Abb. 4.3.2.9) und der isoprenoid-C20. 1 -C
.arbonsäure-

isopr-enoid-C20 : 0-Alkohol-Ester (Abb. 4.3 .2 .10). Zwei weitere Verbindungen, die eben-

falls durch mikrobielle Aktivität entstanden sein dürften, wurden vorbehaltlich als isopre-
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noid-C16 :2-Carbonsäure-isoprenoid-C20:0-Alkohol-Ester und isoprenoid-C 17: o-Carbonsäu-

re-isoprenoid-C20:0-Alkohol-Ester bestimmt, da aufgrund der Massenspektren nicht ein-

deutig festzustellen ist, ob es sich auch tatsächlich um isoprenoid-Verbindungen handelt.

Der Nachweis isoprenoider Carbonsäuren als Bestandteil der verseiften Wachsester

dürfte diese Bestimmung allerdings bestätigen. Die Identifizierung der Wachsester wurde

erleichtert durch Massenspektren von Vergleichsverbindungen, die von der Arbeits-
gruppe 3.W. de Leeuw (TU Delft) synthetisiert worden waren. Als Bildungsmechanismus

wird eine Verkürzung der Kohlenstoffkette des Säuremoleküls um drei bzw. vier Kohlen-

stoffatome am co- bzw. a-ständigen Ende des Moleküls in Betracht gezogen.
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Abb. 4 .3.2 .8 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) der unverseiften Wachsester des 2,6,10,14-Tetrame-
thythexadecan -Abbaus
(1: 2,6,10,14-TetramethylhexadecarA und seine Verunreinigungen, 2 : Kontaminationen aus Injektor, 3:
isoprenoid-Hexadecadiencarbon,säure-isoprenoiä-E=_cosataylester, 4 : jsoprenoid-Heptadecar!carbonsäure-
isoprenoid-Eicosanylester, 5 : 1.sopYeYioO-E1cosanCarboL!saL!re-isoprei?oid-Eicosailylester (diverse Iso :nere),
6 : i.soprenoirt-Eicoseracarbonsaure-i .roprenoid-Eicosanylester) .

2so

Abb. 4.3.2 .9: Massenspektrum des Wachsesters aus 020 .0 -Carbonsäure und C20,0-Alkohol.

6
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Abb. 4.3.2.10 : Massenspektrum des Wachsesters aus Czo: r-Carbonsaure und C2o :0 - Alkohol

Verseifte Wachsester : Durch Hydrolyse gelang es, isoprenoide Alkohole und Carbonsäu-

ren aus den Wachsestern freizusetzen . Entsprechend der Hauptkomponente der unver-

seiften Wachsester, dem isoprenoid-Eicosancarbonsäure-isoprenoid-Eicosanylester, konn-

ten 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsäure und 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-l-

ol als dominierende Verbindungen nachgewiesen werden (Abb. 4.3 .2.11).
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In relativ hoher Konzentration liegt daneben auch die iso_prenoid-Heptadecancarbon-

säure vor, die den Säureanteil des isoprenoid-Heptadecancarbonsäure-isoprenoid-Eico-
sanylesters repräsentiert . Darüber hinaus lassen sich weitere isoprenoid-Carbonsäuren
beobachten, z.B. isoprenoid-Pentadecancarbonsäure, isoprenoid-Hexadecancarbonsäure

und isoprenoid-Heptadecencarbonsäure . Mit isoprenoid-Octadecanol und isoprenoid-No-

nadecanol gibt es zwar auch bei den isoprenoiden Alkoholen noch weitere Verbindun-

gen, ihre Konzentrationen sind jedoch, gemessen an der des Phytan-l-ol, extrem gering.

Versuchsreihe B

In dieser Versuchsreihe konnten sowohl im freien als auch im verseiften Extrakt während

der gesamten Dauer des Experiments (bis zu 168 Stunden) stets die gleichen Abbaupro-
dukte nachgewiesen werden . Neben 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsäure (w-

Phytansäure), die nur in sehr geringer Konzentration vorlag, waren dies ausschließlich
Alkohole . Durch bevorzugte Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des Moleküls
kamt es zur Bildung tertiärer

	

l die5° als dominierende Verbindungen'4~
e,vi EiCei ii Alkohole,

	

im i Gtäl-

ionenstromchromatogramrn deutlich hervortreten (Abb . 4.3 .2.12). Es sind dies 2,6,10,14-
Tetramethylhexadecan-2-ol (Phytan-15-ol), 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-6-ol (Phy-

tan-10-ol), 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-3-ol (Phytan-3-ol) und 3,7,11, 15-Tetrame-

thylhexadecan-7-ol (Phytan-7-ol). Eine beträchtliche Konzentration erreicht auch das

3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-l-ol (Phytan-l-ol) das durch Oxidation einer terminalen

Methylgruppe gebildet wird und mit zunehmender Biodegradation dann eine Umwand-

lung zur Phytansäure erfährt. Infolge der Hydroxyiierung an C-14 und C-2 (Phytol-

Nomenklatur) wurden darüber hinaus mit 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-3-ol (Phytan-

14-ol) und 3,741,15-Tetramethylhexadecan-2-ol (Phytan-2-ol) auch sekundäre Alkohole

gebildet . Ihre Konzentrationen sind a llerdings erinv und diese Verbindungen treten im

Totalionenstromchromatogran7m lediglich als schlecht separierte Schultern in Erschei-

nung. Da theoretisch jedes der Kohlenstoffatome eine Hydroxygruppe tragen kann, be-

steht Anlaß zu der Vermutung, es könnten noch weitere Phytanol-Isomere existieren. Da
entsprechende Signale im Totalionenstrom fehlen, ist es möglich, daß diese Verbin-

dungen mit anderen koeluieren und wegen ihrer geringen Konzentrationen in den

Massenspektren neben den Hauptkomponenten nicht erkannt wurden.

Phytenol-Isomere, d.h. Alkohole mit einer funktionellen Gruppe und einem Unsätti-
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gungsgrad, treten zwar ebenfalls in allen Proben auf, die Position von Hydroxygruppe

und Doppelbindung konnte aus den Massenspektren jedoch nicht abgeleitet werden . Sie

zeichnen sich generell durch relativ geringe Konzentrationen aus und gehören somit

nicht zu den Hauptstoffwechselprodukten.

Im Zuge der Degradation wurden nicht nur einwertige, sondern auch zweiwertige Alko-

hole gebildet, die Phytandiole. Nach massenspektrometrischen Daten handelt es sich bei

diesen Verbindungen um 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-2,6-diol (Phytan-10,15-dial)

und 3,7,11,15-'1,etramethylhexadecan-11,15-dioi (Phytan-3,7-diol) . Ebenso wie bei den

Phytanolen hat die Hydroxylierung auch bei den Diolen bevorzugt an den tertiären

Kahlenstoffatomen der Methylverzweigungen stattgefunden. Obgleich nur diese beiden

Substanzen nachgewiesen werden konnten, ist in Analogie zu den Beobachtungen bei

den Phytanolen nicht auszuschließen, daß noch weitere Isomere vorhanden sind.

Im Bereich der Scanzahlen 1480-1550, auf dem vergrößerten Ausschnitt der Abb.

4.3 .2.13 recht gut zu erkennen, finden sich zwei Peaks, die vermutlich Phytantriole

repräsentieren . Aus den Massenspektren läßt sich dies nicht eindeutig herleiten . Die

Vermutung stützt sich daher auf einen Retentionszeitvergleich mit einem Standard von

Phytan-1,2,3-triol, mit dem die in den Abbauprodukten nachgewiesenen Phytantriole

hinsichtlich der Stellung der Hydroxygruppen nach einem eiergleich der Massenspektren

aber nicht identisch sind.

Die Massenspektren aller zuvor erwähnten Verbindungen mit Ausnahme der Phytenole

und der vermuteten Phytantriole sind den Abb . 4 .3 .2.14-4.3 .2.23 zu entnehmen.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daß sich die Palette der Stoffwechselprodukte im

freien und verseiften Extrakt nicht unterscheidet und überdies auch während des gesam-

ten Experiments unverändert bleibt . Aus diesem Grund erschien es ausreichend, ex-

emplarisch nur ein Totalionenstromchromatograinm abzubilden und den Bereich der

Phytenole und -dioie vergrößert hervorzuheben . Unterschiede bestehen lediglich hin-

sichtlich der Konzentrationen der einzelnen Verbindungen.

Die Quantifizierung der Metaboliten erfolgte mittels eines bereits vor der Extraktion zu-

gegebenen Standards (Squalan) . Dabei ist zu beachten, daß nur sauber getrennte e Peaks

ausgewertet werden konnten und die sekundären Phytanole (Phytan-2-ol, Phytan-14-ol)

daher in der Tabelle nicht erscheinen. Auf eine Quantifizierung der Phytenole im freien

Extrakt wurde aufgrund zu geringer Konzentration verzichtet . Große Konzentrati-

onsabweichungen bei den nach 60 Stunden aus dem freien Extrakt und nach 72 Stunden
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aus dem verseiften Extrakt aufgearbeiteten Proben deuten auf Fehler bei der Standard-

zugabe hin. Diese Proben werden daher in der Tabelle ebenfalls nicht berücksichtigt.

Außerdem besteht ein krasses Mißverhältnis zwischen der Standardmenge und den zu

quantifizierenden Substanzen, da zu Beginn des Experiments nicht abzuschätzen war,

welche und vor allem wie viele Verbindungen sich bilden würden . Infolgedessen ist das

Verhältnis der einzelnen Werte untereinander wohl richtig, die absoluten Zahlen sind

hingegen mit einer größeren Unsicherheit behaftet . Die Ergebnisse für die beiden Frak-

tionen sind in Tab. 4.3 .2.1 zusammengestellt.

Generell liegen die Konzentrationen aller Verbindungen im verseiften Extrakt wesent-

lich höher. Dies ist umso bemerkenswerter, als es wegen der sterischen Hinderung un-

gleich schwieriger ist, einen tertiären Alkohol zu verestern als einen primären . Da diese

tertiären Alkohole erst weiter oxidiert werden können, nachdem zuvor C-C Bindungen

aufgebrochen wurden, eine Reaktion, die aus chemischer Sicht nur sehr schwer möglich

ist, markieren sie zumindest einen vorläufigen Endpunkt des auf Hydroxylierung basie-

renden Degradationsprozesses.
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methylhexadecan-Abbaus nach 96 Stunden
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thy1hexadecan-3-of-TMS-ether, 8 : 2,6,10,14- Tetramethylhexadecan-2-of-TMS-ether, 9: 3,7,11,15-Tetrame-

thylhexadecan-2-oI-TMS-ether, 10: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsäuremethylester, 11 : Octade-

cancarbonsäuremethylester, 12 : 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-l-ol-TUNIS-ether, 13 : Phytenol-TMS-

et-her; 14: 3,7,11,15-Tetramethy1hexadecan-3,7-di-TIM-ether, 15 : 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-2,6-di-

'IMS-ether, 16: Phytanol-TMS-ether (?), 17: Phytanol-TMS-ether (?), 18: 2,6,10,15,19,23-Hexamethylte-
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4.4 Diskussion der Ergebnisse der Batch-Kulturen zum mikrobiellen Abbau von

Reinsubstanzen

Es hat sich gezeigt, daß selbst die Experimente mit einfachen Verbindungen wie den n-

A,lkanen zu relativ komplexen Stoffgemischen während des Abbaus führen, die sich nicht

nur aus Degradationsprodukten und mikrobiell nicht verwerteten Resten des Substrats

zusammensetzen, sondern darüber hinaus auch Bakterieninhaltsstoffe und Kontamina-

tionen aufweisen.

Die als Substrat verwendeten geradkettigen Substanzen n-Heptadecan und n-Heneico-

san lassen sich relativ leicht abbauen . Dabei sind nicht nur in wäßrigem Medium lösliche

(oder emulgierte) freie und gebundene Metaboliten nachweisbar, sondern auch feste

Reaktionsprodukte in Form von Wachsestern.

In allen Versuchen kamen Mikroorganismen der Species Acinetobacter junii zum

Einsatz, die aus einem mineralölkontaminierten Boden isoliert worden waren.

Bei den Experimenten mit n-Heptadecan dominiert im freien Extrakt während der ge-

samten Versuchsdauer das n-C 17 :1 -Olefin, es ist nach 53 Tagen sogar das einzige analy-

tisch erfaßüare Oxidationsprodukt. .d `,17:0 Carbon aure und -C15:0-Caarbonsäure treten

demgegenüber aufgrund erheblich geringerer Relativkonzentrationen deutlich zurück.

Der verseifte Extrakt enthält ebenfalls nur geringe Mengen an Metaboliten . Dies sind bis

zu einer Reaktionszeit von fünfundzwanzig Tagen nur das n-017:1-Alken und die n-C17:0-
C:arbonsäure, nach 53 Tagen kommen die n-015:0-Carbonsäure und 2-Methylcarbonsäu-

ren hinzu. Nach fast sechs Monaten mikrobieller Aktivität haben sich außerdem n-C 17: 1

-Carbonsäure und Methyl-017 :0-Carbonsäure sowie eine homologe Reihe von ß-Hydroxy-

carbonsäuren gebildet.

In Anbetracht der sehr geringen Konzentrationen an Metaboliten sowohl im freien als

auch im verseiften Extrakt stellt sich die Frage, ob das Substrat tatsächlich schon so

weitgehend veratmet warden ist, daß niedrigmolekulare Carbonsäuren entstanden sind,

die sieh der GCIMS-Analytik entziehen, bzw. eine Mineralisierung zu CO2 und H2O

stattgefunden hat. Nach Untersuchungen von Atlas et al. (1981) an n-Hexadecan können

allenfalls 20-30 % der insgesamt biodegradierten Kohlenwasserstoffe mrneralisIert wer-

den. Ein Einbau der umgewandelten Substanz in die schon nach kurzer Versuchsdauer

generierten Wachsester und, wie aufgrund der geringen Löslichkeit zu vermuten ist, noch

höher vernetzte Strukturen ist daher gleichfalls denkbar,
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Bestandteile der unverseiften Wachsester sind neben dominierenden niedermolekularen

Komponenten wie dem C17 : 1-Olefin, der freien n-015 :0- und n-C17:0-Carbonsäure sowie

der freien n-C17 :1-Carbonsäure, die aufgrund ihrer Lipophilie an den Wachsestern

adsorbiert bzw. in ihnen okkludiert sind, auch einige höhermolekulare Verbindungen, die

zweifellos aus der mikrobiellen Degradation des n-Heptadecans stammen. Dies sind

C1 5 : 0-Carbonsäure-C17.0-Alkohol-Ester, C17:0-Carbonsäure-C 17. 0-Alkohol-Ester und

C1 7 : 1 -Carbonsäure-C17 :0-Alkohol-Ester . Ferner gehören dazu einige Substanzen, die

durch 40-50 u höhere Massen als C17-Alkohol-C17-Säure-Ester charakterisiert sind . Die-

se könnten noch Substituenten tragen wie z .B. -OH, -OCH3, doch war eine Strukturauf-

klärung allein anhand der Massenspektren nicht möglich.

Entsprechend der Kohlenstoffzahl-Verteilung der unverseiften Wachsester wurden

durch Hydrolyse n-0 17:0- und n-017:1-Carbonsäuren sowie n-01 5:0-Carbonsäure in an-

nähernd gleichen relativ hohen Konzentrationen als Hauptkomponenten der verseiften

Wachsester freigesetzt. Der Alkohol-Teil weist demgegenüber nur eine sehr geringe

Konzentration auf. Die homologe Reihe von ungeradzahligen ß-Hydroxycarbonsäuren

mit C11 . 0-, C13 :0-, C15:0- und 017 :0-Säure ist als Folge weitergehender Oxidation zu deu-

ten. Dabei erfolgte, ausgehend von der 017:0-Säure, dann jeweils eine schrittweise Ver-

kürzung der Kette um zwei Kohlenstofifatome . 3-Methoxycarbonsäuren, ebenfalls eine
}}-- o1i1:^riollj!- gV Reihe.eine mitit C11:0-, C 13:0

~{
=% C15:0- und__nd C17.0 °V

Scc•~~• __r_
31 i.[26.r, könnten eventuelle___nLt__ell

li{.+~1 während11

der Veresterung der ß-Hydroxycarbonsäuren entstanden sein und wären dann natürlich

keine "echten" Stoffwechselprodukte. Gleichwohl ist nicht auszuschließen, daß dieser

Prozeß auch in den Organismen selbst stattfindet . In geringer Konzentration ließen sich

ferner Methyl-C 17:0-Carbonsäure und 2-Methyi-C17 :1-Carbonsäure beobachten.

Obgleich keine Quantifizierung der Stoffwechselprodukte vorgenommen wurde, drängt

sich der Eindruck auf, daß nicht nur eine große Menge des eingesetzten Substrats,

sondern auch ein erheblicher Anteil der gebildeten Metaboliten bereits nach kurzer

Versuchsdauer in diese Wachsester eingebaut wurden . Dadurch wurden sie dem System

zumindest zeitweise entzogen und blieben somit vor weiterem Abbau geschützt.

Die Bildung von Wachsestern als Oxidationsprodukten mikrobieller Degradation von n-

Alkanen wurde erstmals von Stewart et al. (1959) publiziert. Sie hatten bei Abbauver-

suchen von n-Hexadecan mit Kulturen von Acinetobacter HO1-N einen C1&0-Carbon-~v .v

säure-016:0-Alkohol-Ester nachweisen können. Stewart & Kallio (1959) arbeiteten unter

den gleichen Bedingungen mit n-Octadecan, um herauszufinden, ob bei diesem Substrat

vergleichbare Reaktionen ablaufen wurden . Es bildeten sieh ebenfalls Wachsester . Diese

bestanden aber nicht nur aus C 18: 0-Carbon.säure-C 18 :0-Alkohol-Ester, sondern enthielten
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in gleicher Konzentration auch C 16 . 0-Carbonsäure-018.0-Alkohol-Ester . Die Veresterung

der kürzerkettigen Säure kann demnach erst im Anschluß an eine wohl durch ß-

Oxidation bedingte Verkürzung der zunächst generierten C18.0-Carbonsäure um zwei

Kohlenstoffatome erfolgt sein . Nach ihren Beobachtungen sollte der Prozeß der Wachs-

bildung extrazellulär erfolgen.

Die Kondensation von Alkoholen und Carbonsäuren kann durch ein nicht ausgewogenes

Nährstoffangebot im Kulturmedium bedingt sein, wenn zwar verwertbare Kohlenstoff

quellen im Überschuß vorhanden sind, das Wachstum der Mikroorganismen durch das

Fehlen eines essentiellen Nährstoffs jedoch limitiert ist . Unzureichende Sauerstoffver-

sorgung kommt als Ursache ebenso in Betracht.

Der Abbau des n-Heneicosans erfolgte in zwei Versuchsreihen . Bei unveränderter Kon-

zentration des Substrats wurden die Kulturen einerseits bei Raumtemperatur (20 °C)

(Versuchsreihe A) und, um eine bessere Löslichkeit des n-Heneicosans zu erzielen, an-

dererseits bei 30 °C (Versuchsreihe B) inkubiert . Unterschiede bestehen auch hinsicht-

lich der Probennahmeintervalle.

Innerhalb der bei niedriger Temperatur gefahrenen Versuchsreihe A läßt sich auch bei

längerer Abbauzeit (siebzehn Tage) ii, verseiften Extrakt nur wenig Umsatz verzeich-

nen. In relativ geringer Konzentration wurden nahreiche stärker degradierte Verbindun-

gen nachgewiesen, insbesondere Carbonsäuren, Hydroxycarbonsäuren und Alkohole.

Als geradkettige n-Carbonsäuren traten die n-Nonadecancarbonsäure und durch sequen-

tielle fl-Oxidation aus dieser entstandene niedermolekulare Homologe bis hinunter zur n-

Nonancarbonsäure auf. Daneben konnten n-Nonadecen- und n-Heptadecencarbonsäu-

ren als einfach ungesättigte Verbindungen nachgewiesen werden.

Es hatte sich ferner eine Vielzahl von Hydroxycarbonsäuren gebildet . Infolge unzurei-

chender Qualität der Massenspektren konnten von diesen nur a-Hydroxy-C 1 0.0-Säure

und ,l-Hydroxy-C 12:0-Säure identifiziert werden.

Der Nachweis dieser geradzahligen Hydroxycarbonsäuren ist bemerkenswert. Als

" klassischer" Abbaupfad während des Degradat ionsprozesses von n-Alkanen generierter

Carbonsäuren gilt im allgemeinen die fl-Oxidation, die zu einer Verkürzung der Kohlen-

stoffkette um eine C2-Einheit führt . Infolgedessen kann sich aus der durch Oxidation ei-

nes ungeradzahligen n-Alkans, wie dem n-Heneicosan, entstandenen Carbonsäure bei

fortschreitendem Abbau durch .~J3-Oxidation auch nur eine homologe Reihe ungeradzah-
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liger Säuren bilden . Durch diesen Mechanismus läßt sich das Vorhandensein der gerad-

zahligen Hydroxycarbonsäuren demnach nicht erklären. Wurden sie vielleicht als Kon-

taminationen eingeschleppt? Obgleich diese Möglichkeit nicht vollständig außer acht

gelassen werden darf, gibt es Hinweise darauf, daß es sich tatsächlich um Stoffwechsel-

produkte handeln könnte. Durch Kettenverlängerung mit nachfolgender a-Oxidation ei-

nerseits und de novo-Synthese andererseits ist es sehr wohl möglich, geradzahlige Säuren

als Metaboliten während des Abbaus zu erhalten, obwohl ein ungeradzahliges n-Alkan

als Substrat eingesetzt wurde (Boulton & Ratledge 1984) . Inwieweit ein Zusammenhang

dieser Prozesse mit der Kohlenstoffzahl der n-Alkane bzw. der daraus resultierenden

Löslichkeit in wäßrigem Medium besteht, bleibt ungeklärt.

Der nach annähernd einem Monat aufgearbeitete freie Extrakt der Versuchsreihe B

enthält nur ein einziges Abbauprodukt, das n-i2 1 . 1-Alken. Diese oxidative Olefinbildung
hatte auch bei n-Heptadecan stattgefunden. lm verseiften Extrakt hingegen konnten
neben normalen Fettsäuren auch Säuren verzweigter Alkane bestimmt werden . Nach
derzeitigem Kenntnisstand gibt es allerdings keine Anhaltspunkte für die Bildung von iso-

Säuren während des Degradationsprozesses, so daß es sich bei diesen Verbindungen

wohl um Bakterieninhaltsstoffe handeln dürfte.

Obgleich (~h mehr als zwei Monaten (dreiundsiebzig Tagen) nur noch sehr wenig n-Lill_ichc.Fa E

Heneicosan vorhanden war, ließen sich sowohl im freien als auch im verseiften Extrakt

fast überhaupt keine Abbauprodukte nachweisen. Vermutlich wurde das n-Heneicosan

nur in so geringer Menge mikrobiell umgesetzt, daß die Konzentrationen der ent-

standenen Metaboliten unterhalb der Nachweisgrenze liegen . Dadurch ließe sich auch

der relativ hohe Gehalt der Wachsester an n-C2-Alkan erklären . Dies ist sicher auch

eine Folge der auch bei 30 °C geringen Wasserlöslichkeit des n-Heneicosans, die zu einer

bevorzugten lipophilen Anlagerung an die gebildeten Wachsester fahrt.

Die Analysenergebnisse der verseiften Wachsester weisen darauf hin, daß das n-

Heneicosan trotz der relativ langen Abba3zzeit von mehr als zwei Monaten nur in sehr

geringem Maße von den Mikroorganismen verwertet wurde. Das eingesetzte Substrat ist
die bei weitem dominierende Komponente, während die Konzentrationen der Stof wech-

selprodukte, ausschließlich Carbonsäuren, nur in der Größenordung der Verunreini-

gungen der Feinsubstanz liegen.

Isoprenoide lassen sich ebenfalls degradieren, jedoch erheblich langsamer als n-Alkane.

So ist die Abbaurate von Pristan beispielsweise nur halb so groß wie die von n-Hexade-

can (Atlas et al . 1981). Exemplarisch wird in der Literatur oft das bereits im Zusammen-
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hang mit den mikrobiologischen Aspekten der Biodegradation erläuterte Abbauschema

für Pristan (2,6,10,14-Tetramethylpentadecan) (siehe Seite 25) vorgestellt . Danach ent-

wickeln sich aus Pristansäure durch w-Oxidation mit anschließender sequentieller fl-Oxi-

dation einerseits undf-Oxidation andererseits die Abbaupfade für Mono- und Dicarbon-

säuren, deren weitere Degradation ausschließlich durch Kettenverkürzung erfolgen soll.

Alternative Abbauwege existieren nach diesem Schema nicht, Nakajima et al . (1974,

1985) konnten zusätzlich Pristylpristanat und Pristaldehyd nachweisen.

Eine vergleichbare Darstellung für Phytan (2,6,10,14-Tetramethylhexadecan) gibt es in

der Literatur nicht. Als Oxidationsprodukte werden 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-l -

oi und 2,6,10,14- T etramethylhexadecancarbonsäure genannt (Nakajima et al . 1985).

Nach den experimentellen Daten dieser Arbeit findet analog dazu auch bei Phytan eine

Oxidation der endständigen Methylgruppen statt. Im Unterschied zu Pristan ist das

Phytanmolekiil allerdings asymmetrisch gebaut, so daß durch Oxidation am a- bzw. cv-

ständigen Ende mit 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsäure (Phytansäure) und

2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsäure (ai-Phytansäure) zwei Isomere entstehen.

Mit fortschreitendem Abbau ist auch bei diesen Säuren eine Kettenverkürzung möglich.

Neben den gesättigten Phytan-Carbonsäuren tritt bei mikrobiellem Abbau auch die ein-

fach ungesättigte Phyten-Carbonsäure auf . Diese oxidative Olefinbildung wurde bereits

bei den Degradationsexperimenten mit n-Alkanen beobachtet . Während die Carbonsäu-

ren bei Versuchsdauern bis zu einer Woche nur sehr geringe Konzentrationen erreichen,

sind sie bei längeren Reaktionszeiten die wichtigsten Metaboliten in den Extrakten.

Hydroxylierung und Bildung von Phytanolen und Phytenolen, Phytandiolen und -triolen
(?) charakterisieren einen anderen Degradationsmechanismus, der in der Literatur bis-

her noch nicht beschrieben wurde.

Als dominierende Metaboliten treten dabei vor allem solche Verbindungen auf, bei

denen die Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des Moleküls erfolgt ist . Dies sind

Phytan-3-ol, Phytan-7-ol, Phytan-ll-ol und Phytan-15-ol. Eine Ausnahme bildet das ter-

minal oxidierte Phytan-l-ol, das ebenfalls beträchtliche Konzentration aufweist . Hydro-

xygruppen konnten darüber hinaus auch an C-3 und C-15 des Kohlenstoffskeletts nach-

gewiesen werden. Diesese sekundären Alkohole,deren Alkohole,
s
P

ia~ -2--oz und Phytan-14-ol, liegen 7mhyt
sai-c.a+ ubes

	

~ v1,::

Vergleich zu den tertiären Alkoholen allerdings nur in sehr geringen Relativkonzentra-

tionen vor und lassen sich daher im Totalionenstromchromatogramm der massenspek-

trometrischen Analyse nicht als deutlich getrennte Peaks erkennen . Da theoretisch jedes

der KohlenstofTatome eine Hydroxygruppe tragen kann, ist zu vermuten, daß noch .reim
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tere Phytanol-Isomere gebildet wurden, die sich aufgrund zu geringer Konzentrationen

und möglicher Koelution mit anderen Verbindungen jedoch der analytischen Erfassung

entziehen.

Neben den gesättigten einwertigen Phytanolen eluieren auch einfach ungesättigte Phy-
tenole. Eine genauere Differenzierung der verschiedenen Isomere ist aufgrund der mas-
senspektrometrischen Daten jedoch nicht möglich. Geringe Konzentrationen verleihen

diesen Metaboliten nur eine untergeordnete Bedeutung beim mikrobiellen Abbau des
Phytans.

Die bevorzugte Hydroxylierung an den tertiären Kohlenstofatomen der Methylverzwei-

gungen gilt nicht nur für die Phytanole, sondern in gleicher Weise auch für die Alkohole
mit zwei funktionellen Gruppen, die Phytandiole. Als Stoffwechselprodukte konnten

Phytan-3,7-diol und Phytan-11,15-diol bestimmt werden. In Analogie zu den Beobach-

tungen bei den Phytanolen ist auch bei den Phytandiolen das Vorhandensein weiterer

Isomere nicht auszuschließen.

Ein Retentionszeitvergleich mit einem Phytantriol-Standard deutet die Möglichkeit an,

daß sich zusätzlich noch dreiwertige Alkohole während des Degradationsprozesses gebil-

det haben könnten. Die Massenspektren sind leider nicht von ausreichender Qualität, um

die Identifizierung der Substanzen zu gestatten.

Der Abbauweg zu den Hydroxyverbindungen erweist sich insbesondere für die tertiären

Alkohole als Sackgasse, da für die bei den sekundären Phytanolen als nächsten Schritt

noch mögliche Ketonbildung keine freien Valenzen zur Verfügung stehen und für wei-

tere Reaktionen zunächst C-C Bindungen aufgebrochen werden mußten.

Im Unterschied zu den sekundären und tertiären Alkoholen, die nur bei den Experimen-

ten mit Laufzeiten von bis zu einer Woche nachweisbar waren, wurde das Phytan-1-ol als

primärer Alkohol während der gesamten Zeit gebildet. Dies ist nicht weiter verwunder-

lich, da Phytan-l-ol das erste Reaktionsprodukt terminaler Oxidation darstellt.

Wachsester traten als feste Reaktionsprodukte nach mehr als einer Woche Reaktionszeit

auf. E ro.ri-ungsgemaß stellt das nicht um eset e Q11he ttrat dzie dominierende Ko FVrs- po_. . .a.,.,v vs. [.aa

	

V 0.1.11,AF4+dY4J FAl/ tJV-

nente im Totalionenstromchromatogramm dar . Die Kohlenstoffzahl-Verteilung des Säu-

reteils der homologen und isomeren Wachsester reichte von C16 bis C20 und schloß mit

isoprenoid-0 16:2-Carbonsäure und Lroprenoid-020:1-Carbonsäure auch ungesättigte Säu-

ren ein. Der Alkoholteil war dagegen immer eine C20-Einheit. Die aus den Massenspek-
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ten in einigen Fällen nur ungenügend ablesbare Kohlenstoffzahl-Verteilung der isopre-

noiden Säure- und Alkohol-Einheiten konnte durch Hydrolyse der Ester und GC/MS-

Analyse der Produkte verifiziert werden.

In allen Versuchsreihen konnten im verseiften Extrakt erheblich mehr Abbauprodukte

nachgewiesen werden als im freien Extrakt . Dies bedeutet, daß ein wesentlicher Teil der

Metaboliten in gebundener Form vorliegt und erst durch Hydrolyse freigesetzt werden

kann. Dadurch sind sie dem vollständigen Abbau zumindest vorübergehend entzogen.

Es ist damit zu rechnen, daß vergleichbare Reaktionen auch im Boden nach einem Mine-

ralölschadensfall ablaufen. Die Untersuchung fossiler Kohlenwasserstoffe und ihrer

Umwandlungsprodukte in Böden hat die Anreicherung von Metaboliten in gebundener

Form bestätigt (Schramedei 1991). Wegen ihres hohen Molekulargewichtes und ihrer ge-

ringen Löslichkeit könnte insbesondere den Wachsestern eine große Bedeutung als per-

sistenten Metaboliten in Böden zukommen. Durch Bindung an Huminstoffe erhöht sich

die Persistent von Metaboliten des unvollständigen KohienwasserstofAbbaus in Böden

noch zusätzlich.



89

5

	

Mikrobieller Abbau von Dieselöl

Für die Experimente zum mikrobiellen Abbau von Dieselöl wurden zwei verschiedene

Methoden eingesetzt, die sich insbesondere hinsichtlich der Substratzufuhr unterschei-

den. Es waren dies die Batch-Kultur und die kontinuierliche Kultur . Bei den Ansätzen in

Batch-Kultur wird das Substrat nur zu Beginn des Experiments zugegeben, während in

kontinuierlicher Kultur während der gesamten Versuchsdauer ständig frisches Reakti-

onsmedium zugeführt wird. Um den Flüssigkeitsstand im Reaktor auf gleichem Niveau

zu halten, wird gleichzeitig eine entsprechende Menge Produktlösung entnommen . Im

Gegensatz zu den sich im Laufe des Experiments verändernden Versuchsbedingungen

der Batch-Kultur können diese in kontinuierlicher Kultur konstant gehalten werden . Die

Bedingungen der Batch-Kultur entsprechen daher sicher eher den natürlichen Gegeben-

heiten im Boden nach einem Mineralölschadensfall . Andererseits könnte das kontinuier-

liche System aufgrund der permanenten Substratzufuhr eventuell die Möglichkeit bieten,

leicht oxidierbare oder nur in geringer Konzentration gebildete Metaboliten zu erfassen.

Um Studien über den sukzessiven Abbau von Dieselöl zu betreiben, ist es jedoch auf kei -

nen Fall geeignet.

75

Abb. 5.1 : Gaschromatogramm des als Substrat verwendeten Dieselöls.

Abb. 5 .1 zeigt ein Gaschromatogramm des bei den Versuchen eingesetzten Dieselöls . Es

enthält nach flüssigkeitschromatographischer Auftrennung (Radke et al . 1980) annä-

hernd 70 % gesättigte Kohlenwasserstoffe im Bereich von n-C 9 .bis n-G35 mit einem Ma-
)°num bei Gt5. Aromatische Kohlenwasserstoffe haben einen Anteil von etwa 28 %O, He-
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terokomponenten sind mit 2 % nur von untergeordneter Bedeutung . Durch Abdampf-

verluste bei der Entfernung des Lösungsmittels und der Fraktionierung können die

tatsächlichen Mengenverhältnisse im Dieselöl geringfügig von den genannten Werten

abweichen.

In der Aromatenfraktion des Öls dominieren Isomere von C 1-C4 methylsubstituierten

Naphthalinen sowie Phenanthren und isomere Methyl- und Dimethyiphenanthrene . Die

Naphthaline zeigen bei massenspektrometrischer Analyse charakteristische Molekülio-

nen der Massen m/z 142, 156, 170 und 184 (Abb. 5.2), die Phenanthrene sind durch Mo-

lekülionen der Massen m/z 178, 192 und 206 gekennzeichnet (Abb. 5 .3).

Die Carbonsäure-Verteilung der Heterofraktion, abgebildet ist das charakteristische

Fragmention für gesättigte aliphatisehe Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74)

(Abb. 5.4), deckt einen Bereich von n-C 11 bis n-Cu ab. Sie zeichnet sich durch eine deut-

liche Bevorzugung der geradkettigen Homologen aus . Als dominierende Verbindung er-

scheint die n-C 16 . 0-Carbonsäure.
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Abb. 5 .2 : Niassenchromatogramme der charakteristischen Molekülionen der C1 -C4 allfylsubstituierten

Naphthaline des Dieselöls .
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Abb. 5 .3: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekiilionen des Phenanthrens und der CI - C2

alkylsubstituierten Phenanthrene des Dieselöls.
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Abb. 5 .4: Massenchromatogratnm des charakteristischen Fragmentions für gesättigte aliphatische Mono-
carbonsäuren als Methylester(r/z 74) des Dieselöls.
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5.1 Batch-Kultur

5.1 .1 Versuchsbedingungen

Zur Analyse der beim Abbau von Dieselöl in Batch-Kultur gebildeten Metaboliten wur-

den fünf parallele Ansätze in einer Konzentration von jeweils 100 ul Dieselöl auf 300 ml

Kulturmedium gefahren . Die Kulturen wurden bei 30 °C inkubiert und auf einem Schüt-

teltisch während des gesamten Experiments in ständiger Bewegung gehalten . Mit Acine-

tobacter junii kamen Bakterien derselben Spezies zum Einsatz, die auch für die Versuche

mit den Reinsubstanzen verwendet worden waren . Die Erlenmeyer-Kolben wurden nur

durch einen sterilen Wattestopfen verschlossen, der einen Gasaustausch mit der umge-

benden Raumluft ermöglichte . Die Versuchsdurchführung erfolgte ebenso wie die der

Reinsubstanzen bei Dauerlicht. Die Probennahme (jeweils Aufarbeitung eines Ansatzes)

fand zunächst in kürzeren, dann in längeren Intervallen statt (nach 2 Tagen, 5 Tagen, 9

Tagen, 16 Tagen und 29 Tagen).

5.1.2 Probenaufber-eitumg und Durc° fi' ng der ~aiysen

Die Aufarbeitung der fünf Ansätze und die Untersuchung der gewonnenen Fraktionen

erfolgte, wie dies für die Versuche mit den Reinsubstanzen beschrieben wurde. Einzel-

heiten hierzu sind Kap . 4.1.2 (siehe Seite 41) und Kap. 4 .1.3 (siehe Seite 42) zu entneh-

men. Feste Reaktionsprodukte in Form von Wachsestern hatten sich nicht gebildet, so

daß es lediglich in wOrigem Medium lösliche oder emulgierte freie und gebundene Me-

taboliten zu extrahieren gait.

5.1.3 Ergebnisse

A.' A ejea l~ ~

In Abb. 5.1.3.1 sind die Totalionenstromchromatogramme der nach einer Reaktionszeit

von zwei Tagen (a), neun . Tagen (b) und neunundzwanzig Tagen (c) gewonnenen Ex-

trakte aus dem Dieseloff-Abbau in Batch-Kultur zusammengestellt . Aufgri nd . der sehr



93

hohen Konzentrationen des 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenols, einer Verunreinigung

(Stabilisator) des zur Extraktion verwendeten Diethylethers, erscheinen die Konzentra-

tionen der übrigen Substanzen vergleichsweise niedriger als sie es tatsächlich sind.

Schon nach zwei Tagen mikrobieller Aktivität konnten die n-Alkane als die dominieren-

den Bestandteile des Dieselöls gaschromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden.

Offensichtlich hatten die Mikroorganismen sie innerhalb dieser kurzen Zeit vollständig

verwertet. Die resistenteren Isoprenoide zeichneten sich durch reduzierte Konzentratio-

nen aus, also waren auch sie rnilerobieil degradiert, bildeten jedoch nach wie vor eine

homologe Reihe von C15-C.22 mit Pristan und Phytan als den beiden Hauptkomponen-

ten. Von den aromatischen Verbindungen ließen sich im Totalionenstromehromato-

gramm (Abb. 5.1 .3 .1a) nur Methyl- und Dimethylnaphthaline bestimmen, Tri- und Te-

tramethiylnaphthaline sowie Phenanthrene konnten allerdings mitHilfe der Massen-

chromatogramme der entsprechenden Molekülionen dargestellt werden (Abb . 5.1 .3 .2

und Abb. 5 .1 .3 .3) . Danach fanden sich weder bei den Naphthalinen noch bei den Phen-

anthrenen Anzeichen einer Biodegradation. Stoffwechselprodukte ließen sich im freien

Extrakt nicht nachweisen . Bei den Carbonsäuren (Abb . 5 .1 .3.4) handelt es sich aufgrund

der geradzahligen Bevorzugung (i16:0- und 018 :0-Säure) wohl eher um Kontaminationen

oder Bakterieninhaltsstoffe . Die relativ große Menge an 12-Hydroxy-C 1S:0-Carbonsäure

stammt yraltrse aeinlich aus den Bakterien selbst.

Wie aus den T otalionenstromchromatograanmen b und c zu ersehen ist, trat auch bei

längerer Versuchsdauer keine durchgreifende Änderung hinsichtlich der Qualität und

Quantität der Reaktionsprodukte ein . Es war lediglich eine leichte Veränderung bei den

Naphthalinen zu verzeichnen . Das Wesentliche ist eine Konzentrationsabnahme der Me-

thylnaphthaline im Verhältnis zu den höher alkylierten Naphthalinen, wobei gleichzeitig

das früher eluierte 2-Methyl-Isomer bevorzugt abgebaut wird (Abnahme des 2-Methyl-

/1-Methylnaphthaiin-Verhältnisses in den Molekiiimassenchromatogrammen m/z 142

von 1.3 auf 0 .9; Abb. 5.1 .3 .2) . Die Verteilungsmuster der 02-04 Alkylnaphthaline blieben

ebenso wie die relativen Konzentrationen der homologen zueinander im Rahmen der

Meßgenauigkeit unverändert. Die Phenanthrene blieben gänzlich unverändert . Stoff-

wechselprodukte waren nicht nachweisbar, die Oarbonsäureverteilung bot noch immer

das gleiche Bild (Abb. 5 .1 .3.5) wie nach zwei Tagen . Ein Nachweis aromatischer Säuren

gelang während der gesamten Zeit nicht ; sie waren im freien Extrakt offensichtlich nicht

oder in analytisch nicht erfaßbaren Konzentrationen vorhanden .
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Abb. 5.1.3.1 : Totalionenstromchro:: atogarme der fä'eien Extrakte des Dieselöl-Abbaus nach 2 Tagen
(a), nach 9 Tagen (b) und nach 29 Tagen (c)
(1: 2 - 1viet ylnaphthalin, 2: 1-Methylnaphthalin, 3: 2,6,10-Trimethyldodecan, 4: Dimethyinaphthaiine, 5:
2,6,10- Trimethyltridecan, 8 : Kontamination (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 10 : 2,6,10-Tri-
methylpentadecan, 11 : Kontamination (wie 8, aber silyliert), 13 : 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan, 17:
2,6,10,14-Tetramethylhexadecan, 20: 2,6,10,14-Tetramethylheptadecan, 24: 2,6,10,14-Tetramethylactade-
can, 27: Octadecanwrbonsäuremethylester, 28: 12-Tr;methylsiloxycctadecanc.bonsäuremethy lester) .
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Abb. 5.1 .3 .2 : Massenchromatogramme der charakteristischen Molekillionen der C1-C4 alkylsubstituierten .
Naphthaline des freien Extrakts des Dieselöl-Abbaus nach 2 Tagen (a), nach 9 Tagen :(b) und nach
29 Tagen (c) .
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Abb. 5.1.3 .3 : Massenchromatogramme der charakteristischen Molekülionen des Phenanthrens und der
C1-C2 alkylsubstituierten Phenanthrene des freien Extrakts des Dieselöl-Abbaus nach 2 Tagen.
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Abb. 5.1.3 .4 : Totalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakteristischen
Fragmentions für gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Methylester (miz 74) des freien Extrakts

des Dieselöl-Abbaus nach 2 Tagen.
(21: Hexadecancarbonsäuremethyfester, 27 : Octadecancarbonsäuremethylester, 28: 12-Trimethylsiloxy-

octadecancarb onsäuremethylester) .
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Abb. 5.1 .3.5: Totalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakterischen
Fragmentions für gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) des freien Extrakts
des Dieselöl-Abbaus nach 29 Tagen
(21: I-iexadecancarbonsäuremethylester, 27: Octadecancarbonsäuremethylester, 28 : 12-Trirnethylsiloxy-
octadecancarbonsäuremethylester) .

Verseifter Extrakt

Die Kohlenwasserstoffverteilung im verseiften Extrakt zeigt erwartungsgemäß die

gleiche Verteilung wie im freien Extrakt, da vor der Verseifung keine Abtrennung der

freien Verbindungen vorgenommen wurde und die Kohlenwasserstoffe nicht in gebun-

dener Foirit vorliegen (Abb . 5 .1 .3.7).
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Die Carbonsäuren wiesen nach zwei Tagen mikrobieller Aktivität Kettenlängen zwischen

12 und 18 Kohlenstoffatomen auf und waren mit den einfach ungesättigten Homologen

015 :1°, 017 :1° und 018:1-Carbonsäure ebenfalls vertreten (Abb. 5.1,3 .8), Als bei weitem

dominierende Verbindungen des Massenchromatogramms sind die C16:0° und C17:o-Car-

bonsäure zu nennen . Diese Verteilung spiegelt zwar nicht die der n-Alkane des Aus-

gangsöls über den gesamten Kohlenstoffzahlenbereich wider, :läßt sich jedoch insbeson-

dere aufgrund der Tatsache, daß ß neben geradzahligen auch ungeradzahlige Carbonsäu-

ren auftreten, eindeutig als durch mikrobielle Degradation entstanden betrachten . Stark

erhöhte Gehalte an 012:0 und C18:o-Carbonsäure bewirkten eine quantitative Modi-

fizierung der Säureverteilung nach 29 Tagen (Abb . 5 .1 .3.9). DIe Bildung aromatischer

vaL VYJiF3üiirellkVALlte zu keinem Zeitpunkt beobaeh6V.t werd-
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Abb. 5.1.3.6: Totalionenstrorachromatogramme der :verseiften Extrakte des Dieselöl-Abbaus nach 2
Tagen (a), nach 9 Tagen (b) und nach 29 Tagen (c)
(1: 2 -iviethylrtapüthaiiü, 2: 1- vieth'ylnäphth?? ;' :, 4 : Y',~ .;erb hyt.nyphehal, i.-,e, 5: 2, 6 ,1F] ;TrimPthyluldecart; 6:
Triataethylnaphthaline, 10: 2,6,10-Trimethylpentadecan, 13 : 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan, 14: Phen-
anthren, 15: ,8-TrimetiryPsiioxydodecancarbonsl# .ureffiethylester, 17: 2,6,10,14-Tetraraethyihexadecan, 18:
Nethylphenanthrene, 19 : Hexadecenca.rbonsiiuremethylester, 20 : 2,6,10,14-Tetramethylheptadecan, 21:
Hexadecancarbonsäuremethylester, 22: Dimethylphenanthrene, 23: I-leptadecencarbonsäuremethylester,
24: 2,6,10,14-Tetramethyloctadecan, 25 : Heptadecancarbotlsäuremethyiester, 26 : Qctadecencarbonsäu-
remethyiester, 27: vctadecancar'consäurertiethylester) .

,3

26

26
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Abb. 5 .1.3 .7 : Totaiionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakteristischen
Fragmentions für gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Methylester (rn/z 74) des verseiften Ex-
trakts des Dieselöl-Abbaus nach 2 Tagen
(7: Dodecancarbonsäuremethylester, 9: Tridecancarbonsäuremethyiester, 12: Tetradecancarbonsäureme-
thylester, 16: Pentadecancarbonsäuremethylester, 19: Hexadecencarbonsäuremethylester, 21 : Hexadecan-
carbonsäuremethylester, 23: Heptadecencarbonsäuremethylester, 25: Heptadecancarbonsäuremethyl-
ester, 26 : Octadecencarbonsäuremethylester, 27: Octadecancarbonsäuremethylester).

7

Ahh, 5.1 .3.8: Totalinnenstromrhrnmatnvramm (TIC) und Massenchromatogra mm des charakteristischen
Fragmentions far gesättigte aliphatische Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) des verseiften Ex-
trakts des Dieselöl-Abbaus nach 29 Tagen
(7: Dodecancarbonsäuremethylester, 12: Tetradecancarbonsäuremethylester, 16: Pentadecancarbonsäu-
remethylester, 19: Hexadecencarbonsäuremethylester, 21: Hexaadecancarbansauremethylester, 23 : Hepta-
decencarbonsäuremethylester, 25 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 26 : :Octadecencarbonsäureme-
tby lester, 27: Octadecaucarbonsäuremethylester) .
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5.2 Kontinuierliche Kull-11r

5.2.1 Versuchs ingungen

Für den Dieselölabbau unter kontinuierlichen Bedingungen wurde ein zweistufiges Kul-

tursystem mit chemostatischer Betriebsführung eingerichtet . Es bestand aus zwei Biore-

aktoren (Reaktor I : V=3,5 1 und Reaktor II : V=20 1), einem Emuigationsgefäß und zwei

Vorratsbehältern, einem für das Dieselöl und einem für das Mineralmedium zur Versor-

gung der MilG-oorganismen mit essentiellen Nährstoffen (Abb: 5.2.1 .1).

Das Kulturffiedflu.m setzte sich folgendermaBen zusammen:

NH4NO3 0,40 g

MgSO4 - 7 H20 0,25 g

KH2PO4 0,25 g

K2HPO4 • 3 H20 0,15 g

CaC12 • 2 H20 0,04 g

Spurenelementlösung 1 ml

Fe(iI)-EDiA-Lösung 1 ml

H20 entionisiert ad 1000 ml .

Die Spurenelementlösung enthielt:

FeC13 -6H20

	

2rng

Na2MoO4 . 2 I-I20

	

2 mg

Na2B407 . 10 H20

	

2 mg

ZnSO4 - H20

	

2 mg

MnSO4 • I-i20

	

2 mg

CuSO4 - H2O

	

2 mg

H20 entionisiert

	

ad 1000 ml.

Die Fedd~ l,~ -
T
~L1J 1 T }'c""3tcia~rt bestand aus:YI~'ALY ^LA~

Titriplex III

FeSO4

H20 entionisiert

9,30g11

6,95 g/l

ad 1000 nzl.

Das C:N-Verhältnis wurde auf 100:10 eingestellt.

Während der gesamten Versuchsdauer wurde kontinuierlich frisches •Reaktionsmedium

zugeführt und, um den Flüssigkeitsstand in den beiden Reaktoren stets auf gleichem Ni-
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veau zu halten, eine entsprechende Menge Produktlösung entnommen. Spezielle Ein-

bauten und ein hochtourig laufender Rührer (1200 U/min) sollten eine gleichmäßige

Vermischung von 01- und Wasserphase im ElnulgationsgefäB bewirken und dadurch eine
bessere Verfügbarkeit des Substrats für die Bakterien gewährleisten. Um die Stabilität

der Emulsion zu erhöhen, wurden zusätzlich die durch mikrobielle Aktivität während des

Degradationsprozesses gebildeten oberflächenaktiven Substanzen in das Emulgationsge-

fäß zurückgeleitet . Ihre Abtrennung erfolgte mittels einer dem Reaktor Il vorgeschalte-
ten Filtereinheit (Porengröße 0,45 qcm) . pH-Controler hielten den pH-Wert durch

Zugabe von 0,1 M NaOH in beiden Reaktoren im neutralen Bereich bei pH 7. Die Bio-
reaktoren wurden mit Luft begast, so daß der Abbau in aerobem Milieu stattfand.

H -Controler

Dieselöl

Biomasse

Abb. 5 .2.1.1 : Zweistufiges Kultursystem zur Züchtung dieselölabbauender Mikroorganismen (nach Rotes
1992).

Variable Größen der Versuchsdurchführung waren die Konzentrationen des Dieselöls,

die Belüftungsrate der beiden Reaktoren und die Verweiizeit des Mediums in den Reak-

tionsgefäßen.

	

Na

	

~+ .J a .i • . .J avv

	

zwischenSo differierten beisp ielsweise die Konzentrationen z:;' i schen 4 `&nY und 7 g/'ut,v: .+:..

	

b9

betrugen die mittleren Verweilzeiten zu Beginn des Experiments zunächst 16 Stunden

für Bioreaktor I und 93 Stunden für Bioreaktor II und wurden später auf 12 Stunden für

Bioreaktor I und 70 Stunden für Bioreaktor II verkürzt . Detaillierte Angaben bezüglich
spezieller Pr .~.L ennahmete-rsiine n~d eii ~ä~}i r~ nl

0.J181Y.3
p.o /1 Q0)1

Sowohl bei den Versuchen mit Reinsubstanzen als auch beim Dieselölabbau in Batch-

Kultur waren nur Mikroorganismen der Spezies Acinetobacter junii eingesetzt worden .
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Für den Dieselölabbau in kontinuierlicher Kultur wurde dagegen eine Mischpopulation

ausgewählt, die neben Acinetobacter junii Flavobaeterium indologenes, Pseudomonas

diminuta, Aeromonas sp. oder Shewanella spec ., Alcaligenes xylosoxydans ssp. xylos-

oxydans und eine nicht identifizierte Spezies enthielt.

Diese Versuchsführung war seitens des Instituts für Biotechnologie 3 der KFA Jülich

darauf ausgerichtet, durch Optimierung möglichst vieler Parameter eine hohe Biomasse-

produktion zu erreichen, d.h. in kurzer Zeit eine große Zahl an dieselölabbauenden Mi-

kroorganismen zu züchten . Aufgrund der ständigen Substratzufuhr und der sich im Ver-

lauf des Experiments mehrfach ändernden Degradationsbedingungen konnten jedoch

keine Studien zum sukzessiven Abbau von Dieselöl betrieben werden . Eine Massenbi-

lanz erschien infolgedessen wenig sinnvoll.

5.2 .2 Probenaufbey eitung

Entsprechend der Versuchsanordnung im zweistufigen Kultursystem gehören zu einer

Beprobung jeweils eine Probe aus dem Bioreaktor I (kürzere Verweilzeit) und eine aus

dem Bioreaktor II (längere Verweilzeit) . Feste Reaktionsprodukte in Form von Wachse-

stern ließen sich im Reaktionsmedium optisch nicht erkennen, so daß ebenso wie bei den

Batch-Ansätzen nur in wäßrigem Medium lösliche oder emulgierte freie und gebundene

Metaboliten zu extrahieren waren. Die Aufarbeitung der Proben wurde in gleicher Weise

vorgenommen, wie für die Versuche mit den Reinsubstanzen in Kap . 4.1.2 (siehe Seite

41) beschrieben . Die isolierten Extrakte wurden wegen der Komplexität der Gemische

zusätzlich mittels der von Radke et al . (1980) entwickelten Methode der Mitteldruck-

Fliissigkeitschromatographie in die Fraktionen der gesättigten und aromatischen Koh-

lenwasserstoffe und der Heterokomponenten aufgetrennt.

~ 1 '2 ''°'"~'9`~~."~.f8°n Mr die instrumentellel'An-~~~~., .d.v

	

~~~ s~ -

	

-.,

Die Identifizierung der aus dem Reaktionsmedium isolierten Stoffwechselprodukte er-

folgte ebenso wie bei den anderen Experimenten ausschließlich aufgrund von GC/MS-

Daten. Einzelionenerfassung war allerdings auch bei dieser Versuchsreihe nicht möglich;



103

vielmehr mußten stets komplette Massenspektren aufgenommen werden . Zur Auswer-

tung der Produktverteilung diente neben der Anfertigung von Massenchromatogrammen

ausgewählter Schlüsselfragmente und Molekülionen die Interpretation von Massenspek-

tren. Abweichend von den in Kap. 4.1.3 (siehe Seite 42) beschriebenen Aufnahmepara-

metern wurde für die Messungen der Proben aus dem zweistufigen Kultursystem jedoch

ein anderes Temperaturprogramm gewählt:

Caschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160

Quarzkapillarsäule: CP-Sil 5 CB

hänge: 50 m

lnnendurchrnesser : 0,25 mm

Außendurchmesser: 0,39 mm

Belegungsdicke : 0,25 pm

Trägergas: Helium

Temperaturprogramm

Starttemperatur : 60 °C

Aufheizrate : 3 °C/min

Endtemperatur : 300 °C

Haltezeit: 4 min

Kaltaufgabesystem Gerstel

Temperaturprogramm
Aufgabetemperatur : -40 °C

Haltezeit: 120 s

Aufheizrate : 10 °C/s

Haltetemperatur : 350 °C

Haltezeit: 300 s

Splitlos

Massenspektrometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on-line-Datensystem

Ionisierungsenergie : 70 eV

Quellentemperatur : 220 °C

Massenbereich: m/z 45-900

Zyk~~usze:t: 2,3 °v~/s~~ekade

	

. ..~ a

Zur Quantifizierung der gesättigten Kohlenwasserstoffe wurden gaschromatographische

Aufnahmen herangezogen, bei denen der Isoprenoidkohlenwasserstoff Squalan als Refe-
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renzsubstanz verwendet worden war. Die analytischen Bedingungen sind nachfolgend zu-

sammengestellt:

Gaschromatograph Hewlett Packard 5710 A

Ouarzkapillarsdule : FS SE-54-CB

Lange: 25 m

Außendurchmesser: 0.46 mm

Innendurchmesser: 0.32 mm

Belegungsdicke : 0.12 gm

Träger- und Brenngase : Helium, Wasserstoff, synth. Luft, Argon

Temperaturprogramm

Starttemperatur : 80 °C

Aufheizrate : 4 °C/min

Endtemperatur: 300 °C

Haltezeit: 32 min

Kaltaufgabesystem Gerstel

Temperaturprogramm

Starttemperatur: 30 °C

Aufheizrate : 5 °C/s

Endtemperatur : 300 °C

Haltezeit: 120 s

Split: 320 ml/min

5.2.4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war nicht vorgesehen, die komplexen Änderungen,

die aus dend: während Experiments zum.hrend des arTeil beträchtlich variierenden Versuchsbe-

dingungen resultierten, im einzelnen zu verfolgen. Es ging vielmehr darum, verschiedene

Biodegradationszustände zu studieren . Dazu war zunächst eine Bewertung der Öle hin-

sichtlich ihres Biodegradationsgrades auf der Basis der n-Alkan-Verteilungen vorgese-

hen. Zusätzlich sollte der Versuch einer Korrelation zwischen unterschiedlichen Ab-
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baustadien und der Verteilung der aromatischen Kohlenwasserstoffe einerseits sowie der

neugebildeten Metaboliten, insbesondere Carbonsäuren und Alkohole, andererseits un-

ternommen werden .

Gesättigte Kohlenwasserstoffe

Die Abbildungen 5.2.4.1b-i zeigen gaschromatographische Aufnahmen der n-Alkan-Ver-

teilungen der freien Extrakte des Dieselölabbaus aus den Bioreaktoren I und II im Ver-

gleich zu der des Ausgangsöls (Abb . 5.2.4 .1a) . Die Absolutkonzentrationen der n-Alkane

aus den unterschiedlich degradierten Ölen sind in Tab. 5.2 .4.1 zusammengestellt.

Bei den in zeitlicher Sequenz angeordneten Gaschromatogrammen der Proben aus dem

Bioreaktor I (Abb. 5 .2 .4.lb, d, f und h) bot sich folgendes Bild: Die Extrakte zeichneten

sich durch eine nahezu identische n-Alkan-Verteilung aus, die sich von der des Dieselöls

nur durch leicht erniedrigte Relativkonzentrationen der Verbindungen mit weniger als 15

Kohlenstoffatomen unterschied . Diese Abweichung ist vermutlich eine Folge der Ab-

dampfverluste bei der Entfernung des Lösungsmittels und der Fraktionierung der Ex-

trakte. Das Verteilungsmuster der n-Alkane deutet darauf hin, daß kein selektiver Abbau

von Verbindungen mit bestimmten Kohlenstoffzahlen oder innerhalb eines bestimmten

Kohlenstoffzahlbereiches stattgefunden hat, sondern die aliphatischen Verbindungen im

quantifizierten Bereich von n-C15 bis n-C32 in allen Proben offensichtlich in gleichem

Maße mikrobiell verwertet wurden. Wie aus dem Verhältnis der Konzentrationen der

Isoprenoide Pristan und Phytan zu denen der aliphatischen Kohlenwasserstoffe n-C17

und n-C 18 in Relation zu dem Verhältnis der Konzentrationen dieser Verbindungen im

Ausgangsöl zu entnehmen ist, hat in allen Fällen ein nicht unbeträchtlicher Abbau statt-

gefunden. Den Absolutkonzentrationen zufolge (Tab . 5.2.4.1) nahm die Degradation,

gemessen an der Summe der n- 4lkane, in den ersten drei Proben deutlich zu . Im Extrakt

vom 16.1.90 betrug die Summe der n-Alkane nur noch 9 % des Wertes, der für das als

Substrat verwendete Dieselöl errechnet wurde . Die Konzentrationen der Isoprenoide

zeigten eine gegenläufige Tendenz, so daß abnehmenden Gehalten an n-Alkanen zu-

nehmende Gehalte an Isoprenoiden gegenüberstanden_ Ihr Anteil vergrößerte sich von

anfangs 13 %, bezogen auf die Menge an n-Alkanen insgesamt, auf 27 % in den Extrak-

ten vom 6.11.89 und 13 .12.89. und ging dann geringfügig zurück auf 23 .% im Extrakt vom

16.1.90. Der Extrakt vom 6.6.90 wies erheblich höhere Gehalte. an n-A,lkarten auf als die
drei zuvor beschadebenen .
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Abb. 5 .2 .4.1 : Gaschromatogramme der gesättigten Kohlenwasserstoffe des freien Extrakts des Aus-
gangsdis (a) und der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des Dieselöl-Abbaus im zweistufigen

Kultursystem (b und c: Extrakte vom 6.11.89, d und e: Extrakte vom 13 .12 .89, f und g: Extrakte vom

16 .1 .90, h und Extrakte vorn 6.6.90) .
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13 .12 .1989 16 .01 .1990 06 .06.19

wreak-tor Biore

7998,5 1478,5
8527,9 1321,4
8347,7 1453,8
3220,7 1216,0
7602,3 1328,0
6880,3 1089,9
6000,1 958,4
4903,4 791,1

3538,0 583,8
2663,2 592,6
1699,7 566,4
1100,8 325,7
533,5 158,1
306,9 68,2
195,6 57,2

•56,7
35,6
27,1

68519,1 12108,4

8405,3 6019,5

6986,4 5505,8

Biore .@~ or 1

	

Boreak4or iI

9275,4 6915,3
9228,9 7134,2
9175,8 6762,3
8612,1 6984,7
8141,4 6963,5
7460,6 5661,5
6545,7 5131,5
5296,4 4160,9
3880,9 3207,8
2772,3 2392,9
1661,1 1353,0
957,6 826,7
537,6 376,8
292,7 227,3
185,0 133,7
108,9
73,8
58,8

..

ikrogrnKonzentration ha

or Itore oreaktor B

fon/Gramm

	

1147,5

	

1583,5

	

1193,4

	

1927,4

	

1229,6

	

1718,5

	

1231,2

	

1982,9

	

1169,0

	

1796,4

	

1066,8

	

1636,5

	

952,2

	

1568,2

	

757,2

	

1172,4

	

615,6

	

990,9

	

424,0

	

716,7

	

259,8

	

421,3

	

175,2

	

285,3
78,1
47,0

793,4
841,5
812,7
806,2
731,3
683,5
619,9
487,5
363,4
276,0
154,7
104,2
45,8
26,1
14,4

Tab . 5 .2.4.1: Konzentrationen der ges.8ttigten Kohlenwasserstoffe des freien Extrakts des Ausgangsöls und der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II
des Dieselöl-Abbaus im zweistufigen Kultursystem .
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Die Gaschromatogramme der entsprechenden Extrakte aus dem Bioreaktor II sind im

rechten Teil der Abb. 5.2.4.1 dargestellt. Aufgrund der erheblich längeren Verweilzeit

des Reaktionsmediums in diesem Reaktor wiesen die Extrakte, verglichen mit denen des

Reaktors I, generell einen wesentlich höheren Biodegradationsgrad auf . In den Ex-

trakten vom 6.11.89 und 16 .1.90 war der Abbau bereits so weit fortgeschritten, daß sich

bei der gaschromatographischen Analyse überhaupt keine n-Alkane mehr nachweisen

ließen und die Isoprenoidkohlenwasserstoffe Pristan und Phytan die beiden Hauptkom-

ponenten bildeten. Charakteristische Gaschromatogramme eines mäßig starken Abbaus

von Dieselöl zeigen die Abb . 5 .2 .4.1e und i. In beiden Proben waren die Gehalte an n-

Alkanen im Vergleich zu Pristan und Phytan zwar stark zurückgegangen, das typische

Fingerabdruckmuster des Dieselöls ließ sich aber dennoch erkennen.

Zusammenfassend läßt sich anmerken, daß bei dieser Versuchsdurchführung infolge der

mehrfach abgewandelten Versuchsbedingungen erwartungsgemäß kein eindeutiger

Trend im Sinne einer gerichteten Entwicklung der n-Alkan-Verteilung festgestellt wer-

den konnte.

Da vor der Verseifung keine Abtrennung der Kohlenwasserstoffe erfolgte, unterschieden

sich die verseiften Extrakte aufgrund der großen Dominanz der n-Alkane nicht von den

freien und werden daher hier nicht abgebildet.

Aromatische Kohlenwa.sserstoffe

Um den Einfluß der Biodegradation auf die aromatischen Kohlenwasserstoffe zu studie-

ren, wurden alkylsubstituierte Naphthaline und Phenanthrene untersucht . Zur Auswer-

tung der Produktverteilung diente neben der Anfertigung von Massenchromatogrammen

ausgewählter Molekülionen die Interpretation von Massenspektren.

Die Massenchromatogramme der für alkylsubstituierte Naphthaline relevanten Molekiil-

ivil~°n.ii iüar i f

	

Extrakte des D1eselölabbaus aus den Bioreaktoren I und II sind indiev freiena ,E~ ...~~ ..

zeitlicher Sequenz in Abb. 5.2.4.2 zusammengestellt. Die entsprechenden Spuren des

Ausgangsöls sind auf Seite 91 abgebildet.

Bei den Extrakten aus dem Blarea'gor I (Abb . 5 .2.4.2a, c, e und g) ließ sich im Verlauf
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des Experiments folgendes beobachten: Während sich die Naphthalin-Verteilung des Ex
trakts vom 6.11 .89 von der des Ausgangsöls nicht unterschied, zeigte die des Extrakts
vom 13.12.89 eine recht drastische Veränderung bei den Methylnaphthalinen . Das 2-Me-
thylnaphthalin war bereits völlig verschwunden und die Konzentration des 1-Methyl-

naphthalins erheblieh zurückgegangen . Auch bei Dimethylnaphthalinen und Ethylnaph-

thalinen konnte eine deutliche Abnahme der Relativkonzentrationen verzeichnet wer-
den. Die höher alkylierten Verbindungen verhielten sich hingegen beständig . Im Gegen-
satz dazu war sowohl der Extrakt vom 16.1.90 als auch der Extrakt vom 6.6.90 (Abb.
5.2.4.2g) durch eine generelle Konzentrationsabnahme aller untersuchten Verbindungen
charakterisiert. Gleichzeitig verloren die Methylnaphthaline ihre Dominanz . Dadurch
eluierte, insbesondere an der für Dimethylnaphthaline und Ethylnaphthaline typischen

Spur des Molekülions (m/z 156) gut zu erkennen, eine Vielzahl neuer Verbindungen, de-

ren Relativkonzentrationen größer geworden waren . Der Extrakt vom 6.6.90 wies dar-
über hinaus ein anderes Isomerenverhältnis von 2-Methylnaphthalin zu 1-Methylnaph-

thalin auf als der Extrakt vom 6 .11.89.

Die Naphthaline der Extrakte aus dem Bioreaktor II (Abb. 5.2 .4.2b, d, f und h) waren
demgegenüber wesentlich stärker durch mikrobielle Aktivität geprägt . So ließen sich be-
reits im Extrakt vom 6.11.89 (Abb . 5.2.4.2b) überhaupt keine Methylnaphthaline mehr
nachweisen, .~.u:d die Degradationdationüll hatte sogar Dimethylnaphthaline,r

	

Ethylnaphthaline1 ~i yD ~~
und einen Teil der C3-Naphthaline erfaßt. Die C4-Naphthaline präsentierten sich dage-
gen unverändert . Diese Tendenz verstärkte sich mit zunehmender Versuchsdauer . Ob-
gleich sich das Verteilungsmuster der hochalkylierten C4-Naphthaline nicht veränderte,
gingen die Relativkonzentrationen stark zurück. Die Massenchromatogramme des Ex-
trakts vom 6.6.90 gaben deutliche Hinweise darauf, daß sowohl Dimethylnaphthaline und

Ethylnaphthaline als auch 03- und C4-Naphthaline nur noch in sehr kleinen Konzentra-
tionen vorlagen. Ebenso wie bei den Extrakten aus dem Bioreaktor I vergrößerten sich

dadurch auch hier die Relativkonzentrationen solcher Verbindungen, die vorher auf-

grund des geringen Sigal/Rausch-Verhältnisses nicht in Erscheinung getreten waren.

Die Massenchromatograrmne der für Phenanthren und alkylierte Phenanthrene charak-

teristischen Molekülionen der freien Extrakte des Dieselölabbaus aus den Bioreaktoren I

und II finden sich in Abb. 5.2.4.3. Bezüglich der entsprechenden Darstellung dieser Spu-
ren des Ausgangsöls wird auf Seite 92 verwiesen,

Die Verteilung der Phenanthrene blieb in den Extrakten aus dem Bioreaktor I während
der gesamten Versuchsdauer unverändert.
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Abb. 5,2 .4 .2 : Massenchromatogramme der charakteristischen Molekülionen der alkylsubstituierten Naph-
thaline der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des Dieselöl Abbaus im zweistufigen Kultursy-
stem (a und b: Extrakte vom 6.11.89, c und d: Extrakte vom 13.12.89, e und f: Extrakte vom 16 .1 .90, g und
h: Extrakte vom 6 .6.90) .



111

Bioreaktor I Bioreaktor H

Phenanthren

2-MP 1-MP
3-MP'

1

9-MP

f I

	

Methylphenanthrcnc

I Dimethyiphenanthrcne
Ethylphenanthrene

1 li

I

e 67
6	

«

	

,

	

...a

d

	

., . ;, ..,

	

.>.>,in,

~ :~~I}

	 ilf+iuY	 ____

Abb. 5.2.4 .3: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekiiiiionen des Phenanthrens und der
alkylsubstituierten Phenanthrene der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des Dieselöl-Abbaus
im zweistufigen Kultursystem (a und b : Extrakte vom 6.11 .89, c und d : Extrakte vom 13 .12 .90, e und t:
Extrakte vom 16 .1 .90, g und h : ExtÄaktee vom 6.6 .90) .
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Im Gegensatz dazu ließen sich bei den Phenanthrenen der Extrakte aus dem Bioreaktor

II in gleicher Weise wie bei den Naphthalinen deutliche Anzeichen mikrobieller Verwer-

tung wahrnehmen . Die Produktverteilung des Extrakts vom 6 .11.89 (Abb. 5 .2 .2.3b) hatte

sich zwar, verglichen mit der des Ausgangsöls, nicht verändert, aufgrund der Relativkon-

zentrationen läßt sich jedoch belegen, daß sowohl die Konzentration des Phenanthrens

als auch die Konzentrationen der Methylphenanthrene merklich abgenommen haben.

Die Darstellung der Methylphenanthrene dieses Extrakts ist insofern nicht präzise, als

nicht alle Isomere chromatographisch voneinander getrennt worden waren . Bei längerer

Versuchsdauer {Abb . 5 .2 .4 .3c) fehlte das Phenanthren dann völlig, und die Konzentra-

tionen der Methylphenanthrene erschienen deutlich reduziert. Der Extrakt vom 6.6.90

enthielt wieder Phenanthren, im Vergleich zu den Begleitsubstanzen allerdings etwas

weniger als das Ausgangsöl, die Methylphenanthrene zeigten sich unverändert . Diese

Verteilung läßt sich darauf zurückfuhren, daß erst relativ kurz vor der Probennahme

neues Substrat in erhöhter Konzentration zugegeben wurde . Die Entwicklung bei den

Dimethylphenanthrenen ist wegen des komplexeren Isornerenmusters (Radke 1987)

nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein, als ob sie durch die Biodegrada-

tion weniger beeinflußt worden wären als Phenanthrene und Methylphenanthrene.

Carlonsä.urert

Freier Extrakt

Freie Fettsäuren waren nahezu in allen Extrakten in großer Menge vorhanden (Abb.

5 .2.4 .4) . Im Vergleich zu den Experimenten mit Reimsubstanzen und dem Dieselölabbau

in Batch-Kultur ließen sich unter den Bedingungen des zweistufigen Kultursystems er-

heblich komplexere Verteilungsmuster beobachten, vermutlich infolge des guten Nähr-

stoffangebots far die Mikroben und der ständigen Zufuhr neuen Substrats.

Die Massenchromatogramme des charakteristischen Fragmentions für gesättigte alipha-

tische Monocarbonsauren als M(miz ;14) der Extrakte aus dem Reaktor I sindMethylester"

	

\

	

74)

in zeitlicher Reihenfolge in der linken Hälfte, die der Extrakte aus dem Reaktor II in der

rechten Hälfte der Abbildung angeordnet.

Demnach bestand bei den Extrakten aus dem Bioreaktor I wahrend des gesamten Expe-



113

riments keine Korrelation zwischen Carbonsäuren und n-Alkanen . Obgleich beim Abbau

der n-Alkane keine Bevorzugung bestimmter Kohlenstoffzahlen oder eines Kohlenstoff-

zahlbereichs festgestellt werden konnte und die n-Alkan-Verteilungen infolgedessen na-

hezu konstant blieben, spiegelten die Verteilungen der Carbonsäuren dies nicht wider . In

den ersten beiden zeitlich aufeinander folgenden Extrakten (Abb . 5.2 .4.4a und c) waren

in relativ engem Bereich Carbonsäuren nachweisbar, wobei Verbindungen mit 15 bis 18
Kohlenstoffatomen dominierten . Der Extrakt vorn 16.1.90 (Abb .5 .2 .4.4e) zeichnete sich

durch eine wesentlich komplexere Carbonsäureverteilung aus. Die gesättigten Säuren

ließen sich in relativ hoher Konzentration bis x%22 nachweisen . Im vorderen Bereich des

Massenchromatogramms trat eine Vielzahl neuer Verbindungen auf, die infolge fehlen-

der Molekülionen allerdings nicht identifiziert werden konnten . Aufgrund des Fragmen-

tierungsmusters dürfte es sich um aliphatische Carbonsäuren handeln, einige von ihnen

möglicherweise auch verzweigt. Die Säureverteilung des Extrakts vom 6 .6.90 (Abb.
5.2.4.4g) unterschied sich von der zuvor beschriebenen insbesondere durch eine Konzen-

trationsabnahme der Verbindungen mit höherer Retentionszeit und erinnerte insgesamt
an die beiden ersten Proben.

Erwartungsgemäß boten die Säureverteilungen der Extrakte aus dem Bioreaktor II auf-
grund der längeren Abbauzeit komplexere Muster. Beispiele starker mikrobieller Ab-
bautätigkeit

	

~ .

	

5.2.4 .4.d

	

d f~

	

thattehatteezeigen die Abb . und f. Es sich ein breites SpC .̂kLiüÜ an Car-

bonsäuren gebildet, das einen großen Kohlenstoffzahlbereich überstrich und zusätzlich
ein unaufgelöstes komplexes Gemisch umfaßte . Obgleich auch bei diesen Proben infolge

fehlender Molekiilionen die exakte Identifizierung der Verbindungen mit niedriger Re-

tentionszeit nicht möglich war, dürften diese Metaboliten 7 bis 8 Kohlenstoffatome ent-
halten. Die Fragmentierungsmuster deuten darauf hin, daß diese Verbindungen als

aliphatische, möglicherweise auch verzweigte Carbonsäuren anzusprechen sind . Dane-

ben konnte eine isoprenoid-016: 1-Carbonsäure nachgewiesen werden . Im oberen

Scanzahlbereich waren mit 015 :1 - und 016:1-Carbonsäure, zwei Isomeren von 017:1-Car-
bonsäure und C18:1-Carbonsäure im Gegensatz zum unteren einfach ungesättigte Car-

bonsäuren stark vertreten. Die ungesättigten Carbonsäuren, die bei den Reinsubstanz-

versuchen beobachtet wurden, sind daher sicherlich keine Artefakte oder Kontaminatio-
nen. Darüber hinaus eluierten im Massenchromatogramm des Extrakts vom 16.1.90
(Abb. 5.2.4.4f) im Retentionszeitbereich der C 18 : o-Carbonsäure einige nicht identifizierte
Substanzen. Aufgrund der Retentionszeit ist zu vermuten, daß es sich dabei um ver-
zweigte : oder auch isoprenoide Carbonsäuren handelt. Die Säureverteilung des Extrakts
vom 6.6.90 hatte demgegenüber wieder ein recht einfaches Muster, das zusammen mit
der relativ hohen Konzentration an n-Alkanen und nur leicht angegriffenen Aromaten

als Merkmal niedrigen Biodegradationsgrades gewertet wurde .
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Abb. 5.2 .4.4 : , Massenc,2ro111atogralllS-l-le des charakteristischen Fragtlentions ~r gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) der Extrakte aus den Bioreaktoren 1 und i1 des Dieselöl-
Abbaus im zweistufigen Kultursystem (a und b: Extrakte vom 6.11 .89, c und d : Extrakte vom 13.12.89, e

und f: Extrakte vom 16 .1 .90, g und h : Extrakte vom 6.6.90)
(1-3: Carbonsäuremethylester, 4: Dodecancarbonsäuremethylester, 5 : Tridecencarbonsäuremethylester,
6 : Tridecancarbonsäuremethylester, 7: isoprenoid-Hexadecancarbonsäuremethylester, 8: Tetradecancar-
bonsäuiemethyiester, 9 : isV-pei.taüe:,Süc:.r: ;onsäure;:':e t~ylester, 10: PPnPa dec-enrarbonsä?1renSeth.Vlester,
11: Pentadecancarbonsäuremethylester, 12: 1,dexadecencarbonsäuremethylester, 13 : Hexadecancarbon-
säuremethylester, 14: 1-Ieptadeeencarbortsäurernethylester ( zwei Isomere), 15: Heptadecaacarbonsätare-
rrtethylester, 16: C)i..'tädeCeliCarboIl.saurenieL$Aylester, 17 : C:arboYls$ureffiet$lylestEr, 18: QcYSdecaYlCa.rboYi-

säuretnethylester,19: Carbonsäureffiethylester, 20: Carbonsäuremethylester, 21 : Carbonsäureniethylester,
22: ilTonadecancarbor<säureruethyiester, 23: Eicosartcarbonsäuretnethylester, 24: Heneicosartcarbonsäu-
remethyleste p , 25 : Docosazcarbonsäuremethyleat.,r, 26: Triccsa:.ca.rbonsäuretrtethylester (Standard)).
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Verseifter Extrakt

Die verseiften Extrakte (Abb. 5 .2.4.5) enthielten, gemessen an dem internen Standard,

generell erheblich höhere Gehalte an Carbonsäuren als die unverseiften Extrakte . Dies

ist nicht weiter verwunderlich, da durch die Hydrolyse eine Freisetzung der als Ester ge-

bundenen Säuren erzielt werden sollte und sich in den verseiften Proben daher beide

Säurefraktionen addieren. Die Unterschiede zwischen freiem und verseiftem Extrakt tra-

ten allerdings nicht so deutlich hervor wie bei den Versuchen mit Reinsubstanzen . Auch

dies 1ä13t sich vermutlich durch die ständige Substratzufuhr erklären . Die Produktvertei-

lung hatte sich gegenüber dem freien Extrakt nicht verändert, es waren keine neuen

Verbindungen hinzugekommen.

Bioreaktor I

	

Bioreaktor II

8g

Abb . 5 .2 .4.5: Massenchromatogramme des charakteristischen Fragmentions für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) der verseiften Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des
Dieselöl-Abbaus im zweistufigen Kultursystem (a und b : Extrakte vom 13.12 .89, c und d: Extrakte vom
6.6 .90)
(Peakidentifizierung siehe Abb. 5 .2.4.4.) .
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Hy€lroxycarbonsäuren

Hydroxycarbonsäuren ließen sich nur im verseiften Extrakt nachweisen und nur in den

beiden Proben vom 6.6.90 (Abb. 5 .2 .4.6) . Diese waren durch relativ hohe Konzentratio-

nen an gesättigten Kohlenwasserstoffen, geringe Biodegradationseffekte bei den aroma-

tischen Kohlenwasserstoffen und mäßig differenzierte Carbonsäure-Verteilungen cha-

rakterisiert, hatten also insgesamt nur wenig Veränderung durch mikrobielle Verwertung

erfahren. Möglicherweise ist die Bildung der Hydroxycarbonsäuren nur auf ein sehr frü-

hes Biodegradationsstadium beschränkt . Beide Extrakte zeichneten sich durch eine na-

hezu identische Säure-Verteilung aus . Diese umfaßte neben ß-Hydroxycarbonsäuren mit

ß-Hydroxy-012:0-Ca.rbonsäure als größter Komponente auch zwei Verbindungen, die

aufgrund der massenspektrometrischen Fragmentierung als Methyl-P-hydroxy-C 12 :0

-Carbonsdure und Meth3'l-16'hYdromal"14:0"i arbonsäure identifiziert wurden. Eine Veri-

fizierung durch Vergleichsspektren war nicht möglich.
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Abb. 5 .2 .4.6 : Massenchromatogramme des charakteristischen Fragmerrtions für ß-Hydroxycarbonsäuren
als ß-Trimethylsiloxycarbonsäuren der verseiften Extrakte vom 6.6 .90 aus den Bioreaktoren I (a) und II
(b) des Dieselöl-Abbaus im zweistufigen Kultursystem
(1: ß-Trirnethylsiloxydecancarbonsäuremethyies :er, 2: ß-Trimethylsiloxydodecancarbonsäuremethylester,

3 : Methyl .ß-trimethyisiioxydodecanearbansäuremethylester, 4 : ß-Trimethyisiioxytetradecancarbonsäure-

methylester, 5 : Methyi3-trimethyisiioxytetradecancarbonsäuremethylester, 6 : ß-Trimethylsiloxyhexade-
cancarbonsäuremethyiester, 7 : ß-Trimethylsiioxyheptadecancarbonsäuremethylester .
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Aromatische Carbonskiuren

Obgleich bei den aromatischen Kohlenwasserstoffen, nicht nur bei den Naphthalinen,

sondern auch bei den Phenanthrenen, zum Teil recht weitgehender Abbau stattgefunden

hatte, war der Nachweis von Stoffwechselprodukten in Form aromatischer Carbonsäuren

nur in einigen Fällen möglich. Während Naphthalincarbonsäuren immerhin in vier Pro-

ben auftraten, vor allem in den freien Extrakten aus dem Bioreaktor I, schienen sich

Phenanthrencarbonsäuren offensichtlich während des gesamten Experiments nicht oder

zumindest nicht in nachweisbarer Konzentration gebildet zu haben.

I:Taphth ^lbncarboradu,2tz

Naphthalincarbonsäuren konnten erstmals im freien Extrakt aus dem Bioreaktor I vom
13 .12.89 aufgrund von Massenspektren identifiziert werden . Durch Oxidation der Me-

thylgruppe von 2-Methylnaphthalin und 1-Methylnaphthalin waren die korrespondieren-

den Naphthalincarbonsäuren entstanden. Entsprechend der Verteilung der Methylnaph-
thaline

h
in der charakteristischen Spur m/z 142 der Abb . 5 .2.4.2 (siehe Seite 110), stellte

die 2-Naphtha'iincarbonsäure die Hauptkomponent e (Abb. 5.2.4.7, Spur m/z 186) . Das

Massenspektrum einer Naphthalincarbonsäure zeigt die Abb . 5.2.4 .8. Charakteristische

Peaks sind neben dem Molekülion m/z 186 die Fragmentionen der Massen m/z 155 und

in/z 127, die durch Abspaltung der Methoxygruppe und des Carbonylrestes entstehen.

Methylnaphthalincarbonsäuren ließen sich in dieser Probe ebenfalls nachweisen, aller-

dings in deutlich geringerer Intensität als die Naphthalincarbonsäuren . Methylnaphtha-

Iincarbonsäuren werden aus Dimethylnaphthalinen durch Oxidation einer der beiden

Methylgruppen gebildet, ihr Molekülion erhöht sich infolgedessen verglichen mit dem

der Naphthalincarbonsäuren um 14 Masseneinheiten auf m/z 200 (Abb . 5 .2.4 .7) . Da die

massenspektrometrische Fragmentierung beider Spezies in gleicher Weise erfolgt, erge-

ben sich Fragmentionen der Massen m/z 169 und m/z 141 (Abb . 5 .2 .4.9) . Die verschie-

denen Isomere unterscheiden sich hinsichtlich der Intensitäten dieser drei Peaks.

Möglicherweise haben sich auch Spuren von Naphthalindicarbonsäuren gebildet. Die

Spektren sind jedoch nicht so gut, als daß eine eindeutige Verifizierung möglich gewesen

wäre .
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Abb. 5 .2.4.7: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekülionen fttr Naphthalincarbonsauren
(mlz 186), Methylnaphthalincarbonsäuren (m/z 20D) und Naphthalindicarbonsauren (mlz 244) als Me-
thylester des freien Extrakts aus dem Bioreaktor I vom 13.12 .89.
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Abb. 5.2.4.8: Massenspektrum von Naphthalincarbonsäure als Methylester.
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Abb .. 5 .2.4.9 : Massenspektrum von Methylnaphthaiincarbonsaurc als Methylester .
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Die Massenchromatogramn.me der entsprechenden Spuren des freien Extrakts aus dem

Bioreaktor I vom 16 .1.90 (Abb. 5.2.4.10) sind demgegenüber durch eine starke Überlage-

rung von anderen Substanzen gekennzeichnet . Die Interpretation der Massenspektren

gestattete jedoch eine eindeutige Identifizierung . Demnach waren sowohl Naphthalin- als

auch Methylnaphthalincarbonsäuren vertreten. Bei den Methylnaphthalincarbonsäuren

wurden neun Isomere bestimmt. Es darf vermutet werden, daß noch weitere Isomere exi-

stieren, die aufgrund der starken Überlagerung möglicherweise mit anderen Verbindun-

gen koeluieren und deshalb in den Massenspektren nicht erkannt wurden . Naphthalindi-

carbonsäuren konnten auch in dieser Probe nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Fee

lee

Abb . 5.2.4.10: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekülionen Naphthaiincar-
bonsäuren (m/z 186), Methylnaphthalincarbonsäuren m/z 200) und Naphthalindicarbonsäuren (m/z 244)
als Methylester des freien Eiakts aus dem Bioreaktor I vom 16 .1 .90.

Mehrere Isomere von Methylnaphthalincarbonsäuren wurden in relativ geringen Kon-

zentrationen auch in den freien und den verseiften Extrakten aus den Bioreaktoren I und

II vom 6.6.90 gefunden.

Alkohole

Alkohole ließen sich in allen untersuchten Proben nicht nachweisen .
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53 Diskussion der Ergebnisse der Abbauversuehe mit Dieselöl

Molekulare Aspekte der mikrobiellen Degradation von Dieselöl wurden an zwei ver-

schiedenen Systemen studiert.

Beim Dieselölabbau in Batch-Kultur mit Acinetobacter junii konnten bereits nach zwei

Tagen bakterieller Aktivität bei Temperaturen von 30 °C im freien Extrakt gaschroma-

tographisch keine n-Alkane mehr nachgewiesen werden, obwohl der Anteil der gesättig-

ten Kohlenwasserstoffe annähernd 70 % des Ausgangsöls betrug . lm Gegensatz dazu

zeigten sich die Isoprenoide erheblich resistenter . Erniedrigte Konzentrationen wiesen

zwar auch bei ihnen auf mikrobielle Verwertung, dennoch bildeten sie eine homologe

Reihe von C15-C22 Mit Pristan und Phytan als dominierenden Verbindungen. Die aroma-

tischen Kohlenwasserstoffe, sowohl Naphthaline als auch Phenanthrene, waren völlig un-

verändert. Stoffwechselprodukte konnten nicht beobachtet werden.

Dieses Bild änderte sich auch bei längerer Versuchsdauer, die letzte Probennahme er-

folgte nach neunundzwanzig Tagen, nur geringfügig durch eine Konzentrationsabnahme

der Methylnaphthaline im Verhältnis zu den höher alkylierten Naphthalinen, wobei das

2-Methylisoraer bevorzugt abgebaut wurde.

Da die Kohlenwasserstoffe nicht in gebundener Form vorliegen, unterschied sich die

Verteilung der Kohlenwasserstoffe der verseiften Extrakte nicht von derjenigen der

freien Extrakte.

Im verseiften Extrakt befanden sich dagegen schon nach einer Reaktionszeit von zwei

Tagen Stoffwechselprodukte in Form aliphatischer Carbonsäuren, die aufgrund ihrer

Verteilung eindeutig dem Dieselöl zugeordnet werden können. Sie konzentrierten sich

im K.ohlenstofzahlenbereich von n-012:0 bis n-C 18 :0 und umfaßten mit 016 :1-, 017:1- und

018:1-Carbonsäure auch einfach ungesättigte Homologe. Als Verbindungen größter Re-

lativkonzentrationen traten 016:0- und 017.0°Carbonsäure im Massenchromatogramm

hervor. Obgleich das Carbonsäure-Muster nicht so weit mit dem der n-Alkane des Aus-

gangsöls korrelierte, daß eine sowohl bezüglich des Spektrums der Verbindungen als

auch der Relativkonzentrationen derselben untereinander adäquate Verteilung entstan-

den wäre, handelt es sich bei diesen Substanzen zweifellos um Metaboliten der mikro-

biellen Degradation des Dieselöls . Stark erhöhte Gehalte an 012:0- und 018:0-Carbon-

säure bewirkten eine quantitative Modifizierung dieser Säureverteilung nach 29 Tagen.

Aromatische Carbonsäuren ließen sich während des Dieselölabbaus in Batch-Kultur zu
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keinem Zeitpunkt nachweisen.

Auf unterschiedliche Degradationsabfolgen von n-Alkanen und Aromaten in natürlich

biodegradierten Lagerstättenölen wurde bereits in Kap . 3.1 hingewiesen (siehe Seite 15).

Diskrepanzen ergaben sich ebenso bei Laborversuchen zur künstlichen Alteration von
Ölen in wäßrigem Medium . Fedorak & Westlake (1981) verwendeten drei verschiedene
Mikrobenassoziationen und variierten die Versorgung mit Stickstoff und Phosphor,

denen limitierende Funktion zugeschrieben wurde (Atlas & Bartha 1972) . In vergleich-
barer Versuchsanordnung, allerdings bei Temperaturen von nur 8 °C, erzielten sie nach

siebenundzwanzig Tagen folgende Resultate: Bei reichlicher Gabe von Stickstoff und

Phosphor wurden sowohl n-Alkane als auch Aromaten von allen Bakterien relativ stark
angegriffen. Wurden hingegen wenig Nährstoffe zugeführt, zeigten sich Unterschiede in
Abhängigkeit von der jeweiligen Miroorganismenvergeseilschafiung . So hatte der Ab-
bau in zwei Ansätzen die Aromaten erheblich stärker erfaßt als die gesättigten Kohlen-

wasserstoffe, während sich im dritten Ansatz eine zwar nur mäßige Degradation ver -
zeichnen ließ, die jedoch n-Alkane und Aromaten gleichermaßen beeinflußte . Nach Er-
gebnissen von Jones et al . (1983) soll bei Laborexperimenten sogar ein Abbau von Aro-
maten stattgefunden haben, ohne daß die n-Alkane Anzeichen einer Biodegradation

hätten erkennen lassen.

Es ist seit Iangem bekannt, daß sich unter gleichen Degradationsbedingungen mit unter-

schiedlichen Mikroorganismen-Spezies zum Teil extrem differierende Resultate erzielen
lassen (u.a. Walker & Colwell 1974, 1976). Der Einfluß der Temperatur erwies sich dabei
als nicht unerheblich.

In neuerer Zeit prüften Freidieker cib Strechel (1988) neun kommerziell erhältliche

Mischkulturen, die üblicherweise für die Reinigung stark organisch belasteter Abwässer

eingesetzt werden, und eine Belebtschlammkuitur aus einem Klärwerk auf ihre Fähigkeit

zur Verwertung von Dieselöl als einziger Kohlenstoffquelle bei Reaktionszeiten bis zu

einunddreißig Tagen und Temperaturen von 20 °C . Schwerpunkte dieser Arbeit sind al-

lerdings nicht chemische, sondern mikrobiologische Fragestellungen. So wurden Konzen-
trationsänderungen der n-Alkane und der Gesamtmenge an Kohlenwasserstoffen mit

biologischen Parametern korreliert wie beispielsweise der Biomasse, der Lebendzeilzahl

und dem •Ertragskoeffizienten (Verhältnis_ von Biomasseertrag zu abgebauter Substrat-

menge). Untersuchungen zur Koloniemorphologie sollten darüber hinaus Änderungen
der Artenvielfalt der Mischpopulationen erfassen . In Abhängigkeit von Substratmenge

und Population setzten Wachstum und Abbau zu unterschiedlichen Zeitpunkten und mit
unterschiedlicher Intensität ein . Dabei waren hohe Lebendzellzahlen und hoher Biomas-
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seertrag durchaus nicht immer mit großer Abbauleistung verknüpft. Neben n-Alkanver-

teilungen, die der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen vergleichbar sind, traten an-

dere auf, die infolge relativ gleichmäßiger Degradation aller Verbindungen das typische

n-Alkanverteilungsmuster des Dieselöls noch deutlich erkennen ließen . Während bei

niedriger Ölkonzentration offensichtlich kein Selektionsdruck auf die Organismen be-

stand, verringerte sich die Artenvielfalt bei höherer Konzentration erheblich . Parallel

dazu gewannen Pseudomonas-Spezies zunehmend an Bedeutung.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit Reinsubstarizen konnten beim Dieselölabbau in

Batch-Kultur keine festen Reaktionsprodukte beobachtet werden . Ob es sich bei der von

Freidieker & Strechel (1988) erwähnten Flocken- und Wachsbildung eventuell um einen

vergleichbaren Prozeß handeln könnte, ist aufgrund der vorliegenden Informationen

nicht eindeutig zu klären . Die von Fischer (1990) als "oilballs" bezeichneten kugelförmi-

gen Agglomerate aus der Anfangsphase der Degradation von Motorenöl dürften wohl

Micellen gewesen sein, Zusammenballungen von Natrium- und Kaliumsalzen bereits als

Stoffwechselprodukte gebildeter Fettsäuren.

Der Abbau im zweistufigen Kultursystem wurde seitens des Instituts für Biotechnologie 3

der KFA Jülich unter deal Gesichtpunkt eines möglichst hohen Biomasseertrags betrie-

ben, d.h. durch Optimierung wachstumssteuernder Parameter sollte möglichst rasch eine

große Zahl dieselölabbauender Bakterien gezüchtet werden. Wegen der im Laufe des

Experiments zum Teil beträchtlich variierenden Versuchsbedingungen und der ständigen

Substratzufuhr war diese Versuchsführung nur sehr bedingt geeignet, Erkenntnisse über

sukzessive Degradation von Dieselöl zu gewinnen . Stattdessen wurden unterschiedliche

Abbaustadien beleuchtet und anhand der Verteilungsmuster von gesättigten und aroma-

tischen Kohlenwasserstoffen und während des Abbaus daraus gebildeter Metaboliten wie

Carbonsäuren, Hydroxycarbonsäuren und Naphthalincarbonsäuren charakterisiert.

In alien Extrakten aus dem Bioreaktor I ließ sich trotz unterschiedlich starker Degrada-

tion, gemessen an der SummeSum,
.e der rne.-a~iii

Alkane und dem
~.aaa v yalatn is der KonzentrationenVavrhw+

	

tratio~_ e-_

von Pristan und Phytan zu n-C17 und n-C18, eine nahezu identische n-Alkanverteilung in

den Gaschromatogrammen beobachten . Die geringen Konzentrationen der Verbindun-

gen mit weniger als fünfzehn Kohlenstoffatomen sind vermutlich eine Folge der Ab-

dampfverluste bei der Entfernung
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trakte. Selektiver Abbau bestimmter n-Alkane kann demnach nicht stattgefunden haben.

Vielmehr scheinen die aliphatischen Kohlenwasserstoffe im quantifizierten Bereich von

n-C15 bis n-C32 in der gesamten Probensequenz in gleichem Maße von den Mikroorga-

nismen verwertet worden zu sein .
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Freie Carbonsäuren eluierten in allen Extrakten aus dem Bioreaktor I in relativ breitem
Spektrum. Aufgrund der guten Nährstoffversorgung und der kontinuierlichen Zufuhr fri-

schen Substrats zeigten sich bei dieser Versuchsdurchführung generell wesentlich kom-

plexere Verteilungsmuster als bei den Versuchen mit Reinsubstanzen und dem Diesel-
ölabbau in Batch-Kultur. Erstaunlicherweise bestand zu keinem Zeitpunkt eine exakte
Korrelation zwischen n-Alkanen und Carbonsäuren . Obgleich die Degradation der n-Al-

kane alle Verbindungen in gleichem Maße erfaßte, boten die Carbonsäuren kein korre-
spondierendes Bild. So deckten sie weder den gesamten Kohlenstoffzahlenbereich ab

noch gab es Übereinstimmungen bezüglich der Relativkonzentrationen der einzelnen

Verbindungen zueinander, verglichen mit denen der entsprechenden n-Alkane . Den ge-
sättigten Kohlenwasserstoffen des Dieselöls im Bereich von n-C9 bis n-035 mit einem
Maximum bei C15 stand eine Säureverteilung von n-012:0 bis n-G22:o mit einem Maxi-
mum bei 016 . 0 gegenüber. Bei den aufgrund der massenspektrometrischen Fragmentie-
rung als Carbonsäurensethylester bezeichneten Verbindungen der Abb. 5.2.4.4 (siehe
Seite 114) handelt es sich möglicherweise um die niedrigmolekularen Homologen, eine

Annahme, die zwar wegen fehlender Molekülionen nicht verifiziert werden konnte, auf-

grund der Retentionszeiten aber sehr wahrscheinlich ist, Die Konzentrationen der noch

erfaßten höhermolekularen Carbonsäuren waren überaus gering, so daß das Fehlen

entsprechender Signale bei noch höheren Retentionszeiten eventuell nur als Folge noch

geringerer und damit unter den gewählten analytischen Bedingungen nicht mehr detek-
tierbarer Konzentrationen verstanden werden körnte . Die Ursache der Konzentrations-
unterschiede blieb dagegen ungeklärt . Vielleicht spielt in diesem Zusammenhang die

Funktion der Fettsäuren als Emulgatoren zur Herabsetzung der Grenzflächenspannung

und Verbesserung des 01/Wasser-Kontakts eine Rolle.

Die Carbonsäurekonzentrationen lagen in den verseiften Extrakten aus dem Bioreaktor 1
generell höher als in den uriverseiften . Da vor der Hydrolyse keine Abtrennung der

freien Säuren vorgenommen wurde, enthielten die verseiften Extrakte nicht nur gebun-
dene, sondern auch freie Carbonsäuren. Gravierende Unterschiede hinsichtlich der Viel-
falt der Stoffweehselprodukte dieser beiden Säur°ffaka~b1UA16. ergabeneT' sichh nicht. Dies..a v.s ssusv dieser .+v1VV11 vauA t+ tionenlAdes

stand in deutlichem Gegensatz zu den Ergebnissen der Versuche mit Reinsubstanzen,
hatten sich doch bei ihnen relativ große qualitative und quantitative Unterschiede ge-
zeigt. Möglicherweise ist auch die relativ einheitliche Säureverteilung der freien und ver-

seiften Extrakte aus dem Dieselölabba6i BEIS. zweistufigen KuitEdrsy Stern eine lge derKulturs-y'stem eine
guten Versorgung mit Nährstoffen und Substrat.

Neben den Fettsäuren hatten sich, wie aus den Analysenergebnissen des verseiften Ex-
trakts vom 6 .6.90 zu entnehmen war, auch folgende ß-Hydroxycarbonsäuren gebildet : p-
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Hydroxy-C 12:0-Carbonsäure, Methyl -fi-I-Iydroxy-Ct2:0-Carbonsäure und Methyl ,ß-Hy-

droxy-Ct4 :0-Carbonsäure.

Die Naphthaline verhielten sich im Gegensatz zu den n-Alkanen erheblich differenzier-

ter. Im Extrakt vom 6.11.89 noch unverändert, hatte fortschreitende Degradation zum

Verschwinden des 2-Methylnaphthalins im Extrakt vom 13 .12.89 geführt . Gleichzeitig

machte sich eine deutliche Reduktion der Relativkonzentrationen von Dimethyl- und

Ethylnaphthalinen bemerkbar, während die höher alkylierten C3 - und C4-Verbindungen

intakt geblieben waren . Bei längerer Versuchsdauer war eine generelle Konzentrations-

abnahme aller Verbindungen, auch der höher substituierten, zu verzeichen . Infolgedes-

sen gab es bei den Extrakten vom 16.1.90 und 6.6.90, insbesondere im Bereich der Dime-

thylnaphthaline und Ethylnaphthaline, eine große Zahl neuer Verbindungen, die auf-

grund zu geringer Relativkonzentrationen vorher im Massenchromatogramm nicht sicht-

bar waren. Darüber hinaus bestand in der letzten Probe eine Abweichung des Isomeren-

verhältnisses von 2-Methylnaphthalin zu 1-Methylnaphthalin, verglichen mit dem des

Ausgangsöls und der Extrakte vom 6 .11.89 und 16.1 .90.

Bei den Phenanthrenen ließen sich in den Extrakten aus dem Bioreaktor I keinerlei An-

zeichen einer Biodegradation erkennen.

Im Zuge der mikrobiellen Verwertung der aromatischen Kohlenwasserstoffe, speziell der

Naphthaline, waren, ausgehend von Methyl- und Dimethylnaphthalinen, durch Oxidation

sowohl Naphthalin- als auch Methylnaphthalincarbonsäuren mit zahlreichen Isomeren

entstanden. Der Nachweis gelang vor allem in den freien Extrakten aus dem Bioreaktor I

vom 13.12.89 und 16.1.90, geringere Mengen fanden sich im freien und im verseiften Ex-

trakt vom 6.6.90. Möglicherweise haben sich auch Spuren von Naphthalindicarbonsäuren

gebildet, die Spektren gestatteten allerdings keine eindeutige Verifizierung.

Die Bildung der aromatischen Carbonsäuren war Anhaltspunkt dafür, daß, obgleich bei

dieser Versuchsführung sicherlich eine Degradation der aromatischen Kohlenwasser-

stoffe durch Auswaschung möglich gewesen wäre, ein mikrobieller Abbau stattgefunden

hat und dieser in gleicher Weise wie bei den n-Alkanen durch Oxidation von Methyl-

gruppen begann . Die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des Dieselöls sind

zum größten Teil mehrfach substituiert, insbesondere durch Methyl= und Ethyls ap p en.

Die n-Alkanverteilungen der Extrakte aus dem Bioreaktor II ließen, wie aufgrund der

längeren Reaktionszeit zu erwarten, generell ein höheres Abbaustadium erkennen als die

entsprechenden Extrakte aus dem Bioreaktor L Obgleich in den Extrakten vom 13 .12.89
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und 6.6.90 noch das komplette Spektrum an n-Alkanen eluierte, deuteten die stark er-

höhten Gehalte an Pristan und Phytan und die an Fläche zunehmenden unaufgelösten

komplexen Gemische auf stärkere Biodegradation. Erstaunlicherweise hatten sich

ebenso wie bei den Proben aus dem Bioreaktor I auch hier die Konzentrationen aller

Verbindungen in gleichem Maße reduziert, so daß trotz des fortgeschritteneren Abbaus

das typische n-Alkanmuster des Dieselöls erhalten blieb . Im Gegensatz dazu standen die

Gaschromatogramme der Extrakte vom 6 .22.89 und 16.1.90, in denen außer Pristan und

Phytan keine gesättigten Kohlenwasserstoffe mehr identifiziert werden konnten.

Die Carbonsäureverteilungen der Extrakte aus dem Bioreaktor II ließen sich aufgrund

der komplexen Muster und der Ausbildung von unaufgelösten komplexen Gemischen

schon auf den ersten Blick als Säurefraktionen stärker biodegradierter Öle erkennen . Sie

zeichneten sich, verglichen mit den Extrakten aus dem Bioreaktor I, durch ein etwas brei-

teres Spektrum an Verbindungen aus, das einen größeren Anteil niedermolekularer Säu-

ren einschloß und durch erheblich höhere Relativkonzentrationen aller Verbindungen

gekennzeichnet war. Die auch in den Extrakten aus dem Bioreaktor I vorhandene, hier

jedoch ausgeprägtere Präsenz von ungesättigten Carbonsäuren im oberen Scanzahlbe-

reich gibt einen Hinweis darauf, daß diese auch bei den Experimenten mit Beinsubstan-

zen nachgewiesenen Verbindungen sicherlich keine Artefakte oder Kontaminationen,

sondern ilLorrwecnseiproouxte darstellen.

Zu den verseiften Extrakten bestanden nur geringfügige Unterschiede, die sich insbeson-

dere in leicht erhöhten Relativkonzentrationen äußerten.

Hydroxycarbonsäuren wurden auch in dieser Probensequenz nur im verseiften Extrakt

vom 6.6.90 gefunden. Die Verteilung in den beiden Extrakten stimmte völlig überein.

Entsprechend der stärkeren Degradation der n-Alkane waren auch die Naphthaline der

Extrakte aus dem Bioreaktor II stärker angegriffen . In den Massenchromatogrammen

des Extrakts vom 6.11.89 fehlten die Methylnaphthaline völlig, und auch Dimethylnaph-

thalilie, Ethy1_naphthaline und ein Teil der G3-Naphthaline zeigten, im Gegensatz zu den

C4-Naphthalinen, Anzeichen einer Biodegradation . Die Degradationserscheinungen

wurden mit zunehmender Versuchsdauer ausgeprägter und erfaßten auch die höhersub-

stituierten Verbindungen. Dies äußerte sich a llerdings nur in einer Abnahme der Rela-

tivkonzentrationen bei unverändertem Verteilungsmuster . Im Extrakt vom 6.6.90 waren

bei komplettem Verlust der Methylnaphthaline die Konzentrationen aller Substanzen so

weit zurückgegangen, daß, ebenso wie im Extrakt aus dem Bioreaktor I, zahlreiche Ver-

bindungen, die vorher aufgrund zu geringer Konzentrationen im Untergrund verschwan-
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den, deutlich separierte Peaks bildeten.

Die Phenanthrene hatten sich in allen Extrakten aus dem Bioreaktor I als sehr stabil er-

wiesen. Die Extrakte aus dem Bioreaktor II ließen hingegen Veränderungen erkennen,

die von leicht erniedrigten Relativkonzentrationen des Phenanthrens und der

Methylphenanthrene bis zu vollständigem Verlust des Phenanthrens bei längerer

Versuchsdauer reichten. Die Entwicklung bei den Dimethylphenanthrenen war wegen

des komplexen Isomerenmusters nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein,

als ob sie durch die Biodegradation in wesentlich geringerem Maße beeinflußt worden

seien als Phenanthrene und Methylphenanthrene.

Trotz der Degradation der Naphthaline ließen sich nur Spuren von Methylnaphthalin-

carbonsäuren in einer einzigen Probe aus dem Bioreaktor II nachweisen, bei dieser dann

allerdings sowohl im freien als auch im verseiften Extrakt .
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6

	

Mikrobieller Abbau von Rohölen in der Lagerstätte

Ziel der Untersuchung von Rohölen war es, positive Indikatoren filr einen beginnenden

mikrobiellen Abbau von Lagerstättenölen zu finden, wo dies mit anderen Parametern
nicht eindeutig möglich ist . Dazu wurden mehrere Serien von Erdölen aus verschiedenen

Erdölprovinzen auf Stoffwechselprodukte bakterieller Aktivität, insbesondere Carbon-

säuren und Alkohole, analysiert. Die Öle der einzelnen Serien (Nigeria, Kongo, Powder

River-Becken (Montana), Santa Maria-Becken (Kalifornien), Venezuela, Viking-Graben

(Nordsee) und Broistedt-Gitoä ner Trog (Norddeutschland)) stammen jeweils aus dem-

selben Muttergestein, sind jedoch unterschiedlich stark biodegradiert, um Differenzen

der Metabolitenverteilungen in Abhängigkeit von der Intensität der mikrobiellen Ver-

wertung erfassen zu können.

Auf der Basis von Gesamtölanalysen, die vor allem die Verteilung aliphatischer Kohlen-

wasserstoffe widerspiegeln, und Biomarker-Verteilungen wurde zunächst eine Korrela-

tion der untersuchten Öle mit der von Moldowan et al . (1992) publizierten zehnstufigen
Biodegradationsskala (Abb . 6.1) vorgenommen.

BlODEGRADATION RANKING SUMMARY'

Extent Ran :arsa Indicator (De :l t,Itlasr?)

Light I Lower homologs of n-paraffins depleted
Light 2 General depletion of n-paraffins
Light 3 Only traces of n-paraffins remain
Moderate 4 No n-paraffins, acyclic isoprenoids intact
Moderate 5 Acyclic isoprenoids absent
Heavy 6 Steranes partly degraded
Heavy 7 Steranes degraded, diasteranes intact
Very Heavy S Hopanes partly degraded
Very Heavy 9 Hopanes absent, diasteranes attacked
Severe 10 C2 -Cp aromatic steroids attacked

°In cases where 25-desmethyihopanes are formed, hopane degradation may
occur as early as Ranking 6, that is, simultaneously with or possibly before
sterane degradation, but after removal of acyclic isoprenoids . No 25-des-
methylhopanes were observed in this study.

Abb. 6 .1 : Biodegradations-Klassitizierung nach Moldowan et al. (1992).
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6.1 Pr°obenaufbereitung

Da sowohl freie als auch in Form von Estern gebundene Carbonsäuren und Alkohole

nachgewiesen werden sollten, wurden unterschiedliche Methoden der Probenaufberei-

tung gewählt.

Die Abtrennung der freien Carbonsäuren erfolgte flüssigkeitschromatographisch. Dazu

wurden jeweils 2 g Ö1 auf eine mit 2 % KOH Suprapur (Merck) versetztem Kieselgel

belegte Säule von 12 cm Länge und 2,7 cm Durchmesser aufgebracht . Neutrale und basi-

sche Verbindungen wurden mit 240 ml destilliertem Dichlormethan (mit 1 % Methanol)

von der Säule gewaschen . Die Säuren wurden mit 60 ml destilliertem Dichlormethan, das

mit 2 % Ameisensäure Suprapur (Merck) versetzt war, eluiert und das Eluat zur Entfer-

nung der Ameisensäure mit 50 ml pentadestilliertem H20 ausgeschüttelt . Zweimaliges

Rückausschütteln der wäßrigen Phase mit jeweils 30 ml destilliertem Dichlormethan

sollte die Ausbeute an organischen Säuren erhöhen . Nach dem Trocknen der organi-

schen Phase mit Na2SO4 zur Analyse (Merck) wurde das Lösungsmittel am Rotations-

verdampfer eingeengt und der Extrakt mit Diazomethan bzw. Silyl 991 (BSTFA-TCMS

99:1) (Macherey-Nagel) verestert und silyliert.

Zur Freisetzung der gebundenen Carbonsäuren wurden die 240 ml des Dichiormethan-

Eluats am Rotationsverdampfer eingeengt und der Extrakt mit 1,8 g KOH Suprapur

(Merck) in 30 ml destilliertem Methanol und 15 ml destilliertem Toluol zwei Stunden am

Rückfluß unter Stickstoffatmosphäre verseift. Anschließendes zweimaliges Ausschütteln

mit 0,6 g NaCl Suprapur (Merck) in 30 ml pentadestilliertem H 20 diente zur Trennung

von organischer und wäßriger Phase . Nach dem Entfernen der Neutralstoffe .aus der

wäßrigen Phase durch Ausschütteln mit Cyclohexan Uvasol (Merck) (2 x 50 ml) und An-

säuern mit HO Suprapur (Merck), um die Carboxylationen in die korrespondierenden

freien Carbonsäuren zu überführen, konnten diese mit Dichlormethan extrahiert werden.

Extraktion, Aufarbeitung und Derivatisierung erfolgten wie zuvor beschrieben.

Cyclohexan- und Toluolphasen mit den Neutralstoffen wurden mit Na2SO4 zur Analyse

(Merck) getrocknet, das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt . Die

Alkohole wurden aus dieser Fraktion durch Flüssigkeitschromatographie an Kieselgel

mit destilliertem Dichlormethan ( Lm>e

	

) abgetrennt . Das Elutionsvolumen(mits 1
1 % % Methanol j

war zuvor mit Standardsubstanzen bestimmt worden.

Die zur Abtrennung der Säure- und Alkohol-Fraktionen benutzten Methoden wurden

unter Verwendung von Boscan-Ol (Venezuela) entwickelt, das in größerer Menge zur
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Verfügung stand . Die Verseifung erfolgte in Anlehnung an eine von Behar & Albrecht

(1984) beschriebene Vorgehensweise, allerdings wurden statt der angegebenen 20 g

Rohöl nur 2 g eingesetzt und diese nicht vollständig verseift, sondern nur der nach Ab-

trennung der freien Carbonsäuren verbleibende organische Rest, und dies nicht in drei

Schritten, sondern in einem einzigen. Da Behar & Albrecht (1984) unter anderem auch

mit Boscan-01 gearbeitet hatten, bot sich die Gelegenheit der Überpriifung, ob mit klei-

neren Mengen vergleichbare Ergebnisse zu erzielen sind und ob die Verteilungsmuster

der freien und gebundenen Carbonsäuren in ihrer Gesamtheit mit dem durch Verseifung

der gesamten Probe entstandenen Säuremuster zu korrelieren sind.

Da die Alkohole im Vergleich zu den Carbonsäuren im allgemeinen nur in geringen

Konzentrationen vorliegen, wurden sie bevorzugt aus solchen Proben abgetrennt, die

sich durch relativ hohe Gehalte an Carbonsäuren auszeichneten .
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6.2 Bedingungen fdr die instrumentelle Analytik

Die Gresamtölanalysen wurden unter folgenden analytischen Bedingungen durchgeführt:

Gaschromatograph Hewlett Packard 5710A

Quarzkapillarsäule : FS SE-54-CB

Länge : 25 m

Innendurchrnesser : 0,25 mm

Außendurchmesser: 0,38 mm

Belegungsdichte : 0,26 pm

Träger- und Brenngase: Helium, Wasserstoff, synth. Luft, Argon

Temperaturprogramm

Starttemperatur : -30 °C

Aufheizrate: 4 °C/min

Endtemperatur : 300 °C

Haltezeit: 32 min

Kaltaufgabesystem Uerstel

Temperaturprogramm

Starttemperatur: 30 °C

Aufheizrate : 5 °C/s

Endtemperatur : 300 °C

Haltezeit: 120 s

Split: 310 rnl/ruin

Die Analyse der Biomarker- e teilungen stützt sich auf Masse : agmentogramme aus-

gewählter charakteristischer Einzelionen für Sterane und Hopane . Die Aufnahmepara-

meter wurden folgendermaßen gewählt:

Gaschromatograph Finnigan

Quarzkapillarsäule: CI'-Si15 CB

Länge: 50 rra

Innendurchmesser : 0,25 mm

Außendurchmesser: 0,39 mm
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Belegungsdicke: 0,25 pm

Trägergas: Helium

Temperaturprogramm:

Starttemperatur: 110 °C

Aufheizrate: 3 °C/min

Endtemperatur: 320 °C

Haltezeit: 20 min

Split : 1 :5

Massenspektrometer Finnigan MAT Quadrupol 5100

Ionisierungsenergie: 70 eV

Quellentemperatur : 160 °C

Massenbereich: 43-650
Zykluszeit : 1s/ Dekade

huch die Identifizierung der Carbonsäurent und Alkohole erfolgte ausschließlich auf-

grund von GC/MS-Daten. Einzelionenerfassung war hier allerdings nicht möglich, es

mußten stets komplette Massenspektren aufgenommen werden . Zur Auswertung der

Produktverteilung wurden darüber hinaus Massenchromatogramme ausgewählter

Schlüsselfragmente angefertigt . Da diese Messungen eine hohe Auflösung erforderten,

kam ein anderes GC/MS-System zum Einsatz.

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160

Quarzkapillarsäule : CP-SiI 5 CB

Länge: 50 m

Innendurchmesser: 0,25 mm

AuBendmlrchrziesser: 0 5 39 mm

Belegungs dicke : 0,25 ,u m

Trägergas: Helium

Temperaturprogramm

Starttemperatur : 110 °C

Haltezeit: 4 min
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Aufheizrate: 3 °C/min

Endtemperatur: 310 °C

Haltezeit : 28 min

Kaltaufgabesystem Gerstel

Temperaturprogramm

Aufgabtemperatur: -40 °C

Haltezeit: 30 s

Aufheizrate: 10 'Cis

Endtemperatur: 350 °C

Haltezeit : 90 s

Splitlos

Massenspektrometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on line-Datensystem

lonisierungsenergie : 70 eV

Quellentemperatur : 220 °C

Massenbereich: m/z 45-900

Zykluszeit: 2,3 s/Dekade
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6.3 Ergebnisse

Im folgenden werden die geologischen Gegebenheiten der verschiedenen Lagerstätten

skizziert, die untersuchten Öle charakterisiert und Carbonsäure- und Alkoholverteilun-
gen diskutiert.

63.1 Nigeria

Informationen über die genaue Herkunft der freundlicherweise von Shell International
überlassenen beiden Nigeria-Öle liegen nicht vor. Es ist lediglich bekannt, daß beide aus
demselben Muttergestein stammen. Die Teufen wurden mit 5867 Fuß far das biodegra-
dierte Öl bzw. 9581 Fuß für das nicht biodegradierte angegeben.

In Abbildung 6.3.1.1 ist das Gaschromatogramm des nicht biodegradierten Nigeria-Öls
dargestellt. Es enthielt in erster Linie n-Alkane, die in breiter Verteilung einen Kohlen-
stoffzahlbereich von n-c6 bis n-C37 abdeckten mit einem Maximum bei n-C11 . Die Bio-
marker waren nicht angegriffen.

{
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55

Abb. 6.3.1 .1 : Gaschrornatogramm der Gesamtölmessung des nicht biodegradierten Nigeria-01s
(Pr: Prise, Ph: Phytan).
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Demgegenüber zeigte das zweite Ö1 deutliche Anzeichen von Biodegradation (Abb.

6,3 .1 ° 2). Das Gaschromatogramm wurde in erster Linie durch ein unaufgelöstes komple-

xes Gemisch geprägt . n-Alkane ließen sich im niedrigmolekularen Bereich nicht mehr

nachweisen und traten im höhermolekularen Bereich nur noch in so geringen Relativ-

konzentrationen auf, daß daneben die Hopane im Gaschromatogramm deutlich sichtbar

wurden. Dadurch erhöhten sich gleichzeitig die Relativkonzentrationen der Isoprenoide

Norpristan, Pristan und Phytan, so daß sie d1e wichtigsten Einzelkomponenten des Öls

bildeten. Trotz des offensichtlichen Abbaus der Kohlenwasserstoffe blieben die Biomar-

ker völlig unverändert . Dieses 01 war demnach nur als leicht biodegradiert (Stufe 3) im

Sinne der Klassifizierung von Moldowan et al . (1992) einzustufen.

Pt

Ph

25

Abb. 6 .3.1.2: Gaschromatogramm der Gesamtölmessung des leicht biodegradierten Nigeria-Öls (Bio-
degradations-Stufe 3)
(Npr : Norpristan, Pr : Pristan, Ph: Phytan) .

Freie Carbonsäuren

Die Säureverteilung der freien aliphatischen Monocarbonsäuren des nicht degradierten

Öls ist dem Massenchromatogramm der für ihre Methylester charakteristischen Spur des

Fragmentions m/z 74 zu entnehmen (Abb . 6.3.1.3). Diese spiegelt die Kohlenstoffzahl-

Verteilung der n-Alkane recht genau wider und ist erwartungsgemäß durch geringe Kon-
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zentrationen der Substanzen charakterisiert . Verglichen mit den Konzentrationen der

dominierenden 016:0- und 018 :0-Säuren erreichten die anderen Verbindungen allerdings

nur so geringe Relativkonzentrationen, daß sogar Signale von Hopancarbonsäuren in
dieser Spur erkennbar wurden.

26
74 .

	

323584

3000
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Abb. 63.1.3 : Massenchromatogramm des charakteristischen P'ragmentions ffiir gesättigte aliphatisclte
Monocarbonsäuren als Methylester (rnlz 74) (freie Säuren des nicht biodegradierten Nigeria -ÖIs)
(1 :0ctancarbonsäuremethylester, 2: Nonancarbonsäuremethylester, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 8:
Undecancarbonsäuremethylester, 12 : Dodecancarbonsäurertcethylester, 15: Tridecancarbonsäureme-
thylester, 19 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 22: Pentadecancarbonsäuremeti-iylester, 26 : Hexade-
cancarbonsäuremethylester, 30: Heptadecancarbonsäuremethylester, 34: Qetadecancarbonsäureme-
thylester, 36: Nonademncarbonsäuremethylester, 38: Eicosancarbonsäuremethylester, 41 : Heneicosan-
cairbonsäuremetiaylester, 43 : Docosartcarbonsäaarerriethylester, 45 : Tricosancarbonsäurerraethylester, 48:
Tetracosancarbonsäuretrtethylester, 50: Pentacosarrcarbonsäureniethylester, 53 : Hexacosanc.arbonsäure-
methylester, 55: %leptacosartcarbonsäuremethylester, 57: Gctacasancarbonsäuremethylester, 59: Pdonaco-
sancarbonsäuremethylester, 61 : Triacontanc.arborzsäuremethylester, 64: Hentriacontancarbonsäureme-
thylester, 67 : Dotriacontaacarbonsäuremethylester, 68 : 17a,21fi-homo-Hopancarbonsäuremethylester, 73:
17a,21/3-d7honao-Hopancarbonsäureffietltylester, 80: 17fi,21,8-cdihorno-I-iopancarbonsäuremethylester).

Daneben ließen sich in dieser probe tricyclische und, obgleich die Hopane nicht degra-

diert erschienen, auch pentacyclische Carbonsäuren nachweisen. Charakteristisch für

diese beiden Substanzklassen ist ein 'ragmention der Masse m/z 191 (Abb . 6.3 .1 .4) . Die

tricyclischen Terpansäuren waren mit je zwei Isomeren von C21-, C24- und C26-Säure

vertreten (Abb. 6.3.1 .5-6.3 .1 .7). Bei den Hopancarbonsäuren, deren Verteilung

zahlreiche Homologe und Isomere zwischen C30 und C33 umfaßte, dominierten die

Verbindungen mit 17a,21ß-Konfiguration (Abb . 6.3 .1 .5-6.3 .1.10) .
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A bb. 6.3.1 .4; Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für tricyclische und pentacycli-
sche Terpancarbonsauren als Methylester {ttalz 191) (freie Säuren des nicht biodegradierten Nigeria-Öls)
(40: tricyclischer-C 1 -Carbonsäuremethylester, 46 : tricyclischer-C -Carbonsäuremethylester, 52 : tricyeli-

scher-C.6-Carbonsäuremethylester, 63 : 17a,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 65 : 17ß,21a-Hopancar-

bonsauremethylester, 68 : 17a,21ß-homo-Hopancarbonsäuremethylester, 69 : 17ß,21ß-Hopancarbonsäu-

remethylester, 71 : 17ß,21 a-homo-Hopancarb onsäuremethylester, 73 : 17a,21ß4ih orno-Hopancarbonsäu-

remethylester, 75: 17ß,21ß-homo-Hopancarbonsauremethylester, 76: 17ß,21a-4iho no-Hopancarbonsäu-

remethylester, 78 : 17a,21ß-trihomo-Hopancarbonsäuremethylester, 79: 17ß,21a-trihorno-Hopancarbon-

sauremethylester, 80: 17ß,21,8-dihomo-Hopancarbonsauremethylester).

Abb . 6 .3.1.5 : Massenspektrum von tricyclischer C21 -Terpansäure als Methylester.
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Abb. 6 .3.1.6 : Massenspektrum von tricyclischer C 24-Terpansaure als Methylester.
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Abb. 6 .3 .1 .7: Massenspektrum von tricyciischer c-T erpansäure als Methylester.

Abb. 6.3.1.8: Massenspektrum von 17a,21ß4ihomo-Hopancarbonsäure als Methylester.

Abb . 6 .3.1 .9: Massenspektrum von 17P,21a-dihoino-Hopancarbonsaure als Methylester.

263

Abb. 6.3. 1.10: .Masserispekn-urr. von 17§,21P-dihotnc-Hopar.carbonsäure als M2t~,iylesfer.
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Die biodegradierte Ölprobe zeigte eine breite Säureverteilung freier geradkettiger Al-

kansäuren, die Verbindungen von C 8 . 0- bis C34:0-Säure umfaßte (Abb . 6.3.1.11). Diese

Verteilung ist insofern interessant, als ihr Maximum im höhermolekularen Bereich zwi-

schen C19:0- und C34:0-Carbonsäure liegt, also dem Bereich, in dem bei der gaschroma-

tographischen Analyse des Gesamtöls noch n-Alkane nachgewiesen werden konnten.

Dabei hatten die geradzahligen Homologen etwas höhere Konzentrationen als die unge-

radzahligen . In dem entsprechenden Kohlenstoffzahl-Bereich eluierte auch eine homo-

loge Reihe von 2-Methylcarbonsäuren, die jedoch kein deutliches Maximum aufwies . Mit

3,7,11-Trimethyl-012:0-Carbonsäure, 5,9,13-Trimethyl-C14 : 0-Carbonsäure, 2,6,10,14-Te-

tramethyl-0 1 5 : 0-Carbonsäure (Pristansäure) und 3,7,11,15-Tetramethyl-C16 :0-Carbon -

säure (Phytansäure) konnten darüber hinaus isoprenoid-Carbonsäuren identifiziert wer-

den. In gleicher Weise, wie Pristan und Phytan im Gaschromatogramm des Gesamtöls

dominierten, wird die Säureverteilung der freien Carbonsäuren durch Pristansäure und

Phytansäure als den beiden Hauptkomponenten geprägt. Die Verteilung der Hopancar-

bonsäuren (Abb . 6 .3 .1.12) unterscheidet sich von der des nicht biodegradierten Öls ins-

besondere durch das weitgehende Fehlen von C32 - Verbindungen und höheren Homolo-

gen. Ein deutlich höherer Gehalt an C30-Hopancarbonsäure mit 17a,2116-Konfiguration

sowie Differenzen hinsichtlich des R/S-Isomerenverhältnisses der C30- und C31-Hopan-

säuren mit 17a,21/3-Konfiguration kamen hinzu.
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Abb. 6 .3 .1 .11 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (mlz 88)
(freie Säuren des leicht biodegradierten Nigeria-01s, Biodegradations-Stufe 3)
(1 : Detancarbonsäuremethylester, 2: Nonancarbonsäuremethylester, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 8:

Undecancarbonsauremethylester, 12: Dodecancarbonsäuremethylester, 13: 2-Methyldodecancarbonsäu-
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remethylester, 15 : Tridecancarbonsäuremethylester, 16: 3, 7 , 11 -Trimethyldodecancarbonsäuremethylester,
17 : 2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 19 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 20: 2 -Methyltetra-
decancarbonsäuremethylesster, 22: Pentadecancarbonsäuremethylester, 23: 2-Methylpentadecancarbon-
säurerr►ethylester, 24: 5 , 9 , 13 -Trimethyitetradecancarbonsäuremethyiester, 26: Hexadecancarbonsäureme-
thylester, 27: 2-Met_hylhexadecancarbonsäuremethylester, 28: 2,5,10,14-Tetramethylpentadecancarbon-
säuremethylester, 30 : Heptadecan,carbonsäuremethylester, 31: 2-Methylheptadecancarbonsäureme-
thylester, 33: 3 ,7 , 11 ,15 -Tetramethylhexader.ancarbonsäuremethylester, 34: Octadecancarbonsäureme-
thylester, 35: 2-Methyloc3adee.ancarbonsäureffiethylester, 36: Nonadeeancarbonsäuremethylester, 37 : 2-
Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 38 : Eicosancarbonsäuremethylester, 39: 2-Methyleicosancar-
bonsäuremethylester, 41 : Heneicosancarbonsäurerrtethylester, 42: 2-Methylheneicosancarbonsäureme-
thylest€r, 43 : Docosancarbo:sä:areme p.hy;ester, 44: 2-Methyldocosancarbonsäure.methylester, 45 : Tri;.a-
sancarbonsäuremethylester, 47: 2-Metttyitricosancarbonsäuresaethylester, 48: Tetracosancarbonsäurene-
thylester, 49: 2-Met.hyltetracosancarbonsäurernethylester, 50: Pentacosanrarbonsäuremethylester, 51 : 2-
Methyipentacosancarbonsäuremethylester, 53: Hexacosancarbonsäuremethylester, 54: 2-Methylhexaco-
sancarbonsäuremethylester, 55 : Heptacosancarbonsäureriiethylester, 56: 2-Methylheptacosancarbonsäu-
remethylester, 57 : Octacosanearbonsäuremet-hylester, 58 : 2-Methyloctaeosancarbonsäurernethylester, 59:
Nonacosancarbonsäuremethylester, 60: 2-Methylnonacosancarborasäuremethylester, 61 : Tri.acontancar-
bonsäuremethylester, 62: 2-Methyltriacontancarbonsäuremethylester, 64: Hentriacontancarbonsäureme-
thylester, 66: 2-Methylhentriacontancarbonsäurem.ethylester, 67 : 13otriacontancarbonsäuremethylester,
70: 2-Methyldotri.acontancarbonsäuremethyrester, 72 : Tritriacontattcarbonsäuremethylester, 74: 2-Methyl-
tritriacontancarbonsäurert?ethylester, 77: Tetrattiacontancarbonsäuremethylester).

191 .
68

197632

Abb . 6.3 .1 .12: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für pentacyclische Triterpan-
carbonsäuren als Methylester (m/z 191) (freie Säuren des leicht biodegradierten Nigeria-Öls, Biodegrada-
tions-Stufe 3)
(63: 17a,21,8-Hopancarbonsauremethylester, 65 : 17ß,21a-Hopancarbonsäuremethyiester, 68 : 17a,21ß8-
homo-Hopancarbonsauremethylester, 71 : 17ß,21a-homo-Hopancarbonsauremethylester, 73 : 17a,21ß-di-
h omo-Hopancarbonsäuremethylester) .

Gebundene Säuren

Bei den gebundenen Säuren des nicht degradierten Öls bot sich ein völlig anderes Bild.

Die geradkettigen Carbonsäuren blieben im wesentlichen auf den Bereich zwischen n-
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Cg:0- und n-C 1 g.0-Säure beschränkt (Abb . 6 .3 .1.13), erreichten jedoch erheblich höhere

Relativkonzentrationen als die entsprechenden freien Säuren. Darüber hinaus eluierte

eine homologe Reihe von Carbonsäuren, die aufgrund des Fragmentierungsmusters und

der relativen Retentionszeiten als methylverzweigte Carbonsäuren (iso-Säuren) identifi-

ziert wurden. Das Fragmention der Masse rn/z 88, dessen Massenchromatogramm im

oberen Teil der Abbildung zu sehen ist, stammt von einer anderen Spezies methylver-

zweigter Carbonsäuren, den 2-Methylcarbonsäuren . Während das die Methylgruppe tra-

gende Kohlenstoffatom bei diesen dem Carboxylrest unmittelbar benachbart ist, sich also

in C-2 Position befindet, liegt es bei den iso-Säuren am entgegengesetzten Ende des Mo-

leküls, in der Position w-1.
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Abb. 6 .3 .1 .13: Massenchromatograntrne der charakteristischen Fragttrentionen far gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren und iso-Carbonsäuren als Metbylester (rn/z 74) und 2-Methylcarbonsäuren als
Methylester (Ynlz 88) (gebundene Säuren des nicht biodegradierten Nigeria-01s)
(1 : Qctancarbonsäurernethylester, 2: Honancarbonsäurentethylester, 3: 2-Methylnonancarbonsäurente-
thylester, 4 : iso-Decancarbonsäuremethylester, 5: Decancarbonsäuremethyiester, 6: 2-Methyldecancar-
bonsäuremethylester, 7 : iso-Utadeca.ncarbonsäuremethyiester, 8: Undecattcarbonsäuremethylester, 9 : 2-
1'lletIlylElrldet:u,nC%trboi;tsäureiFieüxyieSter, 10: &s^-Dode''...~.nC.arbor3sänFeme thylestes_ 11 : 2,6-Dimethylunde-
cancarbonsäuremethylester, 12 : Dodecancarbonsäuremethylester, 13: 2-Methyldodecancarbonsäureme-
thylester, 14: iso-Tridecancarbonsäureffiethylester, 15 : `i'ridecancarbonsäueemethylester, 17: 2-Metnyltri-
decancarbonsäuremethylester, 18: rso-'I'etradecancarbonsäureTnethylester, 19: Tetradecancarbonsäure-
rnethylester, 20: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 21 : iso-Pentadecancarbonsäuremethylester,
22: Pentadecancarbonsäurernethylester, 23 : 2-Methylpentadecancarbonsäurentethylester, 25: iso-Hexade-
CaneaTbollsät1YCTIIGÜ~
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methylester, 29: iso-Heptadecancarbonsäuremethylester, 30 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 32:
®ctadecencarbonsäuremetl ►ylester, 34 : Qctadecancarbonsäuremetltylester).

2!

Als gebundene Sauren des leicht biodegradierten Öls konnten neben n-Alkansäuren nur
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2-Methylsäuren bestimmt werden, deren Verteilungen (Abb . 6.3.1.14) im wesentlichen

der des nicht degradierten Öls entsprachen. Darüber hinaus eluierte in dieser Fraktion

eine Vielzahl im einzelnen nicht strukturaufgeklärter Phenole, die als Ligninbestandteile

aus terrestrischem organischem Material freigesetzt wurden.
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Abb. 6.3 .1 .14; Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fär gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für. 2-Methylearbonsäuren als Methylester (rn/z 88)
(gebundene Säuren des leicht biodegradierten Nigeria-Öls, Biodegradations-Stufe 3)
(5: Decancarbonsäuremethylester, 6 : 2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 8 : Undecancarbonsäureme-
thylester, 9: 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 11 : 2,6-Dimethylundecancarbonsäuremethylester,
12 : Dodecancarbonsäuremethylester, 13: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester, 15 : Tridecancarbon-
säuremethylester, 17 : 2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 19 : Tetradecancarbonsäuremethylester,
20 : 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 22: Pentadecancarbonsäuremethylester, 23 : 2-Miethylpen-
tadecancarbonsäuren ethylester, 26 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 27: 2-Methylhezadecancarbon-
säuremethylester, 30 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 32 : Octadecencarbonsäuremethylester, 34:
Octadecancarbonsäuremethylester) .
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6.3.2 Kongo

Die drei Öle dieser Probenreihe stammen aus der Bohrung Youbi Ml, die Elf Aquitaine

im offshore-Bereich vor der Kiiste Kongos niedergebracht hat. Das in einer Teufe von

950-989 m in der Sendji-Formation der Unterkreide (Alb) erbohrte Öl zeigte Anzeichen

leichter Biodegradation der Stufe 1 . Mit geringerer Teufe verstärkte sich die Intensität

des mikrobiellen Abbaus. So zeigte das Öl aus der oberkretazischen Tchala Formation

(Cenoman) in einer Teufe von 843-870 m Biodegradations-Stufe 2-3, während das Öl bei

715-775 m die Stufe 5-6 erreichte, die mäßiger bis starker Degradation entspricht.

Ein nicht biodegradiertes Öl stand bei diesen Proben nicht zur Verfügung. Das am

wenigsten durch mikrobielle Aktivität veränderte Öl (Abb. 6.3 .2.1) war durch einen

Verlust der kurzkettigen n-Alkane charakterisiert und muhte demnach schon als leicht

biodegradiert (Stufe 1) klassifiziert werden. Insgesamt bildeten die n-Alkane eine breite

Verteilung, die bis zu n-C37 reichte und ein Maximum bei n-C 1glC1g aufwies . Sterane

und Hopane waren völlig intakt. Trotz der nur leichten Degradation besaß dieses Öl ein

unaufgelöstes komplexes Gemisch von beträchtlicher Konzentration.

Abb. 6,3.2 .1 : Gaschrornatogramm der Gesamtöirnessung des leicht biodegradierten Kongo-Öls (Bio-
degradations-Stufe 1).

Im Zuge fortschreitender Degradation hatte sich die Konzentration des unaufgelösten

komplexen Gemisches weiter erhöht bei gleichzeitiger drastischer Konzentrationsab-

nahme der zuvor als Einzelkomponenten aufgelösten Kohlenwasserstoffe im gesamten
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Elutionsbereich (Abb . 6 .3 .2 .2) . Dies betraf natürlich auch die n-Alkane, die im nieder-

molekularen Bereich nur noch in Spuren nachzuweisen waren, insgesamt aber dennoch

eine ziemlich vollständige homologe Reihe bildeten . Auch in diesem 01 zeigten die Bio-
marker keinerlei Anzeichen einer Degradation . Diese Merkmalskombination wurde

ebenfalls noch mit leichter Biodegradation korreliert (Stufe 2-3).

Pr

115

Abb . 6.3.2 .2 : Gaschromatogramm der Gesamtölmessung des leicht biodegradierten Kongo-ÖIs (Bio-
degradations-Stufe 2-3).

Das dritte 01 zeigte bei der gaschromatographischen Analyse fast nur noch ein unaufge-
lästes komplexes Gemisch (Abb . 6 .3 .2 .3) . Obgleich sich die Sterane nur relativ schlecht

auswerten ließen, lag der Verdacht nahe, daß sich in ihrer Verteilung bereits beginnende
Degradation abzeichnete . Die Hopane waren hingegen nicht angegriffen. Demzufolge

war dieses 01 als mäßig bis stark degradiert (Stufe 5-6) anzusprechen .
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Abb. 6.3.2.3: Gaschromatogramm der Gesamtölmessung des mäßig bis stark biodegradierten Kongo-Öls
(Biodegradations-Stufe 5-6) .

Freie Säur°en

Bei den freien Säuren des leicht mikrobiell veränderten Ols (Biodegradation-Stufe 1)

dominierten aliphatische Monocarbonsäuren mit einer Kettenlänge bis zu 32 Kohlen-

stoffatomen (Abb. 6.3.24). Mit Ausnahme von n-017:1- und n-01 8: 1-Carbonsäure

handelte es sich ausschließlich um gesättigte Verbindungen . Die im niedermolekularen

Bereich recht deutlich ausgeprägte Bevorzugung der geradzahligen Homologen verlor

sich mit zunehmender Kettenlänge . In der Spur des für diese Säuren charakteristischen

Fragmentions rnlz 74 zeigten sich darüber hinaus Signale von 3-Methyl-C19 .0-Car-

bonsäure und 12-Hydroxy-C 18:0-Carbonsäure. 2-Methylcarbonsauren, deren Verteilung

aus dem Massenchromatogranm des Ions m/z 88 abzulesen ist, bildeten eine den n-

Fettsäuren vergleichbare homologe Reihe . Die Relativkonzentrationen dieser ver-

zweigten Säuren lagen jedoch wesentlich niedriger . Als einziger Vertreter mehrfach ver-

zweigter Carbonsäuren konnte 2,6,i0,14-lcetrarethylpenltadecancarbon säure (Prist a n-

säure) nachgewiesen werden. Tricyclische und pentacyclische Carbonsäuren waren in

dieser Probe nur von untergeordneter Bedeutung (Abb . 6.3 .2.5).
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Abb. 6.3.2 .4 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des leicht biodegradierten Kongo -Öls, Biodegradations-Stufe 1)
(1 : Octanrzrbonsäurenaethylester, 2 : Nonancarbonsäuremetlrylester, 4: 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 6 : 2-Methyldecancarbonsäuretnet& ►ylester, 8 : Undecancarbon-
säuremethylester, 9: 2 -Methylundecanca.rbonsä,uremethylester, 11 : I3odecancarbonsäurernzthylester, 12:
2-Methyldodecancarbonsäurem.ethylester, 14 : Tridecanca.rbonsäureratethyiester, 15 : 2-Methyltridecancar-
bonsäuremethylester, 17 : Tetradecancarbonsäurernethylester, 18: 2-Methyltetradecancarbonsäureme-
thylester, 20: Pentadecancarbonsäuremethylester, 21: 2-iviethyipentadecancarbonsäurernetnylester, 23:
Hexadecancarbonsäurernethylester, 24 : 2-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 25: 2,6,10,14-Tetra-
tnethylpentadecancarbonsäuremethylester, 27: Heptadecencarbonsäuremethylester, 28 : Heptadecancar-
bonsäuretnethylester, 29: 2-Methylheptadecancarbonsäuremethylester, 30: Octadecencarbonsäureme-
thylester, 31 : Octadecancarbonsäuremethyiester, 32: 2-Methyloctadecancarbonsäuremethylester, 33: 3-
Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 34: Nonadeeancarbonsäuremethylester, 35: 2-Methylnonande-
cancarbonsäuremethylester, 37 : Eicosancarbonsäuremethylester, 38: 12 -Trirnethylsiioxyoctadecancarbon-
säuremethylester, 39: 2-Methyleicosancarbonsäuremethylester, 41 : Heneicosancarbonsäurem.ethylester,
42 : 2-Methylheneicosancarbonsäuremethylesier, 43: Docosancarbonsäuremethylester, 44 : 2 -Pvlethyldoco-
sancarbonsäuremethylester, 45: Tricosanr.arbonsäurerr►ethylester, 46: 2-li4ethyicricosartcarbonsäureme-
thylester, 47 : Tetracosancarbonsäuremethylester, 48 : 2-MethylteVacosancarbonsäurerretitylester, 49 : Pen-
tacosancarbonsäuremethylester, 50: 2-Methylpentacosancarbonsäureritethylester, 51 : Hexacosancarbon-
säuremethylester, 52: 2-Methylhexacosancarbonsäuremethylester, 53 : Heptacosancarbonsäureme-
thylester, 54: 2-Methyllteptacosancarbonsäurem.ethylester, 55: ßctacosancarbonsä.ureffiethylester, 56 : 2-
Methyloctacosancarbonsäuremethylester, 57: Nonacosancarbonsäuremethylester, 58: 2 -Methylnonaco-
sancarbonsä', :rerne t.l:ylester, 59 : Triacont2'ü.^,arbo:'.Säuremethylester, 60: 2 -MethyltrTia .̂,ontan . .̂.arbonsäL're-
methylester, 62: .Hentriaconianearbonsäuremethylester, 63 : Dotriacontancarbonsdureniethylester).
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A~~ . 6 .3.2.5: Massenchromatogran~t des charakteristischen P'ragfnentions far tricyclische und pentacycli-~,~,
sehe Terpansäzfren als Methylester (mlz 191) (freie Säureft des leicht biodegradierten Kongo-Öls, Biode-
gradations-Stufe 1)
(40: tricyclischer C21 -Carbonsäuremethylester, 61 : 17a,21i4-Hopancarborrsäureniethylester, 64 : 17a,2114-

horrao-Hopancarbonsäuremethylester, 66 : 17a,21/3-dihomo-Hopancarbonsäuremethylester).

Die Fettsäure-Verteilung des leicht degradierten Öls der Biodegradations-Stufe 2-3 war

mit der zuvor beschriebenen des leicht biodegradierten Öls der Biodegradations-Stufe I

nahezu identisch (Abb . 6 .3 .2 .6) . Unterschiede bestanden lediglich hinsichtlich der erheb-

lich niedrigeren Konzentrationen aller Verbindungen und der Bildung eines unaufgelö-

sten komplexen Gemisches . Die Bevorzugung der geradzahligen Homologe blieb erhal-

ten. Verzweigte Ca_rbonsäuren traten mit Ausnahme von Pristansäure nicht auf . Tricycii-

sche und pentacyclische Säuren boten wiederum dasselbe Bild wie in der leichter degra-

dierten Probe, d.h. eine tricyclische Terpansäure mit 21 Kohlenstoffatomen in relativ ho-

her Konzentration und Isomere von C30-, C31- und c32wi opancarbonsäure mit 17a,21,8-

Konfiguration.

Abb. 6 .3.2 .6 : Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fär gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) (freie Säuren des leicht biodegradierten Kongo-Öls, Biode-
gradations-Stufe 2-3)
(1 : Octancarbonsäurernethylester, 2 : Nonancarbonsäuremethylester, 5: Decancarbonsäureruethylester, 8:
Undecancarbonsäurentethylester, 11 : Dodecancarbonsäuremethylester, 14: Tridecancarbonsäurerne-

thylester, 17 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 20: Pentadecancarbonsäuremethylester, 23 : Hexade-
cancarbonsauremethylester, 28 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 31 : Octadecancarbonsäureme-
thylester, 34: Nonadecancarbonsäuremethylester, 37 : Eicosancarbonsäuremethylester, 41 : Heneicosan-

carbonsäuremethylester, :43: Docosancarbonsäuremethylester, :45 aricosancarbonsäuremetnyiester, 47
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Tetracosancarbonsäuremethylester, 49 : Pentacosancarbonsäuremethylester, 51 : Hexacasancarbonsäure-
methylester, 53: Heptacosancarbonsäuremethylester, 55: Octacosancarbonsäuremethylester, 57: Nonaco-
sanoarborsäurenmethyiester, 59 : Triacontancarbonsä.uremethylester).

Im Zuge der stärkeren Degradation des Öls war es zu gravierenden Änderungen bei den

freien Säuren gekommen . Das unaufgelöste komplexe Gemisch im Massenchromato-

gr amm des Ions m/z 74 hatte an Konzentration zugenommen, und die Konzentrationen

der Fettsäuren waren drastisch zurückgegangen (Abb . 6 .3 .2 .7). Dadurch kam es insbe-

sondere im höhermolekularen Bereich zu einem so ungünstigen Signal/Rausch-Verhält-

nis, daß die Zuordnung der längerkettigen Homologe C'20:0-C26:0 nur aufgrund der rela-

tiven Retentionszeiten vorgenommen werden konnte . Verzweigte Carbonsäuren ließen

sich nicht nachweisen. Tricyclische und pentacyclische Carbonsäuren präsentierten sich

in erheblich größerer Konzentration als in der leicht degradierten Probe der Biodegrada-

tions-Stufe 2-3 bei unveränderter Verteilung.
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Abb. 6.3.2.7: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) (freie Säuren des mäßig bis stark biodegradierten Kongo-
Öls, Biodegradations-Stufe 5-6)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 2 : Nonancarbonsäuremethylester, 5 : Decancarbonsäuremethyiester, 8:
Undecancarbonsäuremethylester, 11 : Dodecancarbonsäuremethylester, 14: Tridecancarbonsäuretne-
thylester, 17: Tetradecancarbonsäuremethylester, 19 : iso-Pentadecancarbonsäuremethylester, 20 : Penta-
decancarbonsäuremethylester, 23: Hexadecancarbonsäuremethylester, 28: Heptadecancarbonsäureme-
thylester, 31 : Octadecanearbonsäuremethylester, 34: Nonadecancarbonsäuremethylester, 37 : Eicosancar-
bonsäuremethylester, 40 : tricyclischer C21 -Carbonsäuremethylester, 43 : Docosancarbonsäuremethylester,
45 : Tricosancarbonsäuremethylester, 47: Tetracosancarbonsäuremethylester, 49 : . Pentacosancarbonsau-
remethylester, 51 : Hexacosancarbonsäuremethylester).
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Fettsäuren und 2-Methylcarbonsäuren bestimmten auch die Fraktion der gebundenen
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Säuren des leicht degradierten Öls der Biodegradations-Stufe 1, blieben aber auf einen

sehr viel kleineren Kohlenstoffzahl-Bereich beschränkt (Abb . 6 .3 .2.8) . So wurden Fett-

säuren nur bis zu einer Kettenlänge von maximal 18 Kohlenstoffatomen identifiziert, und

die Reihe der 2-Methylcarbonsäuren endet sogar bereits bei 2-Methyl-0 1 5:0-Carbon-

säure. Daneben eluierte eine Substanzklasse, die bei den freien Säuren nicht hatte beob-

achtet werden können, die der iso-Säuren. Diese einfach verzweigten Säuren wiesen zwi-

schen 11 und 16 Kohlenstoffatome auf. Hopancarbonsäuren fehlten völlig, und die tricy-

clischen Säuren waren nur durch die G21-Säure vertreten .

1699840
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Abb. 6 .3.2 .8 : Tvtassenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen i~är gesättigte aliphatische
Pdlonocarbonsä ;rren und so-Säuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene Säuren des leicht biodegradierten Kongo -C)ls, Biodegradations-Stufe 1)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 2 : Nonancarbonsäuremethylester, 3: 3,7-Dimethyloctancarbonsäureme-
thylester, 4: 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 6: 2-li4ethyldecan-
carbonsäurentetlaylester, 7: iso-Undecancarbonsäurernethylester, 8: Undecancarbonsäuremethylester, 9:
2-Tercet.hylunderancarbonsäuremethylester, 10 : iso-Dodecanearbonsäureraethylester, 11 : i3odecanc.arbon-
säuremethylester, 12 : 2-Methyldodecancarbonsä.uremethylester, 13: isa-Tridecancarbonsäuremet.hylester,
14 : Tridecancarbonsäurem,ethylester, 15: 2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 16: zso-Tet.radecan-
carbonsäuremethylester, 17: Tetradecancarbonsäuremet.hylester, 18 : 2-I4ethyltetradecancarbonsänreme-
thylester, 19: iso-Pentadecancarbonsäuremethylester, 20: Pentadecancarbonsäuremethylester, 21: 2-A1e-
thyipentadeeancarbonsäurentethylester, 22: iso-Hexadecancarbonsäuretnethyäester, 23 : Hexadecancar-
bonsäuremethylester, 28: Heptadecancarbonsäuremethylester, 30 : Oetadecencarbonsäurenetliylester, 31:
Qetadecancarbonsäuremethylester, 34: Nonadecancarbonsäuremethylester, 36: 12-Trirnethylsiloxyoctade-
cencarbonsäuremethylester, 38: 12-Trimethylsiloxyoctadecancarbonsäuremethylester).

Die Analysenergebnisse des leicht degradierten Öls der Biodegradations-Stufe 2-3 zeig-

ten eine große Übereinstimmung mit denen des leicht degradierten Öls der Biodegrada-

tions-Stufe l in bezug auf die Substanzklassen bei den gebuiideiaeri Säuren und die Ver-
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teilungsrauster innerhalb derselben (Abb . 6 .3 .2 .9). Geradkettige und 2-methylverzweigte

Carbonsäuren herrschten vor, neben denen iso-Säuren und G21-tricyclische Terpansäure

beinahe verschwanden. Insgesamt ließ sich eine beträchtliche Konzentrationserhöhung

aller identifizierten Verbindungen verzeichnen,

f0ß
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Abb. 6 .3 .2.9: Massenchromatograznme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte alphatissche
Monocarbonsäuren und iso-Säuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene Säuren des leicht biodegradierten Kongo-Öls, Biodegradation-Stufe 2-3)
(1: Octancarbonsäuremethylester, 2 : Nonancarbonsäuremethylester, 4 : 2-Methylnonanearbonsäureme-
thylester, 5 : Decancarbonsäuremethylester, 6 : 2-Methyldecancarbonsäurernethylester, 7 : iso-Undecancar-
bonsäuremethylester, 8: Undecancarbonsäuremethylester, 9 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester,
10 : iso-Dodecancarbonsäuremethylester, 11 : Dodecancarbonsäuremethylester, 12: 2-Methyldodecancar-
bonsäuremethylester, 13: iso-Tridecancarbonsäuremethylester, 14 : Tridecancarbonsäuretnethyle_ster, 15:
2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 16: iso-"Tetradecancarbonsäuremethylester, 17 : Tetradecancar-
borsäuremethylester, 18: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 19: iso-Pentadecancarbonsäureme-
thylester, 20: Pentadecanearbonsäuremethylester, 21 : 2-Methylpentadecancarbonsäuremethylester, 22:
iso-Hexadecancarbonsäuremethylester, 23 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 26 : iso-Heptadecancar-
bonsäuremethylester, 28: Heptadecancarbonsauremethylester, 30 : Octadecencarbonsäuremethylester, 31:
Octadecancarbonsäuremethylester, 34: Nonadecancarbon.säuremethylester, 37 : Eicosancarbonsäureme-
thylester, 41 : Heneicosancarbonsauremethylester, 43: Docosancarbonsäuremethylester, 45 : Tricosancar-
bonsäuremethylester, 47 : Tetracosancarbonsäuremethylester).

Die stärkere Degradation hatte keine weiteren Veränderungen hinsichtlich der Stoff

wechselprodukte selbst bewirkt, jedoch zu einer Erniedrigung der Relativkonzentratio-

nen aller Verbindungen im mäßig bis stark degradierten Öl dieser Probenserie geführt.
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633 Powder River-Becken (Montana)

Die analysierten Proben stammen aus dem Bell Creek-Ölfeld, das im Südosten Monta-

nas an der nordöstlichen Flanke des Powder River-Beckens liegt und als gutes Beispiel

für ein Ölfeld in einer stratigraphischen Fallenstruktur gilt . Abbildung 6.3 .3 .1 zeigt die

geologische Situation in einem Profilschnitt . Eingeschaltet zwischen die beiden mächti-

gen Schieferfolgen des Skull Creek Shale im Liegenden und des Mowry Shale im Han-

genden als unterkretazische Transgressionsbildungen mit hohem Gehalt an organischem

Material, finden sich verschiedene Sandsteinkörper, die während einer Regressionsphase

gebildet wurden, so auch im Bereich der Lokation Bell Creek.

robb 6.3.3.1 : Profilschritt von NW-Montana nach SE-Dakota (McGregor & Biggs . 1970).

Abbildung 6.3 .3.2 gibt eine Vorstellung über die paläogeographische Situation zur Zeit

der Ablagerung des Sandsteins in Bell Creek . Als Ablagerungsmilieu wird ein küstenna-

her Flachwasserbereich im Einflußgebiet zweier unterschiedlicher Faziesräume postu-

liert.

Die Teufen für die drei von Amoco zur Verfügung gestellten Ölproben sind nicht

bekannt. .
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Abb. 6.3.3 .2 : Paläogeographische Skizze des Bell Creek Gebietes (McGregor & Biggs 1970).

Aufgrund des Gaschromatogramms des als nicht degradiert deklarierten Öls (Abb.

6.3.3.3) ließ sich nicht eindeutig entscheiden, ob es Anteile verschiedener Migrationspha-

sen enthielt oder doch bereits eine leichte Degradation einiger Verbindungen im Bereich

der längerkettigen n-Alkane stattgefunden hatte . Die Biomarker gaben allerdings keinen

Hinweis darauf, daß ein Genwisch verschiedener Öle vorliegen könnte, so daß es sich

vermutlich doch um ein leicht degradiertes Öl (Stufe 1) handelt.

Abbildung 6.3 .3 .4 zeigt ein weiteres Cal dieser Probenserie . Es war durch folgende Merk-

malskombination gekennzeichnet : Völliger Verlust der kurzkettigen n-Alkane bis zu n-

C16 bei nahezu intakter Verteilung der längerkettigen Homologe, Konzentrationsab-

nahme jedoch auch bei diesen und dadurch Erhöhung der Relativkonzentrationen von

Isoprenoiden, Alicyclen und Aromaten und Biomarker-Verteilung ohne Anzeichen von

Degradation. Dieses Cal hatte wohl nur eine leichte Degradation erfahren (Stufe 2-3) .
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Abb. 6.3 .3.3: Gaschrornatogramrn der Gesamtölraessung des leicht biodegradierten Bell Creek-Öls
(Biodegradations-Stufe 1).

Abis: 6.3.3.4: Gasehromatogramm der Cesamtölmessung des leicht biodegradierten Bell Creek-Öls
(Biodegradations-Stufe 2-3).

Da auch ie aBiümarker des in Abbildung 6.3.3.5 ddritten Öls unverändertdargestellten

geblieben waren, ließ sich dieses trotz vollständig fehlender n- ane und einer leichten

Konzentrationszunahme des unaufgelösten komplexen Gemisches nur als mäßig degra-

diert einstufen (Stufe 4) . Als dominierende Verbindungen traten die Isoprenoide, insbe-

sondere Norpristan, Pristan und Phytan, hervor.
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Abb 6.3 .3.5: Gaschromatogramm der GesamtOlmessung des mäßig biodegradierten Bell Creek-Öls
(Biodegradations-Stufe 4) .

Freie Säuren

Die Fraktion der freien Säuren des leicht biodegradierten Öls der Biodegradations-Stufe

1 setzte sich aus geradkettigen, einfach und mehrfach verzweigten und pentacyclischen

Carbonsduren zusammen . Die geradkettigen Säuren eluierten in breiter Verteilung zwi-

schen C8:0- und C32. 0-Säure und zeigten eine Bevorzugung der geradzahligen Homolo-

gen (Abb. 6.3 .3 .6) . Das Maximum ihrer Verteilung lag bei CI6:0- und C18,0-Säure, . dane-

ben erreichten jedoch auch C12:0'" und C14 , 0-Saure deutlich höhere Konzentrationen als

die übrigen Verbindungen. Ungesättigte Sduren lieBen sich mit Ausnahme von C 18 :1 -

Saure nicht nachweisen. Bei den einfach verzweigten Säuren handelte es sich um 2-Me-

thylcarbonsduren, die eine den n-Alkansduren hinsichtlich des Elutionsbereichs entspre-

chende homologe Reihe bildeten . Ihre Konzentrationen differierten allerdings beträcht-

lich, da sowohl der Gehalt an 2-M-ethylearbonsduren insgesamt als auch die Konzentra-

tionen der einzelnen Homologe erheblich niedriger lagen. Überdies zeigte ihre Vertei-

lung kein ausgeprägtes Maximum. Mehrfach verzweigte Säuren waren nur durch Pristan-

und Phytansäure vertreten . Die pentacyclischen Carbonsäuren wiesen die geringsten

Konzentrationen der in dieser Fraktion identifizierten Substanzklassen auf . Es konnten
Isomere von C30-, Cm- und C 2-Hopancarbonsättren mit 17a,21fi-Konfiguration sowie
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C30- und C31-Säuren mit 17ß,21ß-Konfiguration bestimmt werden (Abb . 6 .3 .3 .7) . Domi-

nierende Verbindungen waren die Isomere der C.31-Hopancarbonsäuren mit 17a,21/3-

Konfiguration.
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Abb. 6.3 .3.6 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aiiphatische
Monoc.a.rbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des leicht biodegradierten Bell Creek-vis,1'siodegradations-Stufe 1)
(1 : OctancarbonsäuremetlEylester, 3 : Nonancarbonsäuremethylester, 7 : Decancarbonsäuremethylester, 8:
2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 12: Undecancarbonsäuremethylester, 13: 2-Methylundecancar-

bonsäuremethylester, 18: Dodecancarboztsäuremethylester, 19 : 2-Miethyldodecancarbonsäuremethylester,

23 : Tridecancarbonsäuremethylester, 26: 2-Methyltridecancarbonsäureraethylester, 29 : Tetradecan-

carbonsäuremethylester, 31: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 37: Pentadecancarbonsäure-
methylester, 38: 2-Methylpentadecancarbonsäurermthylester, 42 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 43:
2-Methyliiexadecancarbonsäuremethylester, 45: 2 , 6,10 ,14-Tetramethylpetnadecancarbonsäurernethyl -

ester, 48 : Heptadecancarbonsäuremethylester, 49: 2-Methylheptadecancarbonsäurenaethylester, 50 : Octa-

decencarbonsauremethylester, 51: 3 ,7,11, 15 -'I'etramethyihexa.decancarbonsäuremethylester, 52 : ®cta-

decancarbonsäurezuethylester, 53: 2-ivlethyloctadecancarbonsäurernethylester, 56: Nonadecancarbon-

säuremethylester, 58: 2 -h/iethylnonadecancarbonsäuremethylester, 59: Eicosancarbonsäuremethylester,

61: 2-Methyleicosancarbortsäuremethylester, 62 : 1-leneicosartcarbonsäuremethylester, 64: 2 -Methylhen-

eicosancarbonsäuremethylester, 65: Docosancarbonsäuremethylester, 67: 2-Methyldocosaracarbonsäu-

remethylester, 68: Trtcosancarcbon .säuremetltpyyl.eSter, n7
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bonsäuremethylester, 76: 2-Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 77 : Hexacosancarbonsäuremethyl-

ester, 78: 2-Methylliexacosancarbonsäurecnethylester, 79: Heptacosancarbonsäuremethylester, 80 : 2-

Methylheptacosancarbonsäuremethylester, 81 : Octacosancarbonsäuremethylester, 82: 2-Miethyloctacosan-

carbonsäuremethylester, 83: Nonacosancarbonsäuremethylester, 84: 2-Methylnonacosancarbonsäure-

methylester, 85 : Triacontancarbonsäuremethylester, 86: 2-Methyltriacontancarbonsäuretnethylester, 88:
t7entrTaLCJniEdncarbi rLsaurGluet ;`iyiiäti.r, 90: 2-äiethylhentr•a ŵü °.:n .̂.ariiürssid'e'ere. '..ethylester, 91 : .n.~.otri:. ..^- ::-

tancarbonsäuremetbylester, 94: .2-Methyldotriacontancarbonsäuremethylester. ..
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Abb. 6.3.3.7 : Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für pentacyclische
Terpancarbonsauren als Methylester (m/z 191) (freie Säuren des leicht biodegradierten Bell Creek-Öis,
Biodegradations-Stufe 1)
(87: 17a,21,8-Hopancarbonsäuremethylester, 89 : 17ß: 21a-Hopancarbonsäuremethylester, 92 : 17a,21ß-
homo-Hopancarbonsäuremethylester, 95 : 17ß21a-homo-Hopancarbonsäuremethylester, 97: 17a,21ß-
dihomo-Hopancarbonsäuremethylester).

Fettsäuren, 2-Methylsäuren, isoprenoid-Säuren und Hopancarbonsäuren bildeten auch

das Säurespektrum des zwar etwas stärker, aber immer noch leicht biodegradierten Öls

der Biodegradations-Stufe 2-3 . Im Vergleich zu der weniger biodegradierten Probe er-

reichten diese Substanzklassen hier jedoch generell wesentlich höhelr/e~ Konzentrationen.

Unterschiede ergaben sich außerdem hinsichtlich der Elutionsbereiche von Fettsäuren

und 2-1viethyicarbonsäuren . So konnten die geradkettigen Säuren nur bis zu einer Ket-

tenlänge von 28 Kohlenstoffatomen und die 2-Methylsäuren nur bis zu 2-MethyI-C24 : 0
-Säure nachgewiesen werden (Abb. 6 .3 .3.8) . Während die Fettsäureverteilungen hinsicht-

lich der Relativkonzentrationen der einzelnen Verbindungen zueinander bis zu n -C18:0-
Säure in beiden Ölen weitgehend übereinstimmten, traten die längerkettigen Säuren in

dieser Probe nur in sehr geringen Konzentrationen auf . Die Gehalte an Pristan- und

Phytansäure hatten sich in Relation zu denen der n-Alkansäuren ebenfalls vermindert.

Im Zuge der Degradation präsentierten die Hopancarbonsäuren nun ein wesentlich

komplexeres Verteilungsmuster von homologen und isomeren Säuren im Bereich von

C30 bis C34 (Abb. 6 .3.3 .9) . Es dominierten C30-, C31- und C32-Hopansäuren mit 17a,21ß-

Konfguratian sowie die C32-Säuren mittL 17 ,2
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Abb. 6.3 .3.8: Massenchromatogratnme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des leicht degradierten Bell Creek-Öls, Biodegradations-Stufe 2-3)
(1: Octancarbonsäuremethylester, 3 : Nonancarbonsäuretnethylester, 4 : 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 7: Decancarbonsäuremethylester, 8 : 2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 12 : Undecancar-
bonsäuremethylester, 13 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 18 : Dodecancarbonsäuremethylester,
19: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester, 23: Tridecancarbonsäuremethylester, 26: 2-Methyltridecan-
carbonsäuremethylester, 29: Tetradecancarbonsäuremethylester, 31 : 2-Methyltetradecancarbonsäurem.e-
thyiester, 37 : Pentadecancarbonsäuremethyle-ster, 38 : 2-Me¢.hylpentadeean arbonsäuremethylester ; 42:
Hexadecancarbonsäuremethylester, 43: 2-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 45 : 2,6,10,14-Tetra-
methylpentadecancarbonsäuremethylester, 48: Heptadecancarbonsäuremethylester, 49 : 2-Methyihepta-
decancarbonsäuremethylester, 50: Octadecencarbonsäuremethylester, 51 : 3,7,11,15- Tetramethyihexade-
cancarbonsäuremethylester, 52: Octadecancarbonsäuremethylester, 53: 2-Methyloctadecancarbonsäure-
methylester, 56: Nonadecancarbonsauremethylester, 58: 2-Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 59:
EicosancarbonsäuremethyIester, 62: Heneicosancarbonsäuremethylester, 65 : Docosancarbonsäureme-
thylester, 68 : T ricosancarbonsäure naethylester, 71: TetracosancarbonsäuremethyIester, 74 : Pentacosan-

carbonsauremethylester, 77 : Hexacosancarbonsäuremethylester) .
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Abb. 6.3.3 .9: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für pentacyclische Terpansäu-
ren als Methylester (m/z 191) (freie Säuren des leicht degradierten Bell Creek-61s, Biodegradations-Stufe
2-3).
(87: 17a,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 89: 17(3,21a-Hopancarbonsäuremethylester, 92 : 17a,21ß-
homo-Hopancarbonsäuremethylester, 93: 17ß,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 95 : 17ß,21a-homo-
Hopancarbonsäuremethylester, 97 : 17a,21 16dhomo-Hopancarbonsäuremethylester, 98 : 17%3,21ß-homo-
Hopancarbonsäuremethylester, 99 : 17ß,21a-dihomo-Hopancarbonsäuremethylester, 100 : 17a,21ß-
rrihomo-Hopancarbonsäuremethylester, 101 : 17ß,21a-trihomo-Hopancarbonsäuremethylester, 102:
17ß,21ß-dihorno-Hopancarbonsäuremethylester, 103 : 17ß,213-trihomo-Hopancarbonsäuremethylester,
104: 17ß,21ß-tetrah orno-Hopancarbonsäuremethylester).

Auch das mäßig degradierte 01 der Biodegradations-Stufe 4 enthielt n-Al ansäuren so-

wie einfach und mehrfach verzweigte Carbonsäuren . Hopancarbonsäuren konnten dage-

gen nicht beobachtet werden. Die in Abbildung 6.3 .3.10 anhand der beiden Massen-

chromatogramme dargestellten Säureverteilungen zeigten relativ komplexe Muster und

schlossen einen ähnlich großer! Kohlenstoffzahl-Bereich ein wie in der leicht biodegra-

dierten Probe der Biodegradations-Stufe 1, wiesen jedoch erheblich geringere Gehalte

auf. Geradkettige Säuren eluierten bis zu einer Kettenlänge von 33 Kohlenstoffatomen

mit einem breiten Maximum im Bereich von C12:0- bis G18:0-Säure. Bei den einfach ver-

zweigten Säuren ließen sich mehrere Spezies unterscheiden. Standards standen nicht zur

Verfügung, so daß die genauen Positionen der Methylverzweigungen nicht bekannt sind.

Da ein Teil der Substanzen bei der massenspektrometrischen Analyse ein Fragmention
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der Masse m/z 74 ergab, kann sich der Methylsubstituent dieser Verbindungen nicht di-

rekt neben der Säuregruppe befinden, sonst wäre ein Fragmention der Masse m/z 88

aufgetreten. Aufgrund der Massenspektren und aufgrund eines Retentionszeitverglei-

ches mit Arbeiten von Boon et al . (1975, 1978) und Derenne et al . (1991) wurde im nie-

derinolekularen Bereich neben iso-012:0 -, rsa-013 :0 -$
iso-014

:0-
und iso-015 : 0-Säure auch

eine anteiso-015 :0-Säure bestimmt, d.h. die Substituenten hatten die Positionen w-1 bzw.

w-2. Einige Verbindungen im höhermolekularen Bereich zeigten neben dem Basispeak

der Masse m/z 74 ein Fragmention der Masse rn/z 101 . In diesem Fall könnte es sich um

3-Methylcarbonsäuren gehandelt haben . Ebenso wie in der leicht degradierten Probe

konnte eine homologe Reihe von 2-Methylcarbonsäuren nachgewiesen werden, deren

Verteilung aus dem Massenchromatogramm des charakteristischen Fragments m/z 88 zu

ersehen ist. Die Verbindungen höherer Konzentration lagen im kurzkettigen Bereich mit

einem Maximum bei 2-Methyl-0 13 :0-Säure . Neben diesen 2-Methylcarbonsäuren, die

sich durch einen Basispeak der Masse m/z 88 und ein Fragmention der Masse 101 aus-

zeichnen, schien eine zweite Reihe homologer Verbindungen zu existieren . In einigen

Fällen hatten die Massen rn/z 88 und m/z 101 annähernd gleiche Intensität . Wegen des

Fehlens der Molekülionen war eine eindeutige Identifizierung nicht möglich . Möglicher-

weise handelt es sich bei diesen Substanzen um mehrfach verzweigte 2-Methylcarbonsäu-

ren. Der eindeutige Nachweis isoprenoider Säuren gelang mit 2,6-Dimethylundecancar-o
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Abb. 6 .3.3.10 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des mäßig degradierten Bell Creek-Ö s, Biodegradations-Stufe 4)
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(i : Octancarbonsäuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsäuremethylester, 3: Nonancarbonsäureme-
thylester, 4 : 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 7 : Decancarbonsäuremethylester, 8 : 2-Methyldecan-
carborisäurernethylester, 10: iso-Jndemncarbon.säuremethylester, 12 : UndecancarbonsäuremethylesteI,
13 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 14 : 3,7-Dimethylunderancarbonsäurernethylester, 15 : iso-

Dodecancarbonsäuremethylester, 16 : 2,6-Di.~Tiethylundecancarbonsäuremethylester, 18 : Dodecanearbon-
sä.uremethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester, 21 : iso-Tridecancarbonsäuremethylester,
23 : Tridecancarbonsäuremethylester, 25 : 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsäuremethylester, 26 : 2-Methyl-
tridecancarbonsäuremethylester, 29: Tetradecattcarbonsäuremethylester, 31 : 2-Methyltetradecancarbon-
säuremethylester, 33 : 3,7,11-Triraetltyltrideeancarbonsäuremethylester, 34 : iso-Pentadecancarbonsäure-
methylester, 37 : Pentadecancarbonsäuremethylester, 38 : 2-Methylpeattadecancarbonsäuren?ethylester, 39:
5,9,13-Trimethyltetradecancarbonsäuremethylester, 42: Hexadecancarbonsäuremethylester, 43: 2-Methyl-
hexadecancarbonsäuremethylester, 45 : 2,6,10,14-Tetrarnethylpentadecancarbonsäuremethylester, 48:
Heptadecartcarborisätarerr ► etlrylester, 49 : 2-Methylheptadecancarbonshuremethylester, 50 : Octadecencar-
bonsäuremethylester, 51 : 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsäuremethylester, 52 : Octadecancarbon-
säuremethylester, 53: 2-Methyloctadecanca.rbonsäuremethyiester, 56 : Nonadecancarbonsäuremethylester,
57: 3-Methyinonadeeancarbonsäuremethylester, 58: 2-Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 59 : Ei-
cosancarbonsäuremethylester, 60: 3-Met-ttyleicosancarbonsäurerrtetlrylester, 61 : 2-Methyleicosancarbon-
säuremethylester, 62: Heneicosancarbonsäuremethylester, 63 : 3-Methylheneicosancarbonsäuremethyl-
ester, 64: 2-Methylheneicosancarbonsäuremethylester, 65 : Docosancarbonsäurel,nethylester, 66 : 3-Methyl-
docosancarbonsäuremethylester, 67: 2-Methyldocosancarbonsäuretnethylester, 68: Tricosancarbonsäure-
methylester, 69: 3-Methyltricosancarbonsäuremethylester, 70 : 2-Miethyltricosancarbonsäuremethylester,
71 : Tetracosancarbonsäuremethylester, 72 : 3-Methyltetracosancarbonsäuremethylester, 73 : 2-Methyltetra-
cosancarbonsauremethylester, 74: Pentacosancarbonsäuremethylester, 75 : 3-Methylpentacosancarbonsäu-
remethylester, 76 : 2-Methylpentacosancarbonsäuremetlrylester, 77 : Hexacosancarbonsäuremethylester,
78 : 2-Methylhexacosancarbonsäuremethylester, 79: Heptacosantarbonsäuremethyiester, 80: 2-Methyl-
heptacosanc.arbonsäuremethylester, 81 : Octacosancarbonsäurenrethylester, 82: 2-tYiethyloctacosancarbon-
säuremethylester, 83: Nonacosancarbonsäuremethylester, 84: 2-Methylnonaeosancarbonsä.uremethylester,
85 : Triacontancarbonshuremethylester, 86: 2-Methyltriacontancarboresäuremethylester, 88: Her-triacon-
tanr'?rbonsäuremethvleste v ,

	

..90: 2°Met:~yr~e??¢E"3^~+~ .. ..tre~i»rbon"~'u .ei:. .~.thy''estdr, 91 : D~3triaCoiat.än :?irbE?ri-.
säuremethylester, 94: 2-Methyldotriaconta.ncarbonsäuremethylester, 96: Tritriacontancarbonsäuremethyl-
ester) .

Gebundene Säuren

Die Säureverteilung der gebundenen Säurefraktion des leicht degradierten Bell Creek-

()Is der Biodegradations-Stufe 1 ist aus Abbildung 6.3.3.11 zu entnehmen . Fettsäuren er-

reichten eine Kettenlänge von 26 Kohlenstofatomen bei deutlicher Bevorzugung der ge-

radzahligen Homologe. Ihre Konzentrationen waren - verglichen mit denen der freien

Säuren - erheblich niedriger. Ungesättigte Säuren wurden mit Ausnahme von C18:1-Car-

bonsäure nicht beobachtet. In der Spur der Masse m/z 74 eluierten daneben homologe

iso-Säuren, die von 10:0 bis ääo-017 :0 nachgewiesen werden konnten, sowie mit

3,7,11-Trimethyl-0 12 : 0-Säure, 3,7,11-Trimethyl-0 13 :0-Säure und Spuren von 3,7,11,15-Te-

tramethyl-C 16:0-Säure einige isoprenoid-Carbonsäuren . Das Massenchromatogramm des

für 2-Methylsäuren charakteristischen Fragtnentions der Masse m/z 88 zeigte eine Ver-

teilung, die auf einen kleinen Kohienstofzahi-Bereich beschränkt war und nur Verbin-
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dungen von 2-Methyl-C9:0-Säure bis 2-Nilethyl-01 6 : 0-Säure umfaßte mit einem Maximum

bei 2-Methyl-012:0-Säure . In sehr geringer Konzentration trat auch 2, 6,10,14-Tetrame-

thyl-015 : 0-Carbonsäure auf.
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Abb. 6 .3.3.11: Massenchrornatogramme der charakteristischen Fragmentionen far gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (-mix 74) und iwr 2-Me4l.nylcarbonsäur:n ab' iveüiylester (m/z 88)
(gebundene Säuren des leicht degradierten Bell Creek-Ö ls, Biodegradations-Stufe 1).
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 3 : Nonancarbonsäuretmthylester, 4: 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 5 : isa-Decancarbonsäuremethylester, 7: Decancarbonsäuremethylester, 8: 2-Methyldecancar-
bonsäuremethylester, 10: iso-Undecancarbonsäuremethylester, 12 : Undecancarbonsäuremethylester, 13:
2-MethylundecartearbonsäuremeYl.rylester, 15: rso-Dodecancarbonsäut'emethylester, 16: 2,6-Dimethylun-
decancarbonsäuremethylester, 18: Dodecancarbonsäuremethylester, 19: 2-ivlethyldodecancarbonsäure-
methylester, 23 : Tridecancarbonsauremethylester, 25: 3 , 7 , 11-TililLeiliyliliideCancari3onsäurer: :e°.3rylester,
26 : 2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 27: iso-Tetradecancarbonsäuremethylester, 29 : Tetradecan-
carbonsäuremethylester, 31 : 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 33: 3,7,11 -Trimethyltridecancar-
bonsäuremethylester, 34: iso-Pentadecancarbonsäs:remethylester, 37: Pentadecancarbonsäuremethylester,
38 : 2-Methylpent3des,ancarbonsäuremethylester, 40 : iso-HePadecancarbonsäurerctethylester, 42 : Hexade-
cane.arbonsäurenmthylester, 43: 2-Methylhexaclerancarbonsäuremethylester, 45 : 2,6,10,14-Tetraffiethyl-
pentadecancarbonsäuremethylester, 46 : iso-Heptadecanearbonsäuremethylester, 48: Heptadecancarbon-
säuremethylester, 50: Octadecencarbonsäuremethylester, 51 : 3 ,7 ,11 , 15 -Tetraruethylhexadecancarbonsäu-
relilethylester, 52: Oc¢adprancarbonsäurer_rßethylester, 56 : Nonadecancarbonsäuremeth-ylester, 59: Elco-
sancarbonsäuremethylester, 62: Heneicosancarbonsäuremethylester, 65 : Docosancarbonsäurernethyl-
ester, 68 : i'ricosancarbonsäuremettrylester, 71 : Tetracosartcarbonsätaretnethylzster, 77 : Hexacosancar-
bonsäuremethylester).

Das Säurespektrum der leicht degradierten Probe der Biodegradations-Stufe 2-3 (Abb.

6.3.3.12) unterschied sich, abgesehen von Konzentrationsänderungen, nur wenig von dem

zuvor beschriebenen . Die Gehalte an iso-Säuren waren im Vergleich zu denen der Fett-

säuren stark. zurückgegangen und die isoprenoid-Säuren bis auf 2,6-Dirnethyl°C10:0-
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Säure, 2,6-Dimethyl-011:0-Säure, 3,7,11-Trimethyl-012 :0-Säure und Spuren von 3,7,11,15-
Tetramethyl-0 16. 0-Säure nicht mehr nachweisbar.

12

42

3 52

37
So -

Abb. 6.3 .3.12 : Massenchrocnatograrame der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Säuren des leicht biodegradierten Bell Creek-Öls, Biodegradations-Stufe 2-3)
(1: Qctancarbonsäuretnethylester, 3: Nonancarbonsäuremethylester, 4: 2-Methyinonancarbonsäureme-
thylester, 5: iso-Decancarbonsäuretnethylester, 7 : Decancarbonsauremethylester, 8: 2-Methyldecancar-
bonsäuremethylester, 10: iso-Undecancarbonsäuremethylester, 11: 2,6-Dimethyldecanrarbonsäureme-
thylester, 12: Undecancarbonsäuremethylester, 13 : 2-Methylundecancarbonsauremethylester, 15 : iso-Do-
decancarbonsauremethylester, 16 : 2 ,6-Dimethylur;decancarbonsäuremethylester, 18 : Dodecancarbonsäu-
remethylester, 19 : 2 -Methyldodecartcarbor+.säuremethylester, 21 : iso-Trideczttczrbonsäuremethylester, 23:
Tridecancarbonsäuremetnylester, 25 : 3,7,11-Trimethyldodecancarb onsäuremethylester, 26: 2-Methyltri-
decancarbonsäureinethylester, 27: iso-Tetradecancarbonsäurernetltylester, 29 : Tetradecancarbonsäure-
methylester, 31: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethyiester, 34 : iso-Pentadecancarbonsäurentethylester,
37 : l'entadecancarbonsäuremethylester, 38: 2-Methylpentadecancarbonsäuretnethylester, 40: iso-Hexade-
cancarbonsaure gnethylester, 42: Her.adecancarbonsäaarernethylester, 43: 2-Methyihexadecancarbonsäure-
methylester, 48: Heptadecancarboa;säuremettaylester, 50 : Ct.tadecencarbonsäurerrlethylester, 52 : Gctade-
caacarbonsäurerttethylester, 56 : Nonadecancarbonsäuremethylester, 59: Eicosancarbonsäurernethylester,
62 : Heneicosancarbonsäuremethylester, 65 : Docosancarbonsäuremethylester).

Das mäßig degradierte 61 zeigte im Massenchromatogramm der Spur m/z 88 fast exakt
das gleiche Bild wie in der etwas weniger stark biodegradierten Probe, es war lediglich zu
Konzentrationserhöhungen gekommen (Abb 6.3.3,13) . Bei den n-Carbonsäuren waren

die Gehalte der Verbindungen mit mehr als 15 Kohlenstoffatomen deutlich zurückgegan-

gen, obgleich sich die Konzentrationen auch dieser Verbindungen insgesamt erhöht hat-
ten. Ebenso wie bei den freien Säuren traten anteiso-Säuren auf
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Abb. 6.3.3 .13 : Massenchromatogramm der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für 2-Methyicarbonsäuren als Methylester (mlz 88)
(gebundene Säuren des mäßig degradierten Bell Creek-01s, Biodegradations-Stufe 4)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 3 : Nonancarbonsäuremethylester, 4: 2--Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 5 : iso-Decancarbonsäuremethylester, 7 : Decancarbonsäuremethylester, 8: 2-Methyldecancar-
bonsäuremethylester, 10: iso-Undecancarbonsäuremethylester, 11: 2,6-Dimethyldecancarbonsaureme-
thylester, 12: Undecancarbonsäuremethylester, 13 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 15 : iso-Do-

decancarbonsäuremethylester, 16: 2, 6 -Dimethylundecancarbonsäuremethylester, 17: anteiso-Dodecancar-
bonsäuremethylester, 18 : Dodecancarbonsäuremethylester, 19: 2-iviethyidodecancarbonsäurem.ethylester,
21: iso-Tridecancarbonsäureznet.hylester, 22 : anteiso-Tridecancarbonsäuremethylester, 23 : Tridecancar-
bonsäuremethylester, 25 : 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsäuremethylester, 26: 2-Methyltridecancarbon-
säuremethylester, 27: iso-Tetradecancarbozr.cäuremethylester, 28 : anteiso-Tetradecancarbonsäureme-
thylester, 29: Tetradecancarbonsäuremethylester, 31: 2 -MethyltetradecancarbonsäureFnethylester, 33:
3 ,7 ,11 -Trirttethyltridecancarbonsäuremethylester, 34: iso-Pentadecancarbonsäuremethylester, 35: anteiso-

Pentadecancarbonsäuremethylester, 37: Pentadecancarbonsäuremethylester, 38: 2-Methylpentadecancar-
bonsäuremethylester, 39 : 5,9,13 -Tri,tnethyltetradecancarbonsäure, 42: Pi.exadecancarbonsäuremethylester,
43: 2-Methyihexadecancarbonsäuremethylester, 48: Hep tadecancarbonsäuremethylester, 50: Octa.decen-
carbonsäurernethylester, 52: Qetadecatzcarbonsäuremetl►ylester, 53: 2-NiethyloctadeeancarbozLsäureme-
thylester) .

Alkohole

In11yy~, der

	

11G der
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nachweisen. Es waren dies zum einen gesättigte geradkettige Verbindungen mit Ketten-

längen zwischen 10 und 18 Kohlenstofatomen . Da ausschließlich geradzahlige Homo-

loge identifiziert wurden, liegt die Vermutung nahe, daß es sich bei diesen wohl eher um

Kontaminationen als um Sto echselprodukte mikrobieller Aktivität handelt Zum an-
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deren eluierte eine Vielzahl von Substanzen, die aufgrund von Massenspektren als

hydratisierte polycyclische Aromaten bestimmt wurden. Diese urnfaBten sowohl

Phenanthrene und Fluorene als auch Chrysen . Rückschlüsse auf die genaue Position der

OH-Gruppe am Kohlenstoffgerüst gestatteten die Spektren allerdings nicht . Erwartungs-

gemäß bot die am stärksten mikrobiell veränderte Probe auch die differenzierteste Alko-

hol-Verteilung . Abbildung 6.3 .3.14 zeigt das Massenchromatogramm eines der beiden

charakteristischen Fragmentionen für Alkohole (m/z 75) . Als dominierende Komponen-

ten traten in dieser Probe hydratisiertes Phenanthren (Abb . 6.3 .3 .15) und hydratisierte

isomere Methyl-Phenanthrene (Abb. 6.3 .3.16) auf. Die Konzentrationen der Alkohole

waren jedoch generell erheblich niedriger als die der Carbonsäuren, so daß sich selbst die

sicher nachweisbaren Alkohole durch sehr geringe Absolutgehalte auszeichneten . In

Relation zu den Derivaten des Phenanthrens und der Methylphenanthrene wiesen so-

wohl die hydratisierten Dimethylphenanthrene (Abb . 6 .3 .3 .17) als auch die Isomere der

höher kondensierten hydratisierten Aromaten, Methylfluoren (Abb. 6.3 .3 .18), Dimethyl-

fluoren (Abb. 6.3 .3.19) und Chrysen (Abb. 6.3 .3 .20), nur geringe Konzentrationen auf.

Obgleich dieses Ö1 eine relativ hohe Konzentration an Phytan enthielt, wurden keine

Phytanole gefunden . Nach den Ergebnissen der Versuche mit Beinsubstanzen wäre dies

durchaus zu erwarten gewesen.

,ebb 6.3 .3.14 : Totalionensrromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakteristischen
Fragsnentions für Alkohole (mlz 75) des mäßig degradierten Bell Creek-Öls (Biodegradations-Stufe 4)
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(9: Becanoltrirr►ethylsilylether, 20 : Dodecanoltrimethylsilylether, 24: Hydroxydihydrophenanthrentrinle-
thylsilylether, 30 : Hydroxydihydrornethylphenanthrentrimethylsilylether, 32: Tetradecanoltrimethylsi-
lyletlter, 36: Hydroxydihydrodimethyiphenanthrentrimethylsiiyiether, 41 : Hydroxydihydromethyl,.iuoren-
trirnethylsilylether, 44 : Hexadecanoltri gnethylsiiylether, 47 : Hydroxydihydrodimethylfluorentrimethyl-
silylether, 54 : Octadecanoltri.methylsilylether, 55 : Hydroxydihydrochrysentrirnetiiylsilylether).
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Abb. 6.4.4.15: Massenspektrum von hydratisiertem Phenanthren als TMS-Ether.
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Abb. 6.3 .3 .16 : Massenspektrum von hydratisiertem Methyl-Phenanthren als TMS-Ether.
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Abb. 6.3.3.17: Massenspektrum von hydratisiertem Dimethyl-Phenanthren als TMS-Ether .
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Abb. 6.3.3.18 : Massenspektrum von hydratisiertem Methyl-Fluoren als TMS-Ether.
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Abb. 6 .3 .3.19: Massenspektrum von hydratisiertem Dimethyl-Fluoren als TMS-Ether.
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Abb. 6 .3 .3.20 : Massenspektrum von hydratisiertem . Chrysen als TMS-Ether.
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6.3.4 Santa Maria=Becken (Kalifornien)

Die im Rahmen der Cooperative Monterey Organic Geochemistry Study (Isaaca 1992)

zur Verfügung gestellten Öle stammen aus dem landwärtigen Teil des in der kaliforni-

schen Küstenebene gelegenen Santa Maria-Beckens, in dem sich eine Vielzahl von Erd-

ölfeldern befindet (Abb. 6.3 .4 .1).
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Abb. 6 .3.4 .1 : Kalifornische Küstenbecken und ihre Ölfelder (a), Santa Maria-Becken mit den Ölfeldern im
onshore-Bereich (b) (nach Orr 1986).

Die Probenserie besteht aus drei Olen, einem nicht biodegradierten und zwei mäßig bio-

degradierten. Das nicht biodegradierte Öl wurde im Four Deer-Ölfeld aus der Bohrung

Berwood Flores 1 gefördert. Die Teufe beträgt 5998 Fuß. Die beiden mäßig biodegra-

dierten Öle A und B kommen aus dem Orcutt-Feld, einem der größten dieses Gebiets.

Das Öl A wurde aus der Bohrung Union Newlove 73 in einer Teufe von 3853 Fuß ge-

wonnen und das Öl B aus der Bohrung Union Squires 4 in einer Teufe von 3140 Fuß . Als

Muttergestein beider Ölfelder gilt die miozäne Monterey-Formation . Sowohl das Four

Deer-Feld als auch das Orcutt-Feld repräsentieren Ölfelder in einer Antiklinalstruktur

(Isaacs 1992) . Die geologische Situation des Orcutt-Feldes ist aus dem N-S Profil durch

den zentralen Teil des Santa Maria-Beckens zu ersehen (Abb . 6.3.4 .2).

Abb. 6.3 .4 .2: Profil (N-S) durch den zentralen Bereich des Santa Maria-Beckens (nach Isaacs 1992) .
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Nähere Einzelheiten zur Geologie des Santa Maria-Beckens und der verschiedenen Öl-

felder, aber auch zur Erdölförderung finden sich in California Division of Oil and Gas

(1991) und Isaacs (1992).

In Abbildung 6.3 .4.3 ist das Gaschromatogramm des nicht biodegradierten Öls darge-
stellt. Es zeichnete sich durch eine sehr breite n-Alkan-Verteilung aus, die Verbindungen

mit bis zu 37 Kohlenstoffatomen enthielt . Wie aus dem Verhältnis der Konzentrationen
von Tristan und Phytan zu n-C 17 und n-C1$ hervorging, waren die Gehalte der einzelnen
n-Alkane jedoch nicht besonders hoch . Infolgedessen waren auch die Konzentrationen

der aromatischen Verbindungen gering und nicht so hoch, wie es auf den ersten Blick er-
scheinen mag . Die Biomarker waren nicht angegriffen.
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Abb. 6 .3.4 .3: Gaschromatogranun der Gesamtölmessung des nicht biodegradierten Monterey-Öls.

Eines der mäßig degradierten Öle (Stufe 5) enthielt fast ausschließlich kurzkettige n-

Alkane und Aromaten in einem entsprechenden Retentionszeitbereich (Abb. 6.3 .4 .4).
Isoprenoide waren nur noch in Spuren vorhanden. Die Biomarker zeigten keinerlei

Veränderungen, die als Abbau hätten bezeichnet werden können .



168

Abb . 6.3.4 .4: Gaschromatogramm der Gesamt6imessung des mäßig biodegradierten Monterey-Öls A
(Biodegradations-Stufe 5).

Es waren wohl im wesentlichen aromatische Verbindungen und Isoprenoide, die bei der

gascl-iromatogaphischen Analyse des dritten Öls Chrornatogramm erkennbar waren

(Abb. 6.3 .4.5) . n-Alkane fehlten völlig. Auch in diesem batten die Biomarker eine

normale Verteilung. Die Biodegradationsstufe war ebenfalls mit 5 anzugeben.

Abb . 6.3.4 .5 : Gaschromatogranun der Gesamt6irnessung des mäßig biodegradierten Monterey-Öls B
(Biodegradations-Stufe 5) .
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Freie Carbonsäuren

Das Säurespektrum des nicht biodegradierten Öls bestand aus geradkettigen, einfach

und mehrfach verzweigten sowie tricyclischen Carbonsäuren . Die geradkettigen Säuren

eluierten in breiter Verteilung zwischen CS:0-Säure und 030:0-Säure und zeigten ein Ma-

ximum bei C16:0-Säure (Abb. 6 .3 .4.6) . Dabei erreichten die geradzahligen Homologe ge-
nerell höhere Konzentrationen als die ungeradzahligen . Ungesättigte Verbindungen
konnten mit Ausnahme von 0 1 8. 1°Säure nicht beobachtet werden . Einfach verzweigte 2-

Methylcarbonsäuren bildeten eine den n-Fettsäuren hinsichtlich des Elutionsbereichs

vergleichbare homologe Reihe, deren Gesamtkonzentration jedoch erheblich niedriger
lag. Ein ausgeprägtes Maximum wies diese Verteilung nicht auf . Mit 2,6,10,14-Tetrame-
thyl-C15 : 0-Carbonsäure und 3,7,11,15-Tetramethyl-0 16 : 0-Carbonsäure konnten daneben

auch mehrfach verzweigte isoprenoid-Carbonsäuren nachgewiesen werden . Die tricycli-
schen Terpansäuren waren durch Isomere von C - und C24-Säure vertreten.

Abb . 6.3.4 .6 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des nicht biodegradierten Monterey-01s)
(1: Octancarbonsäuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsäuremethylester, 5; Nonancarbonsäureme-
thylester, 7: 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 9 : Decancarbonsäuremethylester, 15 : Undecancar-
bonsäuremethylester, 17 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 21 : Dodecancarbonsäuremethylester,
24: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester . 27: Tridecancarbonsäuremethylester; 30: 2-Methyltridecan-
carbonsäuremethylester, 33 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 36 : 2-Methyltetradecancarbonsaureme-
bthylester, 41: Pentadecancarbonsäuremethylester, 44 : 2-Methylpentadeeancarbonsäuremethylester, 47:
Hexadecancarbonsäuremethylester, 50 : 2-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 52 : 2,6,10,14-Tetra-
methylpentadecancarbonsäurernethylester, 53: Heptadecancarbonsäuremethylester, 56 : 2-Methylhepta-
decancarbonsauremethylester, 58: Octadecencarbonsäuremethylester, 59: 3,7,11,15-Tetramethylhexade-
cancarbonsäuremetltylester; 60: Octadecancarbonsäuremethylester, 62: 2-Methyloctadecancarbonsaure-
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methylester, 64: Nonadecancarbonsäuremethylester, 66 : 2-Metliylnonadecancarbonsäuremethylester, 68:
Eicosancarbonsäuremethylester, 70 : 2-Methyleicosancarbonsäuremethylester, 73 : Heneicosancarbonsäu-

remethylester, 75: 2-iviethylheneicosancarbonsäuremeühylester, 77 : Bo..osancal Vonsauremethylester, 79:
2-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 80: Tricosancarbonsäuremethylester, 84: 2-Methyltricosancar-

bonsäuremethylester, 86: Tetracosancarbonsäuremethylester, 88: 2-Methyltetracosancarbonsäureme-

thylester, 90 : Pentacasancarbonsäuremett►ylester, 92: 2-Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 95:
Hexacosancarbonsäuremethylester, 97: 2-Methyihepacosanc.arbonsäuremethylester, 99 : Heptacosancar-

bonsäuremethylester, 100: 2-Dfiethylheptacosancarbonsäuremethylester, 101 : Octacosancarbonsäureme-

thylester, 102: 2-Methyloctacosancarbonsäuremethylester, 103 : Nonacosancarbonsäurernethylester, 104:
2 _Meta?ylr-onacosanca_rbon-säureznet-hylester; 105 : Triacontancarbonsäuremethylester).

Die Säureverteilung des mäßig degradierten Öls A wurde sehr stark von methylverzweig-

ten Carbonsäuren geprägt, die zum Teil erheblich höhere Konzentrationen erreichten als

die geradkettigen Säuren (Abb . 6.3.4.7) . Daneben konnten isoprenoid-Carbonsäuren

sowie tricyclische und pentacyclische Terpansäuren nachgewiesen werden . Die Konzen-

trationen der geradkettigen Säuren waren im Vergleich zur unbiodegradierten Ölprobe

bei nahezu unveränderter Verteilung deutlich zurückgegangen und lagen nur noch in der

Größenordnung der 2-Methylcarbonsäuren . Diese präsentierten sich fast unverändert

und wiesen nur geringfügig niedrigere Konzentrationen auf. Bei den einfach verzweigten

Säuren ließen sich darüber hinaus mehrere Spezies unterscheiden, deren Verteilung aus

dem Massenchromatogramm des Fragmentions der Masse m/z 74 zu ersehen ist . Stan-

dards standen nicht zur Verfügung, so daß die Identifizierung dieser Substanzen aus-

schließlich aufgrund der Fragmentierungsmuster und der relativen Retentionszeiten vor-

genommen wurde. Als dominierende Verbindungen traten 3-Methylcarbonsäuren auf,

die eine homologe Reihe von 3-Methyl-C10: o-Carbonsäure bis 3-Methyl-C26 :0-Carbon-

säure bildeten . Daneben eluierten einige Substanzen, die sich durch einen Basispeak der

Masse rn/z 74 und ein Fragmention der Masse m/z 115 auszeichneten . Sie wurden als 4-

Methylcarbonsäuren bestimmt, waren auf den Bereich zwischen 4-Methyl-C ii:o-Carbon-

säure und 4-Methyl-C17 : 0-Carbonsäure beschränkt und wiesen nur geringe Gehalte auf.

In höherer Konzentration ließ sich eine Reihe homologer Verbindungen beobachten, die

ebenso wie die 3-]Methylcarbonsäuren fast den gesamten Elutionsbereich abdeckten und

bei der
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74 ein um 14 u höheres Fragmention als das für 4-Methylcarbonsäuren charakteristische

ergaben. Vermutlich handelt es sich dabei um 5-Methylcarbonsäuren . Der eindeutige

Nachweis isoprenoider Carbonsäuren gelang mit 3,7,11-Trimethyl-C12 :D-Carbonsäure,
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Bei den cyclischen Säuren war es .irn Laufe der Biodegradation ebenfalls zu Veränderun-

gen gekommen. Im Gegensatz zum nicht biodegradierten ®l konnten in dieser Probe

sowohl tricyclische als auch pentacyciische Terpancarbonsäuren nachgewiesen werden.

Charakteristisch für diese beiden Substanzklassen ist ein Fragmention der Masse m/z 191
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(Abb. 6 .3 .4 .8) . Die tricyclischen Säuren waren mit je zwei Isomeren von C21-, G24` und

C26-Säure vertreten. Von diesen erreichten die C21- und C24-Säuren relativ hohe Kon-

zentrationen, die erheblich Tiber denen der Hopancarbonsäuren lagen . Die C26-Isomere

wiesen im Gegensatz dazu nur geringe Konzentrationen auf. Bei den Hopancarbonsäu-
ren wurden Isomere von C30-, C31- und C32-Carbonsäure mit 17a,21/3-Konfiguration
nachgewiesen.
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Abb. 6 .3 .4.7: Massenchromatogramrne der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-ivlethylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88) mit
vergrößertem Ausschnitt (freie Säuren des mäßig biodegradierten Monterey-01s A, Biodegradations-
Stufe 5)
(1 :Octancarbonsäuremethylester, 5 : Nonancarbonsäuremethylester, 7: 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 9: Deancarboncäuremethylester, 11 : 3-Methyldecancarboasäuremethylester, 12 : 2-Methylde-
cancarbonsäuremethylester, 15 : Undecancarbonsäuremethylester, 16 : 4-Methylundecancarbonsäureme-
thylester, 17 : 3-Methylundecancarbonsauremethylester, 18 : 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 21:
Dodecancarbonsäuremethylester, 22: 4-Methyldodecancarbonsauremethylester, 23 : 3-Methyldodecancar-
bonsäuremethylester, 24: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester, 26 : :anteiso-Tridecancarbonsäureine-
thylester, 27 : Tridecancarbonsäuremethylester, 28 : 4-Methyltridecanca.rbonsäuremethylester, 29: 3-Me-
thyltridecancarbonsäuremethylester, 30 : 2-Met:yltridecancaarbonsäureme tlaylester, 31 : 3,7,11- irimethyi-
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dodecancarbonsäuremethylester, 33 : Tetradecancarbonsäuremethylester, 34: 4-Methyltetradecancarbon-
säuremethylester, 35 : 3-Methyltetradecanearbonsäuremethylester, 36: 2-Methyltetradecancarbonsäureme-
thylester, 37: 5-Methyltet.radecancarbonsäuremethyiester, 41 : Pentadecancarbonsäuremethylester, 42 : 4-

Methylpentadeeancarbonsäuremethylester, 43: 3-Methylpentadecanearbonsäuremethylester, 44: 2-Me-
thylpentadecanca.rbonsäuremethylester, 45: 5-Methylpentadecancarbonsäuremethylester, 47: Hexadecan-
carbonsäureretethylester, 48: 4-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 49: 3-Methylhexadecancarbon-
säuremethylester, 50: 2-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 51 : 5-Methylhexadecancarbonsäureme-
thylester, 52: 2 , 6 , 10 ,14-Tetramethylpentadecancarbonsäuremethylester, 53 : Heptadecancarbonsäureme-
thylester, 54: 4-Methylheptadecancarbonsäuremethylester, 55: 3 -Methylheptadecancarb onsäureme-
thylester, 56: 2-Methyl_heptadecanarbonsä â,rPn?eLhyleste_r, 57: 5-Methylheptadecancarbonsäureme-
thylester, 59: 3, 7 , 11 , 15 -Tetramethylhexadecancarbonsäuremethylester, 60: Octadecancarbonsäureme-
thylester, 61: 3-Methyloctadecancarbonsäuremethylester, 62: 2-Methyloctadecancarb onsäuremethylester,
63: 5-Iviethyloctadecancarbonsäuremethylester, 64 : Nonadecancarbonsäureruethylester, 65: 3 -'Miethylno-
nadecancarbonsäuretnethylester, 66: 2-Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 67: 5 -Methylnona-
decancarbonsäurentethylester, 68: Eicosancarbonsäuremethylester, 69: 3-'Miethyleicosancarbonsäureme-
thylester, 70: 2-Metlaylvicosancarbonsäurerb.ethylester, 71: 5-Methyleicosancarbonsäuremethylester, 73:
Heneicosancarbonsäuremethylester, 74: 3-Methylheneicosancarb onsäuremethylester, 75: 2-Methylhenei-
cosancarbonsäuremethylester, 76: 5 -Methyl.heneicosancarbonsäuremethylester, 77: Docosancarbonsäu-
remethylester, 78: 3-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 79: 2-Methyldocosancarbonsäureme-
thylester, 80: 5-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 81 : Tricosancarbonsäuremethylester, 83: 3 -Me-
thyltricosancarbonsäuremethylester, 84: 2-Methyltricosancarbonsäuremethylester, 85 : 5 -Methyltricosan-
carbonsäuremethyiester, 86 : Tetracosancarbonsäuremethylester, 87: 3-Methyltetracosancarbonsäureme-
tb.ylester, 88: 2-Methyltetracosancarbonsäuremethylester, 89: 5-Methyltetracosancarbonsäuremethylester,
90 : Pentacosancarbonsäuremethylester, 91: 3-Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 92: 2 -Methyl-
pentacosancarbonsäuremethylester, 93: 5-Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 95: Hexacosancar-
bonsäuremethylester, 96: 3-Methylhexacosanearbonsäuremethyiester, 97: 2-Methylhexacosancarbonsäu-
remethylester, 98: 5-Methylhexacosancarbonsäuremethylester, 99 : Heptacosancarbonsäuremethylester,
100: 2-Methylheptacosancarbonsäurexnethylester, 101 : Octacosancarbonsäuremethylester, 102 : 2 -Methy-
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bonsäuremethylester, 105 : Triacontancarbonsäuretnet.hyIester, 106: 2-Methyltriacontancarbonsäureme-
thylester, 108 : Hentriacontancarbonsäuremethylester, 109: 2-Methylhentriacontancarbonsäureme-
thylester, 110 : Dotriacontancarbonsäurerttethylester) .

82

Abb. 6 .3.4.8 : Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für tricyclische und pentacycli-
sche Terpancarbonsäuren als Methylester (rn/z 191) (freie Säuren des mäßig biodegradierten Monterey-
Öls A, Biodegradations-Stufe 5)
(72: tricyciischer C21 -Carbonsäuremethylester, 82 : tricyclischer C -Carbonsäuremethylester, 94 : tricycli-
scher C26-Carbonsäuremethylester, 107: 17a,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 111: 17a,21ß-homo-Ho-

pancarbonsäuremethylester, 112 : 17a,21ß•dihomo-Hopancarbonsäuremethytester) .
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In der Säurefraktion des mäßig degradierten Öls B der Biodegradations-Stufe 5 konnten

nur n-Carbonsäuren und Terpansäuren nachgewiesen werden . Die Konzentrationen der

Fettsäuren waren so stark zurückgegangen, daß sich außer C16:0- und C18 : 0-

Carbonsäure keine weiteren Substanzen identifizieren ließen . Bei den Terpansäuren

eluierten sowohl tricyclische als auch pentacyclische Verbindungen . Im Massenchroma-

togramm des charakteristischen Fragmentions der Masse rn/z 191 dominierten die Iso-

mere der tricyclischen C24-Säure. Daneben ließen sich Isomere der tricyclischen C21- und

C26-Säure sowie der C30-Hopancarbonsäure mit 17a,21ß-Konfiguration beobachten.

Gebundene Carbnnsäuren

Trotz zunehmender Biodegradation innerhalb der Probensequenz dieser vier Öle, die

mit einer zunehmenden Komplexität bei den freien Säuren korrelierte, waren die gebun-

denen Säuren in allen vier Proben nahezu identisch . Das Säurespektrum umfaßte neben

geradkettigen auch einfach und mehrfach verzweigte Carbonsäuren . Differenzen bestan-

den lediglich hinsichtlich der Relativkonzentrationen d er Substanzen.der

Das nicht biodegradierte Öl enthielt eine homologe Reihe geradkettiger Säuren, die von

C8:0-Säure bis C24 :0-Säure reichte und sich durch erhöhte Relativkonzentrationen der

geradzahligen Verbindungen auszeichnete (Abb . 6 .3 .4.9) . Die Verteilung zeigte kein aus-

geprägtes Maximum, vielmehr wiesen alle Verbindungen im Bereich zwischen C 8:0-Car-

bonsäure und C18.0-Carbonssäure mit Ausnahme von C17:0-Carbonsäure relativ hohe

Konzentrationen auf. Einsach verzweigte Säuren waren durch iso- und anteiso-Säuren

sowie durch 2-Methylcarbonsäuren vertreten. Iso- und anteiso-Säuren ergeben bei der

massenspektrometrischen Fragmentierung ein Fragmention der Masse m/z 74, ihre Ver-

teilung ist demzufolge aus dem Massenchromatogramm dieses Ions zu entnehmen . Wäh-

rend die . iso-Carbonsäuren von iso-C9:0-Carbonsäure bis iso-C 16:O-Carbonsäure nachge-

wiesen werden konnten, ließen sich bei den anteiso-Carbonsäuren nur die ungeradzah-

ligen Homologe identifizieren. Die Verteilung der 2-Methylcarbonsäuren ist aus dem

Massenchromatogramm der Masse mlz 88 (Abb . 6.3.4.9) zu ersehen. S1e eluierten mit
zahlreichen Homologen zwischen 2-Methyl-Cß : 0-Carbonsäure und 2-Methyl-C 15 : 0-Car-

bonsäure, das Maximum lag bei 2-Methyl-C 12 :0-Carbonsäure. Daneben konnten isopre-

noid-Carbonsäuren beobachtet werden, die, abgesehen von Pristan- und Phytansäure,

beträchtliche Konzentrationen erreichten.
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Abb. 6.3.4.9: Massenchromatogramme der charakteristischen Ragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (mlz 88)
(gebundene Säuren des nicht biodegradierten Monterey -Öls)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 2: 2-MethyloctancarbonsäuremethyleSter, 3 : iso-Nonancarbonsäureme-

thylester, 4: anteiso-Nonancarbonsäuremethylester, 5 : iNonancarbonsäuremethylester, 6: 3,7-Dimethyl-

octa.ncarbonsäureinetltylester, 7: 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 8 : iso-Decancarbonsäureme-

tltylester, 9 : Decancarbonsäuremethylester, 10: 3 ,7 -Dinaethylnonancarbonsäuremethylester, 12 : 2 -Methyl-

decancarbosisäuretnethylester, 13: iso-Undecancarbonsauremethylester, 14: atateiw-Jndeearacarbonsäu-

renlethylester, 15: Undecanrarbonsäüre:wetnytester, 18 : 2-MeLlÜyiiinüei. 'iücarGviäsa3ü.vuavthyle3tcr, 19: ieo-

Dodecancarbonsäuremethylester, 20: 2 , 6 -Dimethylundecancarbansäuremethylester, 21 : Dodecancarbon-

säuremethylester, 24: 2-Methyldodecancarbonsäurermthylester, 25 : iso-Tridecancarbonsäuremethylester,

26 : anteiso-Tridecancarbonsäuremethylester, 27 : Tridecancarbonsäuremethylester, 30 : 2 -Methyltridecan-

carbonsäuremethylester, 31 : 3 , 7 , 11 -Triznethyldodecancarbonsäuremethylester, 32: iso-Tetradecancarbon-

säuremethylester, 33: Tetradecancarbonsäuremethylester, 36: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethy l-

ester, 38: 3 ,7, 11 -Tri€nethyltridecancarbort.säuremethylester, 39: iso-Pentadecancarbonsäureraetliylester,

40: anteiso-Pentadecanc.arbonsäuretnethylester, 41 : Pentadecaricarbonsäuremzthylester, 44: 2-Me°däylp,e::-

tadecancarbonsäuremethylester, 46: iso-Hexadecancarbonsäurernethylester, 47 : Hexadecancarbonsäure-

methylester, 52: 2 , 6 ,10 ,14 -Tetramethylpezttadecancarbonsäurernethylester, 53 : 1-ieptadecancarbonsäure-

methylester, 58 : Cctadecer:carborasärarernethylester, 59: 3 , 7 ,11 , 15 -Tetrarnethylhexadecancarbonsäureme-

thylester, 60: Octadecancarbonsäuremethylester, 64: Nonadecancarbonsäuretnethylester, 68 : Eicosancar-

bonsäuretnethylester, 77 : Docosancarbonsäuremethylester, 86 : Tetracosancarbonsäuremethylester),

Mit steigender Degradationsintensität war dann ein starker Konzentrationsrückgang zu

verzeichnen, der die beiden Proben der Degradations-Stufe 5 in gleichem Maße erfaßte

und sich insbesondere im niedermolekularen Bereich auswirkte . Gleichzeitig verloren die

geradzahiigen n-Aikansäuren ihre Dominanz (Abb. 6.3.4.10). Die Verheilung der ...2-

Methylcarbonsduren war . demgegenüber konstant geblieben.
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Abb. 6.3.4.10 : Massenchromatogramnae der charakteristischen P'ragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (mlz 74) und für 2-Methyicarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Säuren des mäßig biodegradierten Monterey -Öls B, Biodegradations-Stufe 5)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsäuremethylester, 5 : Nonancarbonsäureme-
thylester, 6: 3, 7 -Dimethyloctancarbonsäurensethylester, 7 : 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 8 : iso-
Decancarbonsäuremethylester, 9: Decancarbonsäuremethylester, 10 : 3,7-Dimethyinonancarbonsäureme-
thylester, 12 : 2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 13 : iso-Undecancarbonsäuremethylester, 15: Unde-
sancarbonsäurer.nethylester, 18 : 2 -Methylaandecancarbonsäuremethylester, 19 : iso-Dodecancarbonsäure-
methylester, 21 : Dodecanc..rbünsäurente tr,hylester, 24: 2-Methyldo yecan:.arbonyäuremethylester, 25 : iso=
Tridecancarbonsäuremethylester, 26: anteiso-Tridecancarbonsäuremethylester, 27 : Tridecancarbonsäu-
reanethylester, 30: 2-Methyltridecancarbonsäuremethylester, 31 : 3 ,7 , 11 -Trimethyldodecancarbonsäureme-
thylester, 32: iso-Tetradecancarbonsäuremethylester, 33: Tetradecancarbonsäuremethylester, 36: 2-Me-
thyltetradecanearbonsäuremethylester, 38: 3 , 7 , 11 -Trimethyltrideeancarbonsäuremethylester, 39: iso-Pen-
tadecancarbonsäuremethylester, 41 : Pen,tadecancarbonsäuremethylester, 44: 2-Methylpentadecancarbon-
säurermthylester, 46 : iso-Hexadecaiacarbonsäuresteii-iylester, 47: liexadecancarbonsäurernethylester, 52:
2, 6 ,10, 14-Tetrainet_hyl,penpadpcar!c,arbonsäuremet.hylester, 53 : Heptadecancarboflwäuren?et.hylester, 58:
Qctadecensarbonsäuremetltylester, 60 : Qctadecancarbonsäuremethylester, 66: Nonadecancarbonsäure-
methylester, 68: Eicosancarbonsäuremetltylester, 73: HelieieosartcarbonSäüremethylester, 77 : Docosan-
carbonsäuremethylester, 81 : Tricosancarbonsäuremethylester, 86: Tetracosancarbonsäuremethylester).

Alkohole

In alien vier Ölen war es nicht möglich, Alkohole anhand der charakteristischen Spur m/z
75 nachzuweisen. Durch Anfertigung von Massenchromatogrammen ausgewählter Frag-

mentionen der in den Bell Creek-Ölen gefundenen Verbindungen gelang es jedoch, auch

in dieser Probenserie "hydratisierte°" Aromaten zu identifizieren. Wie aus den in Ab-
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Bildung 6.3.4.11 dargestellten Massenchromatogrammen zu entnehmen ist, handelte es

sich um hydratisiertes Phenanthren, Isomere von hydratisierten Methyl- und Dimethyl-

phenanthrenen, Isomere von hydratisierten Methyl- und Dimethyifluorenen und hydrati-

siertem Chrysen . Im Gegensatz zu den Bell Creek-Olen konnte bei diesen Proben keine

Veränderung der Alkoholfraktion in Abhängigkeit von der Biodegradationsintensität

festgestellt werden. Möglicherweise ist dies ein Anzeichen dafür, daß die hier analysier-

ten Ole alle biodegradiert sind, auch das als nicht biodegradiert eingestufte.

Abb. 6 .3.4.11: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für hydratisiertes Phenan-
thren (m/z 253), hydratisierte Methyiphenanthrene (m/z 267), hydratisierte Dimethyiphenanthrene (tnlz
281), hydratisierte Methyifluorene (m/z 255), hydratisierte Diinethyifluorene (inlz 269) und hydratisierte
Chrysene (mlz 303).

Ebenso wie bei den Bell Creek-Olen wurden auch in diesen Proben keine Phytanole ge-

funden, obwohl Phytan in relativ großer Konzentration vorhanden war und die Bildung

von Phytanolen nach den Ergebnissen der Versuche mit Reinsubstanzen ohne weiteres

möglich gewesen wäre.
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6.3.5 Viking-Graben (Nordsee)

Die drei untersuchten Öle stammen aus dem Viking-Graben, dem neben dem Zentral-

Graben größten produktiven Becken der nördlichen Nordsee (Abb. 6 .3 .5 .1).

Abb. 6 .3.5 .1 : Erdölprovinzen in der nördlichen Nordsee (Williams 1978).

Das nicht biodegradierte Öl wurde im Statfjord-Ölfeld aus einem Teufenbereich von

2489-2493 m gefördert . Das Alter des Reservoirgesteins wurde als mitteljurassisch

(Bathoniea) bestimmt . Das lile alt biodegradierte ist einem Teufenbereich von 1778-

1792 m zuzuordnen, weitere Bohrungsangaben liegen nicht vor. Informationen über das

stark biodegradierte 61 fehlen völlig.

Die Abbildung 6.3 .5 .2 zeigt das Gesamtöl-Gaschromatogramm eines nicht biodegradier-

ten Öls, das in erster Linie aus geradkettigen gesättigten Kohlenwasserstoffen bestand,

die eine Kettenlänge von 35 Kohlenstoffatomen erreichten . Das Maximum der Vertei-

lung lag im Bereich von n-C7 und n-C8, wurde jedoch nicht von aliphatischen, sondern

vermutlich von aromatischen Verbindungen gebildet . Das Verhältnis der Konzentratio-

nen der isoprenoid-Kohlenwasserstoffe Pristan und Phytan zu n-C17 und n-C18 gab einen

zusätzlichen! Hinweis darauf, daß dieses Öl nicht biodegradiert ist. Die Biomarker besa-

ßen eine normale Verteilung.
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Abb. 6 .3.5 .2 : Gaschromatogramm der Gesamtöknessung des nicht biodegradierten Nordsee-Öls.

Infolge des mikrobiellen Abbaus hatte die Konzentration der n-Alkane so weit abge-

nommen, daß sie gegenüber den verzweigten, den cyclischen und aromatischen Verbin-

dungen ihre dominierende Position verloren (Abb . 6.3 .5 .3) . Weitere Anzeichen einer

Biodegradation waren die hohen Gehalte an Isoprenoiden und die Bildung eines unauf-

gelösten komplexen Gemisches. Da die Biomarker keinerlei Veränderung erfahren hat-

ten, wurde dieses Öl nur als leicht biodegradiert eingestuft (Stufe 3).

Abb. 6 .3 .5.3: GaschromatogramFn . der Gesamtöitrkessung des leicht biodegradierten Nordsee-Öls (Bio-
degradations-Stufe 3).
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Das dritte ®1 dieser Probensequenz bestand nur noch aus einem unaufgelösten komple-

xen Gemisch, die Identifizierung einzelner Substanzen war nicht mehr möglich (Abb.

6.3 .5 .4) . Bei den Biomarkem ließ sich eine beginnende Degradation der Sterane ver-

zeichnen, während sich die Hopane in unveränderter Verteilung präsentierten . In dieser

Probe war der Abbau schon so weit fortgeschritten, daß ein Stadium starker Biodegrada-

tion (Stufe 6) erreicht wurde.

Abb. 6.3 .5 .4: Gaschromatograymn der Gesacntöimessung des stark biodegradierten Nordsee-Ols (Bio-
degradations-Stufe 6) .

Freie Säuren

Das nicht biodegradierte Nordsee-Öl enthielt nicht nur geradkettige, sondern auch ver-

zweigte und pentacyclische Carbonsäuren. Die breite n-Alkan-Verteilung war mit einer

homologen Reihe geradkettiger, ausschließlich gesättigter Säuren korreliert, die zwar

einen entsprechenden Kohlenstoffzahl-Bereich abdeckte, hinsichtlich der Konzentratio-

nen der einzelnen Verbindungen zueinander jedoch keine 'ObereirtstiYnmu ng zeigte

(Abb. 6.3.5 .5) . Geradzahlige Homologe lagen generell in höheren Konzentrationen vor

als die ungeradzahligen und stellten mit 012:0 016:0- und 018.0-Säure die Hauptkompo-

nenten. Daneben eluierten einfach verzweigte 2-Methylcarbonsäuren in vergleichbarer

breiter Verteilung, die jedoch kein Ma)dmum und insgesamt erheblich niedrigere Rela-

iC
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tivkonzentrationen als die entsprechenden n-Fettsäuren aufwies. Mehrfach verzweigte

isoprenoid-Carbonsäuren waren nur durch Pristan- und Phytansäure vertreten, deren

Gehalte in der Größenordnung der längeren geradkettigen Säuren lagen. lm Gegensatz

zu geradkettigen und verzweigten Carbonsäuren kamen pentacyclische Säuren nur in ex-

trem geringen Konzentrationen vor . Als wichtigste Verbindungen erschienen C30-C32

Säuren mit 17a,21,8-Konfiguration (Abb. 6 .3 .5 .6).

Abb. 6.3 .5.5 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monoüarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des nicht biodegradierten Nordsee-61s)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 2: 2 -ieiethyloctanc.arbonsäurvü,cthylester, 3 : Nonancarbo?+säuPeme-
thylester, 4: 2-lirlethyi .~-tonancarisonsäurernethyles?er, 5: Uecanmrborasäurenaethylester, 6 : 2-1l4ethyldec.an-
carbonsäureinethylester, 8: Undecancarbonsäuremethylester, 9: 2-Methylundecancarbonsäuremethyl-
ester, 13 : Doder.ancarbonsäuremethylester, 14: 2 -Methylclodecancarbonsäuremethylester, 17 : Tridecan-
carbonsäuremetity3ester, 18: 2 -Allethyltrideeancarisonsäurernethylester, 22 : Tetradecancarbonsä.uremethyl-
ester, 23: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 27: Pentadecancarboasäuretnethylester, 28 : 2 -Me-
thylpentadecancarbonsäuremethylester, 32 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 33: 2-Methylhexadecan-
carbonsaarrernethylester, 35: 2 , 6 , 10 , 14-Tetraanethylpentadec.ancarbonsäuremethylester, 37: Heptadecan-
earbor+cäu-remethylester, 38 : 2 -Ia/Iethyiheptadecancarbonsäuremethylester, 40: 3,7,11,15 -Tetramethyihexa-
decancarbonsäuremethylester, 41 : Octadecancarbonsäuremetitylester, 42: 2-Methyloctadecanearbonsäu-
remethylester, 43 : Nonadecancarbonsäuremethylester, 45: 2-Methylnonadecancarbonsäuretnethylester,
46: Eicosancarbonsäuremethylester, 48 : 2-Methyleicosancarbonsäuremethylester, 49 : Heneicosancarbon-
säuremethylester, 51: 2 -Methylheneicosancarbonsäuremethylester, 52: Docosancarbonsäurermthylester,
54: 2-Methyldocosancarbonsäuremethyiester, 55: Tricosancarbonsäuremethylester, 58: 2-Methyltricosan-
e2rbor'sazrer~?ethylester, 59: Tetra.cosancarbonsäurernethylester, 61: 2-Methyltetracosanearbonsäureme-
thylester, 62: Pen3acosancarbonsäuremethylester, 64: 2-Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 66:
Hexacosancarbon.säuremethylester, 68: 2-Methylhexaeosancarbonsäurernethylester, 69 : Heptacvsancar-
bonsäuremethylester, 71: 2 -1Vìethylheptacosancarbonsäuremethylester, 72: Octacosancarbonsäuremethyl-
ester, 74: 2 -ir4ethyloctacosancarbonsä.uremethylester, 75 : Nonacosancarbonsäuremethylester, 76: 2-Me-
thylnonacosancarbonsäuremethylester, 77: Trlacontanearbonsäuremethylester, 83: Dotriacontancarbon-
s2uretnethylester, 88: Tetratr:aeontancarbon+säurem.eth.ylester) .
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Abb . 6.3.5 .6: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions für pentacyclische Terpancar-
bonsäuren als Methylester (m/z 191) (freie Säuren des nicht biodegradierten Nordsee Öls)
(79: 17a,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 80: 17,6,21a-Hopancarb onsäuremethylester, 84: 17a,21ß-
homoHopancarbonsäuremethylester, 85 : 17ß,21ß-Hopancarbonsäurernethylester, 86: 17ß,21a-homo-Ho-
pancarbonsäurernethylester, 87 : 17a,21ß-dihomo-Hopancarbonsäuremethylester).

Das leicht degradierte 01 zeigte nicht nur mehr Substanzklassen als das nicht biodegra-

dierte, sondern hatte zudem einen höheren Säuregehalt . Auch in dieser Probe dominier-

ten die n-Carbonsäuren (Abb . 6 .3 .5 .7) . Bei nahezu identischem Verteilungsmuster wie-

sen sie jedoch deutlich höhere Relativkonzentrationen auf als im nicht biodegradierten

01. Daneben eluierte eine Vielzahl verzweigter Verbindungen. Dies waren zum einen

einfach verzweigte iso- und anteiso-Carbonsäuren, bei denen sich die Methylverzweigung

am £o-ständigen Ende des Mole-Ms an den Positionen ~o4 bzw . w-2 befindet, so daß sie

daher bei der massenspektrometrischen Fragmentierung ebenso wie die n-Carbonsäuren

einen Basispeak der blasse m/z 74 ergeben. Im Gegensatz zu diesen konnten iso- und

antei.so-Säuren nicht im gesamten Elutionsbereich nachgewiesen werden, sondern waren

auf den Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen C12 und C19 beschränkt. Um einfach ver-

zweigte Säuren handelt es sich auch bei den 2-Methylcarbonsäuren . Da bei diesen die

beiden Kohlenstoffatonie, die Methylgruppe und Säurerest tragen, unmittelbar benach-

bart sind, entsteht durch Bindungsspaltung zwischen den Bindungen an C-2 und C-3 ein

Basispeak der Masse mlz 88 . Das Massenchromatogramm dieses für 2-Methylcarbonsäu-

ren charakteristischen Ions ist ebenfalls in Abbildung 6.3.5.7 dargestellt. Die Verteilung

bot insgesamt ein differenzierteres. Bild als in der nicht biodegradierten Probe . Es gibt

vermutlich mehrere Serien dieser Säuren, deren Strukturunterschiede aus den Massen-

spektren jedoch nicht abzuleiten sind . So traten neben den auch im nicht biodegradierten

01 nachgewiesenen Säuren, für die neben dem Basispeak m/z 88 . ein Pragmention der

Masse rn/z 101 charakteristisch ist, auch solche Verbindungen auf, die nur den Basispeak,

aber kein weiteres charakteristisches Bragmention zeigten . Zum anderen konnte neben

2,6,10,14-Tetramethylpentadecancarbonsäure und 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancar-

bonsäure eine Reihe mehrfach verzweigter . isoprenoid-Säuren identifiziert werden, die

vor allem. im böhermolekularen Bereich den n-Carbonsäuren vergleichbare Konzentra-
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tionen erreichten . Auch bei den cyclischen Säuren war es im Zuge der Biodegradation zu

Veränderungen gekommen . Die Hopancarbonsäuren hatten an Konzentration erheblich

zugenommen und deckten mit allen drei Isomerenreihen einen größeren Elutionsbereich

ab als im nicht biodegradierten ®i (Abb. 6.3.5.8) . C30-C32 Hopancarbonsäuren mit

17a,21,8-Konfiguration hatten ihre dominierende Position behalten, in beträchtlicher

Konzentration kam die C32 Hopancarbonsäure mit 1718,2118-Konfiguration hinzu. Außer-

dem traten in dieser Probe tricyclische Terpancarbonsäuren auf . Es konnten Isomere von

C24- und CL6-Säure nachgewiesen werden. Die Konzentrationen der C24-Isomere waren

annähernd gleich hoch und lagen erheblich Fiber denen der Hopancarbonsäuren . Die

C26-Isomere wiesen im Gegensatz dazu große Konzentrationsunterschiede auf, waren

den I-Iopansäuren konzentrationsmäßig aber dennoch vergleichbar.

Abb. 6.3 .5 .7 : Massenchromatograrnm der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren und iso- und anteiso-Carbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbon-
säuren als Methylester (m/z 88) (freie Säuren des leicht biodegradierten Nordsee-Öls, Biodegradations-
Stufe 3)
(1 : t;.:tancarbonsäraremetltyiester, 3 : Nona$Ea.rbQns=$llremetltylester, 4: 2-Metitylnanancarbonsäureme-
thyleüter, 5 : Demncarbonsäuremethylester, 8: Undecancarbonsäuremethylester, 11 : anteiso-Dodecancar-
bonsäuremethylester, 13: Dodecancarbonsäuremethylester, 14: 2 -Met.hyldodecancarbonsäurerfaetlaylester,
16: anteiso-Tridecancarbonsäuremethylester, 17: Tridecancarbonsäurenaethylester, 19: 3,7,11-Trimethyl-
dodecancarbonsäuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsäuremethylester, 21 : atsteiso-Tetradecancar-
bonsäuremethylester, 22: Tetradecancarbonsäuremethylester, 23: 2-Methyltetradecancarbonsäureme-
thylester, 24: 3, 7 , 11 -Trimet.hyltrideca.ncarbonsäuremethylester, 26: anteiso-Pentadecancarbonsäureme-
tuylester, 27 : PentadPcanearbonsäuremethylester, 28: 2-Methylpentadecaaearbonsä.urernethylester, 29:
5, 9 ,13 -Trimethyltet.radecancarbonsäureffiethylester, 30 : iso-Hexadecancarbonsäuremethylester, 31 : ante-

iso-Hexa.decancarbonsärarem.ethylester, 32 : Hexadecancarbonsäurernethylester, 33: 2-Metltylh.exadecan-
carbonsäuremethylester, 34: iso-Heptadecancarbonsauremethylester, 35: 2,6,10,14-Tetramethylpentade-
cancarbonsäuremethylester, 36: at2teiso-Heptadecancarbonsäuremethylester, 37 : Heptadecancarbonsäu-
rernethylester, 38: 2-Methylheptadecancarbonsäuremetltylester, 39 : Octadecencarbonsäuremethylester,
40: 3,7,11,15 '1". etramethylhexadecancarboüsäure:nethylester, 41 : Octadeeansarbon.säuremethylester, 42 :
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2 -Methyloctadecancarbonsauremethylester, 43 : Nonadecancarbonsäuremethylester, 44: 3 -Methylnona-
decancarbonsäuremethylester, 45: 2-Methylnonadecanearbonsäuretnethylester, 46 : Eicosancarbonsäure-
rnethylester, 47: 3-M.ethyleicosancarbonsäuremethylester°, 48: 2-Metlryleic.osancarbonsäureinetliylester,
49 : Heneicosancarbonsäuremethylester, 50: 3 -Methylheneicosancarbonsäurexnetltylester, 51: 2-Methyl-
heneicosancarbonsäuremethylester, 52: Docosancarbonsauremethylester, 53: 3 -Mcthyldocosancar-
bonsäuremethylester, 54 : 2-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 55 : Tricosancarbonsäuremethylester,
57: 3 -Methyltricosancarbonsäuremethylester, 58: 2-Methyltricosancarbonsäuremethylester, 59 : Te-
tracosancarbonsauremethylester, 60 : 3-Methyltetracosancarbonsäuremethylester, 61 : 2 -Me thyltetracosan-
carbonsäuremethylester, 62: Pentacosancarbonsäuremetibylester, 63: 3-Methylpentacosancarbonsäureme-
thylester, 64: 2-Methylpentacosancarbonsauremethylester, 66 : 1-iexacosancarbonsäureYnethylester, 67 : 3-
Methylhexacosancarbonsäuremethylester, 68: 2-Methylhexadecancarbonsauremethylester, 69: Heptaco-
sancarbonsäuremethylester, 70 : 3-Methylheptacosancarbonsäuremethylester, 71 : 2-Methylheptacosancar-
bonsauremethylester, 72 : :?ctacosancarboüsauremethylester, 73: 3-Methyloctacosancarbonsäureme-
thylester, 74: 2-Methyloctacosancarbonsäurentethylester, 75 : Nonacosancarbonsäuremethylester, 77: Tria-
contancarbonsäuremethylester, 81 : Hentriacontancarbonsauremethylester, 83 : Dotriacontancarbonsäu-
rernethylester, 88 : Tetratriacor► tancarbonsäuremethylester).
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Abb. 6.3.5.8 : Massenchromatogramm der charakteristischen Fragmentionen für tricyclische und pentacy-
clische Terpancarbonsäuren als Methylester (m/z 191) (freie Säuren des leicht degradierten Nordsee-Qls,
Biodegradations-Stufe 3)
(56 : tricyclischer C24-Carbonsäuremethylester, 65: tricyclischer C2,6 -C'arbonsäuremethylester, 79 : 17a,21ß-
Hopancarb onsäuremethylester, 80 : 17ß,21a-Hopancarbonsäurexnethylester, 84: 17a,21ß-horno-Hopancar-
borfsaureiliethylester, 85: 17ß,21fl-:rlopancarborasäaaretnethylester, 86 : 17ß,21a-homo-Hopaarcarbonsäure-
methylester, 87 : 17a,21ß-dih.omo-Hopancarbonsäuremethylester, 89 : 17ß,21ß -honzo-Hopancarbonsaure-
methylester, 90 : 17ß,21a-dihonzo-Hopancarbonsauremerhylester, 91 : 17a,21ß -trihomo-Hopanc.arbonsä.u-
remethylester, 93: 17ß,21ß-rlihorno-Hopancarbonsäuremethylester).

In der Säurefraktion des stark degradierten Öls dieser Probensequenz ließen sich nur ge-

radkettige und tricyclische Carbonsauren nachweisen . Die Fettsäuren deckten einen
Kohlenstoffzahl-Bereich von C 8 : o bis C18:o ab (Abb. 6 .3 .5 .9) . Mit Ausnahme der C9_0-
Fettsäure eluierten allerdings nur die geradzahligen Homologe . Die höchsten Konzentra-
tionen erreichten C16:0-und C18 :0-Säure . Die Verteilung der tricyclischen Säuren um-
¢aRte Isomere der C21- 44- und CZ6-Saure . Von diesen wieselt -21- and C24-Saure : an-
nähernd gleich hohe Gehalte auf, während den C26-Säuren nur sehr kleine Signale im
Chromatogramm entsprachen. Verglichen mit den Konzentrationen der C16:0- und

C18:0-Säure waren jedoch auch die Konzentrationen der Czl- und CZ4-Terpansäuren re-
lativ niedrig .
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Abb. 6.3 .5 .9: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions r gesättigte aliphatische Mo-
nocarbonsauren als Methylester (m/z 74) (freie Sauren des stark biodegradierten Nordsee-Öls, Biodegra-
dations-Stufe 6)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 3: Nonancarbonsäuremethylester, 5 : Decancarbonsäurenethylester,

13: Dodecancarbonsäurernethylester, 22: Tetradecancarbonsäuremethylester, 32 : Hexadecancarbon-

säuremethylester, 41 : Octadecancarbonsäuremethylester).

Gebundene Säuren

Ebenso wie bei den f r eien Säuren dominierten auch bei den gebundenen Säuren des

nicht biodegradierten Öls geradkettige und 2-methylverzweigte Carbonsäuren (Abb.

6.3 .5 .10). Beide Substanzklassen waren allerdings auf einen kleineren Kohlenstoff7ahl-

Bereich beschränkt als bei den freien Säuren . So ließen sich die Fettsäuren nur bis zur

x'24:0-Säure nachweisen, die 2-Methylcarbonsäuren sogar nur bis zur 2-Methyl-C16:0-

Säure. Unterschiede bestanden bei den geradkettigen Säuren darüber hinaus hinsichtlich

der Konzentrationen der einzelnen Verbindungen und ihrer Relation zueinander . 012 :0-,

C16:0- und C18:0-Säure waren zwar auch in dieser Fraktion die größten Komponenten

geblieben, doch hatten sich die Konzentrationen fast aller anderen Substanzen erheblich

erhöht . Die 2-Methylsäureri bildeten eine homologe Reihe von 2-Methyl-C3 :0 bis 2-Me-

thyl-C16 :0 mit einem Manum bei 2-Methyl-0 12: 0 . Wie bereits in anderen Ölproben be-

obachtet, eluierten auch hier im niedermolekularen Bereich einige iso-Säuren (iso -C11 :o

bis iso-017:0)• . Neben den einfach verzweigten Carbonsäuren traten mit 2,6-Dimethyl-

C10:0-Säure und 3,7,11- Trimethyi-012 :0-Säure auch mehrfach verzweigte in geringen

Konzentrationen auf.
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Abb : 63.5 .10 : Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren und iso-Säuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene Säuren des nicht biodegradierten Nordsee-Öls)
(1 : Dctancarbonsäuremethylester, 3 : Nonancarbonsäuremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 5 : Deeancarboztsäuremethylester, 6: 2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 7 : iso-Undecancar-
bonsäurernethylester, 8 : Undecancarbonsäuremethylester, 9: 2-Methylundecancarbonsäuremethylester,
10: iso-Dodecancarbonsäuremethylester, 12 : 2,6-Dimet.hylundecancarbonsäuremethylester, 13: Dodecan-
carbonsäurern.ethylester, 14: 2-Methyldodecanearbonsäuremethylester, 15: iso-Tridecancarbonsäurerne-
thylester, 17 : TridecancarboncäureYS,ert,Vteste .r, 18: 2-Ivlethyltrp:decan;,arboa säurernethylvstvr, 19. 3,7,11-
Trimethyldodecancarbonsäuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsäuremetitylester, 22 : Tetradecan-
carbonsäuremethylester, 23: 2-Methyltet.rader.ancarbonsäurernethylester, 25 : iso-I'entadecancarbonsäu-
remethylester, 27 : Petatadecartcarbonsä,uremethylester, 28: 2-Palethylpentadecancarbonsäuremethylester,
30: iso-Hexadecancarbonsäuremethylester, 32 : Hex3decancarbonsäurerrtethylester, 33: 2-Methylhexade-
cancarbonsäuremethylester, 34: iso-HeptadecancarbonsäureYnethylester, 37: Heptadecancarbonsäureme-
thylester, 39 : C .'ctadecencarbonsäuremethyle.ster, 41 : Octadecancarbonsäuremethylester, 43 : Nonadecan-
carbonsäuremethylester, 46: Eicosancarbonsauremethylester, 49: Henei;,osa ncarbonsäuremthylester, 52:
Docosancarbonsäuremethylester, 55 : Tricosancarbonsäuremethylester, 59: Tetracosancarbonsäureme-
thylester, 62 : Pentacosancarbonsäuremethylester, 66: Hexacosancarbonsäuretrletltylester).

Die relativ komplexe Säureverteilung der freien Säuren des leicht mikrobiell veränderten

Öls hatte bei den gebundenen Säuren keine Entsprechung . Vielmehr bot sich dort fast
exakt dasselbe Bild wie bei der entsprechenden Fraktion des zuvor beschriebenen nicht
biodegradierten Öls . Lediglich bei den 2-Methylcarbonsäuren zeigten sich . kleinere Diffe-
renzen, die .hognologe Reihe endete bereits bei 2-Methyl-013 :0-Säure.

Auch stärkere Degradation hatte keine gravierenden Änderungen der Fettsäurevertei-
lung zur Folge. Der Nachweis der verzweigten Säuren, die in den beiden anderen Proben
beobachtet wurden, wie einfach verzweigte iso- oder 2-Methyl-Carbonsäuren und mehr-
fach verzweigte isoprenoid-Carbonsäuren, gelang jedoch nicht.
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63.6 Broistedt-Gifhorner Trog (Norddeutschland)

Die drei analysierten Öle stammen aus dem nordwestlichen Teil des Broistedt-Gifhorner

Troges, einem Gebiet, das vor allem durch Salztektonik geprägt ist . So liegen denn auch

die meisten Ölfelder unmittelbar an Salzstöcken oder stehen mit diesen in engem Zu-

sammenhang (Abb. 6 .3 .6 .1).

Abb. 6.3.6 .1 : Übersichtskarte siir den Broistedt-GiMorner Trog und seine Erdöllagerstätten; Quartar,
Tertiär und Oberkreide, an den Rändern auch Alb, abgedeckt (Boigk 1981).

Als Speichergesteine fungieren in erster Linie die Sandsteine des Dogger ,6 (Aalenien),

Lias a (Hettangien) und des Rhätkeupers, aber auch Sandsteine des Valangin und des

Wealden (Boigk 1981). Detaillierte Angaben über die Erdölmutter- und Speicherge-

steine und die Teufen dieser Öle liegen nicht vor, es sind lediglich die Ölfelder bekannt,

in denen sie erbohrt wurden. Das nicht biodegradierte Ö1 wurde in der Bohrung Vorhop

36 gefördert, das leicht degradierte Öl der Biodegradations-Stufe 2 in Hankensbiittel Süd

27 und das leicht biodegradierte Öl der Biodegradation-Stufe 3 in Oerrel Süd 27.

Abbildung 6 .3.6.2 zeigt das Gaschromatogramm des nicht biodegradierten Öls dieser

Probensequenz. Hauptbestandteile waren gesättigte Kohlenwasserstoffe, deren Vertei-

lung sowohl niedermolekulare als auch hochmolekulare Verbindungen mit bis zu 37
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Kohlenstoffatomen umfaßte und ein Maximum bei n-C7 aufwies. Die Konzentrationen

der isoprenoid-Kohlenwasserstoffe Pristan und Phytan waren verglichen mit denen von n-

C17 und n-C18 nicht annähernd halb so groß, ein zusätzlicher Hinweis darauf, daß dieses

®l nicht mikrobiell verändert wurde . Bei den Biomarkern gab es keine Degradations-

erscheinungen.
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Abb. 6.3.6 .2 Gaschromatogramm der Gesamtölmessung des nicht biodegradierten Norddeutschland-Öls.

Abb. 6 .3.6.3 : Gaschromatograrxmr der Gesamtölmessung des leicht biodegradierten Norddeutschland-Öls
(Biodegradations-Stufe 2).

Das leicht degradierte 01 (Stufe 2) zeichnete sich demgegenüber durch eine Konzentran
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tionsabnahme der n-Alkane aus, die sich am stärksten im niedermolekularen Bereich

auswirkte (Abb. 6.3 .6.3). Ihre Konzentrationen lagen hier nur noch in ähnlicher Größen-

ordnung wie die der Aromaten. Dadurch verschob sich das Maximum der Verteilung in

den Bereich der längerkettigen n-Alkane zu n-C 17. Weitere Anzeichen einer Degrada-

tion waren das stark veränderte Verhältnis der Relativkonzentrationen von Pristan und

Phytan zu n-C 17 und n-C18 sowie die Ausbildung eines unaufgelösten komplexen Gemi-

sches. Auch in dieser Probe waren die Biomarker völlig intakt.

Im Gaschromatogralmn des dritten Öls dominierte ein unaufgelöstes komplexes Ge-

misch (Abb. 6.3.6.4) . n-Alkane ließen sich mit Ausnahme des Bereichs von C20-C25 nicht

mehr nachweisen und auch hier nur in sehr geringer Konzentration. Im höhermolekula-

ren Bereich waren die n-Alkane völlig verschwunden, so daß sich das Verteilungsmuster

der isomereni und homologen Hopane deutlich abzeichnete . Zu den dominierenden

Verbindungen zählten die Isoprenoide, die mit Norpristan, Pristan und Phytan relativ

hohe Konzentrationen erreichten. Daneben eluierten alicyclische und aromatische Ver-

bindungen. Die Biomarker waren unverändert. Auch dieses ®1 konnte noch als leicht de-

gradiert klassifiziert werden (Stufe 3).

Abb. 6.3.6 .4: Gaschromatogranun der Gesaantölanessung des leicht biodegradierten Norddeutschland ©Ls

(Biodegradations-Stufe 3).
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Freie Säuren

Das Säurespektrum der freien Säuren des nicht biodegradierten Norddeutschland-Öls

setzte sich aus geradkettigen n-Carbonsäuren, einfach verzweigten 2-Methylcarbonsäu-

ren, isoprenoid-Carbonsäuren und Hopancarbonsäuren zusammen . Die Substanzklasse

mit der höchsten Gesamtkonzentration war die der n-Carbonsäuren. Sie bildeten eine
homologe Reihe, deren breite Verteilung die der n-Alkane nachzeichnete und einen Be-

reich zwischen C8:0-Carbonsäure und 032 :0-Carbonsäure abdeckte (Abb . 6.3.6.5). Die

geradzahligen Homologe wiesen generell höhere Konzentrationen auf als die ungerad-
zahligen und stellten mit C16 :0- und 018:0-Carbonsäure die dominierenden Einzelkompo-
nenten. 2-Methylcarbonsäuren eluierten in vergleichbar breiter Verteilung zwischen 2-
Methyl-Cg.0-Carbonsäure und 2-Methyl-C3 2 : 0-Carbonsäure mit einem Maximum bei 2-
Methyl-C13:0-Carbonsäure. Die Gesamtkonzentration der 2-Methylcarbonsäuren lag er-

heblich unter der der n-Alkansäuren. Als Hauptkomponente der sich durch ein Frag-

mention der Masse m/z 88 auszeichnenden Verbindungen konnte 2,6,10,14-Tetramethyl-

C1 5 . 0-Carbonsäure (Pristansäure) identifiziert werden . In entsprechender Konzentration

konnte als weitere isoprenoid-Carbonsäure daneben auch 3,7,11,15-Tetramethyl-C16:o-
Carbonsäure (Phytansäure) bestimmt werden. Hopancarbonsäuren waren durch Iso-
mere von C30 C31- und C32-Carbonsäuren vertreten (Abb . 6 .3 .6 .6) . Die höchsten Kon-
zentrationen erreichten C31° und C32-Carbonsäuren mit 17a,21ß-Konfiguration_

10m ss . 146432
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Abb. 6 .3.6.5: Massenchromatogranirne der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und gar 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des nicht biodegradierten Norddeutschland-Öls)
(1: Octancarbonsäuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsäuremethylester, 4 : Nonancarbonsäureme-
thylester, 5: . 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 7 : Decancarbonsäuremethylester, 8 : 2-Methyldecan-
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carbonsäuremethylester, 10: Undecancarbonsäuremethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsäureme-

thylester, 13: Dodecancarbonsäuremethylester, 14 : 2 -Methyldodecancarbonsä,uremethylester, 17 : Tride-

cancarbonsäurerriethylester,18 : 2 -ivMthylu°idecancarbonsäurerretl•lyiester, 21 : Tetradecancarbonsäurei:e-
thylester, 22: 2-Methyltetradecancarbonsäuremethylester, 26: Pentadecancarbonsäuremethylester, 27 : 2-

lvfethylpentadecancarbonsäuremethylester, 30: Hexadecanearbonsäuremethylester, 32: 2-Methyihexade-

cancarbonsäuremethylester, 35 : Heptadecancarbonsäurentethylester, 38 : Octadecencarbonsäureme-

thylester, 39: 3 ,7 , 11 , 15 -Tetrametlflylhexadecanearbonsäuretnethylester, 40 : Octadecanearbonsäureme-
thyiester, 42: 2-Methyloctadecancarbonsä.ureffiethylester, 43 : Nonadecancarbonsäuremethylester, 45 : 2-

Metl-iylnonadecancarbonsäuremethylester, 46: Eicosarccarbonsäuremethylester, 49: 2-Methyleicosancar-
boncäuren?et?+ylester, 50: Heneimsarrcarbonsäureznethylester ; 53: 2-Methylheneicosancarbonsäureme-
thylester, 54 : Docosancarbonsäuremethylester, 57: 2-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 58 : Trico-

sancarbonsäuretnethylester, 61 : 2-Methyltricosancarbonsäuremethylester, 62: Tetracosancarbonsäurenie-
thylester, 64: 2 -iviethyltetracosancarbonsä,ureraethylester, 65 : Pentacosancarbonsäuremethylester, 67: 2-
Methylpentacosancarbonsäuremethylester, 68 : Hexacosancarbonsäureanethylester, 70: 2-Methylhexaco-

sancarbonsäuremethylester, 71 : Heptacosancarbonsäuren'iethylester, 72: 2-Methylheptacosancarbonsäu-
remethylester, 73 : Qctacosanearbonsäuremetltylester, 74: 2-i!~àethyloctacosancarbonsäuretnethylester, 75:

Nonacosancarbonsauremethylester, 76: 2-Methylnonacosancarbonsäureiriethylester, 77 : Triacontancar-
bonsäuremethylester, 78: 2-Methyltriacontancarbonsäuremethylester, 81 : Hentriacontancarbonsäurerne-
thylester, 82: 2 -Methyihentriacontatacarbonsä.uregnethylester, 83 : Dotriacontancarbonsäuremethylester,
85 : 2-Methyldotriacontanearbonsäuremethylester, 88 : 'I'ritriacontanc.arbonsäuremetltylester).
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Abb. 6.3.6 .6 : Massenchromatograinm des charakteristischen rragmentioris €iir pentacyclische Terpansäta-
ren als Methylester (mlz 191) (freie Säuren des nicht biodegradierten Norddeutschland-Ols)
(79: 17a,2113-Hopancarbonsäuremet ylester, 80: 17,8,21a-Hopancarbonsäuremet ylester, 84: 17a,21/3-

homo-Hopancarbonsäuremethylester, 86: 17ß,21ß-Hopancarbonsäuremethylester, 87 : 17ß,21a-homo-Ho-

pancarbonsäurernethylester, 89 : 17a,2134iitorrao-Hopancarbonsäuremethylester).

Die freien Sauren des leicht biodegradierten Ols der Biodegradations-Stufe 2 unterschie-

den sich von denen des zuvor beschriebenen Öls vor allem hinsichtlich der Relativkon-

zentrationen der verschiedenen Substanzklassen bzw. der Verbindungen innerhalb der-

selben. So war zwar die Gesamtkonzentration der n-Carbonsäuren nahezu unverändert

geblieben, es ließ sich jedoch ein genereller Koii7entrationsr -a kgang im kurzkettigen Be-

reich verzeichnen, der mit einer Anreicherung der längerkettigen Verbindungen zwi-

schen 020:0-Carbonsäure und 032 :0-Carbonsäure einherging (Abb. 63.6.7). Die Domi-

nanz von 016:0- und C18:0-Carbonsäure blieb unangetastet. Die Gesamtkonzentration

der 2-Methy1carbonsäuren hatte sich erheblich reduziert, das Verteilungsmuster war je-
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doch sowohl hinsichtlich des Elutionsbereichs als auch hinsichtlich der Relativkonzentra-

tionen der einzelnen Verbindungen zueinander erhalten geblieben . Im Gegensatz dazu

hatte bei den Hopancarbonsäuren eine Konzentrationserhöhung stattgefunden . Infolge-
dessen konnten im höhermolekularen Bereich einige zusätzliche Verbindungen bestimmt

werden, die vorher aufgrund eines ungünstigen Signal/Rausch-Verhältnisses nicht abge-

trennt worden waren. Es handelt sich um 17ß,21ß-C31-Hopancarbonsäure, 17ß,21a-C 32
-Hopancarbonsäure und 17ß,21ß-C32-Hopancarbonsäure . Dominierende Einzelkompo-

nente der Hopansäureverteilung war die C32-Carbonsäure mit 17a,21/3-Konfiguration.

- 74 . 1126400

Abb. 6.3.6 .7 : Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions far gesättigte aliphatische Mo-
nocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) (freie Säuren des leicht biodegradierten Norddeutschland-Öls,
Biodegradations-Stufe 2)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 4 : Nonancarbonsäuremethylester, 7: Decanearbonsäuremethylester,
10 : :Jndel,an carb o:isä àremetüylester, 13 : ;::odecan..arbflrsätiremethyiester, 17: Tridecancarbonsäureme-
thylester, 21 : Tetradecanca.rbonsäuremethylester, 26 : Pentadecancarbonsäuremethylester, 30: Hexadecan-
rarbonsäuremetiaylester, 35 : Heptadeeancarbot3sättremethylester, 38: Octadecencarbonsäuremethylester,
39: 3 ,7,11 , 15 -Tetramethylher.adecancarbonsäuremethyäester, 40: Oetadecancarbonsäurerrcethylester, 43:
Nonadecancarbonsäuremethylester, 46 : Eicosancarbonsäuremethylester, 50: Iieneicosancarbonsäureme-
thylester, 54: Docosancarbonsäuremethylester, 58 : Tricosancarbonsäuremethylester, 62: Tetraeosancar-
bonsäuremethylester, 65: Pentacosancarbonsäuremethylester, 68: IIexacosanr,arbonsäuremethylester, 71:
Heptacosancarborasäuremetnylester, 73: Oetacosancarbonsäuremethylester, 75: Nonacosancarbonsäure-
methylester, 77: Triacontanearbonsäuretnethylester, 81: 1-Ientriacontancarbonsäuretnethylester, 83 : Do-
triacontancarbonsäuremethylester, 90: Tetratriacontancarbonsäuremethylester).

Neben den in den beiden bisher vorgestellten Säurefraktionen identifizierten Substanz-

klassen konnten in dem am stärksten degradierten 61 dieser Probensequenz, das nach

der Klassifizierung von Moldowan et al . (1992) aber noch als leicht biodegradiert einzu-
stufen ist (Stufe 3), auch 3-Methylearbonsäuren und 4-Methylcarbonsäuren nachgewie-

sen werden. Die geradkettigen n-Alkansäuren eluierten auch in dieser Ölprobe noch in

breiter Verteilung zwischen C8:0-Carbonsäure und C34:0-Carbonsäure (Abb. 6.3.6.8).

Der bereits im leicht degradierten 61 der Biodegradations-Stufe 2 erkennbare Trend zur

Anreicherung der längerkettigen Verbindungen hatte sich mit zunehmender Degrada-

tion verstärkt, die Dominanz der geradzahligen Homologe war erhalten geblieben . Im

Massenchromatogramm des Fragmentions m/z 74 ist darüber hinaus die Verteilung der
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3-Methylearbonsäuren und 4-Methylcarbonsäuren dargestellt. Bei der massenspektrom-

trischen Fragmentierung zeigen die 3-Methylcarbonsäuren neben dem Basispeak der

Masse m/z 74 ein Fragmention der Masse m/z 101, während für 4-Methylcarbonsäuren

die Kombination der Massen m/z 74 und m/z 115 charakteristisch ist . Homologe der 3-

Methylcarbonsäuren traten nicht im gesamten Elutionsbereich auf, sondern konnten in

sehr geringen Konzentrationen mit einiger Sicherheit nur im Bereich zwischen 3-Methyl-

20:;-Carbnnsäur'e und 3-Methyl-C26i0-Carbonsäure nachgewiesen werden. Die 4-Me-

thylearbonsäuren besaßen ebenfalls nur geringe Konzentrationen . Sie waren auf den Be-

reich zwischen 4-Methyl-0 1 6:0-C:arbonsäure und 4-Methyl-C _o-Carbonsäure be-

schränkt. Beide Massenchromatogramme der Abbildung 6.3.6.8 wiesen ein unaufgelästes

komplexes Gemisch auf, wobei das des für 2-Methylcarbonsäuren charakteristischen

Fragmentions der Masse m/z 88 in der Relativverteilung stärker ausgeprägt war. Die

Verteilung der 2-Methylcarbonsäuren hatte sich verglichen mit den beiden anderen 01-

proben nicht verändert . Es war, ebenso wie bei den geradkettigen Säuren, lediglich eine

generelle Konzentrationsabnahme aller Verbindungen erfolgt, die auch die Hopancar-

bonsäuren erfaßte . Die Verteilung der homologen und isomeren Hopancarbonsäuren

bot im Gegensatz dazu das gleiche Bild wie in der etwas leichter degradierten Probe der

Biodegradations-Stufe 2.

33

Abb. 6.3 .6.8: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen für gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als 1'vl̀ethyiester (rn/z 74) und für 2- vlethylc arrbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(freie Säuren des leicht biodegradierten Norddeutschland-Öls, Biodegradations-Stufe 3)
(1 : Octancarbonsäuremethylester, 4: Nonancarbonsäuremethylester, 5 : 2-Methylnonancarbonsäureme-
thylester, 7 : Decancarbonsäuremethylester, 8 : 2-Methyldecancarbonsäuremethylester, 10: Undecancar-
bonsäureruethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsäuremethylester, 13 : Dodecancarbonsäuremethylester,
14: 2-Methyldodecancarbonsäuremethylester, 17 : Tridecanc arbonsäuremethylester, 18: 2-Methyitridecan-
carloonsäuremethylester, 21: Tetradecancarbonsäuremethylester, 22 : 2-Methyltetradecancarbonsäureme-
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thylester, 26 : Pentadecancarbonsäuremetliylester, 27 : 2-Methylpentadecancarbonsauremethylester, 30:
Hexadecancarbonsäuremethylester, 31: 4-Methylhexadecancarbonsäuremethylester, 32: 2 -Methylhexade-
cancarbonsäuremethylester, 34 : 2,6,10,14-Tetra:nethylpentadecanr,arbonsäuremetS yleste,-, 35 : Pieptacle-
cancarbonsäuremethylester, 36: 4 -Methylheptadecancarbonsä uremethylester, 37 : 2-Methylheptadecancar-
bonsäuremethylester, 40 : Octadecancarbonsäurermethylester, 41: 4-Methyloctadecancarbonsäuremethyl-
ester, 42: 2-Methyloctadecancarbonsäuremethylester, 43: Noriadec.ancarbonsäuremethylester, 44: 4-
Methy1nottadecancarbonsäuremethylester, 45: 2-Methylnonadecancarbonsäuremethylester, 46 : Eicosan-
carbonsäuremethylester, 47: 4-Methyleicosancarbonsäuremethylester, 48: 3-Methyleicosancarbonsäure-
metltyiester, 49: 2-1Vlethyleicosancarbonsäuremethylester, 50: Heneicosancarbonsäuremethylester, 51 : 4-
Methy1heneicosancarbonsäuremethylester, 52 : 3-Methylheneicosancarbonsäuremethylester, 53: 2 -IV.iethyl-
heneicosancarbonsäuremethylester, 54: Docosancarbonsäuretnethylester, 55 : 4-Methyldocosancarbonsäu-
remethylester, 56: 3-Methyldocosancarbonsäuremethylester, 57: 2-Methyldocosancarb onsäuremethyl-
ester, 58: Tricosancarbor.säuremethylester, 59: 4-MethyIta-icosanearbonsäuremethylester, 60: 3 -nrlethyl-
tricosancarbonsäurettlethylester, 61: 2-Methyltricosancarbonsäuremethylester, 62 : Tetracosancarbonsäu-
remethylester, 63 : 3-Methyltetracosattca rbonsäuremethylester, 64 : 2-Methyltetracosancarbonsäuremethyl-
ester, 65: Peattaeosancarbonsäu_Yetnethylester, 66: 3 -Metltylpentacosanearbortsätarertaethylester, 67 : 2 -ivle-
titylpentacosancarbonsäurermethylester, 68: Hexacosancarbonsäuremethylester, 69: 3-Methylhexacosan-
carbonsäuremethytester, 70: 2-Methylhexacosancarbonsäuremethylester, 71: Heptacosancarbonsäureme-
thylester, 72 : 2-Methyiheptacosancarbonsäuremethylester, 73: Octacosancarbonsäuremethylester, 74 : 2-
Methyloctacosancarbonsäuremethylester, 75: hdonacosanea.rbonsäurernethylester, 76: 2 -Metitylnonacosan-
carbonsäuretnethylester, 77 : Triacorttancarbonsäuremethylester, 78: 2-Methyltriacontancarbonsäureme-
thylester, 81: Hentraacontancarbonsäuretnethylester, 82: 2-Methylhentriacontancarbonsäuremethylester,
83: Dotriacontancarbonsäuremethylester, 88: Tritriacontancarbonsäuremethylester, 90 : Tetratriacontan-
carbonsäuremethylester) .

Gebundene Säuren

Bei den gebundenen Säuren konnte ebenso wie in anderen Probenserien beobachtet

werden, daß sich die unterschiedliche Biodegradationsintensität nicht auf das Spektrum

der Verbindungen auswirkte, sondern lediglich zu Konzentrationsänderungen führte.

Auf den eingeschränkten Kohlenstofzahi-Bereich bei den gebundenen Säuren im

Vergleich zu den freien Säuren ist ebenfalls bereits an anderer Stelle hingewiesen

worden.

Das nicht biodegradierte 6l enthielt vor allem geradkettige n-Carbonsäuren, die bis zur

C34. 0-Carbonsäure nachgewiesen werden konnten und ein Maximum bei C12:o-Carbon-

säure zeigten (Abb. 63.6.9) . Daneben eluierte eine entsprechende Reihe homologer 2-

Methylcarbonsäuren, allerdings in erheblich geringer Konzentration, die die Fettsäure -

verteilung im kurzbettigen Bereich hinsichtlich der Relativkonzentrationen der einzelnen

Verbindungen zueinander widerspiegelte . Die einfach verzweigten Säuren waren außer-

dem hinaus durch La- und anteiso-Carbonsäuren vertreten . Während die iso-Säuren in

homologer Verteilung bis zu iso-C17:0-Carbonsäure auftraten, konnten von den anteiso-
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Säuren nur anteiso-013 :0-Carbonsäure und anteiso-015:0-Carbonsäure identifiziert wer-

den. isoprenoid-Carbonsäuren waren durch 26-Dimethyl-Cii : 0-Carbonsäure, 3,7,11-Tri -

methyl-C 12:0-Carbonsäure, 3,7,11-Trimethyl-C 13 :0-Carbonsäure, 5,9,13-Trimethyl-C 14 :o-

Carbonsäure und 2,6,10,14-Tetramethyl-C16 :0-Carbonsäure vertreten.
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Abb. 6:3:6,9; Massencltromatogramme der charakteristischen Fragrnentionen far gesättigte aliphatische
Monocarbonsäuren als Methylester (m/z 74) und für 2-Methylcarbonsäuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Säuren des nicht biodegradierten Norddeutschland-Öls)
(1: Qctancarbonsäuremethylester, 2: 2 -Metltyloctancarbonsäuuemethylester, 3 : iro-Nonancarbonsäureme-
thylester, 4 : Nonancarbonsäuremethylester, 5 : 2-Methylnonancarbonsäuremethylester, 6: iso-Decancar-
bonsäuremethylester, 7 : Decancarbonsäureinethylester, 8: 2 -Meth' yldecancarbonsäuremethylester, 9 : iso-
Undecancarbonsäurerc.ethylester, 10: Undecancarbonsäuremethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsäu-
remethylester, 12 : iso-Dodecancarbonsäuremethylester, 13 : Dodecancarbonsäuremethylester, 14: 2-Me-
thyldodecancarbonsäuremethylester, 15: iso-Tridecancarbonsäuremethylester, 16: anteiso-Trideca,ncar-
bonsäurentethylester, 17 : Tridecancarbonsäuremethylester, 18: 2-Metiayltridecancarbonsäuremethyiester,
19: 3 , 7, 11 -Trirrtetb.yldodecancarbonsäuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsäuremethylester, 21 : Te-
tradecancarbonsäurernethylester, 22: 2-Methyltetradecancarbonsäurernthylester, 23 : 3,7,11 -Trirnethyltri-
decancarbonsäuremethylester, 24: iso-Pentadecancarbonsäuremethylester, 25 : anteiso-Pentadecancarbon-
säuremethylester, 26 : Pentadecancarbonsäuremethylester, 27: 2-Methylpentadecancarbonsäureme-
thylester, 28: 5,9,13-Trimethyltetradecancarbonsäuremethylester, 29: iso -Hexadecancarbonsäureme-
thylester, 30 : Hexadecancarbonsäuremethylester, 32: 2-Methylhexadecancarbonsäurexnethylester, 33: iso-
Hepta.decancarbonsäuremethylester, 34: 2 ,6,10 ,14 -Tetrarnethylpentadecancarbonsäuremethylester, 35:
Heptadecarlcarbonsäu-$emethylester, 38: Octadecencarbonsäuremethylester, 40: Octadecancarbonsäure-
methylester, 43 : Nonadecancarbonsäuremethylester, 46: Eicosancarbonsäuremet.hylester, 50: Heneico-
sancarbonsäuremetlsyiester, 54: Docosancarbonsäuremethylester, 58 : Tricosancarbonsäureme3hylester,
62: Tetracosancarbonsäuremethylester).

Die 2-Methylcarbonsäuren des leicht degradierten Öls der Biodegradations-Stufe 2 zeig-

ten im Vergleich zum nicht biodegradierten Öl eine leicht erhöhte Gesamtkonzentration,

während die Konzentrationen aller anderen Verbindungen zurückgegangen waren .
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Stärkere Degradation äußerte sich dann in einer starken Konzentrationsabnahme der 2-

Methylcarbonsäuren, die Konzentrationen der übrigen Verbindungen blieben dagegen

konstant .
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6.4 Diskussion der Ergebnisse zurn rnikrobiellen Abbau von Rohölen in der

Lagers tatte

Zum Studium des mikrobiellen Abbaus von Rohölen in der Lagerstätte wurden mehrere

Serien von Erdölen aus verschiedenen Erdölprovinzen auf Stoffwechselprodukte bakte-

rieller Aktivität, insbesondere Carbonsäuren und Alkohole, analysiert . Die Auswahl der

Probenserien war darauf angelegt, jeweils nicht biodegradierte Öle mit einem oder meh-

reren, zum Teil unterschiedlich stark biodegradierten Olen aus demselben Muttergestein

zu vergleichen.

Es konnte ein relativ breites Spektrum an Carbonsäuren nachgewiesen werden, das ne-

ben geradkettigen Säuren auch verschiedene Spezies einfach methylverzweigter Säuren

und mehrfach verzweigte i.soprenoid-Säuren sowie tricyclische und pentacyclische Säuren

umfaßte.

Bei den freien Säuren der nicht degradierten Ole dominierten gesättigte n-Carbonsäu-

ren, deren Kohlenstoffzahl-Verteilungen die der n-Alkane recht genau widerspiegelten.

Dabei wiesen die geradzahligen Homologe generell höhere Konzentrationen auf als die

ungeradzahligen . Als wichtigste Einzelkomponenten traten C16:ß-Carbonsäure und

018:0-Carbonsäure hervor . Ungesättigte Verbindungen konnten mit Ausnahme der

018:1-Säure nicht beobachtet werden . Flier handelt es sich ebenso wie bei einem Teil der

016:0- und C1$ . 0-Säuren mit einiger Sicherheit um einen direkten Eintrag aus der Bio-

masse der kohlenwasserstoffabbauenden Mikroorganismen . Ferner wurden einfach ver-

zweigte 2-Methylcarbonsäuren identifiziert. Diese bildeten eine den n-Carbonsäuren hin-

sichtlich des Kohlenstoffzahl-Bereichs vergleichbare homologe Reihe, zeichneten sich

jedoch durch eine erheblich geringere Gesamtkonzentration aus . Mit 2,6,10,14-Tetra-

rnethyl-0 15 :0-Carbonsäure (Pristansäure) und 3,7,11,15-Tetramethyl-0 1 6:0°Carbonsäure

(Phytansäure) konnten daneben auch mehrfach verzweigte isoprenoid-Carbonsäuren be-

stimmt werden, die - entsprechend der Relativanteile der Isoprenoide in den Kohlenwas-

serstoff-FPaktionen - zum Teil beträchtrtliche Konzentrationen erreichten. Die tricych-

schen Terpansäuren waren durch Isomere von C21- C24- und C25-Säure vertreten. Bei

den pentacyclischen Terpansäuren, deren Verteilung zahlreiche Homologe und Isomere

zwischen C30 und C33 umfaßte, dominierten die Verbindungen mit 17a,218-Konfigura-

tion. Sowohl Llil.}'~.P
o__ . hl tricy
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zentrationen.

Während die geradkettigen Carbonsäuren auch in allen Olen nachgewiesen werden

konnten, die aufgrund der Kohlenwasserstoff-Verteilungen als nicht biodegradiert einge-



197

stuft warden waren, trifft dies für die übrigen Substanzklassen nicht zu . So wurden bei-

spielsweise im Nigeria-Öl keine verzweigten Säuren, im Monterey-Öl keine Hopansäu-

ren und im Nordsee-Öl keine tricyclischen Terpansäuren gefunden.

In vielen Fällen ließ sich eine Korrelation zwischen steigender Biodegradationsintensität

und zunehmender Komplexität der Säureverteilungen, insbesondere die Zunahme an

verzweigten und cyclischen Säuren, verzeichnen, ohne daß jedoch zwischen nicht

biodegradierten und leicht biodegradierten Ölen ein "Verteilungssprung" im Sinne einer

gravierenden Änderung des Carbonsäurespektrums aufgetreten wäre . Viehmehr ließ sich

innerhalb der einzelnen Probenserien meist eine relativ kontinuierliche Entwicklung ver-

folgen. Diese Beobachtung gibt AnlaB zu der Vermutung, daß als nicht biodegradiert de-

klarierte Öle (z.B. Monterey, Norddeutschland) doch schon in der Lagerstätte leicht

biodegradiert wurden . Dort, wo Reservoirteufe und damit -temperatur dies nicht zulas-

sen, weil die Mikroorganismen unter diesen Bedingungen nicht existieren können, hat

möglicherweise während des Förderprozesses oder bei der Lagerung mikrobieller Abbau

in geringem Ma& stattgefunden, so daß es sich bei den in diesen Ölen nachgewiesenen

Säuren wohl nicht um originäre Säuren handelt . Zudem wären diese unter den Bedin-

gungen der Katagenese bei Temperaturen zwischen 50 °IC und 150 °C (Tissot & Weite

1984) vermutlich ohnehin nicht stabil.

Auffallend sind die große Menge und die Diversität der einfach verzweigten Methylcar-

bonsäuren in den leicht bis mäßig degradierten Ölen . Neben den auch in den nicht de-

gradierten Ölen nachgewiesenen 2-Methylcarbonsäuren konnten in den stärker mikrobi-

ell verwerteten Ölproben zahlreiche Homologe von 3-, 4- und 5-Methyicarbonsäuren

identifiziert werden, die zum Teil erheblich höhere Konzentrationen erreichten als die

geradkettigen Säuren. Der Anteil der Methylcarbonsäuren an der gesamten Säurekon-

zentration liegt erheblich höher als der Anteil der methylverzweigten Alkane an der Ge-

samtkonzentration der Kohlenwasserstoffe . Alkane werden beim Abbau generell

schneller vollständig oxidiert, während sich die verzweigten Kohlenwasserstoffe nur

schlecht metabolisieren lassen; dadurch erfolgt eine Anreicherung der methylverzeigten

Säuren. Daß es sich um Bakterieninhaltsstoffe handelt, ist eher unwahrscheinlich.

Als weitere Spezies methylverzeigter Säuren eluierten iso- und anteiso-Carbonsäuren, die

vor allem auf den niedermolekularen Bereich beschränkt waren, Aufgrund geringer

Konzentrationen kommt diesen Verbindungen nur eine untergeordnete Bedeutung zu.

Die isoprenoid-Carbonsäuren waren in diesen Ölproben nicht nur durch Pristan- und

Phytansäure vertreten, sondern auch durch eine Reihe kiirzerkettiger Säuren, die alter-
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dings meist nur geringe Gehalte aufwiesen. Die Gehalte an Pristan- und Phytansäure la-

gen dagegen oft recht hoch. Dies kann im Kontext mit den anderen nachgewiesenen Säu-

ren als Beweis dafür angesehen werden, daß es sich bei den Säuren tatsächlich um un-

vollständig metabolisierte Kohlenwasserstoffe der Erdöle handelt, in denen Pristan und

Phytan die bei weitem bedeutendsten Isoprenoide sind.

isoprenoid-Carbonsäuren waren erstmals von Cason & Graham (1965) aus einem kali-

fornischen Öl isoliert worden. Dabei handelte es sich um 2,6,10-Trimethyl-0 11 .0-Säure,

3,7,11-Trimethyl-0 12 : 0-Säure, 2,6,10,14-Tetramethyl-C15:0-Säure (Pristansäure) und

3,7,11,15-Tetramethyl-016:0-Säure (Phytansäure) . Später gelang es, Vertreter dieser

Substanzklasse auch in Sedimenten nachzuweisen. Gegenstand zahlreicher Untersu-

chungen waren in diesem Zusammenhang die Carbonsäuren des eozänen Green River

Shale aus Colorado (Eglinton et al . 1966, Haug et al. 1967, Murphy et al. 1969, Douglas

et al. 1971, Maxwell et al . 1973, Kawamura et al . 1986) . Es konnten sowohl kurzkettige

Verbindungen (2,6-Dimethyl-C7.0-Carbonsäure, 3,7-Dimethyl-Cg : 0-Carbonsäure) als

auch höhere Homologe im Kohlenstoff ahi-Bereich zwischen C14 und CL2 bestimmt wer-

den. Das Säurespektrum des triassischen Serpiano-Ölschiefers aus der Schweiz umfaßte

Verbindungen mit 11 bis 20 Kohlenstoffatomen (Douglas et al . 1971) . Rezentes marines

Material enthielt nach Blumer & Cooper (1967) neben Pristan- und Phytansäure größere
vjro^s°ur~Mengen an 4,ÖyAL-11ll11eiiiyi-e..13:~j-i.~iauvt~5~ieiv . Aus marinen Sedimenten der Antarktis

wurden C15-C17 und C19-C23 isoprenoid-Säuren beschrieben, von denen allerdings nur

Pristan- und Phytansäure höhere Konzentrationen aufwiesen (Venkatesan 1988) . Bei

den gebundenen isoprenoid-Carbonsäuren traten Verbindungen zwischen C15 und C21

auf, bei den durch Pyrolyse freigesetzten Säuren waren es Verbindungen zwischen C14

und C21 , jedoch keine isoprenoid-C18.0-Säure (Kawamura et al . 1986).

Die Herkunft der isoprenoid-Carbonsäuren in rezenten Sedimenten scheint noch immer

nicht vollständig geklärt zu sein . Maxwell et al . (1973) folgerten aufgrund ihrer Analy-

senergebnisse : "Thus the stereochemical data for the acids with carbon numbers less than

C21 conform best to a phytol origin . In this case, however, the stereocheinical approach,

like the gross carbon skeleton approach, cannot easily distinguish between a biochemical

(i .e. conversion to isoprenoid acids in organisms prior to deposition) or geochemical (i .e.

conversion to the acids after deposition via biochemical and/or geochemical reactions)

origin. The evidence available, however (Blumer 8s Cooper, 1967) indicates that the iso-

prenoid acids in ancient sediments are mainly postdepositional products . " Biolipide wie

Vitamin K und a-Tocopherol besitzen eine Phytol-Seitenkette mit derselben stereoche-

mischen Konfiguration wie die der Phytol-Seitenkette des Chlorophylls . Da diese Ver-

bindungen in der Natur jedoch bed weitem nicht so häufig auftreten wie das Chlorophyll,
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sind sie nach Auffassung von Maxwell et al . (1973) als Vorläufer der isoprenoid-Carbon-

säuren mit weniger als 21 Kohlenstoffatomen nur von untergeordneter Bedeutung. Die
längerkettigen Homologe könnten nach Seifert (1975) durch Degradation hochmole-

kularer, häufig vorkommender Isoprenoide tierischer und pflanzlicher Herkunft entstan-

den sein, wie beispielsweise der Betulaphenole (C30-C45), des Solanesols (C45) oder des
Bactoprenols (C5S). Derenne et al . (1991) vertreten die Ansicht, daß neben der Degrada-

tion isoprenoider Biolipide auch die selektive Erhaltung als Ester in Biomakromolekülen

gebundener isoprenoider Säuren möglich sei. In keinem Fall wurde jedoch eine Säure-

verteilung beschrieben, die der der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Ole im ent-

ferntesten ähnelte, so daß eine Erhaltung über den Katagenesebereich hinweg und eine

nachfolgend selektive Anreicherung als Folge des Kohlenwasserstoff Abbaus durch

Biodegradation ausgeschlossen werden kann.

Die Terpancarbonsäuren boten in den leicht bis mäßig biodegradierten Olen ein recht

differenziertes Bild.

Der Nachweis tricyclischer Terpansäuren gelang nicht in allen Proben, wie die Analy-

senergebnisse der Ole aus Nigeria, aus dem Beil Creek-Ölfeld und aus Norddeutschland
belegen. In den übrigen Olen waren sie ebenso wie in den nicht degradierten Proben mit
Isomeren von x 21-	4 - und 026-Säure vertreten und erreichten z Teil relativ hohezum
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Konzentrationen, die erheblich über denen der Hopancarbonsäure lagen.

Diese Substanzklasse wurde bereits von Seifert (1974) erwähnt, genaue Struktur und Ste-

reochemie der Verbindungen waren damals jedoch noch nicht bekannt . Cyr & Strausz

(1983) wiesen in Ölsanden aus Alberta eine homologe Reihe tricyclischer Säuren im

Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen Clo und C26 nach. Aus der Fraktion der gebundenen
Säuren dieses Materials isolierten sie Isomere von tricyclischer C,21- und C24-Carbon-

säure sowie eine tricyclische C o-Carbonsäure (Cyr & Strausz 1984) . Als dominierende
Verbindungen präsentierten sich die C21-Säuren . Zur vollständigen Identifizierung der

C20 Säure synthetisierten Kaufman et al . (1988) die vermutete Struktur.

Das Auftreten der tricyclischen Säuren ist aus dem Grunde interessant, weil die Herkunft

der tricyclischen Kohlenwasserstoffe in Olen und Sedimenten mit reifem organischem

Material bislang noch nicht geklärt ist, denn im Diagenesestadium wurden bisher weder

die tricyclischen Kohlenwasserstoffe noch funktionalisierte Vorläufer gefunden . Die tri-
cyclischen Kohlenwasserstoffe werden offensichtlich erst während der Katagenese gebil-
det. Ekweozor & Strausz (1982) vermuten, daß dabei die Decarboxylierung von Säuren

während Diagenese und Katagenese eine Rolle spielt . Dies ist jedoch eher unwahr-
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scheinlich, da die Kohlenwasserstoffe aus einem erheblich größeren Kohlenstoffzahl-Be-

reich bekannt sind als die Säuren ; es müssen daher noch andere Prozesse stattfinden . Am

wahrscheinlichsten ist die thermokatalytische Freisetzung aus makromolekularen Vor-

läuferverbindungen. Es steilt sich die Frage, warum in den im Rahmen der vorliegenden

Arbeit analysierten Ölen bei den freien Säuren nur Isomere von tricyclischer C21-, C24

-und Cz6-Carbonsäure und bei den gebundenen Säuren nur in dem leicht biodegradierten

Kongo-0l eine C2 1-Säure nachgewiesen werden konnten . Ist diese Verteilung mögli-

cherweise in erster Linie darauf zurückzuführen, daß zwar noch weitere Homologe elu-

ierten, wegen zu geringer Konzentrationen jedoch analytisch nicht erfaßt wurden? Oder

ist sie Ausdruck einer ganz spezifischen Spaltung bestimmter Moleküle? Nach den hier

vorliegenden Ergebnissen sollte als Bildungsmechanismus der Säuren in erster Linie eine

spezifische Oxidation an den Verzweigungsstellen der unbekannten Vorläuferverbindun-

gen in Betracht gezogen werden, die im Zuge der Biodegradation mit der Biomasse der

Mikroorganismen in die Ole eingebracht wurden.

Pentacyclische Terpansäuren ließen sich in allen Olen in der Fraktion der freien Säuren

nachweisen. Mit zunehmender Degradation präsentierten sie komplexere Vertei-

lungsmuster homologer und isomerer Säuren im Bereich von C.3© bis C34 und zeichneten

sich durch höhere Konzentrationen aus.

Unklarheiten bestehen bezüglich der relativen Konzentrationen der Stereoisomere in

den Hopansäureverteilungen. Da sowohl Verbindungen mit 17a,21ß- und 17ß,21a-

Konfiguration als auch mit 17ß,21ß-Konfiguration bestimmt wurden, stellt sich auch bei

diesen Säuren die Frage ihrer Herkunft . Die Kohlenwasserstoffe des Erdöls besitzen zum

größten Teil die 17a,21ß-Konfiguration, während Verbindungen mit 17,8,21a-Konfigura-

tion nur eine sehr untergeordnete Bedeutung haben . Verbindungen mit 17ß,21ß-

Konfiguration fehlen völlig, da sie thermisch nicht stabil sind. Infolgedessen können die

Hopancarbonsäuren mit 17ß,21ß-Konfiguration nicht durch Oxidation eines Erdölkoh-
lenwasserstoffs generiert worden sein, sondern sind wohl als überarbeitete Vorläuferver-

bindungen (z.B. Oxidation von Bakteriohopantetrol aus der Biomasse abgestorbener Or-

ganismen, ~ganismen, die an der Biodegradation beteiligt waren) anzusehen. Die Säuren mit

17a,21ß- und 17,8,21a-Konfiguration können dagegen als Metaboliten bei der mikrobiel-

len Degradation der entsprechenden Hopane gebildet worden sein . Eine abschließende

Klärung dieser Frage ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht möglich, wahrscheinlich

spielen beide Prozesse eine Rolle.

Die stärker degradierten Ole besaßen nur geringe Konzentrationen an Säuren, und diese

bestanden fast ausschließlich aus urverzweigten Fettsäuren. Diese Beobachtung deckt
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sich mit den Ergebnissen der Laborexperimente. Auch dort ging die stärkere Biodegra-

dation mit der vollständigen Umwandlung der einmal funktionalisierten Alkane einher.

Das Säurespektrum der gebundenen Säuren in den untersuchten Ölen setzte sich aus ge-

radkettigen n-Carbonsäuren und einer Vielzahl verzweigter Säuren zusammen, die als
iso- und anteiso-Carbonsäuren, 2-Methylearbonsäuren und isoprenoid-Carbonsauren

identifiziert wurden . Im leicht degradierten Kongo-Öl konnte außerdem eine tricyclische

C21-Carbonsäure nachgewiesen werden . Erstaunlicherweise blieben die Säuren in na-

hezu allen Proben unabhängig von der Biodegradationsintensität auf den nie-

dermolekularen Bereich beschränkt und wiesen selbst zwischen den verschiedenen Pro-

benserien nur geringe Unterschiede auf. Leichte Degradation war oftmals mit einem

Konzentrationsanstieg der Säuren verbunden, während sich bei mäßigem bis starkem

Abbau meist ein recht deutlicher Konzentrationsriickgang verzeichnen ließ . Die Relation

zwischen freien und gebundenen Säuren zeigte dagegen keinen eindeutigen Trend, da

die gebundenen Säuren teils höhere, teils niedrigere Gehalte aufwiesen als die freien

Säuren. Warum gerade diese kurzbettigen Verbindungen in großer Menge in höhermo-

lekulare Bestandteile der degradierten Cle eingebaut wurden, ist nicht klar. Möglicher-

weise handelt es sich um einen spezifischen Einbau in die eigene Zellstruktur oder eine

zeltinterne Speicherung durch die erdölabbauenden Bakterien.

Das weitgehende Fehlen von Alkoholen läßt sich wieder durch die rasche Weiteroxida-

tion einmal oxidierter Kohlenwasserstoffe zu Säuren erklären, wie es auch in den Labor-

experimenten beobachtet wurde.

Das Auftreten von "hydratisierten" Arornaten ist wohl der erste eindeutige molekulare

Hinweis auf den Aromatenabbau in Olen . Es wurden hydratisiertes Phenanthren, hydra-

tisierte Methyl- und Dimethylphenanthrene, hydratisierte Methyl- und Dimethylfluorene

sowie hydratisierte Chrysene nachgewiesen . Dieser Aspekt kann im Augenblick nicht

vertieft werden, da diese Verbindungen erst gegen Ende der Arbeit entdeckt wurden und

ihre Bedeutung und ihr weiteres Schicksal durch zusätzliche Untersuchungen geklärt

werden Missen.
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Die Umwandlung von organischem Material durch Mikroorganismen ist einer der

bedeutendsten biochemischen Prozesse auf der Erde . Ein Ausschnitt aus der Vielfalt der

damit verbundenen Reaktionen ist die bakterielle Oxidation von Kohlenwasserstoffen,

die sich in flach versenkten Erdöllagerstätten und in Ölaustritten an der Erdoberfläche

ebenso abspielt wie nach dem Einbringen von Erdöl- oder Raffinerieprodukten in das

Erdreich durch den Menschen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand einerseits

darin, positive Indikatoren für einen beginnenden mikrobiellen Abbau von Lager-

stättenölen zu finden, wo dies mit anderen Parametern nicht eindeutig möglich ist . Ande-

rerseits wurde versucht, Grundlagen zum Verständnis der molekularen Vorgänge beim

bakteriellen Kohlenwasserstoffabbau und damit für die Gewinnung verbesserter Krite-

rien zur Beurteilung des Erfolgs biologischer Sanierungsverfahren für rnineralölver-

seuchtes Erdreich zu erarbeiten.

Dazu wurde eine Reihe experimenteller Untersuchungen durchgeführt, die sowohl Ab-

bauexperimente mit definierten Einzelverbindungen (n-Heptadecan, n-Heneicosan und

2,6,10,14-Tetramethylhexadecan (Phytan)) als auch mit Dieselöl als raffiniertem, im Ver-

gleich zu einem Rohöl verhältnismäßig einfachem Kohlenwasserstoffgemisch umfaßte.

Wie im Zusammenhang mit den mikrobiologischen Aspekten der Biodegradation er-

wähnt, ist die Wasserlöslichkeit des Substrats von entscheidendem Einfluß auf die Ab-

bauleistung der Mikroorganismen. Die geradkettigen Substanzen n-Heptadecan und n-

Heneicosan ließen sich durch fortschreitende Oxidation von einem Ende der Kette her

relativ leicht abbauen. Im Zuge der Degradation wurden nicht nur in wäßrigem Medium

lösliche (oder emulgierte) freie und gebundene Metaboliten, sondern auch feste Reakti-

onsprodukte in Form von Wachsestern gebildet. Obgleich keine Quantifizierung der

Stoffwechselprodukte durchgeführt wurde, zeigen die Analysenergebnisse deutlich, daß

nicht nur ein erheblicher Anteil der gebildeten Metaboliten, sondern auch eine große

Mengee des eingesetzten Substrats bereits nach kurzer Versuchsdauer in diese Wachse-

sterster eingebaut wurde und somit zumindest vorübergehend dem weiteren Abbau entzo-

gen war.

A uch bei Phytan,

	

~•einem isoprenoid-Kohlenwasserstoff, findet eine Oxidation der end-

ständigen Methylgruppen statt. Da das Molekül asymmetrisch gebaut ist, entstehen

durch Oxidation am a- bzw. w-ständigen Ende die beiden Isomere 3,7,11,15-Tetrame-

thylhexadecancarbonsäure (Phytansäure) und 2,6,10,14-Tetramethy1hexadecancarbon-

säure (r-Phytansäure) . Hydroxylierung und Bildung von Phytanolen und Phytenolen,
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Phytandiolen und möglicherweise Phytantriolen charakterisieren einen anderen, in der in

der Literatur bisher noch nicht beschrieben Oxidationsweg. Als dominierende Metaboli-

ten traten dabei mit Phytan-3-ol, Phytan-7-ol, Phytan-ll-ol und Phytan-15-ol vor allem

solche Verbindungen auf, bei denen die Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des

Moleküls erfolgte. Einen vergleichbar hohen Anteil erreichte auch das Phytan-l-ol, das

als erstes Reaktionsprodukt der terminalen Oxidation während der gesamten Versuchs-
dauer gebildet wurde. Das Spektrum an Abbauprodukten umfaßte daneben Phytan-2-ol

und Phytan-14-ol, die allerdings nur sehr geringe Konzentrationen aufwiesen . Da theore-

tisch jedes der Kohlenstoffatome eine Hydroxygruppe tragen kann, ist zu vermuten, daß

noch weitere Phytanol-Isomere gebildet wurden, die sich aufgrund zu geringer Konzen-

trationen und möglicher Koelution mit anderen Verbindungen jedoch der analytischen

Erfassung entzogen. Einfach ungesättigte Phytenole waren aufgrund der sehr geringen
Konzentrationen nur von untergeordneter Bedeutung.

Die bevorzugte Hydroxylierung an den tertiären Kohlenstoffatomen der Methylverzwei-

gungen gilt nicht nur für die Phytanole, sondern in gleicher Weise auch für die Alkohole

mit zwei funktionellen Gruppen, die Phytandiole. Als Stoffwechselprodukte konnten
Phytan-3,7-diol und Phytan-11,15-diol identifiziert werden . In Analogie zu den Beobach-

tungen bei den Phytanolen ist auch bei den Phytandiolen das Vorhandensein weiterer
Isomere nicht auszuschließen. Ein Retentidnszeitvergleieh atL einem Phytantrioi-Stan-
dard deutet die Möglichkeit an, daß sich zusätzlich noch dreiwertige Alkohole während

des Degradationsprozesses gebildet haben könnten . Die Massenspektren gestatteten je-

doch keine eindeutige Identifizierung dieser Substanzen.

Ebenso wie bei den Experimenten mit n-Heptadecan und n-Heneicosan traten auch in

dieser Versuchsreihe Wachsester als feste Reaktionsprodukte auf . Generell konnten im

verseiften Extrakt erheblich mehr Degradationsprodukte nachgewiesen werden als im
freien Extrakt. Offensichtlich lag ein großer `feil der Metaboliten in gebundener Form
vor und wurde erst durch die Hydrolyse freigesetzt.

Molekulare Aspekte der mikrobiellen Degradation von Dieselöl wurden an zwei ver-

schiedenen Systemen studiert . Beim Dieselöl-Abbau in Batch-Kultur ließen sich bereits

nach einer Versuchsdauer von zwei Tagen gaschromatographisch keine n-Alkane mehr

nachweisen, obwohl ihr Anteil an der Zusammensetzung des Ausgangsöl annähernd 70

% betrug. Die Isoprenoide wiesen Anzeichen geringer mikrobieller Verwertung auf,

während sich die wichtigsten aromatischen Kohlenwasserstoffe, sowohl die Naphthaline

als auch die Phenanthrene, weitestgehend unverändert präsentierten . Auch nach
neunundzwanzi g Tagen ließ sich lediglich eine geringfügige Konzentrationsabnahme der
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Methylnaphthaline im Verhältnis zu den höher alkylierten Naphthalinen verzeichnen.

Aromatische Carbonsäuren traten jedoch zu keinem Zeitpunkt auf.

Der Abbau im zweistufigen Kultursystem wurde seitens des Instituts für Biotechnologie 3

des Forschungszentrums Jülich unter dem Gesichtpunkt eines möglichst hohen Biomas-

seertrages betrieben, d .h. durch Optimierung wachsstumssteuernder Parameter sollte

möglichst rasch eine große Zahl die selölabbauender Bakterien gezüchtet werden . Wegen

der im Laufe des Experiments zum Teil beträchtlich variierenden Versuchsbedingungen

und der ständigen Substratzufuhr war diese Versuchsführung nur bedingt geeignet, Er-

kenntnisse Fiber sukzessive Degradation von Dieselöl zu gewinnen.

Überraschenderweise änderte sich mit zunehmender Versuchsdauer in allen Extrakten

aus dem Bioreaktor i trotz unterschiedlich starker Degradation das Muster der n-Alkan-

verteilung nur sehr wenig. Dies deutet darauf hin, daß die Bakterien alle Verbindungen

im quantifizierten Bereich zwischen C is und C32 ohne jegliche Bevorzugung verwerten

konnten. Freie Carbonsäuren traten in allen Extrakten aus dem Bioreaktor I auf und

zeigten wesentlich komplexere Verteilungsmuster als bei den Versuchen mit Reinsub-

stanzen und dem Dieselölabbau in Batch-Kultur. Die Kohlenstoffzahl-Verteilung der n-

Alkane korrelierte jedoch mit der der Carbonsäuren zu keinem Zeitpunkt . Im Gegensatz

zu den Ergebnissen
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nvtar`a"' unterschieden sich dieiJllssen des
der verseiften Extrakten aus dem Bioreaktor I nur geringfügig

von denen der freien Extrakte . Möglicherweise sind diese relativ einheitlichen n-Alkan-

und Carbonsäureverteilungen auf die gute Versorgung der Mikroorganismen mit Nähr-

stoffen und Substrat zurückzuführen. Bei längerer Versuchsdauer zeigten auch die Naph-

thaline Anzeichen eines mikrobiellen Abbaus, der sich von den einfach methylierten De-

rivaten bis zu den höher alkylierten C3- und C4-Verbindungen nachweisen ließ . Durch

Oxidation der Alkylgruppen waren dabei aromatische Carbonsäuren, insbesondere

Naphthalin- und Methylnaphthalincarbonsäuren mit zahlreichen Isomeren entstanden.

Die n-Aikanverteiungen der Extrakte aus dem Bioreaktor II ließen zwar, wie aufgrund

der längeren Reaktionszeit zu erwarten, generell ein weiter fortgeschrittenes Abbausta-

dium erkennen als die entsprechenden Extrakte aus dem Bioreaktor I, zeigten jedoch

noch immer das typische n-Alkanmuster des Dieselöls . Stärkere Degradation, die zur

Ausbildung von unaufgelösten komplexen Gemischen führte, kennzeichnete auch die

Carbonsäureverteilungen der freien Extrakte aus dem Bioreaktor II. Die Anwesenheit

von ungesättigten Carbonsäuren im oberen Molekulargewichtsbereich gibt einen Hin-

weis darauf, daß diese auch bei den Experimenten mit Reinsubstanzen nachgewiesenen

Verbindungen keine Artefakte oder Kontaminationen, sondern Stoffwechselprodukte
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darstellen. Die Carbonsäuren der verseiften Extrakte unterschieden sich von den zuvor

beschriebenen in erster Linie durch leicht erhöhte Relativkonzentrationen . Hydroxycar-
bonsäuren ließen sich ebenso wie in den Extrakten aus dem Bioreaktor I auch in den Ex-

trakten aus dem Bioreaktor II nur im verseifbaren Anteil nachweisen . Entsprechend der

stärkeren Degradation der n-Alkane waren auch die Naphthaline der Extrakte aus dem

Bioreaktor II stärker angegriffen, die Methylnaphthaline fehlten vollständig . Naphthalin-
carbonsäuren wurden in dieser Probensequenz jedoch nur in Spuren gefunden . Die
Phenanthrene hatten sich in allen Extrakten aus dem Bioreaktor I als sehr stabil erwie-
sen. Die Extrakte aus dem Bioreaktor II ließen hingegen Veränderungen erkennen, die

von leicht erniedrigten Relativkonzentrationen des Phenanthrens und der Methylphen-

anthrene bis zu vollständigem Verlust des Phenanthrens bei längerer Versuchsdauer
reichten. Die Entwicklung bei den Dimethylphenanthrenen war wegen des komplexen

Isomerenmusters nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein, als ob sie durch

die Biodegradation in wesentlich geringerem Maße beeinflußt worden seien als Phenan-

threne und Methylphenthrene.

Aufgrund der Versuchsergebnisse erscheint es wenig sinnvoll, den Sanierungserfolg mi-

neralölkontaminierter Böden ausschließlich durch eine Bestimmung der Gehalte an

Kohlenwasserstoffen nach DIN 38409 H-18 zu belegen, wie dies immer wieder geschieht.
Diese Methode dient nur der summarischen Erfassung der reinenenri Y' h le assel~rsbou°~'
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deren Konzentrationen allein keine umfassenden Aussagen hinsichtlich der Toxizität und
der ökologischen Bedenklichkeit gestatten . Streng genommen gilt diese Methode ohne-

hin nur für Wasserproben, wird in letzter Zeit jedoch auch in zunehmendem Maße für

die Untersuchung von Böden herangezogen und scheint sogar in den Diskussionen über

die Festlegung von Schadstoff-Grenzwerten eine nicht unbedeutende Rolle zu spielen.

Nach fiüssigkeitschromatographischer Auftrennung enthält das verwendete Dieselöl an-

nähernd 70 % gesättigte Kohlenwasserstoffe, zum größten Teil n-Alkane im Bereich von
C9 bis C35 mit einem Maximum bei C 15, 28 % aromatische Kohlenwasserstoffe und 2 %
Heterokomponenten . Die Werte für leichtes Heizöl dürften in vergleichbarer Größen-
ordnung liegen. Obgleich der Anteil der n-Alkane demzufolge sehr hoch ist, wird ihre
Toxizität zum gegenwärtigen Zeitpunkt eher als gering eingestuft. Die leichtflüchtigen
Komponenten entweichen relativ rasch in die Atmosphäre, während die zurückbleiben-

den Substanzen in Abhängigkeit von zahlreichen milieubedingten Faktoren durch au-

tochthone Mikroorganismen mehr oder weniger schnell abgebaut bzw . umgewandelt
werden. Diese enzymatisch gesteuerten Prozesse sind, chemisch betrachtet, oxidative
Reaktionen. Weder die n-Alkane noch die durch mikrobielle Degradation aus ihnen ent-

standenen Stoffwechselprodukte wie Alkohole, Aldehyde oder Carbonsäuren erscheinen
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aus toxikologischer Sicht besonders gefährlich . Dies kann von den aromatischen Kohlen-

wasserstoffen allerdings nicht behauptet werden . Ihnen wird vielfach eine carcinogene

Wirkung zugeschrieben.

Die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des Dieselöls sind im allgemeinen

mehrfach durch aliphatische Gruppen substituiert, unsubstituierte Verbindungen treten

nur selten auf. Infolgedessen ähnelt das Abbauverhalten dieser aromatischen Kohlen-

wasserstoffe dem der n-Alkane, da zunächst eine Oxidation der Alkylreste erfolgt . Die

dabei entstehenden Verbindungen sind vermutlich nicht besonders toxisch . Es ist aber

auch bekannt, daß durch die Oxidation der aromatischen Kerne bei den unsubstituierten

Verbindungen Epoxide als intermediäre Produkte gebildet werden, die als stark toxisch

gelten.

Die Anwendung der DIN 38409 I-1-18 ermöglicht nur, die Konzentrationsabnahme der

ursprünglich in den Boden eingebrachten Stoffe zu verfolgen, während die zum Teil er-

heblich toxischeren, bei den Aromaten auch wasserlöslichen Abbauprodukte überhaupt

nicht erfaßt werden. Zu einer vollstandigen Aufnahme des gesamten Schadensbildes ge-

hört daher auch die Analyse von Kohlenwasserstoff-Metaboliten mit polaren Substituen-

ten.

Bei den Laborversuchen zum mikrobiellen Abbau von Beinsubstanzen hatte sich gezeigt,

daB ein wesentlicher Teil der Metaboliten in gebundener Form vorliegt und dadurch dem

vollständigen Abbau zumindest vorübergehend entzogen ist. Die Untersuchung natürli-

cher fossiler Kohlenwasserstoffe und ihrer Umwandlungsprodukte in Böden hat die An-

reicherung von Metaboliten in gebundener Botin bestätigt (Sc_hramedei 1991) . Durch die

Bindung an Huminstoffe erhöht sich die Persistenz von Metaboliten des unvollständigen

Kohlenwasserstoff Abbaus in Böden noch zusätzlich . So ließ sich nach Jager et al . (1988)

bei einer Heizölzurnischung von etwa 2,5 % zu einem nicht näher definierten Boden eine

toxische Beeinflussung des Pflanzenbewuchses verzeichnen, wobei sich das Ausmaß des

Schadens jedoch

	

sgehalt verringerte. Es empfiehlt sich daher,mitmGEllielnenhdeni i 1U111umu4d
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auch die gebundenen Metaboliten in die Untersuchung mit einzubeziehen, da ohne die

exakte Identifizierung dieser Verbindungen keine Aussagen darüber möglich sind, ob sie

als unbedenklich eingestuft werden können oder eventuell doch ein Gefährdungspoten-

tial besitzen.

Ein allgemeingültiges Abbauschema für Mineralöl existiert nicht . Nach Beobachtungen

an natürlich in Lagerstätten degradierten Olen ist jedoch anzunehmen, daß in den mei-

sten rauen ein teerartiger Rückstand gebildet Wird, den die Mikroorganismen nur noch



207

schwer verwerten können. Die Mobilität dieses makromolekularen Komplexes ist wohl
gering.

In diesem Zusammenhang spielt der große Themenkomplex der mikrobiologischen Sa-

nierung mineralölkontaminierter Böden unter Einsatz speziell gezüchteter Mikroorga-

nismen, die über definierte Abbaufähigkeiten verfügen sollen und zusätzlich zur au-

tochthonen Mikroorganismenvergesellschaftung in den Boden eingebracht werden, eine
wichtige Rolle . Die Diskussion über Nutzen und Schaden dieser Sanierungsmethode hält
auch zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch an. So vertreten Stroh & Biener (1988) die An-

sicht, daß es oftmals durchaus möglich sei, durch Beseitigung von aktivitätshemmenden

Faktoren wie beispielsweise Mineralstoff- und Sauerstofrliniitierungen die Abbauleistung
der standorteigenen Mikroorganismen erheblich zu erhöhen. Sie halten dies und nicht
die Zugabe adaptierter Biomasse für die entscheidende Voraussetzung, die Tür Erfolg

oder Mißerfolg einer mikrobiologischen Bodensanierung verantwortlich ist . Schwefer &

Weirich (1988) sind ebenfalls der Auffassung, daß bei ausreichender Versorgung der au-

tochthonen Mikroorganismen auf den Einsatz allochthoner Kulturen verzichtet werden

kann, die in der Regel ohnehin nicht optimal an die gegebenen Milieubedingungen ange-

paßt seien und deren Überlebenschancen nicht eindeutig hätten nachgewiesen werden
können. Gleichzeitig berichten sie, daß in den USA gute Erfolge bei der Behandlung von
Bohrschlämmen er it werden konnten,
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langen Adaptationszeit an die neuen Milieubedingungen angepaßt hatten . Schiller
(1988) hält eine Zugabe spezieller Bakterienpopulationen dann far geboten, wenn die

Verunreinigung des Bodens erst vor so kurzer Zeit erfolgt ist, daß vermutlich noch keine

Adaptation der standorteigenen Organismen stattgefunden hat oder die Schadstoff€ron-

zentration im toxischen Bereich liegt. Von großer Bedeutung für die Bewertung der De-

gradationsfähigkeit speziell gezüchteter Kulturen ist deren physiologischer Zustand, da

durch ungünstige Bedingungen während der Biomasseproduktion, aber auch während

der Konservierung, der Lagerung und Reaktivierung bestimmte Eigenschaften verloren

gehen können (Rittich 1992).

Ein Beispiel ihrer Leistungsfähigkeit geben Mikroorganismen bei dem natürlichen Ab-

bau von Koblenwasserstoffen in Erdöllagerstätten, der erhebliche Ausmaße annehmen
kann. Im zweiten Teil der Arbeit wurden daher mehrere Serien von Erdölen aus ver-

schiedenen Erdölprovinzen (Nigeria, Kongo, Powder River-Becken (Montana), Santa

Maria-Becken (Kalifornien), Venezuela, Viking-Graben (Nordsee) und Broistedt-Gif-

homer Trog (Norddeutschland)) auf Stoffwechselprodukte mikrobieller Aktivität, insbe-
sondere freie und gebundene Carbonsäuren und Alkohole, untersucht . Um Unterschiede
der Metabolitenverteilungen in Abhängigkeit von der Intensität der rni	 obiellen Ver-
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wertung der Kohlenwasserstoffe erfassen zu können, wurden die Ole der einzelnen Se-

rien so ausgewählt, daß sie aus demselben Muttergestein stammten, jedoch unterschied-

lich stark biodegradiert waren.

Die freien Säuren umfaßten ein recht breites Spektrum an Verbindungen, das sich aus

geradkettigen, einfach und mehrfach verzweigten Säuren sowie tricyclischen und pen-

tacyclischen Säuren zusammensetzte . In den nicht degradierten Olen dominierten die ge-

radkettigen Säuren, deren Verteilung die der n-Alkane nachzeichnete. Dabei erreichten

die geradzahligen Homologe generell höhere Konzentrationen als die ungeradzahligen.

Als wichtigste Einzelkomponenten traten in den Massenchromatogrammen 016 :0-Car-

bonsäure und 018:0-Carbonsäure auf. Die verzweigten Säuren waren durch eine homo-

loge Reihe von 2-Methylcarbonsäuren sowie Pristan- und Phytansäure vertreten . Bei den

tricyclischen Terpansäuren konnten Isomere von C 21 -, C24- und C26-Säure nachgewiesen

werden. Pentacyclische Terpansäuren eluierten mit zahlreichen Homologen und Isome-

ren im Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen C30 und 033, es dominierten die Verbindungen

mit 17a,21.ß-Konfiguration . Das komplette Säurespektrum konnte nicht in allen Olen be-

obachtet werden, gelegentlich fehlte die eine oder andere Substanzklasse . Die n-Carbon-

säuren waren jedoch in allen Proben vertreten.

Steigende BiodegradationsinLensität ging in vielen Fal le__ mit einer zunehmenden Korr:-

plexität der Säureverteilungen einher, ohne daß sich jedoch zwischen nicht und leicht de-

gradierten Olen gravierende Änderungen des Säurespektrums hätten verzeichnen lassen.

Vielmehr ließ sich innerhalb der einzelnen Probenserien meist eine relativ kontinuierli-

che Entwicklung verfolgen. Diese Beobachtung gibt Anlaß zu der Vermutung, daß auf-

grund der Gesamtölmessungen und der Biomarkerverteilungen als nicht degradiert ein-

gestufte Ole doch schon in der Lagerstätte oder, wo dies aufgrund der Reservoirteufe

nicht möglich ist, wahrend des Förderprozesses oder der Lagerung leicht biodegradiert

wurden. Die in diesen Olen nachgewiesenen Säuren sind daher nicht als originäre Säuren

zu betrachten . Außerdem erscheint es recht unwahrscheinlich, daß diese Verbindungen

unter den Druck- und Temperaturbedingungen der Katagenese hätten stabil bleiben

können.

Leichte Degradation kann zu Säureverteilungen führen, wie sie auch in stark degradier-

ten Olen auftreten_ Diese bestehen meist nur aus unverzweigten Fettsäuren, die nicht sel-

ten eine Bevorzugung der geradzahligen Homologen zeigen und nur._den .niedermoleku-

laren Bereich umfassen.

sichte bis mäßige Degradation war bei den untersuchten Probenserien oftmals durch
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das Vorkommen methylverzweigter Carbonsäuren gekennzeichnet, die mit zahlreichen

Homologen auftraten und als Indikatoren dieser Biodegradations-Stufe geeignet er-

scheinen . Neben den auch in den nicht degradierten Olen nachgewiesenen 2-Methyl-

carbonsäuren handelt es sich dabei um 3-, 4- und 5-Methylcarbonsäuren. Diese Verbin-

dungen wiesen aufgrund der schlechteren Metabolisierbarkeit der verzweigten Kohlen-

wasserstoffe und der dadurch bedingten relativen Anreicherung ihrer Abbauprodukte

zum Teil erheblich höhere Konzentrationen auf als die geradkettigen Säuren . In wesent-

lich geringerer Konzentration eluierten daneben auch iso- und anteiso-Carbonsäuren, die

ebenfalls als Indikatoren für leichte bis mäßige Biodegradation geeignet erscheinen.

Die Herkunft der Terpancarbonsäuren konnte nicht eindeutig geklärt werden, weder die

der tricyclischen noch die der pentacyclischen Säuren . Möglicherweise sind sie nicht als

Abbauprodukte von Kohhienwasserstoffen, sondern als mikrobiell überarbeitete Vorläu-

ferverbindungen aus der Biomasse abgestorbener erdölabbauender Bakterien zu verste-

hen. Damit läßt sich auch erklären, warum bei den tricyclischen Säuren mit Cu-, C:24-
und C26-Carbonsäure nur so wenige Spezies nachgewiesen werden konnten . Bei den

Hopancarbonsäuren, deren Verteilungen relativ komplexe Muster homologer und iso-

merer Verbindungen im Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen C j und G34 aufwiesen, wur-

den sowohl Säuren mit 17a,21ß- und 17ß,21a-Konfiguration als auch mit 17,ß,21,8-Konfi-

guration identi ert. Letztere sind mit Sicherheit nicht durch C dation eines Erdöl-

kohlenwasserstoffes entstanden, da Hopane dieser Konfiguration thermisch nicht stabil

sind und im Erdöl nicht auftreten.

lm Gegensatz zu den freien Säuren blieben die gebundenen Säuren in nahezu allen Pro-

ben unabhängig von der Biodegradationsintensität auf den niedermolekularen Bereich

beschränkt und wiesen selbst zwischen den verschiedenen Probenserien nur geringe Un-

terschiede auf. Das Säurespektrum war ein wenig begrenzter als in den freien Säuren

und enthielt neben geradkettigen Carbonsäuren eine Vielzahl verzweigter Säuren, wie

iso- und enteise-Carbonsäuren, 2-Methylcarbonsäuren und isoprenoid-Carbonsäuren . Im

leicht degradierten Kongo-Öl konnte außerdem eine tricyclische C,1-Carbonsäure nach-

gewiesen werden . Leichte Degradation war in vielen Fällen mit einem Konzentrationsan-

stieg verbunden, während sich bei mäßigem bis starken Abbau meist ein recht deutlicher

Konzentrationsrückgang verzeichnen ließ . Das Verhältnis der Gesamtkonzentrationen

an freien und gebundenen Säuren bot ein uneinheitliches Bild, da die freien Säuren

sowohl höhere als auch niedrigere Gehalte aufwiesen als die gebundenen Säuren.

Alkohole fehlten in den analysierten Olen bis auf wenige geradkettige Spezies, da sie re-

lativ rasch zu Säuren weiteroxidiert werden, wie es auch in den Laborexperimenten zum
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mikrobiellen Abbau von Reinsubstanzen beobachtet wurde . Trotz relativ hoher Gehalte

an Phytan konnten keine Phytanole nachgewiesen werden, obwohl dies nach den Ver-

suchsergebnissen durchaus zu erwarten gewesen ware . Möglicherweise ist dies aber auch

eine Frage der Konzentration, so daß der Nachweis von Phytanolen bei stärkerer Anrei-

cherung eventuell doch möglich ist.

Schließlich wurden in den biodegradierten Olen "hydratisierte" Aromaten gefunden, die

wohl als erster eindeutiger molekularer Hinweis auf den Aromatenabbau in Olen gewer-

tet werden dürfen. Die nachgewiesenen Verbindungen umfaßten hydratisiertes Phenan-

thren, hydratisierte Methyl- und Dimethylphenanthrene, hydratisierte Methyl- und Di-

methylfluorene sowie hydratisierte Chrysene . In gleicher Weise wie die Methylcarbon-

säuren sind diese Verbindunngen als Indikatoren leichter bis mäßiger Biodegradation zu

verwenden. Die vielfältigen Aspekte dieser Substanzen können im Augenblick nicht nä-

her beleuchtet werden, hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich .
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