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EINLEITUNG, PROBLEMSTELLUNG UND LITERATURUBERSICHET
1 Einleitung

Erddl entstehi ans dem organischen Material abgestorbener Organismen, insbesondere
des Zoo- und Phytoplanktons und der Bakterien, sowie der Biomasse hoherer Land-
pflanzen, die, feinverteilt in aquatischem Milieu abgelagert, durch Sauerstoffmangel
dem natiirlichen ZersetzungsprozeB enizogen werden. Wihrend Sedimerniation und
frither Diagenese werden aus diesen organischen Bestandteilen unter Mitwirkung von
Mikroorganismen durch im einzelnen noch nicht aufgekidrte 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, strukiurell wenig definierter Komplex, das Kerogen. Im Zuge fortschreiten-
der Beckenentwicklung kommt es bei anhaliender Sedimentation zu allméhlicher Ver-
senkung der Schichtpakete in groflere Tiefen, die mit einer Jangsamen Zunahme des
Druckes und der Temperatur verbunden ist. Dabei verdndert sich das organische Mate-
rial innerhalb geologischer Zeitrdurmme 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 Kerogens limitiert, das schlicB8lich als hochkondensieries, kohlenstoffrei-
ches Residuum zuriickbleibt. Ein Teil der Kohlenwasserstoffe migriert aus den Erdol-
muttergesteinen, in denen sie generiert wurden, meist Tonschiefern cder Kalken, in po-
rose, zum Hangenden mit relativ undurchldssigen Schichten abgedichteie Speicherge-
steine, héufig Sandsteine, und akkumuliert sich dort zu einem Erdélreservoir (Tissot &

Welte 1984).

Mit der Bildung von Erdollagerstétien sind die biogeochemischen Prozesse jedoch nicht
abgeschlossen. Durch die metabolische Aktivitdt von Mikroorganismen, die durch
meteorische Wisser in eine Lagerstétte eingeschleppt wurden, kann es zu einer Biode-
gradation der thermogenen Kohlenwasserstoffe kommen. Da das durch den Umbau bio-
gener Strukturen entstandene Erddl infolgedessen durch biochemische Reaktionen auch
wieder abgebaut werden kann, schiieBen sich Degradation und de novo-Synthesen zu
einem Kreislauf. o

Biodegradation findet nicht nur in der Lagerstiite statt, sondern auch dort, wo Erddl
unmittelbar an der Erdoberfliche austritt, wie heutzutage besonders auffllig z.B. an der
kalifornischen Kiiste und im Golf von Mexiko, oder bei MineralSischadensfillen, wenn
Kohlenwasserstoffe in die Umwelt gelangt sind, sei es nun ins Wasser oder ins Erdreich.
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Mikrobielle Aktivitit in der Lagerstitte ist aufgrund der dadurch verursachten Verin-
derung chemischer und physikalischer Eigenschaften des Erddls ein unerwiinschter
ProzeB, der immer mit einer Qualitdtsminderung einhergeht. In exiremen Fillen geht
‘der Abbau sogar so weit, daB eine Forderung dieser Erdole dann aus dkonomischer Sicht
vollig unrentabel bzw. technisch unmoglich wird. Als Beispiele flir besonders starke
Biodegradation gelten unter anderem die Athabasca-Teersande in Alberta (Kanada)
(Rubinstein et al. 1977) und die Orinoco-Schwerdle in Venezuela. Um eine Vorstellung
von den Dimensionen dieser Biodegradationsprozesse zu geben, hier einige Zahlen:
Nach Demaison (1977) betragen die Vorrite an Teer und Schwer0l in Alberta etwa 625
Milliarden Barrel, in Venczuela, mit eine der groBien Lagerstéiten der Welt fiir extra
schweres O), sogar 1050 Milliarden Barrel. Damit tibersteigt schon die GroBe dieser
beiden Vorkommen allein die gesamien Olreserven des Mittleren Osten betréichtlich,

Biodegradation in der Lagerstatte ist ein iiberaus komplexer Yorgang, der von einer
Vielzahl unterschiedlicher Parameter beeinfluBt wird und daher bislang nur unzu-
reichend gekldrt werden konnte. Da etwa 10 % der weltweit nachgewiesenen Erdolreser-
ven bakteriell zerstdrt und weitere 10 % bereits alteriert sind (Hunt 1979), erscheint es
notwendig, mehr Informationen iiber diese Abbauvorgénge ungd ihre Auswirkungen auf
die Zusammensetzung der Erddle zu gewinnen.

Ein anderer Aspekt ist die Wechselwirkung zwischen Erdtlkohlenwasserstoffen und der
Umwelt des Menschen. Im Zuge der Indusirialisierung wurden das Erdol und seine Pro-
dukte lange Zeit vorwiegend als Energielieferanten geschétzt und genutzi. Seine Bedeu-
tung als wertvolie Rohstoffguelle hingegen erschioB sich erst in den letzien Jahrzehnten.
Die Palette der zahllosen Produkte, die heute aus Erddlkohlenwassersioffen hergestelit
werden, reicht von Farben und Lacken iiber Diingemittel und Kunsistoffe bis zu Wasch-
mitieln und vielem mehr. Aus diesem Grund wird der Bedari an Erddl, auch bei allméh-
lich zuriickgehendem Anteil an der Energieversorgung, vermutlich auch in Zukunft recht

hoch sein oder gar ansteigen.

Das Erdol birgt ein grofies Gefahrenpotential fiir die Umwelt, da nicht nur wihrend der
Exploration und des Uberseetransports mit stindig an Grofie zunehmenden Tankern,
sondern auch bei der Verarbeitung, der Lagerung und dem Umschlag jederzeit eine
Kontamination von Boden, Grundwasser und Meerwasser moglich ist. Wer erinnert sich
nicht an die zahlreichen Tankerhavarien und die durch sie ausgeltsten Umweltkatastro-
phen? Die Menge der durch den Menschen in die Umwelt eingebrachten Kohlenwasser-
stoffe ist betréchtlich und ihre Beseitigung bzw. eine Begrenzung der durch sie verursach-
-~ ten Schiden in Zeiten wachsenden UmweltbewuBiseins daher augenblicklich eine vor-




rangige Aufgabe. Aus diesem Grund wird versucht, sich die Fihigkeit von Mikroorga-
nismen zum Abbau von Kohlenwasserstoffen zunuize zu machen und gezielt Methoden
zur biologischen Sanierung zu entwickeln,
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2 Problemstellung

Die biogen gesteuerten Abbauvorgéinge von Kohlenwasserstoffen sind sowohl im Bereich
von Erddlexploration und -produktion als auch imn Hinblick auf die Beurteilung und Be-

seitigung von Umweltschadensfillen von besonderer Relevanz.

Biodegradation in der Lagerstétte 148t sich daran erkennen, daf die Ole keine n-Alkane

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

dungen von den Mikroorganismen als erstes abgebaut wird.

Rei der Erddlexploration gibt es zwei vorrangige Probleme, die im Zusammenhang mit
diesen mikrobiellen Abbauvorgingen aufireten. Zum einen ist es nicht ganz Jeicht, ein
BErdsl in der Lagerstitte als biodegradiert anzusprechen, wenn in frither Phase Biodegra-
dation statigefunden hat und spéter, in einer zweiten Migrationsphase, dann vollig un-
biodegradiertes Ol eingewandert ist, das mit vollstindiger n-Alkan-Verieilung den typi-
schen "fingerprint" der Biodegradation iiberdeckt. In diesem Fall gestattet jedoch die
Analyse der Biomarker - Verbindungen biogenen Ursprungs, die ihre charakteristische
Molekiilstruktur vom lebenden Organismus bis hin zur Kohlenwasserstoffgenese so
wenig verédndert haben, daB eine Korrelation mit biogenen Vorldufern noch moglich ist -
eine weitgehende Rekonstruktion der geologischen Abldufe. Hierfiir eignen sich insbe-
sondere die Sterane und pentacyclischen Triterpane, da sie erst in einem relativ spaten
Stadinm der Biodegradation angegriffen werden. Auch die Unierscheidung zwischen be-
ginnender Biodegradation und frither Genese bei Erdolen aus tonmineralarmen Sedi-
menten wie Karbonaten, Evaporiten und Phosphoriten ist derzeit nur mit Hilfe dieser
Biomarker méglich, da beide Prozesse zu Erdolen mit Kohlenwassersioif-Verteilungs-
musiern im Gaschromatogramm fithren kénnen, bei denen die #-Alkane (z.B. gegentiber
Pristan und Phytan) nicht so deutlich dominieren, wie es bei reifen, unbiodegradierten

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

I'm Umweltbereich sind Biodegradationsstudien nicht nur zur Abschétzung des Geféhr-
dungspotentials nach Mineraltlschadensfillen, sondern auch zur Beurteilung des Sanie-
rungserfolges von Bedeutung. Dieser wurde bislang héufig nur pauschal mit der Angabe
eines IR-spektrometrisch bestimmten Restgehaltes ain Kohlenwasserstoffen oder der
werden Jedoch die A.nteﬂe der verschiedenen polarcn Substanzﬁassen mit funktionellen
Gruppen nicht beriicksichtigt. Die Kenntnisse {iber die wihrend des Abbaus stattfinden-
den Prozesse sind zum gegenwdrtigen Zeitpunkt noch recht diirfiig. Daher ist die Be-
stimmung eines Restgehaltes an Kohlenwasserstoffen fragwiirdig, wenn nicht gleichzeitig




bekannt ist, welche Stoffwechselprodukte im Zuge der Degradation gebildet worden
sind. Es besteht durchaus die Moglichkeit, da8 die Metaboliten toxischer sind als die ab-
zubauende Substanz. So ist bejspielsweise bekannt, daBl die Toxizitdt der wahrend des
Aromatenabbaus auftretenden Epoxide wesentlich groBer ist als die der zugehorigen
Aromaten (Schifer-Ridder 1979). Weitere wichtige Aspekte fiir die Beurteilung des Ge-
fahrdungsrisikos bzw. der Sanierungsmdglichkeiten und des Sanierungserfolgs bei Mine-
raldlschadensféllen sind die Verfligbarkeit und das Remobilisierungsverhalten von Me-

taboliten.

Aufgrund dieser Fragesiellungen sollte nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter-
sucht werden, welche Sioffe 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 zunsichst die der Carbon-

sduren und Alkohole.

Der Bedeutung des mikrobiellen Abbaus von Kohlenwasserstoffen fiir die Erdolexplora-
tion und -produktion einerseits und den Bereich der biologischen Sanierung von Scha-
densfallen andererseits Rechnung tragend, ergibt sich eine inhaltliche Gliederung in zwei
miteinander verbundene Themenbereiche. Durch Vergleiche mehrerer Serien von Erd-

Glen aus verschiedenen Erd8lprovinzen, die jeweils aus demselben Muttergestein stam-
men, jedoch unterschiedlich stark biodegradiert sind, sollie die Variantenvielfalt
"natiitlicher” Stoffwechselprodukte mikrobiellen Abbaus in Lagerstdtten aufgezeigt
werden. Parallel dazu wurden Abbauversuche mit Mikroorganismen durchgefithrt, die
aus erddlverseuchtem Erdreich isoliert wurden und die Fahigkeit zum Kohlenwasser-
stoffabbau besitzen. Als Substrat fiir die sowohl in Batch-Kultur als auch in kontinuier-
licher Kultur angesetzten Experimente wurde Dieseld] als raffiniertes, einfaches Koh-
lenwasserstoffgemisch eingesetzt. Baich-Versuche wurden auBerdem mit definierten
Kohlenwasserstoffen als Reinsubstanzen durchgefithri. Die Versuche waren so kongzi-
piert, daf3 durch Variation der Versuchsdauer unterschiedliche Abbaustufen fiir Korrela-

tionszwecke mit dem natiirlich degradierten Material zur Verfilgung standen.

Ziel war es einerseits, positive Indikatoren fiir einen beginnenden bakteriellen Abbau
von Lagerstéitendlen zu finden, wo dies mit anderen Parametern nicht eindeutig méglich
ist. Zum anderen wurde versucht, Grundlagen zum Versténdnis der molekularen Vor-
ginge beim bakteriellen Kohlenwasserstoffabbau und damit moglicherweise fiir die Ge-
winnung verbesserter Kriterien zur Beurieilung des Erfolgs biologischer Sanierungsver-
fahren fiir mineralolverseuchtes Erdreich zu erarbeiten.




3 Literaturiibersicht
3.1 Biodegradation in der Lagerstitte

O)/Ol- und Ol/Muttergesteinskorrelationen sind wichtiger Bestandteil der Bewertung von
Erdollagerstitten. Sie erlauben Aussagen iiber die genetische Verwandischaft von Olen
in verschiedenen stratigraphischen Niveaus innerhalb eines Sedimentbeckens, geben
Hinweise auf die Zuordnung eines Erddls zu einem oder in vielen Fillen auch zu mehre-
ren Erd6lmuttergesteinen, wenn ein Erdd] beispiclsweise ganz offensichtlich ein Gemisch
von Kohlenwasserstoffen aus unterschiedlichen Muttergesteinsschichten darstellt, und
sind daher firr die Erddlexploration von groBem Wert. Diese Korrelationen wurden
zunichst auf der Grundlage von Pauschalparametern wie APl gravity, Schwefelgehalt
etc. durchgefiihri, konnten dann mittels GC/MS-Analytik von Biomarkern seit dem Ende
der 70er Jahre stetig verfeinert und verbessert werden. Schwierigkeiten ergeben sich héu-
fig dadurch, daB die Ole nach ihrer Akkumulation in Reservoirs durch mikrobiellen Ab-
bau von Kohlenwasserstoffen mehr oder weniger starke Verdnderungen erfahren haben,
die eine Korrelation mit undegradierten Olen 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 Féllen
starker Biodegradation, in denen die einfacheren Molekiile wie n-Aikane und Isopre-
noide bereits vdilig zerstdri sind, als Korrelationsparameter herangezogen.

Die mikrobielle Aktivitdt in der Lagerstiitte fithrt zu einer Anderung chemischer und
physikalischer Eigenschaften des Erdols (Abb. 3.1.1). Zu Beginn des Abbaus werden
Gase und niedermolekulare Verbindungen mit bis zu 15 Kohlensioffatomen entfernt, so
daB Ole mit geringerer API gravity und hoherer Viskositdt zuriickbleiben. Fortschrei-
tende Biodegradation greift dann auch auf den hohermolekularen Bereich iiber, und
durch Degradation von geséttigten 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 Abbaus
optisch nicht aktiver Verbindungen (z.B. #-Alkane) und der dadurch verursachten Anrei-
cherung optisch aktiver Verbindungen (z.B. Sterane, Triterpane, Heterokomponenten)

ist daneben auch eine Zunahme der optischen Aktivitdt zn verzeichnen. Bei den Kohlen-

stoffisotopen ergibt sich eine positive Verschisbung des 813C-Verhiltnisses durch Anrei-
cherung des schwereren 1?’C-Isotops. All diese durch Biodegradation ausgeldsten Reak-
tionen bewirken in ihrer Gesamtheit eine Anderung des Ol-Typs und haben infolgedes-
sen erhebliche Konsequenzen fir Qualitdt und Quantitét der Erd6lvorkommen, sind so-

" it naturlich such von Skonomischer Relevanz.
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Abb. 3,1.1: Durch Biodegradation veridnderte chemische und physikalische Parameter von Erdolen
(Connan 1984).

Wegen der groBen Bedeutung der Biodegradation sowohl fiir die Erddlexploration als
auch fur die Verarbeitung der Rohole waren die Degradationseffekte Gegenstand
zahireicher Untersuchungen an natiirlich gealterten Olen, die durch Laborversuche zur
in vitro-Degradation unter konirollierien Bedingungen erginzt wurden. Ergebnisse sind

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

zusammenfassena dargestellt.

Danach ergeben s1ch im molekularen Bereich fiir dze Alkane (Abb 3. 12) folgende
Effekte. '
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Abb. 3.1.2: Biodegradationseffekie an Atkanen (Connan 1984).

Die unterschiedliche Resistenz der verschiedenen Gruppen molekularer Strukturen ge-
geniiber mikrobiellern Abbau zugrundelegend, stellte Connan (1984) eine Degradations-
abfolge der Alkane auf (Abb. 3.1.3). Sie beginnt mit den am leichtesten abbaubaren
Komponenten, den Cg - Cy5 n-Alkanen, und endet mit den tricyclischen Terpanen als
den durch Biodegradation am schwersten angreifbaren Alkanen. Unter Beriicksichtigung
der von Goodwin et al. (1983) bei der Untersuchung von Sieranen 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
Connan ausdriicklich darauf hin, daB dieses Schema keine allgemeine Giiltigkeit besitzt
und eine Gruppe von Verbindungen nichi erst vollstéindig abgebaut werden mul, bevor
der Abbau der nichstfolgenden beginnen kann.
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Abb. 3.1.3: Degradationsabfolge von Alkanen (Connan 1984).

Ergdnzend seien nun einige neuere Forschungsergebnisse zur Biodegradation von

Alkanen vorgestelit.

Teschner & Wehner (1985) haben Mikroorganismen aus einem biodegradierien Roho!
des Gifhorner Trogs in Niedersachsen isoliert und damit ein nicht biodegradiertes Ol aus
demselben Olfeld angeimpft, das auf diese Weise einer kiinstlichen Biodegradation un-
terworfen werden sollie. Bei den Experimenten mit Sauverstoffzufuhr erfolgte ein sehr
schneller Abbau von n-Alkanen im Bereich #-Cyg - n-C3s. Der grofite 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 iiberhaupt keine n-Alkane mehr nach-
zuweisen. In den nicht beliifteien Experimenten dagegen war die Aktivitit der Mikroor-

ganismen deutlich schwicher, und es fand ein bevorzugter Abbau kurzkettiger n-Alkane -

statt.

Bei leicht modifizierter Versuchsdurchfithrung erzielten Wehner, Teschner & Bosecker
(1986) folgende Ergebnisse: Die Mikroben waren in der Lage, nach einer lingeren Phase
der Inaktivitdt infolge fehlenden Nahrstoffangebots innerhalb von wenigen Stunden
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reaktiviert zu werden und dann mit der Degradation des neu zugegebenen Ols zu
beginnen. Bei den Experimenten mit Mischpopulationen (Hefen und Bakterien) unter
limitierter Sauerstoffzufuhr war eine bevorzugte Degradation von n-Alkanen mit bis zu
20 C-Atomen zu beobachten, ldngerkettige Molekiile wurden nicht angegriffen. Der
Abbau kam bereits in Gang, als nur der geloste Saverstoff des wéBrigen Mediums zur
Verfiigung stand, wurde bei Zugabe von 10 ml/min synthetischer Luft erheblich be-
schleunigt, und die n-Alkane verschwanden innerhalb weniger Tage. Daneben wurden
auch Versuche gemacht, in denen ausschlieBlich Bakterien eingescizt wurden. Das
Abbauverhalten der Bakterien war dem der Mischpopulation vergleichbar, und in beiden
Fillen reduzierte sich der Anteil der gesittigten Kohlenwasserstoffe des Ols durch die
Degradation der #-Alkane v etwa 16 %. Anderungen des Stickstoffangebotes zeigten
denselben Effeki hinsichtlich der Degradationsgeschwindigkeit. s wurden bevorzugt
Cyg-und Cyp-n-Alkane degradiert, daneben aber auch iso- und anteiso-Alkane sowie

Octylcyclohexan.

Wihrend die Degradationssequenz von #-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 maBig degradierten Olen von der Golikiiste Amerikas, durch das Fehlen von
n-Alkanen und die Anwesenheit von Isoprenciden gekennzeichnet, sind Sterane durch
mikrobielle Aktivitdt nicht angegriffen. In stark degradierten Olen hingegen sind sie zu-
meist vollig zersidri, wihrend Diasterane erhalten bleiben. Biodegradation erfaf3t
schlieBlich aber auch sie, mit bevorzugtern Abbau der 208-Isomere der Cyy-Verbindun-
gen (Seifert & Moldowan 1979). Ahnliche Beobachtungen machten auch Goodwin et al.
(1983} an einem stark degradierten Schweizer Ol, dem n-Alkane und acyclische Isopre-
noide bereits fehlten: Sterane waren fast ganz entfernt, lediglich die (Cyy - Cyg)-Diaste-
rane ‘waren erhalten. In einem an der Erdoberfliche ausgetretenen Ol gleichen Ur-

sprungs waren dagegen weder Sterane noch Diasterane nachzuweisen. Goodwin et al.
(1983) fanden an ihrem Probenmaterial allerdings eine bevorzugte Zerstorung der Mo-

lekiile, die an C-20 noch die biologische R-Konfiguration besitzen. Im Gegensaiz dazu
sind die Sterane zweier Asphaltproben aus Madagaskar (RulikGtier & Wendisch 1982)

nicht vollkommen degradiert. Der Abbau begann mit den Cyy-Verbindungen, sowohl bei
den Steranen als auch bei den Diasteranen. Die Cyg-Diasterane sind ebenfalls ganz ver-
schwunden, 24-Methyl-14¢,17a-sterane dagegen nur stark in ihrer Konzentration ernied-
rigt. Von den 148,178-Cpg-Steranen scheinen nur die 20R-Epimere abgebaut zu sein, und
auch fiir die Cyg-Sterane gilt die bevorzugte stereospezifische Entfernung der 20R-Epi-

mere sowohl in der 14a,17a- als auch der 148,178-Reihe. Dieser bevorzugte Abbau der
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Isomere mit biologischer (20R) Seitenkettenkonfiguration gegeniiber der geologischen
(205) Konfiguration fiir die 14e,17a- und die 148,178-Serie wurde von McKirdy et al.
(1983) und Seifert et al. (1984) an australischen bzw. griechischen Olen bestitigt. Seifert
et al. (1984) beobachteten dariiber hinaus an diesen Proben folgende Degradationsse-
quenz: Der Abbau beginnt mit der Zerstdrung der biologischen 5a,14¢,172-20R-Iso-
mere. Dann werden die geologischen 5¢,14,17a-208-Epimere attackiert und als letztes
die 148,178-Serie. Innerhalb der 52,142,17-208-Serie beginnt der Abbau mit den niede-

ren Homologen (Cy7>Chg>Cog).

. Vier innerhalb eines Teufenintervalls von 12 m gezogene Kernproben aus stark degra-
.~ dierten Olsanden der Grand Rapids Formation A i Wabasca Deposit (Kanada) zeigen
diese spezifischen Biodegradationseffekte trotz starker mikrobieller Uberarbeitung der
Sterane nicht (Brooks et al. 1988), weder die bevorzugie Entfernung der Cy7-Verbindun-
gen der Sterane und Diasterane gegentiber den hdhermolekularen Cog-und Cye-Homo-
logen noch den bevorzugten Abbau der 20R-Diasiereomere noch das schnellere Ver-
schwinden der 5¢,14a,17a-Serie verglichen mit der 5a,148,178-Serie. Mit zonehmender
Tiefe geht auch bei diesen Proben die Konzentration der Sterane deutlich zuriick. In der
tiefsten Probe sind sie Giberhaupt nicht mehr nachzuweisen, wihrend die Konzentration
der Diasterane ansteigt. Gleichzeitig gewinnen niedrigmolekulare C,q-und Cyy-Sterane
zunchmend an Bedeutung, die mikrobieller Abbautitigkeit gegeniiber noch resistenter

zu sein scheinen als die Diasterane.

Hohe Konzentrationen an Cyj-und Cyy-Steranen, die neben Cyg-und Cyg-Diasteranen
als Hauptkomponenten identifiziert wurden, wihrend Cyg-und Cyo-Sterane nahezu voll-
stindig fehlen, sind ebenfalls charakieristisch filr ein stark degradiertes Ol des Kelamayi-
Olfeldes aus dem Zungheer-Becken in NW-China (Jiang et al. 1990). Dieses Ol enthilt
auBlerdern Verbindungen, die aufgrund ihrer relativen Retentionszeiten und ihrer mas-
senspekirometrischen Fragmentierungsmuster als Cys-und Cog-Sterane bestimmt wur-
den. Das Vorkommen dieser Verbindungen ist sehr bemerkenswert, da bei den Steranen
im zllgemeinen ein bevorzugter Abbau von Cy7-Verbindungen erfolgt und von daher fiir
die niedrigeren Homologe ein dhnliches Abbauverhaiten erwartet wurde.

Laborversuche zur Biodegradation von Steranen lieferien hingegen etwas andere Ergeb-
nisse. In den Bxperimenten von Rubinstein et al. (1977), Connan et al. (1980), Teschner
& Wehner (1985) und Wehner et al. (1986) blieben die Sterane vollig unveréndert.

Im Gegensatz dazu erbrachten Goodwin et al. (1983) den Nachweis, daB in vitro-Biode-
gradation von Steranen moglich ist. Auf dem Geldnde einer Raffinerie aus undichten
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Tanks ausgeflossenes Ol wurde bei 30 °C unter aeroben Bedingungen und ohne Zugabe
zusitzlicher Organismen abgebaut. In Analogie zu Beobachtungen an natiirlich degra-
dierten Olen zeigte sich, daB sowohi Sterane als auch Diasterane biodegradiert werden
kénnen, wobei die folgende Degradationsabfolge besteht: Sterane>Diasterane und

Co7>Cog>Cro.

Chosson et al. (1991a,b) untersuchten 73 aerobe Bakterien der Genera Nocardia (25),
Mycobacterium (11), Corynebacterium (1), Arthrobacter (2), Protoaminobacter (1) und
Pseudomonas (33) axf ihre Fihigkeit zum Abban von Steranen. Wihrend die gram-nega-
tiven Gattungen alle vollkommen inaktiv waren, zeigien 7 gram-positive Arten der Gat-
tungen Nocardia, Arthrobacter und Mycobacterium deutliche Abbaureakiionen. Von
diesen erwies sich Nocardia sp. SEBR 16 als besonders effizient und wurde daher fiir alle
weiteren Experimente verwendet. Im Unterschied zur Versuchsdurchfiihrung von
Goodwin et al. (1983) mit Gesamtdlen 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 O
handelte es sich um das Rozel Point Ol aus Utah (USA), das sich durch eine ungewdhn-
lich hohe Konzentration reguliirer Sterane auszeichnet. Das Gemisch der Reinsubstan-

zen bestand aus Cy7-Steranen der Konfigurationen 5a,142,17a-20R, 5a,14a,17a- 208,

5¢,148,178-20R und Cyg- und Csg-4a-Methylsteranen der Konfiguration 5¢,14a,17a-
20R. Sowohl fiir die reguliren Sterane als auch die Methylsterane ergab sich danach fol-
gende Degradationssequenz: ¢ a a R>zfR>affS>aaaS mit Bevorzugung der
niedrigmolekularen Homologe Cyy>Chg>Chg. Die Verbindungen mit a aa S-Konfi-
guration schienen wihrend des gesamten Experiments undegradiert zu bleiben, s0 dal es
7u 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 S- Epimere vor der a f B- Serie abgebaut wurden.

Starke Biodcgradatien hat nicht nur Auswirkungen auf Konzentration und Verteilungs-
muster von Steranen, sondern beeinfiuBit avch die pentacyclischen Triterpane.

So wurde in stark degradierten Olen aus dem Kalifornischen Becken (Seifert & Moldo-
wan 1979) und in Proben aus dem Ulinia-Becken (Reed 1977) eine Serie von Desmethyl-
Hopanen entdeckt. Massenspektrometrische Daten, die statt des fiir Hopane typischen
Schlisselbruchstiicks 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 Molekills gedeutet. Seifert & Moldowan (1979) werteten die vollstindige Umwand-
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lung der reguliiren 17a(H)-Hopane (Cyo - C33) in die demethylierten Homologe (Cyg -
Cy,) als Biodegradationseffekt. Rullkdtter & 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 Demethylierungsposition ist sehr iiberraschend, da in
der Biosphére keine an C-25 funktionalisierten Hopanoide bekannt sind. Neben diesen
25-nor-Hopanen trat in den Asphalien aus Madagaskar auch eine Serie von 25-nor-Mo-
retanen auf. Weitergehende Biodegradation der 17a(H)-Hopane fithrte zu einer Off-
nung des C-Ringes des terpenoiden Skeletts.

Die 25-nor-Hopane erwiesen sich auch in den folgenden Jahren immer wieder als typisch
fiir stark degradierte Ole (Goodwin et al. 1983, Volkman et al. 1983, Brooks et al. 1988,
Requejo & Halpern 1989, Jiang et al. 1990), so daf3 sich sehr bald die Frage nach der
Herkunft dieser Verbindungen stellte. Seifert & Moldowan (1979), Rullkbiter & Wen-
disch (1982) und Volkman et al. (1983) vertraten die Ansicht, sie wiirden 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, daf sie bereits im undegradierten Ol vorhanden seien und nur infolge ihrer grofien
Resistenz gegeniiber mikrobieller Abbauaktiviidt wihrend der Biodegradation stirker

angereichert worden seien. Neueste Studien von Peters & Moldowan (1991) geben keine
Anhaltspunkte fiir eine Bestdtigung dieser Hypothese. Sie sehen die 25-nor-JHopane
vielmehr ebenfalls ais Biodegradationsprodukte der 17a(H)-Hopane an. Die mikrobieile
Transformation beginnt mit den niedrigmolekularen Homologen, bevorzugt der mit 22R-
Konfiguration. Eine Massenbilanz deutet darauf hin, daB diese Reaktion moglicherweise

nicht sehr effizient ist und somit wohl auch noch andere Produkie gebildei werden.

In seltenen Fallen kommen 25-n0r-Hopane auch in nicht oder leicht degradierten Olen
vor (Volkman et al. 1983, Philp 1983, Howell et al. 1984). Solche Ole enthalten mogli-
cherweise Anteile verschiedener Bildungsphasen. Der Eindruck eines unbiodegradierten
Ols mit 25-nor-Hopanen kann beispielsweise dadurch entstehen, daB stark biodegradies-
tes Ol einer ersten Phase spiter mit vollig unbiodegradiertem Ol mit typischer n-Alkan-
verteilung vermischi wurde (Volkman et al. 1983).

25,28 30-rrinor-17a{H)-Hopan unterscheidet sich von den anderen 25-nor-Hopanen da-
durch, daB es auch in nicht biodegradierten Olen betrichtliche 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 Lagerstitie gebildet
und ist somit kein Biodegradationsprodukt,
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Dariiber hinaus sind auch Ole bekannt, in denen die Hopane abgebaut sind, ohne dafl
jedoch 25-nor-Hopane beobachtet werden. Beispiele hierfiir sind ein Ol von der Golfki-
ste Amerikas (Seifert & Moldowan 1979), Asphalte aus der Schweiz (Goodwin et al.
1983), an der Erdoberfliche ausgetretene Ole aus Griechenland (Seifert et al. 1984), Ol-
sande und Schwerdle 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-
dationseffekie an Hopanen studiert werden, 25-nor-Hopane traten jedoch bisher niemals
auf. Der fiir natiirlich gealierte Ole typische bevorzugte Abbau der Verbindungen mit
22R-Konfiguration bei Hopanen wurde dagegen auch in den Experimenten beobachtet.
Molekiile mit hoherem Molekulargewicht wurden deutlich schneller abgebaut als ihre
niedrigmolekularen Homologe. Moretane lassen sich ebenfalls mikrobiell abbauen, je-
doch etwas langsamer als Hopane. Peters & Moldowan (1991} erdrterten verschiedene
Hypothesen fiir das MiBlingen dieser Experimente in bezug auf die Bildung von 25-n0r-
Hopanen. So kénnten einerseits mikrobielle Ursachen in Frage kommen, wie unter-
schiedliche Bakterien in den Experimenten und in der Lagerstitie oder fiir die Bakterien
nicht optimal gewdhlte Versuchsbedingungen. AuBerdem arbeiteten Chosson et al
(1991b) nur mit einzelnen Spezies, wihrend in der Lagerstitte Mikroorganismenassozia-
tionen aktiv sind, die aufgrund von Co-MMetabolismus ganz andere Abbauleistungen voil-
bringen konnen. Andererseits konnte die Methylgruppe an der C-10-Position der Ho-
pane auch zu einem Alkohol, einem Aldehyd oder einer Carbonsdure oxidiert worden
sein. Die Carbonséuren als mogliche Vorldufer der 25-nor-Hopane wéren dann aber in
der polaren Frakiion zu finden, der bisher in diesem Zusammenhang wenig Beachtung
geschenkt wurde, weil das Interesse meist nur der Fraktion der geséttigten Kohlenwas-

serstoffe galt.

Die Untersuchungsergebnisse zum Biodegradationsverhalien der Hopane differieren be-

triichtlich. Der Abbau der Hopane kann offensichtlich sowohl vor als auch nach dem der
Sterane erfolgen. In manchen Fillen werden 25-nor-Hopane gebildet, in anderen wie-
derum nicht. Unterschiede bestehen auch hinsichtlich der Degradationssequenz. Bevor-
zugter Abbau der hoheren Homologe ist ebenso moglich wie der der misderen. Verbin-
dungen mit der biologischen 22R-Konfiguration werden zwar gegeniiber solchen mit der
22S-Konfiguration in den meisten Fillen zuerst abgebaut, aber auch die umgekehrie
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 mikvobiellen Aspekte der Bicdegradation stir-
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ker zu beleuchten und bei der Interpretation der geochemischen Daten zu beriicksichti-
gen, um die einzelnen, zum Teil auch widerspriichlichen Beobachtungen besser verste-
hen und zu einem homogeneren Bild zusammenfiigen zu kdnnen. Als erster Schritt in
diese Richtung sind die Publikationen von Chosson et al. (1991a, b) zu sehen.

Tricyclische Terpane schienen auch durch stirkste Biodegradation nicht verdndert 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 massenspekirometrischen Fragmentie-
rung mit Vorbehalten als demethylierte tricyclische Terpane identifizierten. Das Fehlen
dieser Komponenten in den nicht degradierten Olen und die Ahnlichkeit in den relati-
ven Konzentrationen von Cqg - Cpg demethylierten tricyclischen Terpanen im Vergleich
zu den Gy - Cyg tricyclischen Terpanen veraniaten Jiang et al. (1990) zu der SchluBfol-
gerung, die demethylierten Molekiile seien durch Biodegradation der tricyclischen Ter-
pane entstanden. In Laborversuchen wurde diese demethylierte Spezies bisher noch
nicht gefunden (Chosson et al. 1991b).

Biodegradationseffekie an Aromaten sind aus einer Ubersicht von Connan (1984) zu er-
sehen (Abb. 3.1.4). Connan weist darauf hin, daB starke Biodegradation von Aromaten
nicht immer mit einer drastischen Alteration von Alkanen einhergehen mufl. Proben aus
dem Aquitanischen Becken, in denen sowochl Aromaten als auch Alkane betriichtlich ab-
gebaut waren, stammten entweder direkt von der Oberfliche oder aus flachen Reser-
voirs. In groferer Tiefe konnen stark degradierte Aromaten auch zusammen mit nur

leicht verdnderten Alkanverteilungen auftreten.

Das Verschwinden der niedrigsiedenden Aromaien Benzol, Toluol und Xylol wird im all-
gemeinen nicht auf bakterielle Akuivitét zuriickgefithrt, sondern auf den ProzeB des
'water washing" (Schaefer & Leythaeuser 1980). Nach experimentellen Daten von
McAuliffe (1980) besitzen aromatische Kohlenwassserstoffe eine wesentlich grifere
Wasserloslichkeit als n-Alkane mit derselben Zahl an Kohlenstoffatomen. Benzol ist
185mal wasserloslicher als Hexan und Toluol 210mal I8slicher als Heptan. Mit zuneh-
mender Kohlenstoffzahl vergroBert sich dieser Unterschied, so daB die Lslichkeiten von
Dimethylnaphthalinen und »-Dodekan (Cyp) sogar um den Faktor 600 differieren.
Connan (1984) bestitigte den Effekt des "water washing" fiir Benzol, notierte dagegen,
daB die Biodegradation von n-Heptan (C;) und r-Oktan (Cg) wesentlich effizienter ist als

das "water washing" von Toluol und Xylol, -
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Abb. 3.1.4: Biodegradationseffekie an Aromaten (Connan 1984).

Morno-, Di- und Trialkylbenzole werden sehr schnell mikrobiell abgebaut und fehlen
daher meist schon in leicht degradierien Olen (Snowdon & Powell 1979, Philp & Gilbert
1980, Connan 1981). Der Abbauweg langkettiger Alkylbenzole dhnelt dem der r-Alkane,
da durch Oxidation der terminalen Methylgruppe des Alkylrestes eine Carbonsdure

sebildet wird (Higgins & Gilbert 1978). Die schnelle Degradation der Alkylbenzole 188t
& g, J Hsyoulle

sich somit woh! durch die leichte Abbaubarkeit der Alkylreste erklaren. '

onsabfolge von geséttigten Kohlenwasserstoff
bor unter aeroben Bedingungen degradierten Olen. Bei natiirlich gealterten australi-
‘'schen Olen wurden n-Alkane und Isoprenocide abgebaut, bevor die Degradation von
| Naphthalin, C;- und C,-Naphthalinen und anderen alkylaromatischen Kohlenwasserstof-

fen begann. Bei den Laborversuchen hingegen war die Reihenfolge genau umgekehrt.
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Vergleichbare Beobachtungen waren frither schon von Fedorak & Westlake (1981) und
Jones et al. (1983) verdffentlicht worden. Fedorak & Westlake {(1981) fithren dies vor al-
lem auf wechselndes Néhrstoffangebot und unterschiedliche Mikrobenassoziationen zu-
riick. Hinzu kommt aulerdem, daB zwei Moglichkeiten der aeroben Degradation von al-
kylaromatischen Kohlenwasserstoffen unterschieden werden konnen, einerseits die Oxi-
dation aromatischen Ring-Kohlenstoffs und andererseits die Oxidation aliphatischen Al-
kyl-Kohlenstoffs (Raymond et al. 1971, Ribbons & Eaton 1982). Abgesehen von den zu-
vor erwihnien Unterschieden zwischen Labor- und Geldndebeobachtungen sind die An-
derungen innerhalb der aromatischen Fraktion jedoch #hnlich und lassen sich folgen-
dermafen zusammenfassen: Diaromaten sind weniger stabil als Triaromaten, und be-
zliglich substituierter Aromaten gilt Cp<C; <C;<C, (n: Kohlenstoff-Zahl der Alkyl-Sub-
stituenten an einem aromatischen Kern). Dariiber hinaus untersuchten Rowland et al.
(1586) das Abbauverhalten verschiedener alkylaromatischer Isomere. Bei den Dimethyl-
naphthalinen, die sich sowohi im Labor als auch im Reservoir leicht degradieren lassen,
war in beiden Fillen 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 beiden Probenserien die a,a,8-substitu-
ierten 1,3,5- und 1,4,6-Isomere als sehr widerstandsfshig gegeniiber mikrobiellem Abbau.

Hinsichtlich des Abbaus von Naphthalin und Methylnaphthalin gelangten Williams et al.
(1986) bei der Analyse texanischer Ole zu #hnlichen Resultaten wie Rowland et al,
(1986), erinnerten aber daran, daB in diesem Zusammenhang méglicherweise auch
Einflitsse des "water washing" als Ursache beriicksichtigt werden miiten. Phenanthrene
traten in den biodegradierten Olen nur in sehr geringer Konzentration auf. Methylphen-
anthrene wurden nicht so schnell abgebaut wie Naphthaline, besaBen jedoch in unter-
schiedlichen Olen zum Teil stark variierende Verteilungsmuster. In Ubereinstimmung
mit Analysenergebnissen von Rowland et al. (1986), die 9-Methylphenanthren sowohl bei
der in vitro-Degradation als auch bei den natiirlich verinderien Olen als widerstandsfa-
higstes Isomer identifizierten, stellte das 9-Methylphenanthren auch in einer Probe
dieser texanischen Qle die dominierende Verbindung dar. ITm Gegensatz dazu steht die
Degradationsreihenfolge 1->9->3->2-Methylphenanthren eines anderen Ols.

Olen 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 cines engen Biodegradationsbereiches statt. Die
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zum Teil sehr widerspriichlichen Daten fir Cs-substituierte Naphthaline veranlaBten
Williams et al. (1986) zu folgendem Résumé: "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) befaBten sich mit dem Verhalten von mono- und triaromatischen
Steroiden der Strukiurtypen I und II (mono-2), III und IV (tri-1) und V und VI (t11-2)
(Abb. 3.1.5) bei mikrobiellem Abbau unter natiirlichen und simulierten Bedingungen.
Bei den natiirlich degradierten Olen zeigte sich erst in dem Augenblick ein Effekt bei den
aromatischen Steroiden, als (Cyy - Cyg)-Sterane, Triterpane und (Cpy - Cyg)-Diasierane
schon stark degradiert waren, also bereits ein fortgeschrittenes Stadivm der Biodegrada-
tion erreicht war. Als erstes wurde ein Verschwinden der triaromatischen Steroide mit
niedrigem Molekulargewicht beobachtet, namlich von tri-1 (Cyg- Cpp) und tri-2 (Cyy -
Cy). Nach Wardroper et al. (1984) ist dieses Verschwinden jedoch nicht biodegradati-
onsbedingt, sondern vielmehr auf den Proze8 des "water washing” zuriickzufithren. Das
am stirksten degradierte Ol zeichnete sich dariiber hinaus durch den Verlust hochmole-
kularer Komponenten aus, wie bei den Steranen auch hier bevorzugt von solchen mit
20R-Konfiguration {Cyg - Cyg tri-1, Cyy - Cyg tri-2). Bei Laborversuchen in aerobem Mi-
lieu bestétigte sich diese Degradationssequenz fir aromatische Steroide aller Strukiurty-
pen ebenso wie die Préferenz der Degradation von tri-1 gegeniiber tri-2. Unterschiede
bestanden dagegen im bevorzugten Verschwinden von Cyg-Komponenten bei den Struk-
turtypen III und I'V verglichen mit anderen hochmolekularen Isomeren.

Die Cy;~ und Cyy~monoaromatischen Steroide zeigien sich in natiirlich und kiinstlich
gealterten Olen gleichermaBen resistent. Der experimentell bevorzugte Abbau der Cyp-
Komponenten bzw. mit zunehmender Biodegradation der aller hochmolekularen Kom-
ponenten (Cyy - Cpg) lieB sich jedoch nur an einem der natiirlich degradierten Ole beob-
achien, das alle Verbindungen mit biologischer Konfiguration an C-20 verloren haite.
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Abb. 3.1.5: Strukiuriypen von mono- und triaromatischen Steroiden (Wardroper et al. 1984),

Auch wenn der EinfluB des "water washing" auf die Degradation der Aromaten nur in
seltenen Fillen so eindeutig zu erkennen ist, wie an den von Palmer (1984) bearbeiieten
philippinischen Olen, gibt es Anhaltspunkte dafiir, daB sowohl Biodegradation als auch
"water washing" die Alteration von Aromaten verursachen. Da diese Prozesse gleichzeitig
stattfinden kbnnen, ist es recht schwierig, die einzelnen Degradationseffekte dem einen
oder anderen Proze8 zuzuordnen.
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3.2 Mikrobielle Aspekte der Biodegradation

Kohlenwasserstoffe sind nicht nur fossile Relikte, die im Erdol iiber Jahrmilhonen als
Zeugen fritheren Lebens erhalten blieben, sondern werden auch gegenwdrtig sténdig von
Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen in betrichtlicher Menge synthetisiert (Eglinton &
Hamilton 1967, Kolattukudy 1976, Weete 1980, Bachofen 1982, Tornabene 1982). Als
diinne wachsartige Uberziige schilizen sie die Blattoberflichen der Pflanzen vor Verdun-
stung und mechanischer Beanspruchung, sind Bestandieil des Blattgewebes, der Samen,
Sporen und Friichte. Sie verleihen dem Gefieder der Vogel die lebensnotwendige Was-
serresistenz und bewahren die Insekten vor Austrocknung. Dariiber hinaus haben sie
groBen Anteil am Aufbau biclogischer Membranen und bilden Energiedepots von Mi-
kroben. Da alle biosynthetisch entstandenen Verbindungen in aerobem Milieu als ab-
baubar gelten (Schiegel 1983), ist dies natiirlich auch fiir die Kohlenwasserstoffe zu po-

stulieren.

Die Degradation der Kohlenwasserstoffe erfolgt durch Stoffwechselaktivitdt bestimmter
Mikroorganismen, die diese organischen Molekiile als Energiequelle zu nutzen vermo-
gen. Diese Fahigkeit zeichnet nicht nur eipige wenige Spezialisten aus, sondern eine
Vielzahl von Genera, die zu den Bakterien, Hefen und Pilzen gerechnet werden und na-
hezu wvbiquitér verbreitei sind. Detaillieric Angaben hierzu finden sich va. in Atlas
(1981), Cerniglia (1981), McGill et al. (1981), Bithler & Schindler (1984), Bar‘tha & Atlas
(1987). Beziiglich einiger vor 1970 erschienener Publikationen (Beerstecher 1954, Fuhs
1961, Davis 1967) mahnen Bartha & Atlas (1987) zur Vorsicht, da nicht immer eindeutig
geklirt scheint, ob diesen Organismen auch tatséchlich nur Kohlenwasserstoffe als ein-

zige Kohlenstoffquelle zur Verfiigung standen.

Mikroorganismen sind in ihrem natiirlichen Lebensraum in der Regel in Assoziationen
vergesellschaftet, die zu erheblich groferer Abbauleistung befdhigt sind als die Arten fiir
sich allein betrachtet. Manche Substrate, die keine Zellvermehrung ermdglichen, kdnnen
offensichtlich in Gegenwart eines nutzbaren Co-Substrates, das Wachstum gestattet,
umgesetzt werden (Perry 1979, Pfaender & Buckley III 1984). Dieser Co-Metabolismus
ist auch fiir die Biodegradation von Erd6l und Erddiprodukien von Bedeutung, da diese
ein breites Spektrum von Verbindungen enthalten, das von einer einzigen Spezies nicht

abgebaut werden kann, Die wenigen dazn im Geldnde betriebenen Studien zeigen zum

Teil betrdchtlich variierende Ergebnisse in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung der
autochthonen Organismen, den Milieubedingungen, der Zusammensetzung und der
Konzentration des Ols. Langfristige Effekte auf wichtige dkologische Funktionen dieser
Mikrobenvergesellschaftungen sind bislang ebenso wenig bekannt wie die Auswirkungen
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verdnderter metabolischer Aktivitdt auf andere Biota und das Okosystem insgesamt
(Bartha & Atlas 1987).

Obgleich auch eine sauverstoffunabhiingige 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, konnte, da dies unter geologischem Aspekt vernachlés-
sighar ist, dennoch durchaus von geochemischer Bedeutung sein. Nach Phillipi (1977)
und Connan (1984, 1987) ist acrober Metabolismus nur unter bestimmten Voraussetzun-
-gen moglich. Starke Biodegradation tritt besonders in oberflichennahen Reservoirs auf,
die unter deutlichem EinfluB metcorischer Wisser stehen. Durch diese werden die Mi-
kroben nicht nur in die Erdollagerstétten transportiert, sondern auch mit notwendigen
Nahrstoffen, insbesondere Nitrat und Phosphat, und geldstem molekularem Sauerstoff
versorgt. Sie konnen nur in der wiBrigen Phase existieren, so daB der Abbau im Grenz-
bereich Ol-Wasser stattfindet. Zudem miissen Temperaturen herrschen, die mikrobielle
Aktivitdt gestatten. Generell 14Bt diese mit steigender Temperatur nach, extensive
Biodegradation ist auf einen Bereich zwischen 20 °C und 60-75 °C beschriinkt. Biodegra-
dationseffekte werden aber auch aus arktischen und subarktischen Regionen beschrie-
ben (Malins 1977). Wihrend sich bei niedrigen Temperaturen ebenfalls eine Verringe-
rung der Akiivitdt verzeichnen I4Bt, machien Walker & Colwell (1974) die iiberra-
schende Beobachtung, da3 die Biodegradation bei 0 °C und 3 °C zwar langsamer, aber
wesentlich effektiver verlduft als bei hoheren Temperaturen.

Kohlenwasserstoffe, insbesondere langkettige und hochkondensierte Molekiile, besitzen
nur eine geringe Wasserldslichkeit, Kohlenwasserstoffe als Substrat verwertende Mikro-
organmismen konnen ihre Stoffwechselaktivitdt jedoch nur in wifrigem Milien entfalten
und konzentrieren sich daher an der Grenzfléche zwischen Ol- und Wasserphase. Durch
die Produktion oberfldchenakiiver Substanzen setzen sie die Grenzfldchenspannung
herab, das Ol verteilt sich feindispers und wird dadurch besser verfiigbar (Zajic &
Mahomedy 1984, Biihler & Schindler 1984). Die eigentliche Aufnahme der organischen
Verbindungen bietet noch immer Ansatzpunkie zu Diskussionen. So ist beispielsweise
nicht geklért, ob die Kohlenwasserstoffe vollstéindig geldst sein miissen oder ob fliissige
Kohlenwasserstoffe auch direkt iiber die Zellmembran aufgenommen werden k&nnen
(Bartha & Atlas 1987). Unbestritten ist allerdings, daB der Katabolismus nur intrazellulir
mdglich ist. Da bestimmte Mikroorganismen groBere Mengen undegradierter Kohlen-
wasserstoffe speichern konnen, besteht die Gefahr, daB diese Verunrelmgmmgen in die
Nahrungskette gelangen. Wie auch immer dic Aufnahme erfolgt, es ist ein sehr rasch

abla fender ProzeB, der bei alkanverwertenden Hefen schom nach 1 Minuie abge-
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schlossen sein soll (Higgins & Gilbert 1978).

Die Aufkldrung der Abbauwege begann in den 60er Jahren, als Kohlenwasserstoffe zu-
nehmend an Bedeutung fiir die industrielle Produktion von Single Cell-Protein und ande-
ren kommerziell nutzbaren organischen Verbindungen wie Aminosiuren, Fettsduren,
Steroiden und Vitaminen gewannen. Gegenwartig konzentriert sich die mikrobiologische
Forschung hauptsichlich auf die Isolierung von Enzymen und die Bestimmung der durch
sie katalysierten Reakiionsmechanismen.

Die Degradation der n-Alkane kann recht unterschiedlichen Verlauf nehmen, der als
monoterminale, diterminale vnd 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 #-Alkanen. Von links nach rechts diterminale, monotermmale und subtermi-
nale Oxidation (nach Atlas & Bartha 1973).

Von diesen gilt der monoterminal initiierte Abbau als der wichtigste. Durch Oxidation
einer endstédndigen Methylgruppe werden die Kohlenwasserstoffe in aufeinander folgen-
den Reaktionsschritten zunéchst in die korrespondierenden priméren Alkohole, dann in
Aldehyde und Carbonsiduren mit unverdnderier Anzahl an Kohlenstoffatomen umge-
wandelt. Das Aldehyd reagiert sehr schnell zur Sdure und 185t sich daher nur selten ais
_intermediéres Produkt isolieren (Biining-Pfave & Rehm 1972). AnschheBende B-Oxida-
tion bewirkt eine sukzessive Verkiirzung der Kohlenstoffkette um jeweils eine C,-Ein-
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heit, so daB aus einem geradzahligen n-Alkan auch nur geradzahlige Carbonsduren bzw.
aus einem ungeradzahligen n-Alkan nur ungeradzahlige Carbonsiuren generiert werden

kdnnen.

Einige Mikroorganismen sind daritber hinaus in der Lage, durch w-Oxidation auch die
zweite terminale Methylgruppe anzugreifen. Dabei wird die durch monoterminalen Ab-
bau entstandene Carbonséure zuerst zur w-Hydroxyfettsiure, dann zur @-Aldehydfett-
sdure und schlieBlich zur Dicarbonsiure weiteroxidiert. Durch B-Oxidation kann auch
diese in Molekiile kiirzerer Kettenlinge umgesetzi werden. Nach Asbeiten von Yi &
R;hm (1982) und Rehim (1988) soll die Cxidation der beiden endstéindigen Methylgrup-
pen nicht nur nacheinander, sondern auch gleichzeitig moglich sein. Als zusatzliche
Stbffwechseiprodukte treten dadurch «, w-Diole auf, die sich ebenfalls zu w-Hydroxyfett-
sduren oxidieren lassen (Abb. 3.2.2).
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Abb. 3.2.2.: Diterminaler Abbau mit gleichzeitiger Oxidation der beiden endstindigen Methylgruppen
(Rehm 1588).

Subterminaler Abbau ist vor allem bei Hefen und Pilzen verbreitet (Markoveiz 1971)
Die Cxidation in der Mitte des Molekiils fithrt zunéchst zur Bildung eines sekundéren
Alkohols, der mit fortschreitender Degradation nacheinander zu einem Keton und zu ei-
nem Ester, meist einem Essigséureester, umgebaut wird. Durch Hydrolyse spaltet sich

in einen priméren Alkcho! und eine Carbonséiure. Wihrend letztere durch
B-Oxidation sofort weiter katabolisiert werden kann, mufl der Alkohol zuvor erst iiber
den bereits von der monoterminalen Oxidation bekannten Mechanismus via Aldehyd zur
Carbonsdure oxidiert werden. Das Auftreten subterminaler Diole und Diketone bei Co-

oxidations-Experimenten gibt einen Hinweis darauf, daB eventuell auch ein disubtermi-

_—
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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 wihrend des Alkanabbaues produzierten Carbonsiuren lassen sich auf unterschied-
liche Art und Weise metabolisieren. Neben den zuvor erwdhnten Mechanismen der §-
und w-Oxidation kann die Kohlenstoffkette auch durch Hydroxylierung am e-stindigen
Kohlenstoffatom um eine C;-Einheit verkiirzt werden. Als Schiiisselreaktion dieser ¢-
Oxidation gilt die Transformation der Feitsdure in die korrespondierende a-Hydroxy-
fettsdure, die anschlieBend auf oxidativem Weg decarboxyliert wird (Fulco 1974, Biihler
& Schindler 1984). Die Fettsduren kénnen dann eniweder direkt oder nach Kettenver-
l&ngerung und de novo-Synthese in die Lipide von Mikroorganismen eingebaut werden.

Verzweigte Alkane sind generell wesentlich resistenter gegeniiber mikrobieller Degrada-
tion als die geradkettigen n-Alkane. Position und Zahl der Verzweigungen sowie GroBe
der Substituenten und Grad der Substifution spielen in diesem Zusammenhang eine
wichtige Rolle. Die Rekonstruktion der Abbauwege wurde in erster Linie aufgrund iso-

lierter Stoffwechselprodukie vorgenommen.

Pristan, ein Isoprenoidkohlenwasserstoff mit 19 Kohienstoifatomen und 4 Meihylver-
verzweigungen ist ubiquitdr verbreitet in Flora und Fauna, in Mikroorganismen, Sedi-
menten und Erdélen. Aus diesem Grund wurde er oft als Substrat fiir Degradationsver-
suche eingesetzt. McKenna (1972) beobachtete dabei in der verseiften Fraktion Pristan-
sdure und durch B-Cxidation aus dieser hervorgegangene kilrzerkettige Sduren wie
4,8,12-Trimethyltridecansdure und 2,6,10-Trimethylundecansdure als Metaboliten bei
Mycobacterium smegmatis. In Experimenten mit einer Rhodococcus-Spezies (Nakajima
et al. 1974, 1985) traten neben 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan-1-ol und 2,6,10,14-Te-
tramethylpentadecancarbonséure, also ebenfalls Pristansdure, in geringer Konzentration
auch 2,6,10,14-Tetramethylpentadecandicarbonsédure sowie Pristylpristanat und Pristyl-
aldehyd auf. Abbildung 3.2.3 gibt eine Ubersicht itber Stoffwechselprodukte und den
vermuteten Degradationsverlanf bei Brevibacterium erythrogenes (Pirnik et al. 1974).

Danach bildet sich als erstes Produkt die Pristansdure. Durch w-Oxidation mit nachfol-
seits entwickeln sich

gender sequentieller §-Oxidation einerseit
daraus die beiden Abbaupfade fiilr Mono- und Dicarbonséuren. Da in allen Féllen, in
denen verzweigic Alkane als Subsirat angeboten wurden, Dicarbonséuren als Stoftwech-
~ selprodukte entstanden, ist dieser ProzeB offensichtlich zumindest fiir die Degradation

durch coryneforme Bakterien charakieristisch. Die Akkumulation von Pristansiure und
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2,6-Dimethylheptandisdure wird als Konsequenz gehinderter 8-Oxidation infolge der 2-
Methyl-Substitution gedeutet, die Konzentrationsabnahme von 4,8,12-Trimethyliridecan-
sdure und 2,6-Dimethylnonandisdure analog dazu der ungestdrten f-Oxidation zuge-
schrieben.

PRISTAKE

2,6,10, 14-TETRAMETHYLPERTADECARQIC ACID

w-OXIDATION E (3-0RIBATION
¥ ki
2.6.10,14- TETRAME THYL PEXTADECAREDIOIC &, 98,12~ TRIMETHYLTRIDECANOIC ACID
2,5, 10- TRIMETHYLTRIDECAREDIOIS ACID 2. 6, 10- FRIMETHYLUNDECAKOIC ACID
l

2.6,10- TRISETHYLURDECAREDIOIS ACID

2.6 - DIHETHYLEOHANEDIOIC ACID
2,6 - DIBETHYLHEPTAKEDIOIC ACID

2-BETHYLPEXTAREDIOIC ACID

Abb. 3.2.3: Biodegradation von 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan (Pristan) durch Brevibacterium erythro-
genes (Pirnik et al. 1974).

Phyian (2,6,10,14-Tetramethylhexadecan), ebenfails ein Isoprenoidkohlenwasserstoff
wurde in Experimenten von Nakajima et al. (1985) zu 2,6,10,14-Tetramethythexadecan-
1-0l und 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsiure oxidiert. Ein Abbauschema, wie
das zuvor fiir Pristan vorgestelite, gibt es meines Wissens fiir Phytan in der Literatur

micht.

Die Verkiirzung verzweigter Kohlenstoffketten erfolgt iiber enzymaktivierte verzweigte
Carbonséuren. In Abhéngigkeit von der Position des Alkylsubstituenten bestehen dabei
grundsétziiche Unterschiede beziiglich der im einzeilnen ablaufenden Prozesse. Befindet
sich die Methylgruppe in a-Position zur Carboxylgruppe, ist §-Oxidation durchaus mog-
lich. Bei B-methylsubstituierten Carbonsduren wird die Einfithrung einer §-stidndigen
Carbonylgruppe dagegen durch die Methylgruppe blockiert. Durch Carboxylierung der
Methylgruppe und anschlieBende Eliminierung als Essigséiure bildet sich ein S-Ketoacyl-
CoA, das durch f-Cxidation weiter metabolisiert werden kann (Seubert & Fass 1964,

Britton 1984).

Cyclische Alkane lassen sich mikrobiell nur schwer degradieren. Aufgrund der duBerst
lickenhaften Kenntnisse iiber die dabei im einzelnen statifindenden Prozesse sind in der
Literatur nur Schemata vermuteter Abbauwege fiir einfache Verbindungen abgebildet
._(Perrv 1984, Trudgill 1984). Laborversuche gaben Hinweise darauf, da Cooxidation und
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Commensalismus bei der Biodegradation im natiirlichen Lebensraum der Mikroorga-
nismen eine wichtige Rolle spielen. Im Gegensatz zu den cyclischen Kohlenwasserstoffen
zeichnen sich cyclische Alkohole und Ketone durch rasche Metabolisierbarkeit aus.

g g g
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3.3 Kohlenwasserstoffe in Boden infolge anthropogenen Eintrags

Ausgeltst durch eine Reihe spektakulérer Schadensfélle, finden die Prozesse, die aus der
Schadstoffbelastung des Bodens resultieren, bei gestiegenem UmweltbewuBtsein wih-
rend der letzten Jahre zunehmende Beachtung in weiten Kreisen der Offentlichkeit.
MaBnahmen zur Reinerhaltung des Wassers und der Luft standen lange Zeit im Vorder-
grund der Umwelischutzbemithungen, da Verunreinigungen dieser Medien schon frith
als Ursache zahlreicher Erkrankungen erkannt wurden. Der Schutz des Bodens hingegen
fand weniger Beachtung. Erst als sich auch die Anzeichen fiir eine Gefahrdung der
menschlichen Gesundheit durch kontaminierte Béden mehrien, riickte auch der Schutz
des Bodens verstirkt in den Mittelpunkt des interesses.

Wer kennt nicht die Schiagzeilen, die seit einiger Zeit immer wieder durch die Presse ge-
hen und stindig auf neue schwere Kontaminationen des Bodens aufmerksam machen.
Als eine der groBten derzeit bekannten Altlasten in Europa gilt die Deponie Georgswer-
der etwa 3 km stdlich der Hamburger Innenstadt (Wolf 1985). Bis zu ihrer SchlieBung im
Jahre 1979 wurden dort auf einer Fliche von etwa 450.000 m2 anndhernd 14 Mio. m3
Mill abgelagert, darunter fiber 100.000 Chemikalienfiisser und mindestens 150.000 m3
Flilssigkeiten in zehn Flilssigmiillbecken und vier FaBldgern. Nachdem grofie Mengen di-

oxinhaltiger Sickerdle ausgeireten waren, wurde als erste SanierungsmaBnahme eine
Abdeckung des oberen Deponiebereiches vorgenoramen, um durch eine Verminderung
der in den Deponiekdrper eindringenden Niederschlagsmengen die Schadstoffausbrei-
tung zu minimieren (Schwennicke & Lange 1990). Die Gesamtkosten der Sanierung wer-

den mit 150 Mio. DM beziffert (Foste 1980).

Ein groBes Problem bei der Sanierung von Altablagerungen ergibt sich oft dadurch, daf
infolge der gemeinsamen Einlagerung von Bauschutt, Haushalts- und Sondermiiliabfi-
len ein breites Spektrum von Kontaminationen vorliegt und in den meisten Féllen keine
Unterlagen dariiber existieren, welche Stoffe im einzelnen deponiert wurden.

Auch von ehemaligen Beiriebsf{ldchen und stillgelegien Anlagen, den sogenannien Alt-
standorten, kann eine Geffhrdung ausgehen. Die héufigsien Alistandorte sind neben
Kokerei- und Gaswerksgeléinden vor allem Betriebe der chemischen Industrie mit Ver-
unreinigungen an Schwermetallen, Cyaniden und Erd@lderivaten. Diese Stoffe haben
sich zum Teil in solch hohen Konzentrationen im Untergrund angereichert, daf3 ganze
Siedlungen unbewohnbar werden und der AbriBbirne zum Opfer fallen miissen wie bei-
spielsweise im November 1989 in Bielefeld-Brake., Die Hauser waren iiber den miillge-
fitllten Tongruben einer ehemaligen Ziegelei errichtet worden. Auch in Dortmund-
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Dorstfeld ahnte zu Beginn der 80er Jahre, als auf einer ungefihr 120.000 m? groBen Teil-
fliche des ehemaligen Zechengelidndes eine Neubausiedlung entstand, noch niemand,
welche Spuren die industrielle Nutzung hinterlassen hatie. Erste Verdachismormente
kamen bei kleineren Erdarbeiten auf und erhérteten sich durch nachfolgende Untersu-
chungen. Aus der Kokerei der bereits vor 25 Jahren stiligelegien und inzwischen abge-
rdumten Zeche waren offensichilich jahrzehntelang Cyanide, Schwermetalle und aroma-
tische Kohlenwasserstoffe ins Erdreich gesickert (Gliser & Beitinger 1988). Um inner-
halb kiirzester Zeit wieder gesunde Wohnverhélinisse 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 gerdumt und die Gebdude von der Stadt Dort-
mund angekauft worden waren. Die Ansiauschiiefe betrug stellenweise bis zu 7 m, so daf
insgesamt 65.000 m3 kontaminiertes Erdreich anfielen, von denen eiwa 34.000 m3
schwach organisch belastetes Material auf eine stadteigene Deponie fiir Haushaltsabfélle
verbracht, etwa 17.000 m3 stark organisch belastetes Material der thermischen Behand-
lung zugefiihrt und etwa 14,000 m3 vorwiegend schwermetallhaltiges Material auf einer
Sondermiilldeponie endgelagert wurden.

Imm Wohngebiet Pionierpark in Miilheim am Main zeigten sich bereits zu Beginn des
Bauvorhabens auffillige Verfirbungen des Bodens (Ripper & Riss 1988). Erste chemi-
sche Untersuchungen bestéitigten sine hohe Schadstoffbelastung, so daf die zustéindigen
Bau- und Umweltbehtrden die Nutzung der zum Teil bereits bezugsfertigen Wohnhéu-
ser untersagte. Nach historischen Recherchen begann die Industrieansiedlung auf dem
etwa 5 ha groBen Pionierpark-Gelédnde im Jahre 1880 mit der Griindung einer chemi-
schen Fabrik zur Herstellung von Farbstoffen. Ausweitung der Produktion fithrte zu ei-
ner Steigerung des Energiebedarfs, und so wurde 1903 im westlichen Teil des Geléndes
ein Gaswerk zur Verkokung von Kohle erbaut, das gleichzeitig Teer als Ausgangsstoff fiir
die Farbenhersteliung lieferte. Der Beirieb wurde 1925 stiligelegt, das Gaswerk seitens
des neuen Eigentlimers zur Versorgung der Stadt Miilheim bis 1939 weiterbetriecben. Da
fiir die anfallenden Teerabfille nun keine Verwendung mehr bestand, wurden sie in
Becken gesammelt. Nach AbriB der Gebdude und Einebnung des Bauschutts im Jahr
1941 war das Geldnde zuerst Standort einer Pionierkaserne und wurde nach dem Krieg
bis 1972 von den amerikanischen Streitkriften als Druckerei und Lager fiir Druckereier-
zeugnisse geniitzt. Danach lag es bis zur ErschlieBung als Wohngebiet durch die Stadt
Miilheim brach. In-der Farbenfabrik wurden nachweislich Amidobasen, Anilin-Farb-
stoffe, Azo-Farbstoffe, Azophosphin, Arsenik, Arsensdure und arsenige Séure, Benzol-
derivate, Chrysophenin, Fuchsin, Naphthol-Farbstoffe, Resorcin-Farbstoffe, Suliosduren
und Toluol hergesiellt, gelagert und weiterverarbeitet. Im Bereich des Gaswerkes fielen
“bei der Herstellung von Leuchigas 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-Geldndes steht exemplarisch fiir viele andere Altstand-
orte, die ebenfalls im Laufe der Zeit als Produktionsstdtten unterschiedlicher Giiter ge-
dient haben, bei deren Fertigung fast immer mehr oder minder groBe Kontaminationen
entstanden, die sich zum Teil Giber Jahrzehnte hinweg zu komplexen Gemischen akku-

muliert haben.

“Ein grofBes Gefdhrdungspotential haben nach Angaben des Rates von Sachverstédndigen
fiir Umweltfragen auch die Grundstiicke inzwischen stillgelegter Tankstellen als vermut-
lich verunreinigte Altstandorie. Allein fiir den Zeitraum von 1968 bis 1989 belduti sich
deren Zahl auf fast 28.000. Untersuchungen werden zeigen, welche Kontaminationen im

Einzelfall vorliegen.

In der Bundesrepublik Deutschland wurden Ende des Jahres 1988 anndhernd 50.000
Alilasten-Verdachisflichen ermittelt, ohne dafB die nenen Bundesldnder dabei Beriick-
sichtigung gefunden hitien (Bundestagsdrucksache 11/4104). Dieser Wert entsprach zum

......

At

damaligen Zeitpunkt sicherlich nicht den tatséchiichen Gegebenheiten, sondern deutete
lediglich eine GroBenordnung an, da die Erhebungen noch nicht als abgeschlossen galten
und ihnen dariiber hinaus unterschiedliche Erfassungszeitrdume in den einzelnen Bun-
deslédndern zugrunde lagen. So hatte Hamburg bereits Anfang der 80er Jahre mit einer
systematischen, flichendeckenden Erfassung und Uberpriifung begonnen, wihrend in
Bayern oder Rheinland-Pfalz erst seit den letzten Jahren landesweite Untersuchungen
durchgefithrt werden. Unter stéirkerer Einbeziehung ehemaliger Betriebsstandorte mils-
sen daher wohl Prognosen von insgesami mehr als 70.000 altlastverdéichtigen Flichen flir
das ehemalige Bundesgebiet als realistisch angesehen werden (Franzius 1989, UBA
1989). Eine erste Bestandsaufnahme im Gebiet der ehemaligen DDR, die im Rahmen
des Okologischen Sanierungs- und Entwicklungsplanes durchgefithrt wurde, ergab eine
Zahl von nahezu 28.000 Verdachisflichen. Da der Erfassungsgrad groben Schétzungen
zufolge jedoch nur 50-60 % betrug, ist in den neuen Bundeslindern mit etwa 60.000 Ver-
dachtsflichen zu rechnen (Wieczorek 1991). Das Gefihrdungspoteniial der Altablage-
rungen wird generell deutlich niedriger eingeschitzt als das der Altstandorte. Sowoh! Alt-
ablagerungen als auch Alistandorte werden erst durch Gefahrdungsfeststellung und -ab-

schitzung zu Altlasten.

Bodenbelastungen bestehen jedoch nicht nur durch die Kontamination mit Altlasten aus
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fritheren Jahren, sondern kénnen jederzeit durch unsachgeméfen Umgang mit umwelt-
gefdhrdenden Stoffen im Bereich der gewerblichen Wirtschaft oder 6ffentlicher Einrich-
tungen sowie durch defekte Rohrleitungen und Kanalsysteme auftreten. So sickerten bei-
spielsweise im Mai des Jahres 1991 nach dem vermutlich durch Bergsenkung ausgelOsten
Bruch einer Olpipeline an der Autobahn A3 Richtung Oberhausen in Hohe der An-
schiufisielle Dinslaken-Nord ungefshr 300.000 Liter Benzin ins Erdreich. Der dadurch
entstandene Schaden ist beirdchtlich, da ein mehrere ha grofles Waldstiick abgeholzt
werden muBlte, um den kontaminierten Boden bis zu einer Tiefe von 70 cm ausheben zu
kénnen. Das ebenfalls kontaminierte Grundwasser wird iiber eigens dafiir niederge-

brachte Brunnen abgepumpt.

Zu Kontaminationen des Bodens kann es dariiber hinaus auch im Bereich der Landwirt-
schaft durch Riickstinde von Pilanzenschutzmitteln kommen.

Nach der Bodenschutzkonzeption der Bundesregierung erfiilli der Boden eine Vielzahl

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

und Pflanzen, sondern auch wichtiger Teil der Okosysteme mit ihren Stoffkreisldufen,

insbesondere im Hinblick auf Wasser- und N&hrstoffhaushalt, nicht zu vergessen seine

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

Menschen als

- Anbaufliche fiir die Erzeugung von Nahrungsmitteln, Futtermitteln und pflanz-
lichen Rohstoffen,

- Fléche fiir Siedlung, Produktion, Verkehr, Kommunikation,

- Lagerstétte fiir Abfélle und Filter fiir immittierte Stoife,

- Grundwasserspeicher,

- Lagerstétie fiir Bodenschétze und Energiequellen,

- Erholungsraum,

- Archiv der Natur- und Kulturgeschichte.

Trotz der vielfaltigen Nutzungsanspriiche gilt es, den Boden zu schiitzen, und dies umso

mehr, als er als Teil anderer Okosysteme such deren Funktion nachhaltig beeinfluit. 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 auflerdem wegen seiner Filtereigenschafien fiir die Giite der Wasserreservoire,

sowohl des Grund- als auch des Oberfldchenwassers. Da eine groe Zahl ungedichteter
Deponien und wilder Kippen existiert, die stellenweise sogar unmittelbar im Grundwas-
ser liegen, hat die Deutsche Forschungsgemeinschaft schon 1976 ein interdisziplindres

. Forschungsvorhaben zum "Wasser- und Stotfhaushalt von Abfealideponien und deren
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Wirkungen auf Gewdsser" ins Leben gerufen. Es gibt eine Fiille weiterer Wechselbezie-
hungen, auf deren Betrachtung an dieser Stelle jedoch verzichtet werden soll.

Vor diesem Hintergrund beschlossen die Bundesminister am 28, Februar 1983, dalB3 der
Schutz des Bodens kiinftig umfassend wie Naturschutz und Landschafispflege, Luftrein-
haltung, Larmbekidmpfung, Sicherung des Wasserhaushalts und Abfallbeseitigung unter
Berticksichtigung 6konomischer und Skologischer Zusammenhénge und Wechselwirkun-
gen wahrgenommen werden soll.

Auf der Grundlage der Erstbewertung der Verdachtsflichen wird dazu im Einzelfall
zunéchst der analytische und finanzielle Rahmen des Untersuchungskonzeptes zur je-
weiligen Gefhrdungsabschitzung abgesteckt. Als hilfreich erweisen sich in diesem Zu-
sammenhang unter anderem die vom Ministerium filr Erndhrung, Landwirtschaft und
Forsten des Landes Nordrhein-Westfalen zusammengestellten "Hinweise zur Ermittlung
von Altlasten”. Wertivolle Informationen iiber produktionsspezifische Bodenbelastungen
auf stillgelegten Industrie- und Gewerbefldchen geben die "Branchentypische Inventari-
sierung von Bodenkontaminationen - ein erster Schritt zur Gefdhrdungsabschitzung fiir
ehemalige Betriebsgelinde" des Umweltbundesamtes und die "Erfassung méglicher Bo-
denverunreinigungen auf Altstandorten” des Kommunalverbandes Ruhrgebiet.

Ist eine Gefdhrdung fiir Mensch und Umwelt zu befiirchten, sind unverziiglich MaBnah-
men zu ergreifen, "durch die sichergestellt wird, daBl von der Altlast nach der Sanierung
keine Gefahr fiir Leben und Gesundheit des Menschen sowie keine Gefhrdung fiir die
belebte und unbelebte Umwelt im Zusammenhang mii der vorhandenen oder geplanten
Nutzung des Standortes ausgehen" (Sonderguiachten Altlasten 1989). Die Alilasten sind
jedoch eine Hypothek unserer mehr als 100jshrigen Industriegeschichte, die sich auch bei
grofiter Anstrengung nicht innerhalb weniger Jahre beseitigen 148t Dazu mangelt es ei-
nerseits -an finanziellen Mitteln, andererseits fehlt es aber auch ganz einfach an Erfab-

rung.

In der aktuellen Samierungspraxis wird zur Zeit ein breites Spekirum 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 konkwrrierender Verfahren gekenn-
zeichnet, die jedoch alle im wesentlichen auf empirischer Grundlage entwickelt wurden.
Zur Erarbeitung einer zweckméBigen Auswahl von Verfahren und Anlagen fur die ver-
schiedenen Anwendungsfille richieie die Deutsche Forschungsgemeinschafi 1989 einen
Sonderforschungsbereich "Reinigung kontaminierter Bbden" 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 Schitttgutlagern
(Rudat 1988), Einkapselung durch Dichtwinde und HDPE-Folien zur Oberfldchenab-
dichtung (Ehresmann & Siroh 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 rdumliche und/oder zeitliche Verlagerung der
Problematik stati. DaB diese Methoden dennoch hiufig eingesetzt werden, erkldrt sich
vermutlich durch ihre relativ "kurzfristige Verfiigbarkeit” und "fiberschaubare Kosten"
(Rudat 1988).

Da durch Schadstoffmobilisierung und Eintrag ins Grundwasser unsere lebensnotwendi-
gen Trinkwasserreservoire gefdhrdet sind, hat das Umweltbundesamt all die MaB-
nahmen und Verfahren in einem Leitfaden zusammengestellt, die fiir den Schutz und die
Erhaltung des Grundwassers bei Mineraltlschadensféllen von Bedeutung sind.

GroBer Forschungsbedarf besteht auch hinsichilich der im Boden gebildeten Metaboli-
ten, ihrer Mobilitat, ithrer Verfiigbarkeit und ihrer Okotoxikologie. In diesem Zusam-
menhang soll nochmals hervorgehoben werden, dafl die gesamte Altlastenproblematik
nur durch interdisziplindre Zusammenarbeit zufriedenstellend bewdltigt werden kann.
Geologen, Bodenkundler, Chemiker, Mikrobiologen, Bauingenieure, Verfahrenstechni-
ker und Umweltplaner sind hier gleichermaBen gefordert.

Schadstoff-Grenzwerte fiir Boden sind in der Bundesrepublik bisiang noch nicht gesetz-
lich festgelegt, so daB die Diskussion iiber den erforderlichen Sanierungsgrad noch im-
mer anhilt. Augenblicklich orientieren sich die Sanierungsziele vor allem an der vorhan-
denen bzw. zukiinftigen Nutzung der Standorie (Holland & StraBer 1993). Appel et al.
(1987) melden dazu erhebliche Bedenken an, denn "angesichis der groien 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 befiirchten, daB aus Grimden finanzieller Opportunitdt nicht die
Schadstoffquellen beseitigt oder verschlossen, sondern lediglich bestimmte Nutzungen
aufgegeben werden". Die vielfach geduBerte Forderung nach Wiederherstellung des Sta-
tus quo ante oder der Multifunktionalitit von Standorten std8t jedoch nicht nur auf wirt-
schaftliche, sondern auch auf naturgegebene und technische Grenzen. Infolgedessen wird
auf sanierten Flichen sicherlich nicht jede Art von Nuizung mdglich sein. Es mul aber
unter allen Umsténden verhindert werden, daf dadurch eine Zersiedlung solcher Fli-
chen begiinstigt wird, denen eine wichtige Skologische Ausgleichsfunktion zukommt.
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In Ermangelung eigener Grenzwerte werden oftmals die fiir Boden und Grundwasser in
den Niederlanden verbindlichen Referenz- und Priifwerte (VROM NL 1988) als Bewer-
tungskriterien libernommen. Die Zusammensteliung dieser Daten wird in der Bundesre-
publik im allgemeinen Sprachgebrauch auch als "Holldndische" oder "Niederldndische
Liste" bezeichnet.

Im folgenden werden exemplarisch zwei groBe Mineraldlschadensfille vorgestellt, Sanie-
rungsmafnahmen aufgezeigt und Sanierungsziele diskutiert.

Zwischen 1977 und 1980 sind anf dem Gelinde des Rhein-Main-Flughafens in Frankfurt
an vier verschiedenen Stellen grofere Mengen an Kerosin ausgelaufen und bis zur
Grundwasseroberfliche versickert (Golwer & WallhduBer 1985). Die Versickerungsstel-
len liegen 1,2 km bis 2,5 km im Grundwasserobersirom eines groBen Wasserwerks. Der
grofte Teil konnte durch mehrjihriges Abpumpen aus Brunnen (etwa 1450 m3) und in
einem Fall zusétzlich durch Aushub des verunreinigten Erdreichs (etwa 10.000 m?) be-

seitigt werden.

Der grofte Schadensfall ereignete sich Ende des Jahres 1980 in 2,5 km Entfernung vom
Wasserwerk. Aus einer unterirdisch verlegten Leitung zur Betankung von Flugzengen
irat dort in cinem Areal von 10 m bis 15 m Durchmesser Kerosin aus. Menge und Kon-
taminationsdauer lieBen sich nicht genau ermitteln. Der Treibstoff versickerte in sandi-
gen und sandig-kiesigen Schichten und breitete sich erst nach Erreichen der Grundwas-
seroberfliche lateral aus, etwa 100 m im Grundwasseroberstrom und bis zu 150 m im
Grundwasseruntersirom. Er verunreinigte dadurch den Untergrund auf einer Fidche von
anndhernd 31.000 m2. Kerosinhaltige Sande wurden infolgedessen, abgesehen von der
Versickerungsstelle selbst, nur unmittelbar iiber der Grundwasseroberfliche erbohrt.
Thre Méchtigkeiten schwankten zwischen 8 cm und 50 cm. Durch Absenkung der Brun-
nenwasserspiegel um einige Meter und Ansteigen der Grundwasseroberfliche um bis zu
1,3 m infolge hoher Niederschifige in den Jahren 1981 bis 1983 gelangten die Schadstoffe
dann auch in Schichten, die im Januar 1981 noch nicht kontaminiert waren, und die

Méchtigkeit des Olkérpers stieg auf 2 m bis 4 m.

Im Zuge der Sanierung wurden 9 Brunnen niedergebracht, aus denen in 3 Jahren zu-
n#ichst durch Abpumpen, spiter durch Abschéipfen insgesamt 1389 m3 Kerosin zuriick-
gewonnen werden konnten. Das zur Erzeugung der Entnahmetrichter geférderte Grund-
wasser wurde iiber Leichtfliissigkeitsabscheider geschickt und versickerie dann in 7
benachbarten 1,6 m tiefen 50 m x 5 m groBen Erdbecken.
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Das auf dem Frankfurter Flughafen verwendete Kerosin des Typs Jet A-1 enthélt nach
Angaben der Esso AG neben Alkanen max. 20 Vol-% Aromaten, max. 5 Vol-%
Olefine, max. 3 g/kg Schwefel, max. 10 mg/kg Mercaptan-Schwefel sowie 2 Additive, ein
Antioxidans und ein Antistatic-Additiv zur Erhohung der elektrischen Leitfdhigkeit des

Kraftstoffs,

Um Anderungen der Zusammensetzung der versickerten Treibstoffe in Abhéngigkeit
von ihrer Verweildauer im Untergrund zu erfassen, wurden 3 Kerosinproben unter-
schiedlichen Aliers mit gaschromatographischen und infrarotspektroskopischen Metho-
den im Institut Fresenius GrmbH 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 versickeries Kerosin, das sich 3 bzw. 6 Jahre im Unter-
grund befand und im November 1983 aus Sanierungsbrunnen geschopft wurde. Nach
Angaben des Herstellers haite sich die Zusammensetzung des Jet A-1 wihrend dieser
Zeitspanne nicht wesentlich geéindert, so daB die Vergleichbarkeit der Proben gewéhrlei-

stet war.

Kerosin 1983

|
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- Kerosin 1977
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Innerhalb dieser sechs Jahre haben sich die Gehalte an n-Alkanen im Bereich Co-Cyy
und an Aromaten deutlich reduziert. Die IR-Spektren der einzelnen Proben unterschei-
den sich nicht. Zur Konirolle, ob wihrend der Sanierungszeit verunreinigtes Grundwas-
ser aus dem Olkérper abstrémt und zur Uberpriifung des Sanierungserfolgs wurden in
den gepumpten Grundwasserproben Gesamigehalte an Kohlenwasserstoffen nach DIN
38409 H-18 bestimmt. Uniersuchungen zum Abbauverhalien einzelner Substanzklassen

wurden hingegen offensichtlich nicht durchgefithrt.

Das nach dreijidhriger Sanierungszeit noch in der Gesteinsséiule verbliebene Kerosin be-
einfluBt die Beschaffenheit des durchflieBenden Grundwassers so stark, daf es typische
Merkmale eines sauerstoffreduzierten bis sauerstofffreien Wassers aufweist. Dies sind
neben erhdhten Gehalten an Eisen(I)-Ionen und Ammonium und erhthten CSB-
Werten deutlich reduzierte Gehalte an Nitrat im Vergleich zu den auBerhalb des konta-
minierten Gebietes ermittelten Werien. Eine Temperaturerhthung des Grundwassers
innerhalb des Olkérpers um bis zu 1 °C, die 6rtliche Temperaturunterschiede tiberlagert,
wird auf mikrobielle Aktivitdt zuriickgefithrt. Die Zahl der Bakierien- und Piiz-Spezes ist
in diesem Bereich deutlich geringer als im nicht kontaminierten Untergrund.

Um eine Vorstellung dariiber zu ermdglichen, welche AusmaBe durch Kohlenwasser-
stoffe hervorgerufene Verunreinigungen erreichen kSunen, hier einige Zahlen aus der
Altdlraffinerie Pintsch in Hanau, die nach Aufdeckung von Umweltschiiden im Jahr 1984
geschlossen wurde und seither als eine der grofSten bekannten Altlasten der BRD gilt.
Das Spektrum an Kontaminationen urnfaBi:

- ca. 20.000 t teilweise stark kontaminierte oberirdische Anlagenteile und Baumassen

der Alttlraffinerie,
- ca. 700 t extrem stark kontaminierte unterirdische Leitungen, Schichte und Tanks

- mit Teilfiilllungen,
- 40.000t - 60.000t mittel- bis stark kontaminierie heterogene Aufiiillungen und

 Auelehm,
- 340.000 t - 360.000 t mittel-, im Bereich der Grundwasserwechselzone stark konta-

" minierten Mainterrassenkies,
- 800t - 1200t Altdl mit starken Verunreinigungen aus verschiedensten Chiorkoh-
- lenwassersioff-Komponenten bis hin zu PCB als schwimmender Phase auf dem
- Grundwasserspiegel,
- " ca. 60.000 m3 durch geloste Schadstoffe hochgradig kontaminiertes Grundwasser
als Porenséttigung des Terrassenkieses.

Da die Sanierung zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen ist (Ripper et al
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1988, Ripper & Friichtenicht 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 Piittmann und
Jager et al. bereits 1988 vorgebrachten Kritik wie in den zuvor dargestellten Schadens-
féllen meist anhand der DIN 38409 H-18 vorgenommen (z.B. Hilker 1989, Lotter 1990,
Webb 1990). Sensu striciu gilt diese Methode nur fiir Wasserproben, wird in letzter Zeit
allerdings immer hidufiger fiir die Untersuchung von Biden herangezogen und scheint
sogar in den Diskussionen iiber die Festlegung von Schadstoff-Grenzwerten eine nicht
unbedeuiende Rolle zu spielen. Sie dient jedoch nur der summarischen Erfassung der
reinen Kohlenwasserstoffe, deren Werte keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich der
Toxizitdt und der Skologischen Bedenklichkeit gestaiten. Dies ist aliein durch Identifizie-
rung und Quantifizierung von Einzelsubstanzen moglich. Nachteilig ist aulerdem, daB
Kohlenwasserstoff-Metaboliten mit polaren Substituenten nicht beriicksichtigt werden
und somit ein vollig falsches Ergebnis vorgetduscht werden kann. Auf diese Art und
Weise wird nur der Abbau der urspriinglich vorhandenen Stoffe verfolgt, wihrend die
zum Teil wesentlich toxischeren, bei den Aromaten auch wasserldslichen metabolischen
Umwandlungsprodukie in die Betrachtung iiberhaupt nicht mit eingehen. Auf der Basis
dieses Kenntnisstandes ist die Erfassung der Kohienwasserstofic nach DIN 38402 H-18
allenfalls fiir Screening-Analysen zur Ermittlung stérkerer Kontaminationen geeignet. Es
gilt daher, moglichst rasch ein wesentlich feineres analytisches Instrumentarium zu ent-
wickeln, das den gestiegenen Anforderungen auch gerecht zu werden vermag,

Kohlenwasserstoffverunreinigte Boden werden in zunehmendem Mafe durch mikrobio-
logische Sanierungsverfahren gereinigt (Battermann & Werner 1984, Schiiffler 1986,
Schwefer & Weirich 1988, Schiifler & Webb 1988, Henke 1989, Siroh et al 1590,
9. Dechema Fachgesprich Umwelischuiz zur mikrobiologischen Reinigung von Bdden
vom 27./28. 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, daB3 das belastete
Material im Untergrund verbleiben kann. Fiir on site- und off site-Verfahren mufl der
Boden dagegen ausgehoben werden und wird dann entweder direkt an Ort und Stelie
behandelt (on site) oder in spezielle Anlagen verbracht (off site). Als Beitrag zur Opti-
mierung biclogischer in situ-Sanierung wurde unlingst eine Reihe von Publikationen
iiber Laborversuche zum aeroben mikrobiellen Abbau von n-Hexadecan vorgelegt
(Wiirdemann et al. 1990, Dalyan et al. 1990a,b, Harder et al. 1991, Harder & Hopner
1991). Untersuchungsschwerpunkt war die Abbauleistung der Mikroorganismen in Ab-

‘Théngigkeit von verschiedenen Bodentypen und Bodenmodellsubstanzen, vom pH-Wert
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von der Temperatur, der Bodenfeuchte und der Nahrstoffversorgung. Die Bestimmung
der Abbauaktivitidten erfolgte in allen Experimenten ausschlieflich aufgrund der
Sauerstoffzehrungsraten. Da jegliche begleitende chemische Analytik fehlt, ist es nicht
moglich, die Verdnderungen im molekularen Bereich zu erfassen und zu verfolgen. Doch
gerade hier besteht der Forschungsbedarf.

Die Situation der Alilastenproblematik ist gegenwartig dadurch gekennzeichnet, da8 fiir
eine umnfassende Beurteilung der Auswirkungen von Altlasten auf die natiirliche Umwelt
nur unzureichende MaBstibe zur Verfiigung stehen. Zum Schutz und zur Erhaltung der
allgemeinen Lebensgrundlagen besteht vor allem ein groBes Forschungsdefizit hinsicht-
lich der Erfassung von Abbauprodukten und damit der Langzeitwirkung von Schadstof-
fen. Da die Altlastenproblematik in den Zustdndigkeiisbereich der Linder fillt, ist es
auBerdem notwendig, zu einer ldnderiibergreifenden Vereinheiilichung der Kriterien fiir
die Beurteilung der Gefihrdung und zur Festlegung von (nutzungsabhéngigen) Sanie-
rungszielen zu gelangen.

-
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DURCHFUHRUNG, ERGEBNISSE UND DISKUSSION EIGENER EXPERIMEN-
TELLER UNTERSUCHUNGEN

4 Mikvrobieller Abbau von Reinsubstanzen in Batch-Kultur

Die nachfolgende Beschreibung der dieser Arbeit zugrunde liegenden experimentellen
Untersuchungen zom mikrobiellen Abbau von Erdoikohlenwasserstoffen und zum
Nachweis dabei gebildeter Metaboliten folgt einer Gliederung, die sich an der zuneh-
menden Komplexitdt der Stoffgemische ausrichtet. Am Anfang siehen die Abbauvexpe-
rimente it definierten Einzelverbindungen. Bs folgen Batch-Ansétze und Versuche in
kontinuierlicher Kultur mit einem Dieseltl. Ben Abschiuf bilden die Analysen von in 1h-
ren Lagerstétten natiirlich biodegradierten Erddlen. Diese Gliederung folgt nicht iiberall
dem tatsfchlichen Ablauf der experimentellen Untersuchungen, die als Teil einer Ko-
operation mit dem Institut fiir Biotechnologie 3 der KFA Jiilich mit dem Abbau von Die-
seld] 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 soliten einer-
seits kein allzu niedriges Molekulargewicht haben, da die Umwandiungsprodukie sonst
fliichtig werden und sich dadurch der analytischen Erfassung entzichen knnten. Zum
anderen sollte eine klare Unterscheidung von den in der Natur ubiquitdr vorhandenen
geradkettigen Cyg- und Cyg-Séuren (z.B. Palmitinsdure, Stearinsé‘lure)* méglich sein, um
Stérungen durch Kontamination und direkten Eintrag der verwendeten Mikroorganis-
men so gering wie moglich zu halten. Daher erschien es sinnvoll, keine geradzahligen,
sondern ungeradzahlige n-Alkane als Subsirat einzusetzen. AuBlerdem wurde ein ver-
zweigter Kohlenwassersioff (Phytan) ausgewidhlt, der einerseits nach bisher vorliegenden
Erkenntnissen schwerer abbaubar ist als n-Alkane und der andererseits Abbauprodukte
liefern sollie, die leichter als solche erkennbar sind.

£

Die Bezeichnung der offenketiigen Alkane, Alkene, Alkohole und Carbonsiuren erfolgt im weiteren
Verlauf der Arbeit mii einer vercinfachten Nomenklatur:

Cg.p bedeutet 2.B. eine geradketiige Verbindung mit 16 Kohlenstoffatomen (Methoxygruppen der Ester
und Trimethylsilylgruppen werden dabei nicht einbezogen) und ohne Doppelbindung. Falls dic Angabe
der Anzahl von Doppelbindungen fehl, handelt es sich immer um geséitigie Verbindungen. Alkylver-
zweigungen und andere Subsdtuenten sowie die Art der Stoffkiasse werden zusiizlich angegeben.
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Die verwendeten Bakterien wurden aus einem mineraldlkontaminierten Boden isoliert
und besitzen nachweislich die Fahigkeit zum Kohlenwasserstoffabbau. Nach der Be-
stimmung von H.-P. Rohns (Institut fiir Biotechnologie 3 des Forschungszentrums Jiilich)
handelt es sich um Acinetobacter junii. Die ndheren Einzelheiten der mikrobiologischen
Aspekte sind der Dissertation von Rohns (1992) zu entnehmen.
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4.1 mp-Heptadecan
4.1.1 Versuchsbedingnngen

Die Versuche wurden in drei parallelen Ansétzen mit jeweils 40 mg n-Heptadecan 99 %
der Firma Aldrich auf 100 ml Mineralmediuvm durchgefithrt. Nach massenspekirometri-
scher Analyse enthdlt die Reinsubstanz geringe Beimengungen von x-Hexadecan (n-
Cig), n-Octadecan (7-Cqg) und ldngerkettigen n-Alkanen, aber keine Olefine. Das zur
Versorgung der Mikroorganismen mit Néhrstoffen angereicherte Kulturmedium hatte

folgende Zusammensetzung:

NH;NO, 0,40¢g
MgSO4 - 7TH0 025g
KH,yPO4 025g
KoHPO4 - 3H,O 0,15¢g
Cally - 2H,0 0,04 g
Spurenelementldsung 1ml
Fe(II)-EDTA-Losung 1ml
H»O entionisiert ad 1000 ml

Die Spurenelementltsung enthielt:

Na;MoOy - 2HyO 2mg
NapB404- 10 H,0 2mg
ZnS0,4 - H)O 2mg
MnSO4 - HyO 2 mg
CuSQy4 - HyO 2mg
H,O entionisiert ad 1600 ml

Die Fe(II}-EDTA-Losung bestand auvs:

Titriplex I 9,30 g/1
FﬂSO4 6,95 gﬂ
H50 entionisiert ad 1600 mi

rarde ein C:N-Verhilinis von 100:40 eingestellt. Die Knlinren wurden bei 30 °C in-
kubiert und wihrend der gesamten Versuchsdauer auf einem Schiitteltisch in Bewegung
gehalten, Die Erlenmeyerkolben waren mit steriler Watie verschlossen, um das Eindrin-
gen von Fremdkeimen zu verhindern, Es gab keine zusétzliche Sauverstoffzufuhr. Um
-gleichzeitig den Einfluf des pH-Wertes auf die Bildung der Metaboliten studieren zu
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konnen, wurde dieser nicht wie sonst iiblich 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 Probenauibereitung

Da es sowohl freie als auch gebundene Metaboliten in wéBriger Lsung sowie in Wachs-
ester eingebundene Metaboliten abzutrennen gal, wurden unterschiedliche Methoden

der Probenaufbereiiung gewdhlt.

Zur Gewinnung der 13slichen Metaboliten wurden 50 ml des Ansatzes entnommen, mit
HCI Suprapur (Merck) angeséiuert und mit 3 x 60 ml Diethylether reinst (Merck) extra-
hiert. Nach Trocknen der organischen Phase mit NaySOy4 zur Analyse (Merck) wurde das
Lasungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Als Veresterungs- bzw. Silylierungs-
reagenz fanden Diazomethan und Silyl 991 (BSTFA-TCMS 99:1) der Firma Macherey-

Nagel Verwendung.

Zur Freisetzung gebundener Abbauprodukie aus der wiBrigen Losung wurde die andere
Hilfte des Ansatzes mit 5 g KOH Suprapur (Merck) in 50 ml destilliertern Methanol
zwei Stunden unter RiickfluB unter Stickstoffatrosphére verseift. Durch Spaltung von
Esterbindungen werden dabei Alkohole und Carboxylationen freigesetzt. Die Carboxy-
lationen lassen sich durch Ansiuern in die entsprechenden freien Séuren {iberfithren. Ex-
traktion und anschlieBende Aufarbeiiung erfolgten wie zuvor beschrieben, als Extrakti-
onsmitte] wurde jedoch destilliertes Dichlormethan stait des Diethylethers verwendet.

Die Analyse der aus dem Reaktionsmedium als FestkOrper abgetrennten Wachsester
wurde auf zwei verschiedene Arten durchgefiihrt. Zum einen wurden sie nur durch kurze
Uliraschallbehandlung in destilliertem Dichlormethan gelést und die Losung dann sofort
in den Gaschromatographen des Massenspekirometers injiziert, um die Wachsester un-
verdndert als hochrmolekulare Verbindungen analysieren zu kénnen.

Andererseits wurden die Wachsester durch Hydrolyse mit 35 ml destilliertem Methanol,
1 g KOH Suprapur (Merck) und 2 m! pentadestilliertemn HyO in die Alkohol- und S&ure-
bestandteile aufgetrennt und diese als niedermolekulare Substanzgemische analysiert.

T T
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Um Verunreinigungen durch organische Stoffe wihrend der Probenaufbereitung auszu-
schlieBen, wurde darauf geachtet, alle Gerétschaften unmittelbar vor ihrer Benutzung
mit destilliertem Dichlormethan auszuspiilen und nachzureinigen. Kommerziell erhéltli-
che Faltenfilter waren nicht sauber genug, so daf sich vor ihrer Verwendung eine Di-
chlormethan-Extraktion in einer Soxhlet-Apparatur (24 Stunden) empfahl. Blindproben
gaben dariiber hinaus Hinweise auf mogliche Kontaminationen durch die bendtigten
Chemikalien. In vielen Fillen war daher die Verwendung reinster Qualitdten oder eine

Vorreinigung erforderlich.

4.1.3 Bedingungen fiir die instrumentelle Analytik

Die Identifizierung der aus dem Reaktionsmedium nach dem mikrobiellen Abbau isolier-
ten Verbindungen erfolgte ausschlieBlich aufgrund von GC/MS-Daten. Dabei konnte
nicht mit Einzelionenerfassung gearbeitet werden, sondern es muBten stets komplette
Massenspektren aufgenommen werden. Zur Auswertung der Produktverteilung diente
erginzend die Anfertigung von Massenchromatogramimen ausgewdhlter Schiiisselbruch-
stiicke, Alle Messungen, mit Ausnahme der der Reinsubstanzen und der unverseifien

Wachsester, wurden unter folgenden analytischen Bedingungen durchgefiihrt:

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160

Quarzkapillarsdule: CP-5il 5 CB
Lénge: 50m
Innendurchmesser: 4,25 mm
AuBendurchmesser: 8,39 mm
Belegungsdicke: 0,25 xm

Trégergas: Helium

Temperaturprogramm
Starttemperatur: 110 °C
Aufheizrate: 3 °C/min
Endtemperatur: 320 °C

Haltezeit: 28 min

Kaltaufgabesystem Gerstel
.- Temperaturprogramm
Aufgabetemperatur: -48°C
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Haltezeit: 30's
Autheizrate: 10 °Cfs
Haltetemperatur: 350 °C
Haltezeit: 90 s

Splitlos

Massenspektrometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on-line-Datensysiem
lonisierungsenergie: 70 eV
Quellentemperatur: 220 °C
Massenbereich: m/z 45-900
Zykluszeit: 2,3 s/Dekade

Fir die Analyse der Reinsubstanzen und der unverseiften Wachsester wurde eine kiir-
zere Sdule (10 m) verwendet und dementsprechend ein anderes Temperaturprogramm
gefahren.

Quarzkapillarsdule HP U#2
Lénge: 10m
Innendurchmesser: 0,32 mm
AuBendurchmesser: 0,40 mm
Belegungsdicke: 0,22 gm

Temperaturprogramm
| Starttemperatur: 110 °C
. Autheizrate: 8 °C/min
Endtemperatur: 320°C

y

[ P 1 R e




4.1.4 Ergebnisse
Nach 5 Tagen
Freler Extrakt

Als ersie Abbauprodukte traten im freien Exirakt nach fiinf Tagen die Cy7.0-Sdure, die
durch S-Oxidation aus dieser entstandene Cjs.¢-Sdure und, mengenméBig dominierend,
das Cy7.1-Olefin als einfach ungesitiigte Verbindung auf (Abb. 4.1.3.1-4.1.3.5).
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Abb. 4.1.3.1: Totalionensiromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des Hepiadecan-Abbaus nach 5
Tagen
(2: Kontamination (u.a. 2,6-Di-tert-buiyl-4-methylphenol aus Ether), 3: Dodecancarbonsduremethylester,
5: Hexadecan, 7: Kontamination (p-Toluolsulfonssure-N-methylamid aus Diazomethanherstellung), 9:
Heptadecen, 11: Heptadecan, 15: Pentadecancarbonsiuremethylesier, 17: Kontamination (Phthalat), 20:
Hexadecencarbonsiuremethylester, 21: Hexadecancarbonsiuremetiylester, 22: Kontamination (Phtha-
lat), 26: Hepiadecancarbonsiuremethylester, 31: Octadecencarbonséuremethylester, 32: Cctadecancar-

bonsduremethylester).

249

Abb. 4.1.3.2: Massenspektrum von Heptadecan.
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Abb. 4.1.3.3.: Massenspekirum von Hepiadecen.
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Abb. 4.1.3.4.: Massenspekirum von Heptadecancarbonsdure als Methylester,
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Abb, 4.1.3,5: Massenspekirum von Pentadecancarbonsiure als Methylester.

Alle anderen Substanzen im Totalionenstromchromatogramm des freien Exirakis (Abb.
4.1.3.1) sind nicht durch mikrobielle Degradation des Heptadecans entstanden. Da aus

einemn Cq7-n-Alkan beim Abbau keine Cyg-Sdure gebildet werden kann, sind die Cyg.p-
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entweder als Kontamination eingeschle
bei ihnen um Bakterieninhaltsstoffe. Aus einem ungeradzahligen n-Alkan lassen sich
nicht ohne weiteres geradzahlige Sduren generieren, so daB die homologe Reihe der ge-
radzéhh‘gen Séuren mit Cyq.g-Slure, Cyp.0-Sture, Cyy.¢-Sdure (liegt unter dem Cq7,9-Al-

kan), Cyg.0-Saure und Cyg.1-Siure ebenfalls als Kontamination oder Bakterieninhalts-
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stoff zu werten ist. Das Cyg-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 weiteren Text aber nicht mehr explizit erwihnt.

Verseifier Extrakt

Der zu verseifende Anteil der Probe wurde erst nach fast sechs Monaten aufgearbeitet, =
nachdem er zwar wihrend der gesamten Zeit im Kithlschrank gestanden hatte, aber nicht .
angesduert 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 Cy7.9- und die Cy5.¢-S8ure, die in gleicher Kon-
zeniration vorliegen. Die Cyq.4-Sdure {Abb 4.1.3.7) witt demgegeniiber in ihrer Bedeu-
tung etwas zuriick. Charakieristisch fiir die veresterten geséttigten aliphatischen Mono-
carbonsduren ist die Bildung des Fragmentions m/z 74 bet der i:nassenspektrometﬁschen
Analyse, das durch Umlagerung eines y-stdndigen Wasserstoffatoms bei der S-Spaltung
entsteht, Im Zuge dieser Reaktion, der sogenannien McLafferty-Umlagerung, kommt es
zu einer Wasserstoff-Ubertragung in einer sechsgliedrigen Ubergangskonfiguration
(Abb. 4.1.3.8). Das Massenchromatogramm der Spur m/z 74, mit der die gesamte Reihe
der genannten Monocarbonsduren gleichzeitig und spezifisch erfat werden kann, ist in

Abb. 4.1.3.9 dargestellt.

Daneben gibt es eine hom
und 15 Kohlenstoffatomen, die durch sekundére Oxidation aus n-Carbonsiuren gebildet
werden. Charakteristisch fiir die methylierien und irimethylsilylierten Derivate ist das

Fragmention m/z 175 (Abb. 4.1.3.9-4.1.3.12).

Eine weitere Substanz kann aufgrund des Massenspekirums (Abb. 4.1.3.13) entweder
eine Methyl-Cy5-Sdure oder eine Keto-Cyy-Sdure sein, da beide dieselbe Fragmentierung
aufweisen, sofern sich, wie in diesern Fall, der Substituent nicht in der Ndhe der Car- |
boxyigruppe befindet. Aufgrund der gaschromatographischen Retentionszeit in der Mitte
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zwischen n-Cq7- und n-Cyg-Sdure ist das Vorliegen einer methylverzweigien Cqy-Sdure

wahrscheinlicher.

Ci6- und Cyg-Sdure sind ebenfalls vorhanden, wie im unverseiften Extrakt, aber auch

hier nicht als Abbauprodukte zu betrachten.
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Abb. 4.1.3.6: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseifien Extrakts des Heptadecan-Abbaus
nach 5 Tagen

(8: p-Trimethyksiloxynndecancarbonsinremethylester, 11: Heptadecan, 15: Pentadecancarbonsiureme-
thylester, 18: S-Trimethylsiloxytridecancarhonséuremethylesier, 21: Hexadecancarbonsiuremethylesier,
25. Heptadecencarbonsiduremethylester, 26: Hepiadecancarbonsduremethylester, 27: S-Trimethylsiloxy-

peniadecancarbonsiuremethylester, 28: Methytheptadecancarbonsiuremethylester, 32: Cctadecancar--

bonsduremethylester).

Abb, 4.1.3.7: Massenspektrum von Hepiadecencarbonsiure als Methylester.
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Abb, 4,1.3.8: Bildung des Fragmentions m/z 74 durch McLafferiy-Umlagerung bei der B-Spaliung.
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Abb. 4.1.3.9: Totalionensiromchromatogrami (TIC) und Massenchromatogramme der charakieristischen
Fragmentionen fiir geséttigte aliphatische Monocarbonséuren als Methylester (m/z 74) und B-Hydroxy-
carbonsduren als Methylester-TMS-ether (m/z 175).

{8: S-Trimethylsitoxyundecancarbonsiuremethylester, 15: Pentadecancarbonsiuremethylester, 18: f-Tri-
methylsiloxyiridecancarbonsiuremethylester, 21: Hexadecancarbonsiuremethylester, 26: Heptadecancar-
bonsduremethylester, 27: S-Trimethyisiloxypentadecancarbonsauremethylester, 32: Octadecancarbonsiu-

remethylesier).

Abb. 4.1.3.10: Charakteristisches Fragmention m/z 175 fir B-Hydroxycarbonsiuren als Methylester-TMS-
-ether. e
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Kohlenstofi- Mt M-15 M-47 M-73  Schiiissel-
zahl fragment
11 288 273 241 215 175
13 316 301 269 243 175
135 344 320 297 271 175

Abb. 4.1.3.11: Wichtigste Jonen in den Massenspekiren der ungeradzahligen f-Hydroxycarbonsduren als
Meihylester-ThiS-ether.
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Abb. 4.1.3.12: Massenspektrum von $-Hydroxypentadecancarbonsiure als Methylester-TMS-ether.
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Abb. 4.1.3.13: Massenspekirum von Methylheptadecancarbonsiure als Methylester (ideniifiziert aufgrund
des Fragmeniierungsmusters und der gaschromatographischen Retentionszeit).

Nach 25 Tagen
Freier Extrakt

Im freien Extrakt lieBen sich nach fiinfundzwanzig Tagen auBer den schon in der ersten -
- Probe beobachieten Metaboliten keine neuen Degradationsprodukte nachweisen, Un-
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terschiede bestehen lediglich in einem geringfiigig hdheren Anteil der Cq7.0-Sdure an der
gesamten SHureverteilung. Im Vergleich zur Konzentration des umgesetzten Aus-
gangsprodukts ist diese Zunahme jedoch sehr klein, Die Ursache fiir den niedrigen Ge-
halt an freier Cy7.(-Sdure ist vermutlich ihr Einbau in die schon nach wenigen Tagen als
gelb-orange gefirbtes Aggregat im Probengef4B schwimmenden Wachsester (siehe Seite
53). Auch in dieser Probe dominiert unter den freien Metaboliten das n-Cy7.1-Alken.

Verseifter Bxtraks

Der verseifie Exirakt enthélt nur geringe Mengen an Cq7.g-Séure, wesentlich weniger als
die unverseifte Probe. Auch das Cy7.9-Alken liegt nur noch in geringer Konzentration

VOr.

Stattdessen fritt eine Vielzahl von Verbindungen auf, fiir die der Basispeak m/z 59 cha-
rakieristisch ist, die jedoch nicht identifiziert werden konnten. Es handelt sich mogh-

cherweise um Kontaminationen.

Der weitere Abbau der primér gebildeten Cy7.o-S8ure ist zu diesem Zeitpunkt entweder
schon so weit fortgeschritten, daf niedrigmolekulare S&uren entstanden sind, die sich
dem gaschromatographisch/massenspekirometrischen Nachweis enizogen haben, oder es
hat in erster Linie ein Einbau der Metaboliten in die Wachsester statigefunden.

Nach 53 Tagen

Freier Extrakt
Nach drefundfiinfzig Tagen lassen sich im freien Extrakt mit Ausnahme des Ci7.1-Alkens

keine Abbauprodukte nachweisen (Abb 4.1.3.14). Die betréichtliche Menge an 12-Hy-
droxy-Cyg.0-Siure (Abb. 4.1.3.15) stammt wahrscheinlich aus den Bakterien selbst. Das
- gesamte Verteilungsmuster deutet darauf hin, dafl gleichzeitig sowohl ein vollstdndiger
- Abbau der sauerstoffhaltigen priméren Metabaoliten zu CO; und HyO 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 Ausgangsproduki, denn dieses liegt immer
noch in erheblicher Konzentration vor.
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Abb, 4.1.3.14: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakis des Heptadecan-Abbaus nach

53 Tagen

(2: Kontamination (u.a. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), $: Heptadecen, 10: Kontamination
{wie 2, aber silyliert), 11: Hepiadecan, 16: Kontamination {(Phyian), 21: Hexadecancarbonsjuremethyl-
esier, 22: Kontamination (Phthalat), 32: Cctadecancarbonsiuremethylester, 37: 12-Trimethylsiloxyocta-
decancarbonsiuremethylesier).
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AbD. 4,5.3.15: Massenspekirum von 12-Hydroxyoctadecancarbonsdure als Methylester-ThiS-ether.
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Verseifier Extrakt

Im verseiften Extrakt sind nur wenige Abbauprodukie zu finden (Abb. 4.1.3.16). Es sind
dies neben dem Cy7.q-Alken die Cys.o- und die Cyy,0-Séure. Im niedrigmolekularen Be-
reich eluieren auBerdem zwei unbekannte Verbindungen mit Basispeak m/z 73 und Mo-
lekiilionen der Massen m/z 308 bzw. m/z 324. Die 12-Hydroxy-Cig.g-Séure tritt ebenfalls
auf, allerdings in geringerer Relativkonzentration als im unverseiften Extrakt.
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Abb. £4,1.3,16: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseifien Extrakis des Hepiadecan-Abbaus

nach 53 Tagen

(2: Kontaminatior (u.a. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 3: Dodecancarbonsiuremethylester,
9: Hepiadecen, 10: Kontamination (wie 2, aber silyliert), 11: Hepiadecan, 12: Tetradecancarbonsiure-
methylester, 15: Pentadecancarbonsfuremethylesier, 16: Kontamination (Phytan), 17: Kontamination
(Phithalat), 19: 2-Methylpentadecancarbonséuremetiiylester, 21: Hexadecancarbonsauremethylester, 22:
Kontamination (Phthalat), 24: 2-Methylhexadecancarbonsiuremethylester, 26: Heptadecancarbonsiu-
remethylesier, 30: 2-Methylhepiadecancarbonsguremethylester, 32: Ociadecancarbonsiuremethylester,
35: 2-Methyloctadecancarbonsburemethylester, 37: 12-Trimethylsiloxyoctadecancarbonsfiuremethylester).

Arndhernd gleiche Konzentration wie die Cy7.¢-Sdure und die 12-Hydroxy-Cig.g-Sdure
weist eine Reihe homologer Verbindungen auf, bei denen es sich nach der massenspek-
trometrischen Fragmentierung sowoll um 2-Methyl- als auch um 2-Keto-Sfiuren handeln
konnte, da beide dasselbe Fragmentierungsmuster besitzen. Aufgrund der relativen Re-
tentionszeit wird das Vorliegen von methylverzweigten Sduren jedoch favorisiert. Die
Sauren enthalien 16, 17 und 18 Kohlenstoffatome und zeichnen sich durch Fragmentic-
nen der Massen m/z 88 und m/z 101 aus (Abb. 4.1.3.17).
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Abb. 4.1.3.17: Massenchromaiogramme der charakteristischen Fragmeniionen fiir gesitiigie aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsfuren ais Methylester (in/z 88)

(3: Dodecancarbonsduremethyiester, 12: Teiradecancarbonsivremethylesier, 15: Pentadecancarbonsiu-
remethylester, 19 2-Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 21: Hexzadecancarbonsiuremethylester,
24: 2-Methylhezadecancarbonsiuremethylesier, 26: Heptadecancarbonsiuremethylester, 30: 2-Methyl-
heptadecancarbonsiursmethylester, 32: Ccladecancarbonsiuremethylesier, 35: 2-Methyloctadecancar-
bonsduremethylester).

Auch bei dieser Probe 146t sich nicht ohne weiteres entscheiden, welcher Anteil des
Substrats veratmet und welcher Anteil der Abbauprodukie in die Wachsester eingebaut
wurde, da infolge der Konsistenz und schiechten Loslichkeit eine Quantifizierung nicht
durchgefiithrt wurde.

Wachsester

Bereits nach wenigen Tagen traten in allen Proben gelb-orange gefirbie Aggregate auf,
die durch GC/MS-Analysen als Wachsester identifiziert wurden. In den Wachsesterag-
gregaten waren wegen ihrer Lipophilie auch gréfiere Mengen an niedermolekularen or-
ganischen Substanzen eingeschlossen. Dabei handelte es sich sowohl um einen Teil der
Ausgangssubstanz als auch um Metaboliten. i '
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Unverseifte Wachsester

Die unverseiften Wachsester enthalten neben dominierenden niedermolekularen Kom-
ponenten wie dem Cq7.4-Olefin, den freien Cis.9- und Cy7.0-Sduren sowie der freien
Cy7.1-Sure nur wenige héhermolekulare Bestandtieile, die eindeutig dem Cy7-Substrat
zugeordnet werden kdnnen. Es sind dies Cys.o-Sdure-C;7.g-Alkohol-Ester, Cyy.¢-Sdure-
Ci7.0-Alkohol-Ester und Cy7.1-Sdure-Cy7.g-Alkohol-Ester (Abb. 4.1.3.18-4.1.3.20), zu-
dem einige Substanzen, die wegen ihrer um 40-50 u hoheren Molekiilmassen als Cqp-
Alkohol-Cy~-Séure-Ester mit zusitzlichen Substituenien angesehen werden, bei denen es
sich beispielsweise um OH- oder OCHj;-Gruppen handeln kénnte. Eine Strukturauf-
kldrung war wegen des zu geringen Signal/Rausch-Verhilinisses der Spektren nicht mog-
lich. Insgesamt waren die Wachsester wegen ihrer geringen Loslichkeit bei der Analyse
gegeniiber den okkludierten niedermolekularen Begleitsubstanzen unterreprisentiert.

Die geringe Loslichkeit der Wachsesier deutet ebenfalls darauf hin, da auch hoher 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. Hydroxycarbonsduren), erscheint dies durchaus méglich. Diese hoch-
molekularen Substanzen haben sich jedoch einer direkten Analyse im unverseiften Zu-

s o themr ey gemeagen T Aol it 21m i3 ] 1
stand wegen ihrer zu geringen LOskchkeit und Fliichtigkeit entzogen.
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Abb, 4.1.3.18: Massenspektrum des Wachsesters aus C, 5.o-Carbonsdure und C;4.5-Alkohol.
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* Abb, 4.1.3.19: Massenspekirum des Wachsesters aus Cy;.4-Carbonséure und C,4,4-Alkohol.
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Abb. 4.1.3.20: Massenspektrum des Wachsesters aus C;,.,-Carbonsiure und C;44-Alkohol

Verseifte Wachsester

Die verseiften Wachsester zeigen ein recht breites Spektrum von Abbauprodukten
(Abb. 4.1.3.21).

Ausgehend von dem Cyy.0-Alkohol (Abb. 4.1.3.22) als dem vermutlich ersten Abbaupro-
dukt hat sich durch Oxidation zunéchst die Cyv.o-Sure gebildet und aus dieser durch
schrittweise $-Oxidation dann eine homologe Reihe ungeradzahiiger Sduren bis hinunter
zur Cyq.g-S8ure. Daneben entstand aber auch die einfach ungeséttigte Cy7.4-Sdure. Do-
minierend in der gesamten Sdureverteilung sind die in annéhernd gleicher, relativ hoher

Konzentration vorliegenden Cy7.g-, Cy7.1- und Cys5.9-Séuren.

Die p-Hydroxysduren sind die erste Stufe der sekundéren Oxidation der zunéchst gebil-
deten Carbonsduren auf dem Weg zur (weiteren) Kettenverkiirzung, Die nachfolgende
Oxidationsstufe, die Ketocarbonsiuren, lassen sich dagegen nicht fassen, da sie spontan
Kohlendioxid abspalien. Auch bei den g-Hydroxycarbonsduren existiert eine homologe
Reihe, die die f-Hydroxy-Cy7,0-Séure (Abb. 4.1.3.23) und die durch Kettenabbau aus
dieser ‘entstandenen S-Hydroxy-Cis.g .,B-Hydroxy-clg,:g— und B-Hydroxy-Cyq.g-Sduren
umfaBt. Die Konzentrationen der Hydroxysduren nehmen mit abnehmender Kettenlidnge
zu. Das Massenchromatogramm des fiir B-Hydroxy-Sduren als Methylester-TMS-ether
typischen Fragmentions in/z 175 ist Abb. 4.1.3.24 zu entnehmen.

Die 3-Methoxysduren, ebenfalls eine homologe Reihe mit Ci1.0- Ciz0- Ciso- und
Ci7.0-Sdure (Abb. 4.1.3.25), komnten eventuell wihrend der Veresterung der -
Hydroxysduren durch gleichzeitige Methylierung der Hydroxygruppe entstanden sein. Es
ist allerdings nicht auszuschlieSen, daf dieser Proze8 auch in den Organismen stattfindet.
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Massenspektrometrische Daten zur Fragmentierung der 3-Methoxycarbonsduren als 3-
Methoxycarbonsduremethylester 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-Cy7.¢-Sdure und 2-Methyl- oder 2-Keto-Cq7.1-Séure représentieren
eine andere Klasse von Metaboliten.

Die geradzahligen S#uren sind wohl {vorwiegend) als Kontaminationen oder Eintrag aus

der Biomasse der Mikroorganismen zu sehen.
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Abb. 4.1.3.21: Towlionenstromchromatogramm (TIC) der verseifien Wachsester

{1: Undecancarbonsiuremethylester, 3: Dodecancarbonsiuremethylester, & 3-Methoxyundecancarbon-
sduremethylester, 5: Hexadecan, 6; Tridecancarbonsiuremethylester, 8: f-Trimethylsiloxyundecancarbon-
sguremethylester, 9: Heptadecen, 11: Heptadecan, 13: 3-Methoxytridecancarbonsduremethylester, 14
Pentadecencarbonsiuremethylester, 15; Pentadecancarbonsiuremethylester, 18: S-Trimethylsiloxytride-
cancarbonséuremethylester, 21: Hexadecancarbonsiuremethylester, 23: 3-Methoxypentadecancarbon-
sturemethylester, 25: Heptadecencarbonséuremethylester, 26: Heptadecancarbonsiuremethylester, 27: §-
Trimethylsiloxypentadecancarbonsduremethylester, 28: Methylheptadecancarbonsiduremethylesier, 28
Heptadecanolirimethylsilylether, 32: Octadecancarbonsiuremethylester, 33: 3-Methozyheptadecan-
carbonsiuremethylester, 34: 2- Methylheptadecencarbonsauremethyleste:, 36: ﬁ—Trnnethy]sﬂoxyheptade-

cancarbonsiuremethylesier).
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Abb. 4,1.3.23; Massenspektrum von S-Hydroxyheptadecancarbonsiaure als Methylester-TMS-ether.
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Abb. 4.1.3.25; Massenspektrum von 3-Methoxyhepiadecancarbonséure als Metihylester.
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Abb, 4,1.3.26: Wichtigste lonen in den Massenspekire

- sduren als Methylesier.

n der ungeradzahligen (Cyy-Cy7) 3-Methoxycarbon- -
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Abb. 4.1,3,24: Towalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramme der charakteristi-
schen Fragmentionen fiir gesdttigte aliphatische Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74), fiir 3-Meth-
oxycarbonsiuren als Methylester (m/z 117) und fir f-Hydroxycarbonsduren als Methylester-TMS-cther
{m/z 175)
(1: Undecancarbonsauremethylester, 3: Dodecancarbonsiuremethylester, 4: 3-Methoxyundecancarbon-
sduremethylester, 5: Hexadecan, 6: Tridecancarbonsiuremethylester, 8: S-Trimethylsiloxyundecancarbon-
siuremethylester, 9 Hepiadecen, 11: Heptadecan, 13: 3-Methoxytridecancarbonsiuremethylester, 14:
Pentadecencarbonsiuremethylester, 15: Pentadecancarbonsiuremethylester, 18: S-Trimethylsiloxytride-
cancarbonsiuremethylester, 21: Hexadecancarbonsiuremethylester, 23: 3-Methoxypentadecancarbonsdu-
remethylesier, 25: Hepiadecencarbonsiuremethylesier, 26: Hepiadecancarbonsduremsihylesier, 27 £-
Trimethylsiloxypentadecancarbonsiuremethylester, 28: Methylheptadecancarbonsiuremethylester, 2%:
Heptadecanolirimethylsilylether, 32: Octadecancarbonsiuremethylester, 33: 3-Methoxyheptadecancar-

bonsiuremethylester, 34: 2-Methylhepiadecencarbonsiuremethylester, 36: B-Trimethylsiloxyheptadecan-

carbons&ure_methy_lester).
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4.2 n-Heneicosan
4.2.1 Versuchshedingungen

Es wurden zwei Versuchsreihen (A und B) zum Abbau von #-Heneicosan (approx. 99 %)
der Firma Sigma durchgefiihrt.

Versuchsreihe A bestand aus sieben paraliclen Ansétzen mit je 20 mg Heneicosan auf
100 ml Mineralmedium der unter 4.1.1 (siche Seite 40) angegebenen Zusammensetzung,
Die Kuituren mit Acinetobacter junii wurden bei Raumtemperatur (20 °C) inkubiert. Die
erste Probe wurde nach fiinf Tagen genommen, die darauffolgenden jeweils im Abstand
von zwei Tagen, so daB sich diese Versuchsreihe iiber einen Zeijtraum von insgesamt

achtzehn Tagen erstreckte.

Versuchsreihe B umfaBte zwei parallele Ansétze mit ebenfalls 20 mg Heneicosan auf 100
ml Mineralmedium. Die Inkubationstemperatur war wegen der schlechten Loslichkeit
bzw. Suspendierbarkeit des Heneicosans auf 30 °C erhtsht worden. Die Probennahme
erfolgte nach dreiBig Tagen und nach dreiundsiebzig Tagen.

Das n-Heneicosan enthéllt nach massenspektrometrischen Daten geringe Anteile von

pL & 3 i L AIER SN,

Alkanen, vor allem von #-Cy, n-C13 und #-Cyg, sowie vier Isomere von C,;-Ketonen.

Die Probenaufbereitung und die Analyse der Proben erfolgten wie unter 4.1.2 (s1ehe
Seite 41) uud 4.1.3 (siche Seite. 42) bescnneben

4.2.2 Hrgebnisse

- Versuchsreihe A
Innerhalb dieser Versuchsreihe war bei der langsten Versuqhsdauer (17 Tage) scﬂ_;st im
verseiften Extrakt nur wenig Umsatz zu verzeichnen (Abb. 4.2.2.1). Es wurden in relativ

geringer Konzentration zahlreiche stirker abgebaute Verbindungen, insbesondere
Sduren, Hydroxysduren und Alkohole, nachgewiesen. - L

Die gesattigten ungeradzahligen Sduren bilden eine homologe Reihe, die von Cgq Lber
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Ci1:0- Ci3:00 Cys:0 und Cy7.0 bis zu Cyg. reicht. AuBerdem treten als einfach ungeséttigte
Séuren die Cy7.1- und die Cyg.1-Séure auf,

Dariiber hinaus gibt es eine Vielzahl von Hydroxycarbonsduren. Von diesen konnten je-
doch nur die a-Hydroxy-Cyg.g-Sdure und die f-Hydroxy-Cqo.q-Séure identifiziert werden,
die anderen Spekiren lieBen keine exakte Bestimmung zu.
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Abb. 4.2.2.1: Totalionenstromchromatogramm {TIC) des verscifien Fxirakts des Heneicosan-Abbaus aus
der Versuchsreihe A pach 17 Tagen

(1: 3-Methoxzyheptancarbonsiuremethylester, 2: Nonancarbonsiuremethylester + Koniamination (Ben-
zothiazol), 3 6-Trimethylsiloxyheptancarbonsiuremethylester, 4: Trimethylsiloxycarbonsiuremethyl-
ester?, 5: Decancarbonsiuremethylesier, & Trimethylsiloxycarbonsiuremethylesier?, 7: Trimethyl-
siloxycarbonsiuremethylester? (homolog zu 6), 8 Undecancarbonsiureincthyiester, 9 Kontamination
(Phthalsiursdimethylester), 11: unbekannt (m/z 245,201,106,89,73,55,45 BP), 13: Koniamination (2,6-Di-
tert-butyl-4-methyiphenol avs Ether), 14: Kontamination: (p-Toluolsulfonsdurecthylester aus Diazo-
methanherstellung), 15: Dodecancarbonsiuremethylester, 170 o-Trimethylsiloxydecancarbonsaureme-
thylester, 18: unbekannt (m/z 278,263,215,73 BP), 1%: Koniamination (2-(Methylthio)-benzothiazol), 20:
Dodecanoltrimethylsilylether, 22: Tridecancarbonsanremethylester, 23: unbekannt (m/z 350,262,73 BP),
24: Kontamination (p-Toluolsulfonsiure-N-ethylmethylamid aus Diazomethanherstellung), 25: #-Hepia-
decan, 26: Tetradecancarbonsivremethylesier, 27: f-Trimethylsiloxydodecancarbonsiuremethylesier, 29:
Tetradecanoltrimethylsilylether, 31: n-Octadecan, 32: Pentadecancarbonsiuremethylesier, 33: Konta-
mination (Phthatat), 36: n-Nonadecan, 37: Hexadecancarbonsduremethylesier, 38 Kontamination
(Phthalat), 39: Hexadecanolarimethylsilylether, 41: Heptadecencarbonsiuremethylesier, 43: Heptade-
cancarbonsiduremethylesier, 45: n-Heneicosen, 46; Cctadecencarbonsiuremethylester, 47: n-Heneicosan,
50: Octadecanolirimethylsilylether, 52: Nonadecencarbonsiuremethylester, 54: Nonadecancarbonsure-
methylester, 55: Trimethylsiloxycarbonsduremethylester, 57: unbekannt (m/z 155,141,127,113,85,71,57
BP}, 58 Heneicosanone, 63: Henefcosenoltrimethylksilylether, 64: Heneicosanolirime thylsilylether).

L33 Jy o4 AN L LA LAWYy Wafr A SbrilnrAnesor

Da neben diesen geradzahligen Hydroxycarbonséuren auch geradzahlige Alkohole vor-
kommen, stellt sich die Frage, ob wegen der schiechten Laslichkeii des Heneicosans
eventuell ein anderer Abbauweg eingeschlagen wurde {@-Oxidation?) oder ob es sich bei
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diesen Verbindungen doch nur um Kontaminationen handelt.

Versuchsreine B
Nach 3¢ Tagen
Freier Exiraks

Im freien Exirakt lassen sich nur Cysg- und Cis-Sdure und Cyq.q-Alken als
Abbauprodukte nachweisen und auch sie nur in sehr geringer Konzentration (Abb.

42.22).
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Abb. 4.2.2.2: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des freien Exirakis des Heneicosan-Abbaus aus der
Versuchsreihe B nach 30 Tagen '
(13: Kontemination (u.a. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 14: Kontamination (p-Tolwolsul-
fonsdureethylester aus Diazomethanherstellung), 26: Tetradecancarbonsiuremethylesier, 32: Pen-
tadecancarbonsiuremethylester, 33: Kontaminaton (Phthalat), 37: Hexadecancarbonsdnremethylester,
38: Kontamination (Phthalat), 43: Heptadecancarbonsiuremethylester, 45: n-Heneicosen, 47: n-Heneico-

san, 48: Octadecancarbonsiuremethylester).
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Verseifter Exirakt

Im Gegensatz zum freien Exirakt enthdlt der verseifte ein etwas breiteres Spektrum an
Metaboliten (Abb. 4.2.2.3). So lie sich neben den normajen Fettsduren eine Reihe von
Sduren verzweigter Alkane nachweisen. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, daB es sich
bei diesen iso-Sauren um Bakterieninhaltsstoffe handelt und nicht um Abbauprodukte
des Heneicosans. Nach derzeitigem Kenntnisstand gibt es zumindest keine Anhals-
punkie fiir die Bildung von iso-Sduren wihrend des Degradationsprozesses. Thre massen-
speldrometrische Fragmentierung unterscheidet sich nicht von der der normalen Feii-
séuren. Sie haben allerdings wegen ihrer Kettenverzweigung bei gleicher Kohlenstoffzahi
kiirzere Retentionszeiten als die n-Carbonsiuren.
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Abb. 4.2.2.3: Totalionenstromchromatogramsm (TIC) des verseifien Extrakis des Heneicosan-Abbaus aus

der Versuchsreihe B nach 30 Tagen

(15: Dodecancarbonsiduremethylester, 22: Tridecancarbonsiuremethylesier + Kontamination {N-Methyl-
toluolsulfonamid), 26: Tetradecancarbonsiuremeihylester, 30: isc-Pentadecancarbonsiuremethylester,
32: Pentadecancarbonsiuremethylesier, 33: Kortaminaton (Phthalat), 35: Hexadecencarbon-
siuremethylester, 37: Hexadecancarbonsiuremethylester, 38: Kontamination (Phthalat), 40: iso-
Heptadecancarbonsiuremethylester, 410 Hepiadecencarbonsduremethylesier, 43: Heptadecancarbon-
sfiuremethylesier, 44: iso-Octadecancarbonsiuremethylester, 46 Octadecencarbonsfiuremethylester, 47:
n-Heneicosan, 48: Of‘tadecancarbonsauremethylester 49 zso-Nonadecancarbonsauremethylester 52

N0nadecencarbonsauremethylester)
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Nach 73 Tagen
Freier Extrakt

Das Totalionenstromchromatogramn des freien Extrakts (Abb. 4.2.2.4) zeigt recht deut-
lich, da8 nach dreiundsiebzig Tagen nur noch sehr wenig Heneicosan vorhanden war.
Abbauprodukte lieBen sich allerdings kaum nachweisen. Daher ist zu vermuten, daB nur
ein kleiner Teil des Heneicosans mikrobiell abgebaut wurde und die Konzentration der
entstandenen Metaboliten infolgedessen unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Der gré-
Bere Teil des Substrats wurde wahrscheinlich von den Wachsestern adsorbiert oder ein-
geschlossen und somit weiterem Abbau entzogen. Dadurch LieBe sich zumindest der
recht hohe Gehalt an #n-Cy;-Alkan bei der Aufarbeitung und Analyse der Wachsester er-

Kldren.
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Abb, 4.2.2.4: Towlionenstromchromatogramm (TIC) des freien Extrakts des Hencicosan-Abbaus aus der

Versuchsreihe B nach 73 Tagen

(13: Kontaminaton (u.a. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 26: Tetradecancarbon-
séuremethylester, 37: Hexadecancarbonsduremethylesier, 38: Kontamination (Phthalat), 46: Cctadecen-
carbonsiuremethylester, 47. n-Heneicosan, 48: Octadecancarbonsduremethylester, 59: Eicosencarbon-

sduremethylester, 60:; Eicosancarbonsiduremethylesier). * -

Verseifter Exirakt

Auch im verseiften Dxtrakt 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 Griinden 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
(13: Kontamination (u.a. 2,6 Di-tert-butyl-4-methylphenol aus Ether), 14: Kontamination (p-Tololsulfon-

siureethylester aus Diazomethanhersiellung), 16: S-Trimethylsiloxydecancarbonsiuremethylester, 26:
Tetradecancarbonséuremethylester, 27: f-Trimethylsiloxydodecancarbonsiuremethylester, 28: a-Trime-
thylsiloxydodecancarbonsauremethylester, 30: iso-Pentadecancarbonséuremethylester, 32: Pernitadecan-
carbonsduremethylester, 37: Hexadecancarbonsiuremethylester, 38: Kontamination (Phthalat), 43:
Heptadecancarbonsiuremethylesier, 46: Ceiadecencarbonsiuremethylesier, 47: n-Heneicosan, 48: Qcta-

decancarbonszuremethylester). :

Wachsesier

Die Analysenergebmisse der verseifien Wachsester sprechen dafiir, daB das Heneicosan
auch nach dreiundsiebzig Tagen nur in sehr begrenziem Umfang von den Mikro-
organismen veratmet wurde. Das eingesetzte Subsirat ist noch immer so reichlich vor-
handen, daB die Konzentrationen der Degradationsprodukte lediglich in der Grofien-

ordnung der Verunreinigungen der Reinsubstanz liegen.

_ Es sei nochmals daran erinnert, daB n-Alkane und Ketone als Kontaminationen des Hen-

eicosans eingeschleppt wurden.
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Angesichts der Tatsache, dafl es sich bei den iso-Sduren wohl weniger um Abbau-
produkte, sondern vielmehr um durch Hydrolyse freigesetzte Bakterieninhaltsstoffe
handelt, bleiben als Metaboliten neben den unbekannten Verbindungen letztlich nur die

n-Alkanséuren.
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aus der Versuchsreihe B
(5: Decancarbonsiuremethylester, 8: Undecancarbonsiuremethylester, 10; unbekannt (m/z 153,103

BP,74,71,69), 12: Kontamination (2,4-Di-tert-butylphenol), 14: Kontamination (p-Toluolsulfonsiure-
ethylester aus Diszomethanhersiellung), 15: Dodecancarbonsiuremethylester, 21: Kontamination (p-
Toluolsulfonsiure-N-methylamid aus Diazomethanhersteliong), 22: Tridecancarbonsiuremethylester, 25:
n-Heptadecan, 26: Tetradecancarbonsfuremethylester, 30: iso-Pentadecancarbonsiuremethylester, 31: n-
Octadecan, 32: Pentadecancarbonsiuremethylester, 34: iso-Hezadecancarbonsiuremethylester, 35: Hexa-
decencarbonsiiuremethylesier, 36: n-Nonadecan, 37 Hexadecancarbonsiuremethylester, 38: Konta-
mination (Phthalat), 41: Hepiadecencarbonsduremethylester, 42: n-Eicosan, 43: Heptadecancar-
bonséuremethylester, 44: iso-Cetadecancarbonsiuremethylester, 47: n-Heneicosan, 48: Cctadecancarbon-
sdpremethylester, 49: iso-Nonadecancarbonsiuremethylester, 51: unbekannt (m/z 278,111,97,83,69,55
BP), 53: iso-Docosan, 54 Nonadecancarponsiuremethylester, 56: n-Docosan, 58: Heneicosanone, 61: #-
Tricosan, 62: Heneicosancarbonsduremethylester).
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43 2,6,18,14-Tetramethylkexadecan (Phytan)
4£.3.1 Versuchshedingungen

Informationen iiber das Biodegradationsverhalten von 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan
puriss. der Firma Roth sollten zwei Versuchsreihen geben. Fiir beide Experimente wur-
den Kulturen von Acinetobacter junii verwendet und bei 30 °C inkubiert. Unterschiede
bestanden lediglich hinsichtlich der Dosierung der Reinsubstanz und der Probennahme-

intervalie,

Das fiir dic Experimente verwendete 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan war geringfiigig
verunreinigt mit Pristan und Norpristan, Isomeren von Phyten und Phytadien, eineim
verzweigten Cyg-Alkan, einem Cy;-Isoprenoid und einer unbekannten Verbindung (Abb.

4.3.1.1).
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Abb. 4.3.1.1: Toialionenstromchromatogramm (TIC) des fiir die Experimente verwendeten 2,6,10,14-
Tetramethylhexadecans

(1: 2,6,10-Trimethylpentadecan, 2: 2,6,10,14-Tetramethylpeniadecan, 3 2,6,10,i4-Tetramethythexadecen
(mehrere Isomere), 4: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan, 5: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecadien (mchrere
Isomere), 6: verzweigtes Eicosan, 7: 2,6,10,14-Tetramethylheptadecan, 8: uitbekannt (MT?7=280).

Versuchsreihe A enthielt drei parallele Ansftze mit je
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.

Zur Versuchsreihe B gehérten sieben parailele Aunsdtze mit je 60 pl Phytan auf 300 ml
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Mineralmedium, die im 24 Stunden-Rhythmus aufgearbeitet wurden. Die Zugabe eines
Standards (Squalan) vor der Exiraktion ermdglichte die Quantifizierung der neu gebil-
deten Stoffwechselprodukte.

Probenaufbereitung und Analyse der Proben wie unter 4.1.2 (siche Seite 41) und 4.1.3
(siche Seite 42) erléutert.

4.3.2 Ergebnisse

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dal im folgenden zwei unterschiedliche
Nomenklaturen zur Benennung der sauerstoffhaltigen Metaboliten verwendet werden,
einerseits die international gebriuchliche systematische IUPAC-Nomenklatur und ande-
rerseits Bezeichnungen auf der Basis des Phytolgeriists 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-

{eil ist.

Y Y Y eV Y VY3V ol
16 14 12 10 8 6 4 2

ADb. 4.3.2.1: Strukturformel von Phytol (3,7,11,15-Tetramethythexadec-2-en-1-0f).

Diese "Phytol-Numerierung", bei der das Kohlenstoffatom mit der Hydroxygruppe die
Nummer 1 bekommt, wird auch auf Phytan und seine Derivate {iberiragen. Man spricht
von den Alkoholen als den Phytanolen und gibt zur weiteren Differenzierung lediglich
an, welches Kohlenstoffatom die OH-Gruppe trégt, wobei die Kohlenstoffatome in der
Ketie entsprechend der Phytol-Numerierung ihre Positionsbezeichnung beibehalten. |

Bei den Carbonsduren, den Phytansiuren, lassen sich, je nachdem ob die Cxidation am
a- oder w-stindigen Ende des Molekiils (wiederum vom Phytol aus betrachtet) stattge-

Loiiadasn ot MMaetne_ 13md o Dh 5 3
funden hat, Phytan- und w-Phytansiure unterscheiden.
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Versuchsreihe A

Nach 10 Tagen

Froier Extrals

Obgleich das Totalionensiromchromatogramm des freien Extrakis ein relativ komplexes
Muster zeigt (Abb. 4.3.2.2), 148t sich nach einer Degradationsdauer von zehn Tagen nur
ein einziges Abbauprodukt nachweisen, die 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbon-
séure, auch w-Phytanséure genannt. Charakteristisch fiir ihre Massenspekiren sind der
Basispeak der Masse m/z 88, der durch Bindungsspaltung zwischen den Bindungen an
C-2 und C-3 (nach IUPAC-Nomenkiatur; C-14 und C-15 nach Phytol-Bezeichnung) ent-
steht, ein Fragmention der Masse m/z 101 und das Molekillion der Masse 326 (Abb.

4.3.2.3).

1 Tic (
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Abb, 4.3.2.2: Tomalionensiromchromatogramin (TIC) des freien Extrakts des 2,6,10,14-Tewramethylhexa-

decan-Abbaus nach 10 Tagen
{1: Kontamination (Phenole aus Eiher), 2: Kontamination (p-Toleolsulfonsiure-N-methylamid aus Dia-
zomethanherstellung), 3: Tetradecancarbonsiuremethylester, 4: unbekannt (M™*268,253,57 BP), 5: Kon-
tamination (Phosphatester), &: 2,6,10,14-Teiramethylhexadecan, 7: Kontamination (Phthalat), 8: Hexade-
cancarbonsiuremethylester, 8 Kontamination (Phthatat), 10: Phytanon ?, 11: Hepiadecancarbonséure-
methylester, 12: Cetadecencarbonsiuremethylester, 13: 2,6,10 14-Tetramethy]hexadecancarbonshureme-
thylester, 14: Octadecancarbonsauremethylester, 15: Excosanwrbonsauremethylester) n

TS T
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Abb. 4.3.2.3: Massenspektrum von 2,6,10,14-Teiramethylhexadecancarbonsiure (o-Phytansiure) als Me-
thylester.

Verseifier Extraki

Der verseifte Extrakt (Abb. 4.3.2.4) enthélt keine nachweisbaren Mengen an o-Phytan-
sdure, sondern die durch Oxidation am enigegengesetzten Ende des Molekiils generierte
Phytanséure 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-Phytansdure 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 Molekiilion der Masse m/z 326
bleibt erhalten. Daneben tritt infolge oxidativer Olefinbildung die einfach ungeséttigte

Phytensédure auf.

Auch im niedrigmolekularen Bereich sind Isoprenocidséuren zu beobachien, kdnnen
infolge fehlender Molekiilionen allerdings nicht exakt identifiziert werden. Aufgrund der
Retentionszeiten liegt die Vermutung nahe, dall es sich um isoprenoid-Cyg-, -Cy7- und

-Cqg-Sdure handelt.

Die Oxidation einer endstdndigen Methylgruppe fithrte zur Bildung von 3,7,11,15-
Tetramethylhexadecan-1-o! (Phytan-1-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 Molekiilion (m/z 370) fehlt.

Zusammeniassend ist festzustellen, daB im verseiften Exirakt nach zehn Tagen mikro-
bieller Aktivitdt zwar ein Abbau stattgefunden hat, die Konzentranonen der Metabohten
aber liberaus genng smd (s1ehe Abb. 4 3.2. 3)
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Abb. 4.3.2.4: Totalionensiromchromatogramm (TIC) des verseiften Extrakis des 2,6,10,14-Tetramethylhe-
xadecan-Abbaus nach 10 Tagen

(1: isoprenoid-Carbonsiuremethylesier, 2: isoprenoid-Carbonsiuremethylester, 3: 2,6,10,14-Teiramethyl-
hexadecan, 4: isoprenoid-Carbonsiuremethylester, 5: unbekannt (282,250,128,69,57 BP), 6: Hexadecan-
carbonsiuvremethylesier, 7: Kontamination (Phthalat), 8: Heptadecancarbonsiuremethylester, %: #-Henei-
cosen?, 10: unbekannt (126,111,69,57 BP), 11: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsiuremethylester,
12: n-Heneicosan, 13: Octadecancarbonsiuremethylester, 14: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-01-TMS-

ether, 15: iso-Nonadecancarbonsiuremethylester, 16: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecencarbonsduremethyl-

ester?). -
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Abb. 4.3.2.5: Massenspektrum von 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsdure (Phytansiure) als Me-
fhylesier.
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-Abb. £.3.2.6: Massenspektrum voi 3,7,11,15-Tetramethylhezadecan-1-01 als TMS-Ether. . "
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Nach 25 Tagen

Wihrend das Totalionenstromchromatogramm des freien Extrakts nach fiinfundzwanzig
Tagen fast exakt dasselbe Bild bietet wie nach zehn Tagen, weist der verseifte Extrakt
eine Vielzahl neuver Verbindungen auf, die jedoch nicht identifiziert werden konnten.

Nach 53 Tagen
Freier Extraly

Obwoh! nach 53 Tagen im freien Extrakt noch Substrat vorhanden war, lieBen sich

keinerlei Abbauprodukie nachweisen.

Verseifter Extraks

Das Totalionensiromchromatogramm des verseifien Extrakts (Abb. 4.3.2.7) erweckt den
Anschein, es habe eine weitgehende Degradation stattgefunden. Die Konzentration des
Substrats ist betrdchtlich zuriickgegangen, und es haben sich Stoffwechselprodukte in
nachweisbarer Menge gebildet. Als Metaboliten traten w-Phytansiure, Phytensdure und
Phytan-1-o! auf, allerdings nur in sehr geringer Konzentration. Dominierende Ver-
bindung in dieser Probe ist die 12-Hydroxy-Cyg.g-Séure. Die Herkunft dieser Sdure ist
nicht geklart, es kénnte sich aber um einen Bakierieninhaltsstoff handeln. - ¥
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Abb: 4.3.2.7: Totalionenstromechromatogramm (TIC) des verseifien Exirakis des 2,6,10,14-Teirametihylhe-

xadecan-Abbaus nach 53 Tagen

(1: Kontamination (2,6-Di-tert-buiyl-4-methylphenol] aus Ether), 2: Kontamination (wie 1, aber silyliert), 3:
2,6,10,14-Tetramethylhexadecan, 4: Hexadecancarbonsénremethylester, 5: Kontamination (Phthalat), &:
2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsiuremethylester, 7 Ociadecancarbonsiuremethylester, 8:
3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-0- TMS-ether, 9: iso-Nonadecancarbonséuremethylester, 10: 3,7,11,15-
Tetramethylhexadecancarbonsivremethylester, 11: Eicosancarbonsiuremethylester, 12: 12-Trimethylsil-
oxyoctadecancarbonsiuremethylesier).

Wachsester

In Analogie zu den Experimenten mit n-Heptadecan und #-Heneicosan lie§ sich auch bei
der mikrobiellen Degradation des 2,6,10,14-Tetramethylhexadecans die Bildung fester
Reaktionsprodukte in Form von Wachsestern beobachten.

Unverseifte Wachsester: Wie ans dem Totalionenstromchromatogramim der massen-
spektrometrischen Analyse zu entnehmen ist (Abb. 4.3.2.8), stellt das nicht umgesetzte
Substrat als dominierende Komponente einen betréchilichen Anteil des unverseiften
Wachsesier-Aggregats dar. Hohermolekulare Bestandieile, die zweifelsohne wihrend
des Abbaus generiert wurden, sind diverse Isomere des isoprenoid-Cyg.g-Carbonséure-
isoprenoid-Cyp.g-Alkohol-Esiers (Abb. 4.3.2.9) und der isoprenoid-Cyp.1-Carbonsédure-
isoprenoid-Cyp.g-Alkohol-Ester (Abb. 4.3.2.10). Zwei weitere Verbindungen, die eben-

. falls durch mikrobielle Akiivitdt enistanden sein diirfien, wurden vorbehaltlich als isopre-
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noid-Cyg,2-Carbonséure-isoprenoid-Cyp,g-Alkohol-Ester und isoprenoid-Cy4.g-Carbonséu-
re-isoprenoid-Cyp.g-Alkohol-Ester bestitnmt, da aufgrund der Massenspektren nicht ein-
deutig festzustellen ist, ob es sich auch tatsdchlich um isoprenoid-Verbindungen handelt.
Der Nachweis isoprenoider Carbonsiuren als Bestandteil der verseiften Wachsester
dirfte diese Bestimmung allerdings bestétigen. Die Identifizierung der Wachsester wurde
erleichtert durch Massenspekiren von Vergleichsverbindungen, die von der Arbeits-
gruppe J.W. de Leeuw (TU Delft) synthetisiert worden waren. Als Bildungsmechanismus
wird eine Verkiirzung der Kohlenstoffkette des Sduremolekiils um drei bzw. vier Kohlen-
stoffatome am w- bzw. a-sténdigen Ende des Molekiils in Betracht gezogen.

TIic
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Abh, 4.3.2.8: Totalionenstromchromatogramm (TIC) der unverseiften Wachsester des 2,6,10,14-Tetrame-
thylhexadecan-Abbaus
(L 2,6,10,14-Tewamethylhexadecan und seine Verunreinigungen, 2: Kontaminationen aus Injektor, 3:
isoprencid-Hexadecadiencarbonsiure-isoprenoid-Eicosanylester, 4: isoprenoid-Heptadecancarbonsiure-
isoprenoid-Eicosanylesier, 5: isoprenoid-Eicosancarbonsdure-isoprenoid-Eicosanylester (diverse Isomere),
6: isoprenoid-Eicosencarbonsiure-soprencid-Eicosanylester).

Abb. 4.3.2.5: Massenspekirum des Wachsesters aus Cy -Carbonsdure und Cyg g-Alkohol.
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Abb. 4.3.2.16: Massenspekirum des Wachsesters aus Cyg.-Carbonsure und Cyg,-Atkohol

Verseifte Wachsester: Durch Hydrolyse gelang es, isoprenoide Alkohole und Carbonséu-
ren aus den Wachsestern freizusetzen. Entsprechend der Hauptkomponente der unver-
seiften Wachsester, dem isoprenoid-Eicosancarbonsidure-isoprenoid-Eicosanylester, konn-
ten 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsdure und 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-
ol als dominierende Verbindungen nachgewiesen werden (Abb. 4.3.2.11).
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Abb. 4,3.2.11: Totalionenstromchromatogramin {TIC) der verseiften Wachsester des 2,6,10,14-Tetrame-

thylhexadecan-Abbaus

(1: isoprenoid-Pentadecancarbonsauremethylester, 2: n-Heptadecan, 3. isoprenoid-Hexadecancarbonsiu-
remeihiylesier, 4 2,6,10,14-Tewamethylhexadecan, 5 isoprenoid-Hepiadecancarbonsduremethylester, &:
isoprenoid-Heptadecencarbonsiuremethylester (?), 7. Hexadecancarbonsiuremethylesier, 8: isoprenoid-
Cctadecanol-TMS-ether, 9 Heptadecancarvonsiuremethylesier, 10: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-6-
- ol-TMS-ether, 11; isoprenoid-Nonadecanol-TMS-ether, 12: Eicosancarbons@uremethylester, 13: 3,7,11,15-

Tetramethylhezadecancarbonsiuremethylester, 14: EicosanolThiS-ether (verzweigt), 15: Ociadecancar-

" bons#uremethylester, 16: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-0l-ThM8-ether, 17 Carbonsauremethyiester

_ '(’?), i8: Carmnsauremethyxester {verzweigi, 101 BP)..
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In relativ hoher Konzentration liegt daneben auch die isoprenoid-Heptadecancarbon-
sdure vor, die den Sdureantei]l des isoprenocid-Heptadecancarbonsiure-isoprenoid-Eico-
sanylesters représentiert. Dariiber hinaus lassen sich weitere isoprenoid-Carbonséuren
beobachten, z.B. isoprenoid-Pentadecancarbonsiiure, isoprenoid-Hexadecancarbonséure
und isoprenoid-Heptadecencarbonsdure. Mit isoprenoid-Ociadecanol 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-1-ol, extrem gering.

Versuchsreihe B

In dieser Versuchsreihe konnten sowohl im freien als auch im verseiften Extrakt wihrend
der gesamten Dauer des Experiments (bis zu 168 Stunden) stets die gleichen Abbaupro-
dukte nachgewiesen werden. Neben 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsiure (w-
Phytansiure), die nur in sehr geringer Konzeniration vorlag, waren dies ausschlieBlich
Alkohole. Durch bevorzugte Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des Molekiils
kam es zur Bildung tertifirer Alkchole, die als dominierende Verbindungen im Total-
ionenstromchromatogramm deutlich hervortreten (Abb. 4.3.2.12). Es sind dies 2,6,10,14-
Tetramethylhexadecan-2-ol (Phytan-15-ol), 2,6,10,14-Tetramethythexadecan-6-ol (Phy-
tan-10-o1), 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-3-0l (Phytan-3-0l) und 3,7,11,15-Tetrame-
thylhexadecan-7-ol (Phytan-7-ol). Eine betrdchtliche Konzentration erreicht auch das
3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-ol (Phytan-1-ol) das durch Oxidation einer terminalen
Methylgruppe gebildet wird und mit zunehmender Biodegradation dann eine Umwand-
lung zur Phytansdure erfihrt. Infolge der Hydroxylierung an C-14 und C-2 (Phytol-
Nomenklatur) wurden darfiber hinaus mit 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-3-ol (Phytan-
14-0l) und 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-2-ol (Phytan-2-0l) auch sekundire Alkohole
gebildet. Thre Konzentrationen sind allerdings gering, und diese Verbindungen treten im
Totalionenstromchromatogramm lediglich als schiecht separierte Schultern in Erschei-
nung. Da theoretisch jedes der Kohlenstoffatome eine Hydroxygruppe tragen kann, be-
steht Anla zu der Vermutung, es kdnnten noch weitere Phytanol-Isomere existieren. Da
entsprechende Signale im Totalionenstrom fehlen, ist es mdglich, da diese Verbin-
dungen mit anderen koeluieren und wegen ihrer geringen Konzenirationen in den
Massenspektren neben den Hauptkomponenten nicht erkannt wurden.

Phytenol-Isomere, d.h. Alkohele mit einer funktionellen Gruppe und einem Unsétti-
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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 gehoren 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-diol)
und 3,7,11,15-Tetramethythexadecan-11,15-diol (Phytan-3,7-diocl). Ebenso wie bei den
Phytanolen hat die Hydroxylierung auch bei den Diolen bevorzugt an den tertidren
Kohlenstoffatomen der Methylverzweigungen statigefunden. Obgleich nur diese beiden
Substanzen nachgewiesen werden konnten, ist in Analogie zu den Beobachtungen bei
den Phytanolen nicht auszuschlieBen, daB noch weitere Isomere vorhanden sind.

Im Bereich der Scanzahlen 1480-1550, auf dem vergroferten Ausschnitt der Abb.
4,3.2,13 recht gut zu erkennen, finden sich zwei Peaks, die vermutlich Phytantriole
reprisentieren. Aus den Massenspekiren 148t sich dies nicht eindeutig herleiten. Die
Vermutung stiitzt 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 Vergleich der Massenspekiren
aber nicht identisch sind.

Die Massenspekiren aller zuvor erwihnten 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, daB sich die Palette der Stoffwechselprodukte im
freien und verseiften Extrakt nicht unterscheidet und tiberdies auch wihrend des gesam-
ten Experiments unverdndert bleibt. Aus diesem Grund erschien es ausreichend, ex-
emplarisch nur ein Totalionenstromchromatogramm abzubilden und den Bereich der
Phytanole und -diole vergroBert hervorzuheben. Unterschiede bestehen lediglich hin-
sichtlich der Konzentrationen der einzelnen Verbindungen.

Die Quantifizierung der Metaboliten erfolgte mittels eines bereits vor der Extraktion zu-

C‘ - 11
gegebenen Standards (Squalan). Dabei ist zu beachten, dafl nur savber getrennte Peaks

ausgewertet werden konnten und die sekundiren Phytanole (Phytan-Z—ol, Phytan-14-ol)
daher in der Tabelle nicht erscheinen. Auf eine Quantifizierung der Phytenole im freien
Extraki wurde aufgrund zu geringer Konzentration verzichtet. GroBe Konzentrati-
‘onsabweichungen bei den nach 60 Stunden aus dem ireien Bxtraki 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 beriicksichtigt.
Auflerdem besteht ein krasses MiBverhditnis zwischen der Standardmenge und den zu
quantifizierenden Substanzen, da zu Beginn des Experiments nicht abzuschitzen war,
welche und vor allem wie viele Verbindungen sich bilden wiirden. Infolgedessen ist das
Verhdlinis der einzelnen Werte uniereinander wohl richtig, die absoluten Zahlen sind
hingegen mit einer groBeren Unsicherheit behaftet. Die Ergebnisse fiir die beiden Frak-

tionen sind in Tab. 4.3.2.1 zusammengestellt.

Generell liegen die Konzenirationen alier Verbindungen im verseiften Exirakt wesent-
lich hoher. Dies ist umso bemerkenswerter, als es wegen der sterischen Hinderung un-
gleich schwieriger ist, einen tertiren Alkchol zu verestern als einen priméren. Da diese
tertidren Alkohole erst weiter oxidiert werden kénnen, nachdem zuvor C-C Bindungen
aufgebrochen wurden, eine Reaktion, die aus chemischer Sicht nur sehr schwer m&glich
ist, markieren sie zumindest einen vorldufigen Endpunkt des auf Hydroxylierung basie-

renden Degradationsprozesses.
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Abb. 4.3.2.12: Totalionenstromchromatogramm (TIC) des verseiften Exirakis des 2,6,10,14-Tetra-
methylhexadecan-Abbaus nach 96 Stunden
(1: 2,6,10-Trimethyldodecan, 2: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan und seine Verunreinignngen, 3: Hexa-
decancarbonsiuremethylester, 4: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-7-0--TMS-ether, 5: 2,6,10,14-Teirame-
thylhexadecan-6-0l-TMS-ether, 6: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-3-0l-TMS-ether, 7: 3,7,11,15-Tetrame-
thylhexadecan-3-0-TMS-ether, 8: 2,6,10,14- Tetramethylhexadecan-2-ol-TMS-ether, 9 3,7,11,15-Tetrame-
thylhexadecan-2-0l-TMS-ether, 10: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonséuremethylester, 11: Cgctade-
cancarbonsiuremethylester, 12: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-0l-TMS-ether, 13: Phytenol-TMS-
ether, 14: 3,7,11,15-Tetramethyihexadecan-3,7-di-TMS-ether, 15: 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-2,6-di-
TMS-ether, 16: Phytanol-TMS-ether (?), 17: Phytanol-TMS-ether (?), 18: 2,6,10,15,19,23-Hexamethylte-

tracosan (Standard).
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Freier Extraks
24 48 72 g6 14 168 Stunden

Phytan-7-0l 2.5 1.3 15 1.4 1.0 0.8 pug
Phytan-11-0l 2.8 1.5 1.7 1.4 1.0 1.0
Phytan-3-ol 2.6 21 2.7 2.0 2.0 1.3
Phytan-15-ol 5.3 43 47 4.5 3.1 2.4
Phytan-1-ol 3.8 3 21 11 28 -
Phytan-3,7-diol 1.0 09 1.7 1.3 1.2 1.1
Phytan-11,15-diol 1.2 0.8 1.7 1.3 1.3 0.9

&

Tab, 43.2.1: Quantifizierung der Phytancle vnd -diole im freien BExuakt des 2,6,10,14-Tetramethylhexa-

decan-Abbaus.

Verseifter Extrakt
24 48 72 9% 120 168  Stunden

Phytan-7-0l 11.0 103 130 110 118 54 pg
Phytan-11-0l 114 110 146 140 111 6.2
Phytan-3-o0l 113 28 13.0 139 121 6.8
Phytan-15-ol 17.6 193 201 234 203 10.3
Phytan-1-ol 48 95 56 131 22 3.0

Phyteno] %Isomere) 21 20 26 27 16 1.6
Phytan-3,7-diol 31 32 48 50 34 2.5

Phytan«T]; 15-diol 28 31 46 40 40 2.6

Tab. 4.3.2.2: Quantifizierung der Phytanole und -diole im verseifien Extrakt des 2,6,10 14—Tetramethy‘-

hexadecan-Abbaus.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse der Batch-Kulturen zum mikrobiellen Abbau ven

Reinsubsianzen

Es hat sich gezeigt, daB seibst die Experimente mit einfachen Verbindungen wie den #-
Alkanen zu relativ komplexen Sioffgemischen wihrend des Abbaus fithren, die sich nicht
nur aus Degradationsprodukien und mikrobiell nicht verwerteten Resten des Substrats
zusammensetzen, sondern dariiber hinaus auch Bakterieninhaltsstoffe und Kontamina-

fionen aufweisen.

Die als Substrat verwendeten geradkettigen Substanzen n-Heptadecan und n-Heneico-
san lassen sich relativ leicht abbauven. Dabei sind nicht nur in wilBrigem Medium 16sliche
(oder emulgierte) freie und gebundene Metaboliten nachweisbar, sondern auch feste
Reaktionsproduicte in Form von Wachsestern.

In allen Versuchen kamen Mikroorganismen der Species Acinetobacter junii zum
Einsatz, die aus einem mineraldlkontaminierten Boden isoliert worden waren.

Bei den Experimenten mit n-Heptadecan dominiert im freijen Extrakt wéhrend der ge-
samten Versuchsdauer das n-Cyr,1-Olefin, es ist nach 53 Tagen sogar das einzige analy-
P 1A et gnsdure und n-C o A-Carbonsdure traten

Fionh £ D1 mr o fimig 'S T80T
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demgegeniiber aufgrund erheblich geringerer Relativkonzentrationen deutlich zuriick.

Der verseifte Exirakt enth#lt ebenfalls nur geringe Mengen an Metaboliten. Dies sind bis
zu einer Reaktionszeit von filnfundzwanzig Tagen nur das n-Cq7.1-Alken und die n-Cy7.0-
Carbonsiure, nach 53 Tagen kommen die 7-Cys.g-Carbonséure und 2-Methylcarbonséu-
ren hinzu. Nach fast sechs Monaten mikrobieller Aktivitdt haben sich auflerdem n-Cyy.1-
Carbonsiure und Methyl-Cy7.g-Carbonsiure sowie eine homologe Reihe von f-Hydroxy-

carbonsduren gebildet.

In Anbetracht der sehr geringen Konzentrationen an Metaboliten sowohl im freien als
auch im verseiften Extrakt stellt sich die Frage, ob das Substrat tatsichlich schon so
weitgehend veratmet werden ist, daB niedrigmolekulare Carbonsduren entstanden sind,
die sich der GC/MS-Analytik entzichen, bzw. eine Mineralisierung zu CO; und Hy0
statigefunden hat. Nach Untersuchungen von Atlas et al. (1981) an #n-Hexadecan kénnen
allenfalls 20-30 % der insgesamt biodegradierten Kohlenwasserstoffe mineralisiert wer-
den. Ein Einbau der umgewandelien Substanz in die schon nach kurzer Versuchsdauer
.generierten Wachsester und, wie aufgiund der geringen Lislichkeit zu vermuten ist, noch

hiéher vernetzte Strukturen ist daher gleichfalls denkbar.
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Bestandteile der unverseiften Wachsester sind neben dominierenden niedermolekularen
Komponenten wie dem Cyq.1-Olefin, der freien n-Cy5.9- und n-Cy7.g-Carbonséure sowie
der freien n-Ciq.i-Carbonséure, die aufgrund ihrer Lipophilie an den Wachsestern
adsorbiert bzw. in thnen okkludiert sind, auch einige hthermolekulare Verbindungen, die
zweifellos aus der mikrobiellen Degradation des n-Heptadecans stammen. Dies sind
C1s.0-Carbonsdure-Cq7.g-Alkohol-Ester, Cy7.0-Carbonsiure-Cq7.g-Alkohol-Ester  und
Cy7.1-Carbonsédure-Cyy.g-Alkohol-Ester. Ferner gehren dazu einige Substanzen, die
durch 40-50 u hohere Massen als C;5-Alkohol-Cy7-Sdure-Ester charakierisiert sind. Die-
se kdnnten noch Substituentien fragen wie z.B. -OH, -OCHj, doch war eine Strukturauf-
kl&rung allein anhand der Massenspektren nicht moglich.

Entsprechend der Kohlenstoffzahl-Verteilung der unverseiften Wachsester wurden
durch Hydrolyse #-Cq7.9- und #-Cyq.1-Carbonséuren sowie #-Cys.o-Carbonséure in an-
nidhernd gleichen relativ hohen Konzentrationen als Hauptkomponenten der verseiften
Wachsester freigesetzt. Der Alkohol-Teil weist demgegeniiber nur eine sehr geringe
Konzeniration auf. Die homologe Reihe von ungeradzahligen g-Hydroxycarbonsduren
mit C11.0- Cy3:0- Ci5.0- und Cy7.g-Séure ist als Folge weitergehender Oxidation zu deu-
ten. Dabei erfolgte, ausgehend von der Cy+.g-S8ure, dann jeweils eine schrittweise Ver-
kiirzung der Ketie um zwei Kohlenstoffatome. 3-Methoxycarbonséuren, ebenfalls eine
homologe Reihe mit Cii.9n Ciaon Cisg- und Cyp.g-Sdure, kbnnten eventuell wihrend
der Veresterung der S-Hydroxycarbonsiuren entstanden sein und wiren dann natiirlich
keine "echten" Stoffwechselprodukte. Gleichwohl ist nicht auszuschiieBen, da3 dieser
ProzeB auch in den Organismen selbst stattfindet. In geringer Konzentration lieBen sich
ferner Methyl-C;7.o-Carbonséure und 2-Methyi-Cy7.1-Carbonsdure beobachten.

Obgleich keine Quantifizierung der Stoffwechselprodukte vorgenommen wurde, dréngt
sich der Eindruck auf, daB8 nicht nur eine groBe Menge des eingeseizten Subsirats,
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 geschiitzt.

Die Bildung von Wachsestern als Oxidationsprodukien 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 C;4.4-Carbon-

sdure-Cyg.g-Alkohol-Ester nachweisen kdnnen. Stewart & Kallio (1959) arbeiteten unter
den gleichen Bedingungen mit #-Octadecan, um herauszufinden, ob bei diesem Subsirat
vergleichbare Reaktionen ablaufen witrden. Es bildeten sich ebenfalls Wachsester. Diese
_ bestanden aber nicht nur aus Cyg.g-Carbonsivre-C; g.g-Alkohol-Ester, sondern enthielten
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in gleicher Konzentration auch Cy4.¢-Carbonséure-Cqg.g-Alkohol-Ester. Die Veresterung
der kiirzerkettigen S#ure kann demnach erst im Anschluff an eine wohl durch §-
Oxidation bedingte Verkiirzung der zunfichst generierten Cyg.g-Carbonsiure um zweli
Kohlenstoffatome erfolgt sein. Nach ihren Beobachtungen sollte der Proze der Wachs-
bildung extrazelluldr erfolgen.

Die Kondensation von Alkoholen und Carbonséuren kann durch ein nicht ausgewogenes
Nihrstoffangebot im Kulturmedium bedingt sein, wenn zwar verwertbare Kohlenstoff-
quelien im UberschuB vorhanden sind, das Wachstum der Mikroorganismen durch das
Fehlen eines essenticllen Nahrstoffs jedoch limitiert ist. Unzureichende Sauerstoffver-
sorgung kommt als Ursache ebenso in Betracht.

Der Abbau des n-Heneicosans erfolgie in zwei Versuchsreihen. Bei unverdnderter Kon-
zeniration des Substrais wurden die Kulturen einerseits bei Raumtemperatur (26 °C)
(Versuchsreihe A) und, um eine bessere Loslichkeit 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 4Bt sich auch bei
idngerer Abbauzeit (siebzehn Tage) im verseifien Extrakt mur
nen. In relativ geringer Konzentration wurden zahreiche stdrker degradierte Verbindun-
gen nachgewiesen, insbesondere Carbonséuren, Hydroxycarbonsiuren und Alkohole.,

Als geradkettige n-Carbonséduren traten die #-Nonadecancarbonséure und durch sequen-
tielle B-Oxidation aus dieser entstandene niedermolekulare Homologe bis hinunter zur #-
Nonancarbonsiure auf. Daneben konnten n-Nonadecen- und n-Heptadecencarbonséu-
ren als einfach ungesétiigte Verbindungen nachgewiesen werden.

Es hatie sich ferner eine Vielzahl von Hydroxycarbonsiduren gebildet. Infolge unzurei-
chender Qualitit der Massenspekiren konnten von diesen nur a-Hydroxy-Cig,o-Séure

[P S L) 8

und 8-Hydroxy-Cy9.g-Sdure identifiziert werden.

Der Nachweis dieser geradzahligen Hydroxycarbonséuren ist bemerkenswert. Als
"klassischer" Abbaupfad wihrend des Degradationsprozesses von n-Alkanen generierter
Carbonsduren gilt im allgemeinen die §-Oxidation, die zu einer Verkiirzung der Kohlen-
stoffkette um eine C,-Einheit fithrt. Infolgedessen kann sich aus der durch Oxidation ei-
nes ungeradzahligen n-Alkans, wie dem n-Heneicosan, entstandenen Carbonséure bei

fortschreitendem Abbau durch B-Cxidation auch nur eine homologe Reihe ungeradzah-
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liger Sduren bilden. Durch diesen Mechanismus 148t sich das Vorhandensein der gerad-
zahligen Hydroxycarbonséuren demnach nicht erkldren. Wurden sie vielleicht als Kon-
tarminationen eingeschleppi? Obgleich diese Moglichkeit nicht vollstéindig auBer acht
gelassen werden darf, gibt es Hinweise darauf, daB es sich tatsdchlich um Stoffwechsel-
produkte handeln konnte. Durch Kettenverldngerung mit nachfolgender a-Oxidation ei-
nerseits und de novo-Synthese andererseits ist es sehr wohl méglich, geradzahlige Séuren
als Metaboliten wihrend des Abbaus zu erhalten, obwohl ein ungeradzahliges #-Alkan
als Subsirat eingesetzt wurde (Boulton & Ratledge 1984). Inwieweit ein Zusammenhang
dieser Prozesse mit der Kohlenstoffzahl der n-Alkane bzw. der daraus resultierenden
Loslichkeit in wéBrigem Medium besteht, bleibt ungeklirt.

Der nach anndhernd einem Monat aufgearbeitete freie Extrakt der Versuchsreihe B
enthdit nur ein einziges Abbauprodukt, das #-Cy;.1-Alken. Diese oxidative Olefinbildung
hatte auch bei n-Heptadecan statigefunden. Im verseiften Extrakt hingegen konnten
neben normalen Fettsduren auch Suren verzweigter Alkane bestimmt werden. Nach
derzeitigem Kenntnisstand gibt es allerdings keine Anhalispunkte fiir die Bildung von iso-
Sduren wihrend des Degradationsprozesses, so dafl es sich bei diesen Verbindungen
wohl um Bakterieninhaltsstoffe handeln diirfte.

Obgleich nach mehr als zwei Monaten {dreiundsicbzig Tagen) nur noch sehr wenig #-
Heneicosan vorhanden war, lieBen sich sowoh! im freien als auch im verseiften Extrakt
fast iberhaupt keine Abbauprodukte nachweisen. Vermutlich wurde das n-Heneicosan
nur in so geringer Menge mikrobiell umgesetzt, daB die Konzentrationen der ent-
standenen Metaboliten unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Dadurch lieBe sich auch
der relativ hohe Gehalt der Wachsester an n-Cyq-Alkan erkldren. Dies ist sicher auch
eine Folge der auch bei 30 °C geringen Wasserlgslichkeit des n-Heneicosans, die zu einer
bevorzugien lipophilen Anlagerung an die gebildeten Wachsester fithrt.

Die Analysenergebnisse der verseiften Wachsester weisen darauf hin, daB} das n-
Heneicosan trotz der relativ langen Abbauzeit von mehr als zwei Monaten nur in sehr
geringem MaBe von den Mikroorganismen verwertet wurde, Das eingeseizte Substrat ist
die bei weitem dominierende Komponente, wihrend die Konzentrationen der Stoffwech-
selprodukte, ausschhieBlich Carbonsduren, nur in der GroBenordung der Verunreini-

gungen der Reinsubstanz liegen.

Isoprenoide lassen sich ebenfalls degradieren, jedoch erheblich langsamer als n-Alkane.
So ist die Abbaurate von Pristan beispielsweise nur halb so grofl 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 erlauterie Abbauschema
fir Pristan (2,6,10,14-Tetramethylpentadecan) (siehe Seite 25) vorgestellt. Danach ent-
wickeln sich aus Pristansiure durch w-Oxidation mit anschlieBender sequentieller §-Oxi-
dation einerseits und 8-Oxidation andererseits die Abbaupfade fiir Mono- und Dicarbon-
siuren, deren weitere Degradation ausschlieBlich durch Kettenverkiirzung erfolgen soll.
Alternative Abbauwege existieren nach diesemn Schema nicht. Nakajima et al. (1974,
1985) konnten zusitzlich Pristylpristanat und Pristaldehyd nachweisen.

Eine vergleichbare Darstellung fiir Phyian (2,6,10,14-Tetramethylhexadecan) gibt es in
der Literatur nicht. Als Oxidationsprodukie werden 2,6,10,14-Tetramethylhexadecan-1-
ol und 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbonsiure genannt (Nakajima et al. 1985).

Nach den experimentellen Daten dieser Arbeit findet analog dazu auch bei Phytan eine
Oxidation der endstindigen Methylgruppen statt. Im Unterschied zu Pristan ist das
Phytanmolekiil allerdings asymmetrisch gebaut, so da durch Oxidation am - bzw. @-
stindigen Ende mit 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsaure (Phytansdure) und
2,6,10,14-Teiramethylhexadecancarbonsiure (w-Phytansiure) zwei Isomere entstehen.
Mit fortschreitendem Abbau ist auch bei diesen Siuren eine Kettenverkiirzung moglich.
Neben den geséttigten Phytan-Carbons&uren tritt bei mikrobiellem Abbau auch die ein-
fach ungeséttigie Phyten-Carbonséure auf. Diese oxidative Glefinbildung wurde bereits
bei den Degradationsexperimenten mit 7z-Alkanen beobachtet. Wihrend die Carbonsdu-
ren bei Versuchsdauern bis zu einer Woche nur sehr geringe Konzentrationen erreichen,
sind sie bei lingeren 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; bel
denen die Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des Molekiils erfolgt ist. Dies sind
Phytan-3-ol, Phytan-7-ol, Phytan-11-ol und Phytan-15-ol. Eine Ausnahme bildet das ter-
minal oxidierte Phytan-1-ol, das ebenfalls betréchiliche Konzentration aufweist. Hydro-

xygruppen konnten dariiber hinaus auch an C-3 und C-15 des Kohlenstoffskeletis nach-
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gewicsen werden. Diese sckundiren Alkohole, Phytan-2-¢l und Phytan-14-ol, liegen im

Vergleich zu den tertifiren Alkoholen allerdings nur in sehr geringen Relativkonzenira-
tionen vor und lassen sich daher im Totalionensiromchromatogramm der massenspek-
“trometrischen Analyse nicht als deutlich getrennte Peaks erkennen. Da theoretisch jedes

der Kohlensioffatome eine Hydroxygruppe tragen kann, ist zn vermuten, daf noch wei-
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tere Phytanol-Isomere gebildet wurden, die sich aufgrund zu geringer Konzentrationen
und moglicher Koelution mit anderen Verbindungen jedoch der analytischen Erfassung

entzichen.

Neben den geséttigien einweriigen Phytanolen eluieren auch einfach ungeséttigte Phy-
tenole. Eine genauere Differenzierung der verschiedenen Isomere ist aufgrund der mas-
senspekirometrischen Daten jedoch nicht moglich. Geringe Konzentrationen verleihen
diesen Metaboliten nur eine untergeordnete Bedeutung beim mikrobiellen Abbau des

Phytans,

Die bevorzugte Hydroxylierung an den teriidren Kohlenstoffatomen der Methylverzwei-
gungen gilt nicht nur fiir die Phyianole, sondern in gleicher Weise auch fr die Alkohole
mit zwei funktionellen Gruppen, die Phytandiole. Als Stoffwechselprodukte konnten
Phytan-3,7-diol und Phytan-11,15-dio] bestimmt werden. In Analogie zu den Beobach-
tungen bei den Phytanolen ist auch bei den Phytandiolen das Vorhandensein weiterer

Isomere nicht auszuschlieBen.

Ein Retentionszeitvergleich mit einem Phytantriol-Standard deutet die Moglichkeit an,
daB sich zuséizlich noch dreiwertige Alkohole wihrend des Degradationsprozesses gebil-
det haben kénnten. Die Massenspekiren sind leider nicht von ausreichender Qualitdt, um

die Identifizierung der Substanzen zu gestatten.

Der Abbauweg zu den Hydroxyverbindungen erweist sich insbesondere fiir die tertidren
Alkohole als Sackgasse, da fiir die bei den sekunddren Phytanolen als néichsten Schritt
noch mogliche Ketonbildung keine freien Valenzen zur Verfiigung stehen und fiir wei-
tere Reaktionen zunéchst C-C Bindungen aufgebrochen werden miiften.

Im Unterschied zu den sekundéren und tertidiren Alkoholen, die nur bei den Experimen-
ten mit Laufzeiten von bis zu einer Woche nachweisbar waren, wurde das Phytan-1-ol als

waiter varun ey
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-

primérer Alkohol wihrend der gesamien Zeit gebildet. Dies ist nich

lich, da Phytan-1-ol das erste Reaktionsprodukt terminaler Oxidation darstellt.

3

Wachsester traten als feste Reaktionsprodukte nach mehr als einer Woche Reaktionszeit

auf. Erwartungsgem#B stellt das nicht umgesetzte Substrat die dominierende Kompo-

nente im Totalionenstromchromatogramm dar. Die Kohlenstoffzahl-Verteilung des Séu-
reteils der homoelogen und isomeren Wachsester reichte von Cyg bis Gy und schiof mit
isoprenoid-Cqg.p-Carbonsdure und isoprenoid-Cyg.1-Carbonsdure auch ungesittigie Sdu-

-l

- ren ein. Der Alkoholteil war dagegen immer eine Cop-Einheit. Die aus den Massenspek-
1 _ g “20 p
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ten in einigen Fillen nur ungentigend ablesbare Kohlenstoffzahl-Verteilung der isopre-
noiden Sdure- 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 imn freien Extrakt. Dies bedeutet, daf ein wesentlicher Teil der
Metaboliten in gebundener Form vorliegt und erst durch Hydrolyse freigesetzt werden
kann. Dadurch sind sie dem volistdndigen Abbau zumindest voriibergehend entzogen.

Es ist damit zu rechnen, da8 vergleichbare Reaktionen auch im Boden nach einem Mine-
ral8lschadensfall ablaufen. Die Untersuchung fossiler Kohlenwassersioffe und ihrer
Umwandlungsprodukte in Boden hat die Anreicherung von Meiaboliten in gebundener
Form bestétigt (Schramedei 1991). Wegen ihres hohen Molekulargewichtes und ihrer ge-
ringen Loslichkeit kdnnte insbesondere den Wachsestern eine grofle Bedeutung als per-
sistenten Metaboliten in Bdden zukommen. Durch Bindung an Huminstofie erhtht sich
die Persistenz von Metaboliten des unvollstéindigen Kohlenwasserstoff-Abbaus in Béden

noch zusdizlich.
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5 Mikrobieller Abban von Dieseli

Fiir die Experimente zuom mikrobiellen Abbau von Dieseldl 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 Ansétzen in
Batch-Kultur wird das Substrat nuor zo Beginn des Experiments zugegeben, wihrend in
kontinuierlicher Kultur wihrend der gesamten Versuchsdauer stindig frisches Reakti-
onsmedium zugefiihrt wird. Um den Fliissigkeitssiand im Reakior auf gleichem Niveau
zu halten, wird gleichzeitig eine entsprechende Menge Produkildsung entnommen. Im
Gegensatz zu den sich im Laufe des Experiments verdndernden Versuchsbedingungen
der Batch-Kultur kénnen diese in kontinuierlicher Kuliur konstant gehalten werden. Die
Bedingungen der Batch-Kultur entsprechen daher sicher eher den natiirlichen Gegeben-
heiten im Boden nach einem MineralGlschadensfall. Andererseits knnte das kontinuier-
liche System aufgrund der permanenten Substratzufuhr eventuell die Moglichkeit bieten,
leicht oxidierbare oder nur in geringer Konzentration gebildete Metaboliten zu erfassen.
Um Studien iiber den sukzessiven Abbau von Dieseldl zu betreiben, ist es jedoch auof kei-

nen Fall geeignet.

%

a * B ] @

Abb. 5.1: Gaschromatogramm des als Subsirat verwendeten Dieseldls.

Abb. 5.1 zeigt ein Gaschromatogramm des bei den Versuchen eingesetzien Dieseldls. Es
enthdlt nach fliissigkeitschromatographischer Auftrennung (Radke et al. 1980} anni-
hernd 70 % geséttigte Kohlenwasserstoffe im Bereich von 7-Cg bis 7-Cz5 mit einem Ma-
ximum bei Cy5. Aromatische Kohlenwasserstoffe haben einen Anteil von etwa 28 %, He-
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terokomponenten sind mit 2 % nur von untergeordneter Bedeutung. Durch Abdampf-
verluste bei der Entfernung des Losungsmittels und der Fraktionierung kénnen die
tatsdchlichen Mengenverhalinisse im Dieselol geringfiigig von den genannten Werten

abweichen.

In der Aromatenfraktion des Ols dominieren Isomere von C;-C4 methylsubstituierten -
Naphthalinen sowie Phenanthren und isomere Methyl- und Dimethylphenanthrene. Die
Naphthaline zeigen bei massenspektrometrischer Analyse charakteristische Molekiilio-
nen der Massen m/z 142, 156, 170 und 184 (Abb. 5.2), die Phenanthrene sind durch Mo-
lekiilionen der Massen m/z 178, 192 und 206 gekennzeichnet (Abb. 5.3).

Die Carbonsiure-Verteilung der Heterofraktion, abgebildet ist das charakieristische
Fragmention fiir ges#itigte aliphatische Monocarbonséuren als Methylester (m/z 74)
(Abb. 5.4), deckt einen Bereich von #-Cqq bis 7-Cyg ab. Sie zeichnet sich durch eine deut-
liche Bevorzugung der geradketiigen Homologen aus. Als dominierende Verbindung er-
scheint die #-Cyg,0-Carbonséure.
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" Abb. 5.2¢ Massenchromatogramme der éharakteristischen Molekalionen der C;-C, alkylsubstituierten
Naphthaline des Dicseldls.
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Abb. 5.3: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekiilionen des Phenanthrens und der C;-C,

alkylsubstituierien Phenanthrene des Dieselils.
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5.1 Batch-Kultur
5.1.1 Versuchshedingungen

Zur Analyse der beim Abbau von Diesel6l in Batch-Kultur gebildeten Metaboliten wur-
den fiinf parallele Ansitze in einer Konzentration von jeweils 100 ] Dieselo! auf 300 ml
Kulturmedium gefahren. Die Kulturen wurden bei 30 °C inkubiert und auf einem Schiit-
teltisch wiihrend des gesarnten Experiments in stdndiger Bewegung gehalten. Mit Acine-
tobacter junii kamen Bakterien derselben Spezies zum Einsatz, die auch fiir 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 ermdglichte. Die Versuchsdurchfiihrung erfoigte ebenso wie die der
Reinsubstanzen bei Dauerlicht. Die Probennahme (jeweils Aufarbeitung eines Ansatzes)
fand zunéchst in kiirzeren, dann in lingeren Intervallen statt (nach 2 Tagen, 5 Tagen, 9

Tagen, 16 Tagen und 29 Tagen).

5.1.2 Probenaufbereitung und Durchiiihrung der Analysen

Die Aufarbeitung der fiinf Ansitze und die Untersuchung der gewonnenen Fraktionen
erfolgte, wie dies fiir die Versuche mit den Reinsubstanzen beschrieben wurde. Einzel-
heiten hierzu sind Kap. 4.1.2 (siehe Seite 41) und Kap. 4.1.3 (siche Seite 42) zu entneh-
men. Feste Reaktionsprodukte in Form von Wachsestern hatten sich nicht gebildet, so
daB es lediglich in wiBrigem Medium losliche oder emulgierte freie und gebundene Me-

taboliten zu extrahieren galt.

5.1.3 Ergebnisse

Ereatos Rwivairf
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In Abb. 5.1.3.1 sind die Totalionenstromchromatogramme der nach einer Reaktionszeit
von zwei Tagen (a), neun Tagen (b) und neunundzwanzig Tagen (¢) gewonnenen Ex-
trakie aus dem Dieselol-Abbau in Baich-Kultur zusammengestellt. Aufgrund der sehr
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hohen Konzentrationen des 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenols, einer Verunreinigung
(Stabilisator) des zur Extraktion verwendeten Diethylethers, erscheinen die Konzentra-
tionen der fibrigen Substanzen vergleichsweise niedriger als sie es tatsdchlich sind.

Schon nach zwei Tagen mikrobieller Aktivitdt konnten die #-Alkane als die dominieren-
den Bestandteile des Dieselols gaschromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden.
Offensichtlich hatten die Mikroorganismen sie innerhalb dieser kurzen Zeit vollstdndig
verwertet. Die resistenteren Isoprenoide zeichneten sich durch reduzierie Konzentratio-
nen aus, also waren auch sie mikrobiell degradiert, bildeten jedoch nach wie vor eine
homologe Reihe von Cy5-Cpp mit Pristan und Phytan als den beiden Hauptkomponen-
ten. Von den aromatischen Verbindungen lieRen sich im Totalionenstromchromato-
gramm (Abb. 5.1.3.1a) nur Methyl- und Dimethylnaphthaline bestimmen, Tri- und Te-
tramethylnaphthaline sowie Phenanthrene konnten allerdings mit Hilfe der Massen-
chromatogramme der entsprechenden Molekillionen 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 lieBen sich im freien
Extrakt nicht nachweisen. Bei den Carbonsduren (Abb. 5.1.3.4) handelt es sich aufgrund
der geradzahligen Bevorzugung (Cy4.4- und Cyg.0-S8ure ) wohl eher um Kontaminationen
oder Bakierieninhalisstoffe. Die relativ groBe Menge an 12-Hydroxy-Cyg.o-Carbonséure
stammt wahrscheinlich aus den Bakierien seibst.

Wie aus den Totalionenstromchromatogrammen b und ¢ zu ersehen ist, trat auch bei
lingerer Versuchsdauer keine durchgreifende Anderung hinsichtlich der Qualitit und
Quantitat der Reakiionsprodukte ein. Es war lediglich eine leichte Verdnderung bei den
Naphthalinen zu verzeichnen. Das Wesentliche ist eine Konzentrationsabnahme der Me-
thylnaphthaline im Verhéltnis zu den héher alkylierten Naphthalinen, wobel gleichzeitig
das frither eluierte 2-Methyl-Isomer bevorzugt abgebaut wird (Abnahme des 2-Methyl-
/1-Methyinaphthalin-Verhélinisses in den Moleklilmassenchromatogrammen m/z 142
von 1.3 auf 0.9; Abb. 5.1.3.2). Die Verteilungsmuster der C,-C4 Alkylnaphthaline blieben
ebenso wie die relativen Konzentrationen der Homologen zueinander im Rahmen der
MeBgenauvigkeit unverdndert. Die Phenanthrene blieben génzlich unverdndert. Stoff-
wechselprodukte waren nicht nachweisbar, die Carbonsdureverieilung bot noch immer
das gleiche Bild (Abb. 5.1.3.5) wie nach zwei Tagen. Ein Nachweis aromatischer Siuren
gelang wihrend der gesamien Zeit nicht; sie waren im freien Extrakt offensichtlich nicht
oder in analytisch nicht erfaBbaren Konzentrationen vorhanden. ~~~ ©

15
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Abb. 5.1.3.1: Totalicnensiromchrom cgram

(a), nach 9 Tagen (b} und nach 292 Tagen {c)
(1: 2-Methylnaphthalin, 2: 1-Methylnaphthalin, 3: 2,6,10-Trimethyldodecan, 4: Dimethylnaphthaline, 5:

2,6,10- Trimethyliridecan, 8: Kontamination (2,6-Di-tert-buiyl-4-methylphenol aus Eiher), 10: 2,6,10-Tti-
.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-Teramethyloctade-
. can, 27: Ceiadecancarbonsiuremetiyiester, 28: 12-Trimethylsiloxyoctadecancarbonsiuremethylester).
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Abb. 5.1.3.3: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekilionen des Phenanthrens und der
C4-C» alkylsubstituierten Phenanthrene des freien Extrakis des Dieselol-Abbaus nach 2 Tagen.
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Abb. 5.1.3.4: Totalionensiromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakteristischen
Fragmentions fir gesattigte aliphatische Monocarbonsauren als Methylester (m/z 74) des frexen Extrakts
des Dieselol-Abbaus nach 2 Tagen. '

(21: Hexadecancarbonsiduremethylester, 27: Octadccancarbonsauremethylester 28 12 Trimemylsﬁoxy- .

_ octadeca'aca rbonsaur emethyluster)
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Abb. 5.1.3.5: Totalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramm des charakterischen
Fragmentions filr gesdtigte aliphatische Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) des freien Extrakis

des Dieseldl-Abbaus nach 29 Tagen
(21: Hexadecancarbonséuremethylester, 27: Octadecancarbonsiuremethylester, 28: 12-Trimethylsiloxy-

ociadecancarbonsiunremethylester).

Verseifter Extrakt

Die Kohlenwasserstoffverteilung im verseiften Extraki zeigt erwartungsgemil 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 Form vorliegen (Abb. 5.1.3.7).

Die Carbonséuren wiesen nach zwei Tagen mikrobieller Aktivitit Kettenlingen zwischen
12 und 18 Kohlenstoffatomen auf und waren mit den einfach ungeséttigien Homologen
Cig:1- Cy7.1- und Cyg.1-Carbonsdure ebenfalls vertreten (Abb. 5.1.3.8). Als bei weitem
dominierende Verbindungen des Massenchromatogramms sind die Cig.0- und Cq7.9-Car-
bonsdure zu nennen. Diese Verteilung spiegelt zwar nicht die der n-Alkane des Aus-
gangsols uber den gesamien Kohlensioffzahlenbereich vnder, 14Bt sich. jedoch insbeson-
dere -aufgrund der Tatsache, dafl neben geradzahligen auch ungeradzahlige. Carbonsau—

ren auftreten, eindeutig als ‘durch mikrobielle Degradation entstanden betrachten. Stark
erhdhte Gehalte an Cyp.g- und Cyg¢-Carbonsidure bewirkten eine quantitative. Modi-

fizierung der S#ureverteilung nach 29, Tagen (Abb. 5.1.3.9). Die. Bﬂdung aromaﬂscher |

C_rbonsauren konnte zu keinem Zvrtpu obach*'et werden, .
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Abb. 51.3.6: Totalionenstromchromatogramme der versezften Extrakte des Diesell-Abbaus nach 2

Tagen (a), nach 9 Tagen (b) und nach 29 Tagen (c)
(i: 2-Methyinaphthain, 2: 1-Methylnaphthatin, 4 Dimethylnaphthaline, 5 2,6,10,.Trimethyliridecan, 6

Trimethylnaphthaline, 10: 2,6,10-Trimethylpentadecan, 13: 2,6,10,14- Tetramethylpentadecan 14: Phen-
anthren, 15: ,8-Trimethylsﬂoxydodecancarbonséuremethylester, 17: 2,6,10,14-Tetrameihylhexadecan, 18:
‘Methyiphenanthrene, 19: Hexadecencarbonséuremethylester, 20: 2,6,10,14-Teiramethylheptadecan, 21:
Hexadecancarbonsiuremethylester, 22: Dimethylphenanthrene, 23: Heptadecencarbonsiuremethylester,

- .24 2,6,10,14-Tetramethylociadecan, 25 Heptademncarhonsauremethylester, 26: Octadecencarbonsau-
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Abb. 5,1.3.7: Towalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramrm des charakteristischen
Fragmentions fir gesiitiigie aliphatische Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) des verseiften Ex-
trakis des Diescldi-Abbaus nach 2 Tagen

(7: Dodecancarbonséuremethylester, 9: Tridecancarbons#uremethylester, 12: Tetradecancarbonsiureme-
thylester, 16: Pentadecancarbonsduremethylester, 19: Hexadecencarbonsiuremethylester, 21: Hexadecan-
carbonsiuremethylesier, 23: Hepiadecencarbonsfuremethylester, 25: Heptadecancarbonsiuremethyl-
ester, 26: Octadecencarbonsiiuremethylesier, 27 Cctadecancarbonsiuremethylester).
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Abb. 5.1.3.8: Totalionensiromchromatogramm (TIC} ynd Massenchromatogramm des charakieristischen
Pragmenuons fiir gesattigie aliphatische Monccarbonséuren als Methylester (m/z 74) des verseiften Ex-
trakts des Dieseldl-Abbaus nach 29 Tagen

{7: Dodecancarbonsduremethylester, 12: Tetradecancarbonsduremethylester, 16: Pentadecancarbonsén-
remethylesier, 19: Hexadecencarbonsiuremethylester, 21: Hexadecancarbonsiuremethylesier, 23: Hepia-
decencarbonsiuremethylester, 25: Heptadecancarbonsauremethylester, 26 Octadecencarbonsaureme—
ﬂ'y;ester 27: Cciadecancarbonsiuremethylester). - :
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5.2 Kontinuierliche Kultur
5.2.1 Versuchsbedingungen

Fiir den Dieselilabbau unter kontinuierlichen Bedingungen wurde ein zweistufiges Kul-
tursystem mit chemostatischer Betriebsfithrung eingerichtet. Es bestand aus zweil Biore-
aktoren (Reaktor I: V=35 | und Reaktor II: V=201), einem Emulgationsgefd und zwei
Vorratsbehdltern, einem fiir das Dieseld] und einem fiir das Mineralmedium zur Versor-
gung der Mikroorganismen mit essentiellen Nahrstoffen (Abb: 5.2.1.1).

Das Kulturmedium setzie sich folgendermalen zusammen:

NH4NO3 0,40 g
MgSO4 - 7HO 025¢g
KH,PO4 0,25 g
Ky;HPO,4 - 3H,0 0,15g
CaCly - 2H,0O 0,04 g
Spurenelementldsung 1 mil
Fe(II)-EDTA-Lbsung 1ml
H,O entionisiert ad 1000 ml,

Die Spurenelementlésung enthielt:

FeClz- 6 HyO 2 mg
NasMoOy - 2 HpyO 2 mg
NazB407 - 10 H20 2 mg
ZnS0, - Ha0 2mg
MnSO, - HyO 2mg
CuSQO4 - HyO 2mg
H,C entionisiert ad 1600 ml
Die Fe(II)-EDTA-Ldsung bestand aus:
Titriplex 111 ' _ 9,30 g/l
FeSO4 L 6,95 g/l
H,O entionisiert - ad 1000 ml.

Das C:N-Verhéltnis wurde auf 100:10 eingestellt. -

‘Wihrend der gesamien Versuchsdauer wurde kontinuierlich frisches Reaktionsmedium
zugefiihit und, um den Fliissigkeitsstand in den beiden Reakioren stets auf gleichem Ni- -
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veau zu halten, eine entsprechende Menge Produkildsung entnommen. Spezielle Ein-
bauten und ein hochtourig laufender Rithrer (1200 U/min) sollien eine gleichmiBige
Vermischung von Ol- und Wasserphase im EmulgationsgefdB bewirken und dadurch eine
bessere Verfligharkeit des Substrats fiir die Bakterien gewdhrleisten. Um die Stabilitit
der Emulsion zu erhthen, wurden zusitzlich die durch mikrobielle Aktivitdt wihrend des
Degradationsprozesses gebildeten oberfldchenaktiven Substanzen in das Emulgationsge-
faB zuriickgeleitet. Ihre Abtrennung erfolgte mittels einer dem Reaktor II vorgeschalte-
ten Filtereinheit (PorengroBe 0,45 pm). pH-Controler hielten den pH-Wert durch
Zugabe von 0,1 M NaQH in beiden Reaktoren im neutralen Bereich bei pH 7. Die Bio-
reaktoren wurden mit Loft begast, so daB der Abbau in asrobem Milieu stattfand.

f r——‘ pH-Controler
U
Dieselts] ! PN
.% 0, —

Filter E‘-—..,_

|
!
Mineral- ;
medium d
| f I l
Emuigations- f\___/ p

getab Bioreaktor I *  Bioreaktor I

j

Biomasse

Abb. 3.2.L.1: Zweistufiges Kuliursystem zur Zichtung dieselolabbauender Mikroorganismen (nach Rohns
1892).

Variable Groflen der Versuchsdurchfithrung waren die Konzenirationen des Dieseldls,
die Belilftungsrate der beiden Reaktoren und die Verweilzeit des Mediums in den Reak-
tionsgetdBen. So differierten beispielsweise die Konzentrationen zwischen 4 gfl und 7 g/,

betrugen die mittleren Verweilzeiten zu Beginn des Experiments zunichst 16 Stunden
fiir Bioreaktor I und 93 Stunden fir Bioreaktor II und wurden spiter auf 12 Stunden fiir

Sowohl bei den Versuchen mit Reinsubstanzen als auch beim Dieseldlabbau in Batch-
Kultur waren nur Mikroorganismen der Spezies Acinetobacter junii eingesetzt worden.

S
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Fiir den Dieseldlabbau in kontinuierlicher Kultur wurde dagegen eine Mischpopulation
ausgewihlt, die neben Acinetobacter junii Flavobacterium indologenes, Pseudomonas
diminuta, Aeromonas sp. oder Shewanella spec., Alcaligenes xylosoxydans ssp. xylos-
oxydans und eine nicht identifizierte Spezies enthielt.

Diese Versuchsfiihrung war seitens des Instituts fiir Biotechnologie 3 der KFA Jilich
darauf ausgerichtet, durch Optimierung méglichst vieler Parameter eine hohe Biomasse-
produktion zu erreichen, d.h. in kurzer Zeit eine grofie Zahl an diesellabbauenden Mi-
kroorganismen zu ziichten. Aufgrund der stidndigen Substratzufuhr und der sich im Ver-
lauf des Experiments mehrfach dndernden Degradationsbedingungen konnten jedoch
keine Studien zuin sukzessiven Abbau von Dieseld! betrieben werden. Eine Massenbi-

lanz erschien infolgedessen wenig sinnvoll.

5.2.2 Probenaunfbereitung

Entsprechend der Versuchsanordnung im zweisiufigen Kultursystem gehoren zu einer

Beprobung jeweils eine Probe aus dem Bioreakior I {kfirzere Verweilzeit) und eine aus
dem Bioreaktor II (Jingere Verweilzeit). Feste Reaktionsprodukie in Form von Wachse-
stern lieBen sich im Reaktionsmedium optisch nicht erkermen, so daf ebenso wie bei den
Batch-Ansdizen nur in wafrigem Medium losliche oder emulgierte freie und gebundene
Metaboliten zu exirahieren waren. Die Aufarbeitung der Proben wurde in gleicher Weise
vorgenommen, wie fiir die Versuche mit den Reinsubstanzen in Kap. 4.1.2 (siche Seite
41) beschrieben. Die isolierten Exirakte wurden wegen der Komplexitdt der Gemische
zusdizlich mittels der von Radke et al. (1980) entwickelten Methode der Mitteldruck-
Fliissigkeitschromatographie in die Fraktionen der gesdttigien und aromatischen Koh-

lenwasserstofie und der Heterokomponenten aufgetrennt.

Die Identifizierung der aus dem Reaktionsmedium isolierten Stoffwechselprodukte er-
-folgie ebenso wie bei den anderen Experimenten ausschiieBlich aufgrund von GC/MS-
Daten. Einzelioneneriassung war allerdings auch bei dieser Versuchsreihe nicht méglich,
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vielmehr muBten stets komplette Massenspektren aufgenommen werden. Zur Auswer-
tung der Produktverteilung diente neben der Anfertigung von Massenchromatogrammen
ausgewdhlter Schliisseragmente und Molekiilionen die Interpretation von Massenspek-
tren. Abweichend von den in Kap. 4.1.3 (siehe Seite 42) beschriebenen Aufnahmepara-
metern wurde fiir die Messungen der Proben aus dem zweistufigen Kultursystem jedoch

ein anderes Temperaturprogramm gewdhlt:

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160

Quarzkapillarsdule: CP-Si15 CB
Linge: 50m
Innendurchmesser: 0,25 mm
AuBendurchmesser: 4,39 mm
Belegungsdicke: 0,25 ym

Trégergas: Helium

Temperaturprogramm
Starttemperatur: 60 °C
Aufheizrate: 3 °C/min
Endtemperatur: 360 °C
Haltezeii: 4 min

Kaltaufgabesystem Gerstel
Temperaturprogramm
Aufgabetemperatur: -40 °C
Haltezeit: 120 s
Aufheizrate: 10°C/s
Haltetemperatur: 350 °C
Haliezeit: 300 s
Splitlos
Massenspekirometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on-line-Datensystem
Ionisierungsenergie: 70 eV
Quellentemperatur: 220 °C

' Massenbereich: m/z 45-900
" Zykluszeit: 2,3 s/Dekade

ot Wi 2w Laia

Zur Quantifizierung der geséitigien Kohlenwasserstoffe wurden gaschromatographische
Aufnahmen herangezogen, bei denen der Isoprencidkohlenwasserstoff Squalan als Refe-

7l
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renzsubstanz verwendet worden war. Die analytischen Bedingungen sind nachfolgend zu-

sammengestellt:

Gaschromatograph Hewlett Packard 5710 A
Quarzkapillarsdule: FS SE-54-CB
Lénge: 25 m
AuBendurchmesser: .46 mm
Innendurchmesser: (.32 mm
Belegungsdicke: .12 ym

Tréger- und Brenngase: Heliwm, Wasserstoff, synth. Luft, Argon

Temperaturprogramm
Starttemperatur: 80 °C
Aufheizrate: 4 °C/min
Endtemperatur: 300 °C
Haltezeit: 32 min

Kaltaufgabesystem Gerstel
Temperaturprogramm
Starttemperatur: 30 °C
Autheizrate: 5 °Cfs
Endtemperatur: 300 °C
Haltezeit: 120 s

Split: 320 ml/min

5.2.4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war nicht vorgesehen, die komplexen Anderungen,
dic aus den wihrend des Experiments zum Teil betrichilich variierenden Versuchsbe-
dingungen resultierten, im einzelnen zu verfolgen. Es ging vielmehr darum, verschiedene
Biodegradationszustéinde zu studieren. Dazu war zunéchst eine Bewertung der Ole hin-
sichtlich ihres Biodegradationsgrades auf der Basis der n-Alkan-Verteilungen vorgese-
‘hen. Zusétzlich sollie der Versuch einer Korrelation zwischen unterschiedlichen Ab-
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baustadien und der Verteilung der aromatischen Kohlenwasserstoffe einerseits sowie der
neugebildeten Metaboliten, insbesondere Carbonséuren und Alkohole, andererseits un-

ternommen werden.

Gesittigte Kohlenwasserstoffe

Die Abbildungen 5.2.4.1b-i zeigen gaschromatographische Aufnahmen der n-Alkan-Ver-
teilungen der freien Extrakte des Dieseldlabbaus aus den Bioreaktoren I und Il im Ver-
gleich zu der des Ausgangsols (Abb. 5.2.4.1a). Die Absolutkonzentrationen der n-Alkane
aus den unterschiedlich degradierten Olen sind in Tab. 5.2.4.1 zusammengestellt.

Bei den in zeitlicher Sequenz angeordneten Gaschromatogrammen der Proben aus dem
Bioreaktior I (Abb. 5.2.4.1b, d, f und h) bot sich folgendes Bild: Die Exirakte zeichneten
sich durch eine nahezu identische n-Alkan-Verieilung aus, die sich von der des Dieseldls
nur durch leicht erniedrigte Relativkonzentrationen der Verbindungen mit weniger als 15
Kohlenstoffatomen unterschied. Diese Abweichung ist vermutlich eine Folge der Ab-
dampiveriusie bei der Entfernung des Losungsmiitels und der Frakiionierung der Bx-
trakte. Das Verteilungsmuster der n-Alkane deutet darauf hin, daB kein selektiver Abbau
von Verbindungen mit bestimmten Kohlenstoffzahlen oder innerhalb eines bestimmten
Kohlenstoffzahlbereiches statigefunden hat, sondern die aliphatischen Verbindungen im
quantifizierten Bereich von #-Cys bis n-Cy, in allen Proben offensichtlich in gleichem
MaBe mikrobiell verwertet wurden, Wie aus dem Verhélinis der Konzentrationen der
Isoprenoide Pristan und Phytan zu denen der aliphatischen Kohlenwasserstoffe n-Cyy
und n-Cqg in Relation zu dem Verhdlinis der Konzentrationen dieser Verbindungen im
Ausgangsdl zu entnehmen ist, hat in allen Fillen ein nicht unbetrichtlicher Abbau statt-
gefunden. Den Absolutkonzenirationen zufolge (Tab. 5.2.4.1) nahm die Degradation,
gemessen an der Summe der #-Alkane, in den ersten drei Proben deutlich zu. Im Exirakt
vom 16.1.90 betrug die Summe der #-Alkane nur noch 9 % des Wertes, der fiir das als
Substrat verwendete Diesel6l errechnet wurde. Die Konzentrationen der Isoprenoide
zeigten eine gegenldufige Tendenz, so daP abnehmenden Gehalten an r-Alkanen zu-
anfangs 13 %, bezogen auf die Menge an n-Alkanen insgesamt, auf 27 % in den Exirak-
ten vom 6.11.89 und 13.12.89 und ging dann geringfiigig zurlick auf 23 % im Extrakt vom
16.1.90. Der Extrakt vom 6.6.90 wies erheblich hthere Gehaite an #-Alkanen auf als die -

‘drei zuvor beschriebenen.
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Abb., 5.2.4.1: Gaschromatogramme der gesittigien Kohlenwasserstoffe des freien Extrakis des Aus-
gangstls (2) und der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des Dieseldi-Abbaus im zweistuiigen
Kultursystem (b und ¢: Exirakie vom 6.11.89, d und e: Extrakte vom 13. 12 89 f und g Extrakte vom.
16.1.90, h und i: Extraxtevomo69{)) L L




1 Probennghme | 11.05.1989 06.11.1989 13.12.1989 16.01.1990 06.06,1990
Probe AusgangsSl | Bioreaktor I Biorealtor Il | Bioreaktor! Bioreaktor [l | Bioreaktor I [Bioreaktor II | Bioreakior ! Biorealdor I
n-Alkane Konzentration in Milrogramum / Gramm O
15 9275,4 6915,3 - 1147.5 1583,5 793,4 - 7998,5 1478,5
16 92289 7134,2 - 1193,4 1927.4 £841,5 - 85279 13214
17 91758 6762,3 - 1229.6 17188 8127 - 834707 1453,8
18 8612,1 6984,7 - 12351,2 1982,2 806,2 - 82207 1216,0
19 81414 69263,5 - 1168,0 1796,4 731,3 - T602,3 1328,0
20 7460,6 5661,5 - 1066,8 1636,5 683,5 - 68808 1089,9
21 6545,7 513L,5 - 952,2 1568,2 6199 - 6000,1 058,4
22 5296,4 41609 - 75712 1172,4 4875 - 4903,4 7951
23 3880, 32078 - ©15,6 990,9 363,4 - 3538,0 583,8
24 27723 23929 - 424,0 716,7 276,0 - 26632 592,6
Z5 1661,1 1353,0 - 2598 4213 154,7 - 1699,7 566,4
26 957.¢ 826,7 - 175,2 285.8 104,2 - 1100,8 325,71
27 5376 376,8 - 78,1 - 458 - 533,5 £58,1
28 2027 227.3 - 47,0 26,1 - 306,9 68,2
28 185,0 133,7 - - - 14,4 - 1956 57,2
30 108,9 - - - - - - - 56,7
31 73,8 - - . . - - 15,6
32 58,8 - . - . - - 27,1
Summe
a-Alkane T4256,7 58232,1 - 10346,6 15800.2 6760,5 - 68519,1 121084
Pristan 5528.6 8696,8 - 1553,2 70358 849,1 - 8405,3 6019,5
Phytam 4460,9 7296,8 - 1262,3 6283,8 700,7 - 6986,4 5505,8

Tab, 5.2.4.1: Konzentrationen der gesittisten Kohlenwasserstoffe des freien Exirakts des Ausgangsdls und der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und IJ

des Dieseldl-Abbaus im zweistufipen Kultursysiem.

Lo%
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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 lingeren Verweilzeit
des Reaktionsmediums in diesem Reaktor wiesen die Extrakte, verglichen mit denen des
Reaktors I, generell einen wesentlich hoheren Biodegradationsgrad auf. In den Ex-
trakten vom 6.11.89 und 16.1.90 war der Abbau bereits so weit fortgeschritien, dal sich
bei der gaschromatographischen Analyse fiberhaupt keine n-Alkane mehr nachweisen
lieBen und die Isoprenoidkohlenwassersioffe Pristan und Phytan die beiden Hauptkom-
ponenten bildeten. Charakteristische Gaschromatogramme eines méBig starken Abbaus
von Dieseld] zeigen die Abb. 5.2.4.1e und i In beiden Proben waren die Gehalie an n-
Alkanen im Vergleich zu Pristan und Phytan zwar stark zuriickgegangen, das typische
Fingerabdruckmuster des Dieselols lie sich aber deninoch erkennen.

Zusammenfassend 14Bt sich anmerken, daB bei dieser Versuchsdurchfiihrung infolge der
mehrfach abgewandelten Versuchsbedingungen erwartungsgemifB kein eindeutiger
Trend im Sinne einer gerichieten Entwicklung der n-Alkan-Verieilung festgestellt wer-

den konnte.

Da vor der Verseifung keine Abtrennung der Kohlenwasserstoffe erfolgte, unterschieden
sich die verseiften Exirakie aufgrund der groBen Dominanz der #-Alkane nicht von den

freien und werden daher hier nicht ab g

Aromatische Kohlenwasserstoffe

Um den EinfluBl 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

£ 1 4 bwrdd

ausgewéhlter Molekiilionen die Interpretation von Massenspekiren.

Die Massenchromatogramme der fiir alkylsubstituierte Naphthaline relevanten Molekiil-
ien Extrakte des Dieseldlabbaus aus den Bioreaktoren I und Ii sind in

zeitlicher Sequenz in Abb. 5.2.4.2 zusammengestellt. Die entsprechenden Spuren des
Ausgangsols sind auf Seite 91 abgebildet.

Bei den Extrakien aus dem Bioreaktor I (Abb. 5.2.4.2a, ¢, ¢ und g) lieB sich im Verlanf
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des Experiments folgendes beobachten: Wihrend sich die Naphthalin-Verteilung des Ex
trakis vom 6.11.89 von der des Ausgangsdls nicht unterschied, zeigte die des Extrakts
vom 13.12.89 eine recht drastische Verdnderung bei den Methylnaphthalinen. Das 2-Me-
thylnaphthalin war bereits vollig verschwunden und die Konzentration des 1-Methyl-
naphthalins erheblich zuriickgegangen. Auch bei Dimethylnaphthalinen und Ethylnaph-
thalinen konnte eine deutliche Abnahme der Relativkonzentrationen verzeichnet wer-
den. Die hoher alkylierten Verbindungen verhielten sich hingegen bestéindig. Im Gegen-
satz dazu war sowohl der Extrakt vom 16.1.90 als auch der Exirakt 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 arn der fiir Dimethylnaphthaline und Ethylnaphthaline typischen
Spur des Molekiilions (m/z 156) gut zu erkennen, eine Vielzahl never Verbindungen, de-
ren Relativkonzentrationen grofier geworden waren. Der Extrakt vom 6.6.90 wies dar-
iiber hinaus ein anderes Isomerenverhélinis von 2-Methylnaphthalin zu 1-Methylnaph-
thalin auf als der Extrakt vom 6.11.89.

Die Naphthaline der Extrakie aus dem Bioreaktor II (Abb. 5.2.4.2b, d, f und h) waren
demgegeniiber wesentlich stiirker durch mikrobielle Aktivitdt geprigt. So lisBen sich be-
reits im Extrakt vom 6.11.89 (Abb. 5.2.4.2b) iiberhaupt keine Methylnaphthaline mehr
nachweisen, und die Degradation hatte sogar Dimethylnaphthaline, Ethyinaphthaline
und einen Teil der C3-Naphthaline erfat. Die Cy-Naphthaline prisentierten sich dage-
gen unverdndert. Diese Tendenz verstérkte sich mit zunehmender Versuchsdauer. Ob-
gleich sich das Verieilungsmuster der hochalkylierten Cs-Naphthaline nicht verdnderte,
gingen die Relativkonzentrationen stark zuriick. Die Massenchromatogramme des Ex-
trakts vom 6.6.90 gaben deutliche Hinweise darauf, daB sowohl Dimethylnaphthaline und
Ethylnaphthaline als auch C;- und C4-Naphthaline nur noch in sehr kleinen Konzenira-
tionen vorlagen. Ebenso wie bei den Extrakien aus dem Bioreaktor I vergroBerten sich
dadurch auch hier die Relativkonzenirationen soicher Verbindungen, die vorher auf-

grund des geringen Signal/Rausch-Verhditnisses nicht in Erscheinung getreten waren.

Die Massenchromatogramme der fiir Phenanthren und alkylierte Phenanthrene charak-
teristischen Molekiilionen der freien Extrakte des Dieseldlabbaus aus den Bioreaktoren I
und I finden sich in Abb. 5.2.4.3. Beziiglich der entsprechenden Darstellung dieser Spu-
ren des AusgangsOls wird auf Seite 92 verwiesen.

Die Verieilung der Phenanthrene blieb in den Extrakien aus dem Bioreaktor I wahrend

: der gesamten Versuchsdauer unveridndert.
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I Exirakie vom 6.6.50).
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Abb, 5.2.4.3: Massenchromatogramime der charakieristischen Molekiilionen des Phenanthrens und der
alkylsubstituierien Phenanthrene der freien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des Diescldi-Abbaus
im zweistufigen Kultursystem (a und b: Exirakie vom 6.11. 89 c und d: E‘xt:rakte vorm 13 12.90, e und £
_:thrakte vom 16.1.90, g und : Extrakie vom 6.6.90).
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Im Gegensatz dazu lieBen sich bei den Phenanthrenen der Extrakte aus dem Bioreaktor
Il 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 Ausgangsdls, nicht verdndert, aufgrund der Relativkon-
zentrationen 1Bt sich jedoch belegen, daB sowohl die Konzentration des Phenanthrens
als auch die Konzentrationen der Methylphenanthrene merklich abgenommen haben.
Die Darstellung der Methylphenanthrene dieses Extrakts ist insofern nicht prézise, als
nicht alle Isomere chromatographisch voneinander getrennt worden waren. Bei ldngerer
Versuchsdauer (Abb. 5.2.4.3c) fehlte das Phenanthren dann vollig, und die Konzentra-
tionen der Methylphenanihrene erschienen deutlich reduziert. Der Extrakt vom 6.6.90
enthielt wieder Phenanthren, im Vergleich zu den Begleitsubstanzen allerdings etwas
weniger als das Ausgangsol, die Methylphenanthrene zeigten sich unveréndert. Diese
Verteilung 148t sich darauf zuriickfilhren, daB erst relativ kurz vor der Probennahme
neues Substrat in erhdhter Konzentration zugegeben wurde. Die Entwicklung bei den
Dimethylphenanthrenen ist wegen des komplexeren Isomerenmusters (Radke 1987)
nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein, als ob sie durch die Biodegrada-
tion weniger beeinflut worden wiren als Phenanthrene und Methylphenanthrene.

Carbonsfiuren

Freier Extrakt

Freie Fetisiuren waren nahezu in allen Extrakten in groBer Menge vorhanden (Abb.
5.2.4.4). Im Vergleich zu den Experimenten mit Reinsubstanzen und dem Dieseltlabbau

in Batch-Kultur HeBen sich unter den Bedingungen des zweistufigen Kultursystems er-
heblich komplexere Verteilungsmuster beobachten, vermutlich infolge des guten Néhr-

L1 P AL

stoffangebots fiir die Mikroben und der stdndigen Zufuhr neuen Substrats.

Die Massenchromatogramme des charakteristischen Fragmentions fiir geséttigte alipha-
tische Monoccarbonsiuren als Methylester (m/z 74) der Extrakte aus dem Reaktor I sind

il LA

in zeitlicher Reihenfolge in der linken Hélfie, die der Extrakte aus dem Reaktor Il in der
rechten _Héi}fte der Abbildung angeordnet. : SRR -

Demnach besiand bei den Exirakten aus dem Bioreaktor | wihrend des gesamten Expe-

|
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riments keine Korrelation zwischen Carbonsiuren und #-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 Carbonséuren dies nicht wider. In
den ersten beiden zeitlich aufeinander folgenden Exirakten (Abb. 5.2.4.4a und c) waren
in relativ engem Bereich Carbonsiduren nachweisbar, wobei Verbindungen mit 15 bis 18
Kohlenstoffatomen dominierten. Der Exirakt vom 16.1.90 (Abb.5.2.4.4¢) zeichnete sich
durch eine wesentlich komplexere Carbonsdureverteilung aus. Die gesitiigien Sduren
lieBen sich in relativ hoher Konzentration bis C,y nachweisen. Im vorderen Bereich des
Massenchromatogramms trat eine Vielzahl neuer Verbindungen auf, die infolge fehlen-
der Molekiilionen allerdings nicht identifiziert werden konnten. Aufgrund des Fragmen-
tierungsmusters diirfte es sich um aliphatische Carbonsduren handeln, einige von ihnen
moglicherweise auch verzweigi. Die Siureverieilung 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 htherer Retentionszeit und erinnerte insgesamt

an die beiden ersten Proben.

ErwartungsgemiB boten die Siureverteilungen der Exirakte aus dem Bioreakior II auf-
grund der ldngeren Abbauzeit komplexere Muster. Beispiele starker mikrobieller Ab-
bautftigkeit zeigen die Abb. 5.2.4.4.d und £ Es haite sich ein breites Spekirum an Car-
bonsduren gebildet, das einen groBen Kohlenstoffzahlbereich iiberstrich und zusétzlich
ein unauigeldstes komplexes Gemisch umfafite. Obgleich auch bei diesen Proben infolge
fehlender Molekiilionen die exakte Identifizierung der Verbindungen mit niedriger Re-
tentionszeit nicht moglich war, diirften diese Metaboliten 7 bis 8 Kohlenstoffatome ent-
halten. Die Fragmentierungsmuster deuten darauf hin, daf diese Verbindungen als
aliphatische, mdglicherweise auch verzweigte Carbonsiuren anzusprechen sind, Dane-
ben konnte eine isoprenoid-Cg.;-Carbonsiure nachgewiesen werden. Im oberen
Scanzahlbereich waren mit Cy5.1- und Cyg.1-Carbonséure, zwei Isomeren von Cy7.1-Car-
bonsdure und Cyg.¢-Carbonsdure im Gegensaiz zum unteren einfach ungeséttigte Car-
bonsduren stark vertreten. Die ungesittigien Carbonséuren, die bei den Reinsubstanz-
versuchen beobachtet wurden, sind daher sicherlich keine Artefakte oder Kontaminatio-
nen. Dariiber hinaus eluierten im Massenchromatogramm des Extrakts vom 16.1.90
(Abb. 5.2.4.4f) im Retentionszeitbereich der Cyg.o-Carbonsiure einige nicht identifizierte
Substanzen. Aufgrund der Retentionszeit ist zu vermuten, daB es sich dabei um ver-
iweigte ‘oder -auch isoprenoide Carbonséuren handelt. Die Sdureverteilung des Extrakis
vom 6.6.90 hatte demgegeniiber 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: Massenchromatogramme des charakieristischen Frapmentions filr ges#itigie aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (i/z 74) der Exirakie aus den Bioreaktoren I ung I des Dieseldl-
Abbaus im zweistufigen Kultursystem (2 und b: Extrakie vom 6.11.89, ¢ und d: Exirakie vom 13.12.89, ¢
und f; Extrakte vom 16.1.90, g und h: Exirakie vom 6.6.50)

(1-3: Carbonsiuremethylester, 4:-Dodecancarbonsiuremethylester, 5: Tridecencarbonsﬁuremcthylesier,

6: Tridecancarbonsiuremethylester, 7: isoprenoid-Hexadecancarbonsiuremethylester, 8 Tetradecancar-
bonsiuremethyiesicr, : iso-Pentadecancarbonsiuremethylester, 10: Pentadecencarbonsiinremethylester,
11: Pentadecancarbonsiduremethylesier, 12: Hexadecencarbonsiuremethylester, 13: Hexadecancarbon-
siuremethylester, 14: Heptadecencarbonssuremethylesier ( zwei Isomere), 15: Heptadecancarbonsiure-
" methylester, 16: Octadecencarbonsfuremethylester, 17: Carbonsiuremethylester, 18: Ociadecancarbon-
siuremethylester, 19: Carbonsiuremesthylester, 20: Carbonsiuremethylesier, 21: Carbonsiuremethylester,
- 22: Nonadecancarbonsiuremethylester, 23: Eicosancarbonsiuremethylester, 24: Heneicosancarbonsiu-

- remethylester, 25 Docosancarbonsaurcmethylesier, 26: Tricosancarbons@ieremethylester (Standard)). '
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Verseifter Extrakt

Die verseiften Extrakte (Abb. 5.2.4.5) enthielien, germessen an dem internen Standard,
generell erheblich hohere Gehalte an Carbonsduren als die unverseiften Extrakte. Dies
ist nicht weiter verwunderlich, da durch die Hydrolyse eine Freisetzung der als Ester ge-
bundenen Sduren erzielt werden sollte und sich in den verseiften Proben daher beide
Séurefraktionen addieren. Die Unterschiede zwischen freiem und verseiftem Extrakt tra-
ten allerdings nicht so deutlich hervor wie bei den Versuchen mit Reinsubstanzen. Auch
dies 148t sich vermuilich durch die sténdige Substratzufuhr erkldren. Die Produktvertei-
lung hatte sich gegeniiber dem freien Extrakt nicht verdndert, es waren keine neuen

Verbindungen hinzugekommen.
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Abb, 5.2.4.5: Massenchromatogramme des charakteristischen Fragmentions filr gesdttigte aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) der verseifien Extrakte aus den Bioreaktoren I und II des
Dieseltl-Abbaus im zweistufigen Kunltursystem (2 und b: Exirakte vom 13.12.89, c und d: Exirakte vom
6.6.90) :

(Peakidentifizierung siche Abb. 5.2.4.4.).
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Hydroxycarbonséaren

Hydroxycarbonsduren lieBen 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 gesittigien Kohlenwassersioffen, geringe Biodegradationseffekte bei den aroma-
tischen Kohlenwasserstoffen und méiBig differenzierie Carbonsdure-Verteilungen cha-
rakierisiert, hatten also insgesamt nur wenig Vernderung durch mikrobielle Verwertung
erfahren. Moglicherweise ist die Bildung der Hydroxycarbonséuren nur auf ein sehr frit-
hes Biodegradationsstadium beschrénkt. Beide Extrakte zeichneten sich durch eine na-
hezu identische Sdure-Verteilung aus. Diese umfaBte neben S-Hydroxycarbonséuren mit
B-Hydroxy-Cyy.o-Carbonsdure als groBter Kompenente auch zwei Verbindungen, die
aufgrund der massenspektrometrischen Fragmentierung als Methyl-f-hydroxy-Cro.o-
Carbonsdure und Methyl-8-hydroxy-Cy4.0-Carbonsgure identifiziert wurden. Eine Veri-

fizierung durch Vergleichsspekiren war nicht moglich.
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Abb. 5.2.4.6: Massenchromatogramme des charakieristischen Fragmentions fir S-Hydroxycarbonsauren
als B-Trimethylsiloxycarbonséduren der verseifien Extrakte vom 6.6.90 aus den Bioreaktoren I (a) und 4]
(b) des Dieseldl-Abbaus im zweistufigen Kultursystem

(1: B-Trimethylsiloxydecancarbonsauremethylesier, 2: f-Trimethylsiloxydodecancarbonsduremcthylester,
3: Methyl-S-rimethylsiloxydodecancarbonsiuremethylester, 4 B-Trimethylsilozyietradecancarbonsaure-
methylester, 51 Methyl8-trimethylsilogyteiradecancarbonsiuremethylester, 6: f Tnmethy]sﬂoxyhexade—

cancarbonsauremethyiester 7 ﬂ TnmeﬂlylsﬂoxyhepIadecancarbonsﬁuremethylesier
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Aromatische Carbonsuren

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 Carbonséuren
nur in einigen Féllen moglich. Wihrend Naphthalincarbonséuren immerhin in vier Pro-
ben auftraten, vor allem in den freien Extrakten aus dem Bioreaktor I, schienen sich
Phenanthrencarbonséuren offensichtlich wihrend des gesamten Experiments nicht oder
zumindest nicht in nachweisbarer Konzentration gebildet zu haben.

Napnthalincarbonsduren

Naphthalincarbonsduren konnten erstmals im freien Extraki aus dem Bioreaktor I vom
13.12.89 aufgrund von Massenspekiren identifiziert werden. Durch Oxidation der Me-
thylgruppe von 2-Methylnaphthalin und 1-Methylnaphthalin waren die korrespondieren-
den Naphthalincarbonsduren entstanden. Entsprechend der Verteilung der Methylnaph-
thaline in der charakteristischen Spur m/z 142 der Abb. 5.2.4.2 (siehe Seite 110), stellte
die 2-Naphthalincarbonsfiure die Hauptkomponente (Abb. 5.2.4.7, Spur m/z 186). Das
Massenspektirum einer Naphthalincarbonsiure zeigt die Abb. 5.2.4.8. Charakteristische
Peaks sind neben dem Molekiilion m/z 186 die Fragmentionen der Massen m/z 155 und
m/z 127, die durch Abspaltung der Methoxygruppe und des Carbonylrestes entsiehen.

Methylnaphihalincarbonsfuren lieBen sich in dieser Probe ebenfalls nachweisen, aller-
dings in deuilich geringerer Intensitét als die Naphthalincarbonsiuren. Methylnaphtha-
lincarbonséuren werden aus Dimethylnaphthalinen durch Oxidation einer der beiden
Methylgruppen gebildet, ihr Molekiilion erhdht sich infolgedessen verglichen mit dem
der Naphthalincarbonsduren um 14 Masseneinheiten auf m/z 200 (Abb. 5.2.4.7). Da die
massenspekirometrische 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 hinsichilich der Intensitdten dieser drei Peaks.

Mbglicherweise haben sich auch Spuren von Naphthalindicarbonséuren gebildet. Die
Spektren sind jedoch nicht so gut, als daB eine eindeutige Verifizierung mdglich gewesen

WAare.
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Abb, 5.2.4.7: Massenchromatogramine der charakteristischen Molekillionen fiir Naphihalincarbonsiuren
(m/z 186), Methylnaphthalincarbons#uren (m/z 260) und Naphthalindicarbonsiuren (m/z 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 Naphthalincarbonsiure als Methylester.
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Die Massenchromatogramme der entsprechenden Spuren des freien Exirakts aus dem
Bioreaktor I vom 16.1.90 (Abb. 5.2.4.10) sind demgegentiber durch eine starke Uberlage-
rung von anderen Substanzen gekennzeichnet. Die Interpretation der Massenspekiren
gestattete jedoch eine eindeutige Identifizierung. Demnach waren sowohl Naphthalin- als
auch Methylnaphthalincarbonséuren vertreten. Bei den Methylnaphthalincarbonséduren
wurden neun Isomere bestimmt, Hs darf vermutet werden, daB noch weitere Isomere exi-
stieren, die aufgrund der siarken Uberlagerung moglicherweise mit anderen Verbindun-
gen koeluieren und deshalb in den Massenspektren nicht erkannt wurden. Naphthalindi-
carbonsduren konnten auch in dieser Probe nicht eindeutig nachgewiesen werden.

]
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Abb. 5.24.1%: Massenchromatogramme der charakteristischen Molekiilionen filr Naphthalincar-
bonsiuren (m/z 186), Methylnaphthalincarbonsiuren m/z 200) und Naphthalindicarbonsfuren (m/z 244)
als Methylester des freien Exirakis aus dem Bioreskior [ vom 16.1.90.

Mehrere Isomere von Methylnaphthalincarbonséuren wurden in relativ geringen Kon-
zentrationen auch in den freien und den verseiften Extrakten aus den Bioreakioren I und

Il vom 6.6.90 gefunden.

Alkohole

Alkohole lieen sich in allen untersuchten Proben nicht nachweisen.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse der Abbauversuche mit Dieseld!

Molekulare Aspekie der mikrobiellen Degradation von Dieseldl wurden an zwei ver-

schiedenen Systemen studiert.

Beim Dieseldlabbau in Batch-Kultur mit Acinetobacter junii konnten bereits nach zwei
Tagen bakterieller Akitivitéit bei Temperaturen von 30 °C im freien Exirakt gaschroma-
tographisch keine n-Alkane mehr nachgewiesen werden, obwohl der Anteil der geséttig-
ten Kohlenwasserstoffe annéhernd 70 % des Ausgangsols betrug. Im Gegensatz dazu
zeigien sich die Isoprenoide erheblich resistenter. Erniedrigte Konzentrationen wiesen
zwar auch bei ihmen auf mikrobielle Verwertung, dennoch bildeten sie eine homologe
Reihe von Cy5-Cy, mit Pristan und Phytan als dominierenden Verbindungen. Die aroma-
tischen Kohlenwasserstoffe, sowohl Naphthaline als auch Phenanthrene, waren villig un-
verédndert. Stoffwechselprodukte konnten nicht beobachtet werden.

Dieses Bild dnderte sich auch bei ldngerer Versuchsdauer, die letzie Probennahme er-
folgte nach neuwnundzwanzig Tagen, nur geringfiigig durch eine Konzentrationsabnahme
der Methylnaphthaline im Verhéltnis zu den héher alkylierten Naphthalinen, wobei das
2-Methylisomer 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 Extrakie.

Im verseiften Extrakt befanden sich dagegen schon nach einer Reaktionszeit von zwei
Tagen Stoffwechselprodukte in Form aliphatischer Carbonséuren, die aufgirund ihrer
Verteilung eindeutig dem Dieseld] zugeordnet werden kdmnmen. Sie konzentrierten sich
im Kohlenstoffzahlenbereich von #-Cyg.g bis 72-Cyg.o und umfalien mit Cyg.q-, Cy7.1- und
Cqg.1-Carbonsdure auch einfach ungeséttigte Homologe. Als Verbindungen groBter Re-
lativkonzentrationen traten Cigp- und Cy7.g-Carbonsfure im Massenchromatogramm
hervor. Obgleich das Carbonsdure-Muster nicht so weit mit dem der n-Alkane des Aus-
gangsdls korrelierte, daf eine sowohl beziiglich des Spekirums der Verbindungen als
auch der Relativkonzenirationen derselben untereinander adéiquate Verteilung entstan-
den wire, handelt es sich bei diesen Substanzen zweifellos um Metaboliten der mikro-
biellen Degradation des Dieseldls. Stark erhthte Gehalie an Cqy.g- und Cqg.g-Carbon-
sdure bewirkien eine quantitative Modifizierung dieser Sdureverteilung nach 29 Tagen.

~Aromatische Carbons#uren lieen sich wihrend des Diesel6labbaus in Baich-Kultur zu

I e s e,
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keinem Zeitpunkt nachweisen.

Auf unterschiedliche Degradationsabfolgen von n-Alkanen und Aromaten in natiirlich
biodegradierten Lagerstdttendlen wurde bereits in Kap. 3.1 hingewiesen (siche Seite 15).
Diskrepanzen ergaben sich ebenso bei Laborversuchen zur kiinstlichen Alteration von
Olen in wiiBrigem 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 Néhrstoffe zugefiihrt, zeigten sich Unterschiede in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Mikroorganismenvergesellschaftung. So hatte der Ab-
bau in zwei Ansétzen die Aromaten erheblich stirker erfaBt als die geséttigten Kohlen-
wasserstoffe, wihrend sich im dritten Ansatz eine zwar nur méRige Degradation ver-
zeichnen lieB, die jedoch n-Alkane und Aromaten gleichermaBen beeinflufite. Nach Er-
gebnissen von Jones et al. (1983) soll bei Laborexperimenten sogar ein Abbau von Aro-
maten statigefunden haben, ohne daf8 die n-Alkane Anzeichen einer Biodegradation

héitien erkennen lassen.

Es ist seit langem bekannt, daB sich unter gleichen Degradationsbedingungen mit unter-
schiedlichen Mikroorganismen-Spezies zum Teil extrem differierende Resultate erzielen
lassen (u.a. Walker & Colwell 1974, 1976). Der Einflu der Temperatur erwies sich dabei
als nicht unerheblich.

In neuerer Zeit priiften Freidicker & Strechel (1988) neun kommerziell erhiltliche
Mischkulturen, die Uiblicherweise fiir die Reinigung stark organisch belasteter Abwiisser
eingesetzt werden, und eine Belebtschlammkultur aus einem Klédrwerk auf ihre Fahigkeit
zur Verwertung von Dieseldl als einziger Kohlenstoffquelle bei Reaktionszeiten bis zu
einunddreiBig Tagen und Temperaturen von 20 °C. Schwerpunkie dieser Arbeit sind al-
lerdings nicht chemische, sondern mikrobiologische Fragesteliungen. So wurden Konzen-
trationséinderungen der n-Alkane und der Gesamtmenge an Kohlenwasserstoffen mit
biologischen Parametern korreliert wie beispiclsweise der Biomasse, der Lebendzelizahl
und dem Ertragskoeffizienten (Verhiltnis. von Biomasseertrag zu abgebauter Substrat-
menge). Untersuchungen zur Koloniemorphologie sollten dariiber hinaus Anderungen
der Artenvielfalt der Mischpopulationen erfassen. In Abhéngigkeit von Substratmenge
und Population setzten Wachstum und Abbau zu unterschiedlichen Zeitpunkien und mit
unterschiedlicher Intensitéit ein. Dabei waren hohe Lebendzellzahlen und hoher Biomas-
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seertrag durchaus nicht immer mit groBer Abbauleistung verkniipft. Neben n-Alkanver-
teilungen, die der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen vergleichbar sind, traten an-
dere auf, die infolge relativ gleichmiBiger Degradation aller Verbindungen das typische
n-Alkanverteilungsmuster des Dieseldls noch deutlich erkennen lieBen. Wihrend bei
niedriger Olkonzentration offensichtlich kein Selektionsdruck auf die Organismen be-
stand, verringerte sich die Artenvielfalt bei hoherer Konzentration erheblich. Parallel

dazn gewannen Pseudomonas-Spezies zunehmend an Bedeutung.

Im Gegensaiz zu den Versuchen mit Reinsubstanzen konnten beim Dieseldlabbau in
Ratch-Kultur keine festen Reaktionsprodukie beobachiet werden. Cb es sich bei der von
Freidieker & Strechel (1988) erwahnten Flocken- und Wachsbildung eventuell um einen
vergleichbaren Proze8 handeln konnte, ist aufgrund der vorliegenden Informationen
nicht eindeutig zu kliren. Die von Fischer (1990) als "oilballs” bezeichneten kugelformi-
gen Agglomerate aus der Anfangsphase der Degradation von Motorend] dirften wohl
Micellen gewesen sein, Zusammenballungen von Natrium- und Kaliumsalzen bereits als

Stoffwechselprodukte gebildeter Fettsuren.

Der Abbau im zweistufigen Kultursystern wurde seitens des Instituts fiir Biotechnologie 3
der KFA Jiilich unter dem Gesichtpunkt eines moglichst hohen Biomasseertrags betrie-
ben, d.h. durch Optimierung wachstumssteuernder Parameter solite moglichst rasch eine
groBe Zahl dieseldlabbauender Bakterien geziichtet werden. Wegen der im Laufe des
Experiments zum Teil betrichtlich variierenden Versuchsbedingungen und der stindigen
Substratzufuhr war diese Versuchsfithrung nur sehr bedingt geeignet, Erkenntnisse fiber
sukzessive Degradation von Diesel8l zu gewinnen. Stattdessen wurden unterschiedliche
Abbaustadien beleuchtet und anhand der Verteilungsmuster von geséttigten und aroma-
tischen Kohlenwasserstoffen und wihrend des Abbaus daraus gebildeter Metaboliten wie
Carbonsduren, Hydroxycarbonsduren und Naphthalincarbonsiuren charakterisiert.

In allen Extrakien aus dem Bioreaktor I lies sich trotz unterschiedlich starker Degrada-

tion. semessen an der Summe der #-Alkane und dem Verhdlinis der Konzentrationen
t

von Pristan und Phytan zu 71-C;7 und n-Cyg, eine nahezu identische #-Alkanverteilung in
den Gaschromatogrammen beobachten. Die geringen Konzeniraiionen der Verbindun-
gen mit weniger als fiinfzehn Kohlenstoffatomen sind vermutlich eine Folge der Ab-

dampfveriuste bei der Entfernung des Losungsmittels und
trakte. Selektiver Abbau bestimmter #-Alkane kann demnach nicht statigefunden haben.
‘Vielmehr scheinen die aliphatischen Kohlenwasserstoffe im quantifizierten Bereich von

1-Cys bis n-Czp in der gesamten Probensequenz in gleichem MaBe von den Mikroorga-

= .
der Fraktionierung der Ex-

nismen verweriet worden zu sein.
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Freie Carbonsduren eluierten in allen Extrakten aus dem Bioreakior I in relativ breitem
Spektrum. Aufgrund der guten Néhrstoffversorgung und der kontinuierlichen Zufuhr fri-
schen Substrats zeigten sich bei dieser Versuchsdurchfithrung generell wesentlich kom-
plexere Verteilungsmuster als bei den Versuchen mit Reinsubstanzen und dem Diesel-
6labbau in Batch-Kultur. Erstaunlicherweise bestand zu keinem Zeitpunkt eine exakte
Korrelation zwischen n-Alkanen und Carbonséuren. Obgleich die Degradation der n-Al-
kane alle Verbindungen in gleichem MaBe erfaBite, boten die Carbonséuren kein korre-
spondierendes Bild. So deckten sie weder den gesamten Kohlenstoffzahlenbereich ab
nock gab es Ubereinstimmungen beziiglich der Relativkonzenitationen der einzelnen
Verbindungen zueinander, verglichen mit denen der entsprechenden n-Alkane. Den ge-
sdttigten Kohlenwasserstoffen des Dieseldls im Bereich von #-Cy bis #-Cyg mit einem
Maximum bei Cy5 stand eine Sdureverteilung von 7-Cjp.o bis n-Cpy.q mit einem Maxi-
mum bei Cig.9 gegeniiber. Bei den aufgrund der massenspekirometrischen Fragmentie-
rung als Carbons#uremethylester bezeichneten Verbindungen der Abb. 5.2.4.4 (siehe
Seite 114) handelt es sich mdglicherweise um die niedrigmolekularen Homologen, eine
Annahme, die zwar wegen fehlender Molekiilionen nicht verifiziert werden konnte, auf-
grund der Retentionszeiten aber sehr wahrscheintich ist. Die Konzentrationen der noch
erfaBten hohermolekularen Carbonsiuren waren iiberaus gering, so daB das Fehlen
entsprechender Signale bei noch hoheren Retentionszeiten eventuell nur als Folge noch
geringerer und damit unter den gewéhiten analytischen Bedingungen nicht mehr detek-
tierbarer Konzentrationen verstanden werden kdnnte. Die Ursache der Konzentrations-
unterschiede blieb dagegen ungeklart. Vielleicht spielt in diesem Zusammenhang die
Funktion der Fetisiuren als Emulgatoren zur Herabsetzung der Grenzflichenspannung
und Verbesserung des Ol/Wasser-Kontakts eine Rolle.

Die Carbonsiurekonzentrationen lagen in den verseiften Extrakten aus dem Bioreaktor I
generell hoher als in den unverseiften. Da vor der Hydrolyse keine Abtrennung der
freien Sduren vorgenommen wurde, enthielten die verseiften Fxtrakte nicht nur gebun-
dene, sondern auch freie Carbonséiuren. Gravierende Unterschiede hinsichtlich der Viel-
falt der Stoffwechselprodukte dieser beiden S#urefraktionen ergaben sich nicht. Dies
stand in deutlichem Gegensatz zu den Ergebnissen der Versuche mit Reinsubstanzen,
hatten sich doch bei ihnen relativ grofle gualitative und quantitative Unterschiede ge-
zelgt Moglicherweise ist auch die relativ einheitliche Sdureverieilung der freien und ver-

i 3 Wt
eiften Hxtrakte aus dem Dieseltlabbau im zweistufigen Kultu

L

gutg_en Versorgung mit Nahrstoffen und Subsirat.

Neben den Fettséuren hatten sich, wie aus den Analysenergebnissen des verseiften Ex-
trakts vom 6.6.90 zu entnehmen war, auch folgende S-Hydroxycarbonsiuren gebildet: 8-

i
i
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Hydroxy-Cyp.g-Carbonsiiure, Methyl-8-Hydroxy-Cys.g-Carbonséure und Methyl-5-Hy-
droxy-C; 4.0-Carbonsdure.

Die Naphthaline verhiclen sich im Gegensatz zu den n-Alkanen erheblich differenzier-
ter. Im Extrakt vom 6.11.82 noch unverfindert, hatte fortschreitende Degradation zum
Verschwinden des 2-Methylnaphthalins im Extrakt vom 13.12.89 gefithrt. Gleichzeitig
machte sich eine deutliche Redukiion der Relativkonzentrationen von Dimethyl- und
Ethylnaphthalinen bemerkbar, wihrend die hoher alkylierten Cs- und C4-Verbindungen
intakt geblieben waren. Bei Idngerer Versuchsdauer war eine generelle Konzentrations-
abnahme aller Verbindungen, auch der héher substituierten, zu verzeichen. Infolgedes-
sen gab es bei den Extrakten vom 16.1.50 und 6.6.90, insbesondere im Bereich der Dime-
thylnaphthaline und Ethylnaphthaline, eine grofe Zahl neuer Verbindungen, die auf-
grund zu geringer Relativkonzentrationen vorher im Massenchromatogramm nicht sicht-
bar waren. Dariiber hinaus bestand in der letzten Probe eine Abweichung des Isomeren-
verhiltnisses von 2-Methylnaphthalin zu 1-Methylnaphthalin, verglichen mit dem des
Ausgangsols und der Extrakte vom 6.11.89 und 16.1.50.

Bei den Phenanthrenen lieBen sich in den Extrakien aus dem Bioreakior 1 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
sowchl Naphthalin- als auch Methylnaphthalincarbonséiuren 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. Moglicherweise haben sich auch Spuren von Naphthalindicarbonsduren
gebildet, die Spekiren gestatteten allerdings keine eindeutige Verifizierung.

Die Bildung der aromatischen Carbonséuren war Anhaltspunkt dafiir, daB, obgleich bei
dieser Versuchsfithrung sicherlich eine Degradation der aromatischen Kohlenwasser-
stoffe durch Auswaschung moglich gewesen wire, ein mikrobielier Abban stattgefunden
hat und dieser in gleicher Weise wie bei den n-Alkanen durch Oxidation von Methyl-

gruppen begann. Die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des Dieseldls sind

zum groBten Teil mehrfach substituiert, insbesondere durch Methyl- und Ethylgruppen.

Die n-Alkanverteilungen der Extrakie aus dem Bioreaktor II lieBen, wie aufgrund der
lingeren Reaktionszeit zu erwarten, generell ein hdheres Abbaustadium erkennen als die
-entsprechenden Extrakie aus dem Bioreakior 1. Obgleich in den Extrakien vom 13.12.89
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und 6.6.90 noch das kompletie Spektrum an #-Alkanen eluierte, deuteten die stark er-
hohten Gehalte an Pristan und Phytan und die an Fliche zunehmenden unaufgeldsten
komplexen Gemische auf stirkere Biodegradation. Erstaunlicherweise hatten sich
ebenso wie bei den Proben aus dem Bioreaktor I auch hier die Konzentrationen aller
Verbindungen in gleichem MaBle reduziert, so daB trotz des fortgeschritteneren Abbaus
das typische n-Alkanmuster des Dieseldls erhalten blieb. Im Gegensaiz dazu standen die
Gaschromatogramme der Extrakte vom 6.22.89 und 16.1.90, in denen aufler Pristan und
Phytan keine gesétiigien Kohlenwasserstoffe mehr identifiziert werden konnten.

Die Carbonsdureverteilungen der Extrakte aus dem Bioreaktor I lieBen sich aufgrund
der komplexen Muster und der Ausbildung von unaufgellsten komplexen Gemischen
schon auf den ersten Blick als Siurefraktionen stéirker biodegradierier Ole erkennen. Sie
zeichneten sich, verglichen mit den Extrakten aus dem Bioreaktor I, durch ein etwas brei-
teres Spektrum an Verbindungen aus, das einen gréBeren Anteil niedermolekularer Séu-
ren einschlof und durch erheblich hbhere Relativkonzentrationen aller Verbindungen
gekennzeichnet war. Die auch in den Extrakten aus dem Bioreaktor I vorhandene, hier
jedoch ausgeprégtere Présenz von ungeséttigien Carbonsduren im oberen Scanzahlbe-
reich gibt einen Hinweis darauf, daf3 diese auch bei den Experimenten mit Reinsubstan-
zen nachgewiesenen Verbindungen sicherlich keine Artefakte oder Kontaminationen,
sondern Stoffwechselprodukte darsteilen.

Zu den verseiften Extrakten bestanden nur geringfligige Unterschiede, die sich insbeson-
dere in leicht ethShten Relativkonzentrationen duBerten.

Hydroxycarbonsduren wurden auch in dieser Probensequenz nur im verseiften Extrakt
vom 6.6.90 gefunden. Die Verteilung in den beiden Extrakien stimmte vollig iiberein.

Entsprechend der stirkeren Degradation der #-Alkane waren auch die Naphthaline der
Extrakte aus dem Bioreaktor II stérker angegriffen. In den Massenchromatogramnmen
des Extrakis vom 6.11.89 fehlten die Methylnaphthaline véllig, und auch Dimethylnaph-
thaline, Ethylnaphthaline und ein Teil der C3-Naphthaline zeigten, im Gegensatz zu den
Cy4-Naphthalinen, Anzeichen einer Biodegradation. Die Degradationserscheinungen
wurden mit zunehmender Versuchsdauer ausgeprigter und erfaBien auch die hdhersub-
ierten Verbindungen, Dies #uRerte sich allerdings nur in einer Abnahme der Rela-
tivkonzenirationen bei unverdndertem Verteilungsmuster. Im Extrakt vom 6.6.90 waren
bei komplettem Verlust der Methylnaphthaline die Konzenirationen aller Substanzen so
‘weit zuriickgegangen, dafl, ebenso wie im Exirakt aus dem Bioreakior I, zahlreiche Ver-
bindungen, die vorher aufgrund zu geringer Konzentrationen im Untergrund verschwan-

[T
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den, deutlich separierte Peaks bildeten.

Die Phenanthrene hatten sich in allen Exirakten aus dem Bioreaktor I als sehr stabil er-
wiesen. Die Extrakte aus dem Bioreaktor I lieBen hingegen Verdnderungen erkennen,
die von leicht erniedrigten Relativkonzentrationen des Phenanthrens und der
Methylphenanthrene bis zu vollsiindigem Verlust des Phenanthrens bei lédngerer
Versuchsdauer reichten. Die Entwickiung bei den Dimethylphenanthrenen war wegen
des komplexen {somerenmusters nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein,
als ob sie durch die Biodegradation in wesentlich geringerem MaBe beeinfluBt worden
seien als Phenanthrene und Methylphenanthrene.

Trotz der Degradation der Naphthaline lieBen sich nur Spuren von Methyinaphthalin-
carbonséuren in einer einzigen Probe aus dem Bioreaktor Il nachweisen, bei dieser dann
allerdings sowohl im freien als auch im verseiften Exirakt.

TR I e s s
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& Mikvobieller Abbau von Reholen in der Lagerstitte

Ziel der Untersuchung von Rohdlen war es, positive Indikatoren fiir einen beginnenden
mikrobielien Abbau von Lagerstdttendlen zu finden, wo dies mit anderen Parametern
nicht eindeutig mdglich ist. Dazu wurden mehrere Serien von Erdélen aus verschiedenen
Erddlprovinzen auf Stoffwechselprodukie bakterieller Aktivitit, insbesondere Carbon-
sduren und Alkohole, analysiert. Die Ole der einzelnen Serien (Nigeria, Kongo, Powder
River-Becken (Montana), Sania Maria-Becken (Kalifornien), Venezuela, Viking-Graben
(Nordsee) und Broistedt-Gifhorner Trog (Norddeutschland)) stammen jeweils aus dem-
selben Muttergestein, sind jedoch unterschiedlich stark biodegradiert, um Differenzen
der Metabolitenverteilungen in Abhéngigkeit von der Intensitit der mikrobiellen Ver-

wertung erfassen zu kénnen.

Auf der Basis von Gesamt6lanalysen, die vor aliem die Verteilung aliphatischer Kohlen-
wasserstoffe widerspiegeln, und Biomarker-Verteilungen wurde zunichst eine Korrela-
tion der untersuchten Ole mit der von Moldowan et al. (1992) publizierten zehnstufigen
Biodegradationsskala (Abb. 6.1) vorgenommen.

BIODEGRADATION RANKING SUMMARY

Extent Ranking Indicator (Definition)
Light 1 Lower homologs of n-paraffins depleted
Light 2 Generai depletion of #-paraffins
Light 3 Only traces of »-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 8 Hopanes partly degraded
Very Heavy 9 Hopanes absent, diasteranes attacked
Severe 10 C,—Cy aromatic steroids attacked

*In cases where 23-desmethylhopanes 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.

AbD. 6.1: Biodegradations-Klassifizierung nach Moldowan et al. (1992).
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6.1 Prohenaunfbereitung

Da sowoh! freie als auch in Form von Estern gebundene Carbonsduren und Alkohole
nachgewiesen werden sollten, wurden unterschiedliche Methoden der Probenaufberei-

tung gewéahlt.

Die Abtrennung der freien Carbonsiuren erfolgte flilssigkeitschromatographisch. Dazu
wurden jeweils 2 g Ol auf eine mit 2 % KOH Suprapur (Merck) versetztem Kieselgel
belegie Siule von 12 cm Linge und 2,7 cm Durchmesser aufgebracht. Neutrale und basi-
sche Verbindungen wurden mit 240 mi destilliertem Dichlormethan (mit 1 % Methanol)
von der Sdule gewaschen. Die Sduren wurden mit 60 ml destilliertem Dichlormethan, das
mit 2 % Ameisensdure Suprapur (Merck) versetzt war, eluiert und das Eluat zur Entfer-
nung der Ameisensiiure mit 50 ml pentadestilliertem H,O ausgeschiittelt. Zweimaliges
Riickausschiitteln der wiBrigen Phase mit jeweils 30 ml destilliertem Dichlormethan
solite die Ausbeute an organischen S#uren erhdhen. Nach dem Trocknen der organi-
schen Phase mit Nay,SOy4 zur Analyse (Merck) wurde das Losungsmitiel am Rotations-
verdampfer eingeengt und der Extrakt mit Diazomethan bzw. Silyl 991 (BSTFA-TCMS
G9:1) (Macherey-Nagel) verestert und silyheri.

Zur Freisetzung der gebundenen Carbonsduren wurden die 240 mi des Dichiormethan-
Eluats am Rotationsverdampfer eingeengt und der Extrakt mit 1,8 g KOH Suprapur
(Merck) in 30 ml destillierter Methanol und 15 ml destilliertem Toluol zwei Stunden am
RiickfluB unter Stickstoffatmosphére verseift. AnschlieBendes zweimaliges Ausschiitteln
mit 0,6 g NaCl Suprapur (Merck) in 30 mi pentadesiilliertem H,O diente zur Trennung
von organischer und wiRBriger Phase. Nach dem Entfernen der Neutralstoffe .aus der
wiBrigen Phase durch Ausschiitteln mit Cyclohexan Uvasol (Merck) (2 x 50 ml) und An-
siduern mit HC! Suprapur (Merck), um die Carboxylationen in die korrespondierenden
freien Carbonsiuren zu iiberfithren, konsten diese mit Dichlormethan extrahiert werden.
Extraktion, Aufarbeitung und Derivatisierung erfolgten wie zuvor beschrieben.

Cyclohexan- und Toluolphasen mit den Neutralstoffen wurden mit NaySO4 zur Analyse
(Merck) getrocknet, das Losungsmiite] wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
Alkohole wurden aus dieser Fraktion durch Fliissigkeitschromatographie an Kieselgel
mit destilliertem Dichlormethan (mit 1 % Methano! ) abgetrennt. Das Elutionsvolumen

war zuvor mit Standardsubstanzen bestimmt worden.

Die zur Abtrennung der Séure- und Alkohol-Fraktionen benutzten Methoden wurden
unter Verwendung von Boscan-Ol (Venezuela) entwickelt, das in groBerer Menge zur

‘,4 |_Mi.wv.!_.‘.,.
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Verfiigung stand. Die Verseifung erfolgte in Anlehnung an eine von Behar & Albrecht
(1984) beschriebene Vorgehensweise, allerdings wurden statt der angegebenen 20 g
Rohél nur 2 g eingesetzt und diese nicht vollstéindig verseift, sondern nur der nach Ab-
trennung der freien Carbonsduren verbleibende organische Rest, und dies nicht in drei
Schritten, sondern in einem einzigen. Da Behar & Albrecht (1984) unter anderem auch
mit Boscan-Ol gearbeitet hatten, bot sich die Gelegenheit der Uberpriifung, ob mit klei-
neren Mengen vergleichbare Ergebnisse zu erzielen sind und ob die Verteilungsmusier
der freien und gebundenen Carbonsduren in jhrer Gesamtheit mit dem durch Verseifung
der gesamien Probe entstandenen Siuremuster zu korrelieren sind.

Da die Alkohole im Vergleich zu den Carbonsduren im allgemeinen nur in geringen
Konzenirationen vorliegen, wurden sie bevorzugt aus solchen Proben abgetrennt, die
sich durch relativ hohe Gehalte an Carbonsduren auszeichneten.

™o
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6.2 Bedingungen fiir die instrumentelle Analytik

Die GesamtOlanalysen wurden unter folgenden analytischen Bedingungen durchgefiihrt:

Gaschromatograph Hewlett Packard 5710A
Quarzkapillarsdule: FS SE-54-CB
Linge: 25 m
Innendurchmesser: 0,25 mm
AuBendurchmesser: 0,38 mm
Belegungsdichie: 0,26 um

T

Trédger- und Brenngase: Helium, Wasserstoff, synth. Lufi, Argon

Temperaturprogramim
Starttemperatur: -30 °C
Autheizrate: 4 °Cfmin
Endtemperatur: 300 °C
Haltezeit: 32 min

Kaltaufgabesystem Gersiel
Temperaturprogramm
Starttemperatur: 30 °C
Aufheizrate: 5 °Cfs
Endtemperatur: 300 °C
Haltezeit: 120 s

Split: 310 my/min

Die Analyse der Biomarker-Verteilungen stiitzt sich auf Massenfragmentogramme aus-

gewihlter charakteristischer Einzelionen fiir Sterane und Hopane. Die Aufnahmepara-

meter wurden folgendermafien gewéhlt:

Gaschromatograph Finnigan
Quarzkapillarsiule: CP-8il 5 CB
Linge: 50m
Innendurchmesser: 0,25 mm
AuBendurchmesser: 0,39 mm
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Belegungsdicke: 0,25 pm
Trédgergas: Helium

Temperaturprogramm:
Starttemperatur: 110 °C
Aufheizrate: 3 °C/min
Endtemperatur: 320 °C
Haltezeit: 20 min

Split: 1:5

Massenspekirometer Finnigan MAT Quadrupol 5100
onisierungsenergie: 70 eV
Quellentemperatur: 160 °C
Massenbereich: 43-650
Zykluszeit: 1s/ Dekade

Auch die Identifizierung der Carbonsfuren und Alkohole erfoigie ausschiieBiich auf-
grund von GC/MS-Daten. Einzelionenerfassung war hier allerdings nicht méglich, es
muBten stets komplette Massenspekiren aufgenommen werden. Zur Auswertung der
Produktverteilung wurden daritber hinaus Massenchromatogramme ausgewdhlter
Schiiisselfragmente angefertigt. Da diese Messungen eine hohe Auflésung erforderten,
kam ein anderes GC/MS-System zum Einsatz.

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 4160
Quarzkapillarsdule: CP-5il 5 CB
Liange: 50m
Innendurchmesser: 4,25 mm
AuBendurchmesser: 0,39 mm
Belegungsdicke: 0,25 pm

‘Temperaturprogramm
‘Starttemperatur: 110 °C
Haltezeit: 4 min

B
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Aufheizrate: 3 °C/min
Endtemperatur: 310 °C
Haltezeit: 28 min

Kaltaufgabesystem Gerstel
Temperaturprogramin
Aunfgabtemperatur: -40 °C
Haltezeii: 30 s
Aufheizrate: 10 °C/s
Endiemperatur: 350 °C
Haltezeit: 90 s

Splitlos

Massenspektrometer VG 7070E mit Kratos DS 90 on line-Datensystem
Ionisierungsenergie: 70 eV
Quellentemperatur: 220 °C
Massenbereich: m/z 45-500
Zykluszeit: 2,3 s/fDekade

ik
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6.3 FErgebnisse

Im folgenden werden die geologischen Gegebenheiten der verschiedenen Lagerstitten
skizziert, die untersuchten Ole charakterisiert und Carbonsiure- und Alkoholverteilun-

gen diskutiert.

6.3.1 Nigeris

Informationen iiber die genaue Herkunft der freundlicherweise von Shell International
iiberlassenen beiden Nigeria-Ole liegen nicht vor. Es ist lediglich bekannt, daB beide aus
demselben Muttergestein stammen. Die Teufen wurden mit 5867 FuB fiir das biodegra-
dierte Ol bzw. 9581 FuB fiir das nicht biodegradierte angegeben.

In Abbildung 6.3.1.1 ist das Gaschromatogramm des nichi biodegradierten Nigeria-Ols
dargestellt. Es enthielt in erster Linie n-Alkane, die in breiter Verteilung einen Kohlen-
stoffzahlbereich von #-Cg4 bis #-Cy7 abdeckten mit einem Maximum bei 7-Cyq. Die Bio-
marker waren nicht angegriffen.

xa

Abb. 6.3.1.1: Gaschromatogramm der Gesamtdlmessung des nicht biodegradierten Nigeria-Ols
(Pr: Pristan, Ph: Phytan). ) '
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Demgegeniiber zeigte das zweite Ol deutliche Anzeichen von Biodegradation {Abb.
6.3.1.2). Das Gaschromatogramm wurde in erster Linie durch ein unaufgelostes komple-
xes Gemisch geprigt. n-Alkane lieBen sich im niedrigmolekularen Bereich nicht mehr
nachweisen und traten im hohermolekularen Bereich nur noch in so geringen Relativ-
konzentrationen auf, daB8 daneben die Hopane im Gaschromatogramm deutlich sichtbar
wurden. Dadurch erhdhten sich gleichzeitig die Relativkonzentrationen der Isoprenoide
Norpristan, Pristan und Phytan, so daB sie die wichtigsten Einzelkomponentien des Ols
bildeten. Trotz des offensichtlichen Abbaus der Kohlenwasserstoffe blieben die Biomar-
ker vollig unverindert. Dieses Ol war demnach nur als leicht biodegradiert (Stufe 3) im
Sinne der Klassifizierung von Moldowan et al. (1992) einzustufen.
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Abb, 6.3.1.2: Gaschromatogramm der GesamtOlmessung des leicht biodegradierten Nigeria-Ols (Bio-

degradations-Stufe 3)
(Npr: Norpristan, Pr: Pristan, Ph: Phytan).
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Frete Carbonséiuren

Die Sdureverteilung der freien aliphatischen Monocarbonsduren des nicht degradierten
Ols ist dem Massenchromatogramm der fiir ihre Methylester charakteristischen Spur des
Fragmentions m/z 74 zu entnehmen (Abb. 6.3.1.3). Diese spiegelt die Kohlenstofizahi-
Verteilung der n-Alkane recht genau wider und ist erwartungsgemiB durch geringe Kon-
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zentrationen der Substanzen charakterisiert. Verglichen mit den Konzentrationen der

dominierenden Cyg.¢- und Cig.o-Sduren erreichien die anderen Verbindungen allerdings

nur so geringe Relativkonzentrationen, daB sogar Signale von Hopancarbonsduren in
dieser Spur erkennbar wurden.
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Abb, 6.3.1.3: Massenchromatogramm des charakieristischen Fragmentions fiir gesittigte aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) (freie Siuren des nicht biodegradierten Nigeria-Ols)
(1:Cctancarbonsuremethylester, 2: Nonancarbonsauremethylester, 5: Decancarbonsiurcmethylester, &:
Undecancarbonsduremethylester, 12: Dodecancarbonsauremethylesier, 15: Tridecancarbonsiureme-
thylester, 19: Tetradecancarbonséuremethylester, 22: Pentadecancarbonsiuremethylester, 26: Hexade-
cancarbonsiuremethylesier, 30: Heptadecancarbonsiuremethylester, 34: Octadecancarbonsiureme-
thylester, 36: Nonadecancarbonsiuremethylester, 38: Eicosancarbonsiuremethylester, 41: Heneicosan-
carbonsduremethylesier, 43: Docosancarbonsjuremethylesier, 45: Tricosancarbonsiuremethylester, 48:
Teiracosancarbonséuremethylester, 50: Pentacosancarbonsiuremethylester, 53: Hexacosancarbonsiure-
methylester, 55: Hepiacosancarbonsiuremethylester, 57: Octacosancarbonsiuremethylester, 59: Nonaco-
sancarbonsiuremethylester, 61: Triacontancarbonsiuremethylester, 64: Hentriaconiancarbonsiureme-
thylester, 67: Dotriacontancarbonsiuremethylester, 68: 17¢,218-homo-Hopancarbonsiuremethylester, 73:
17a:,213-dihomo-Hopancarbonsauremethylester, 80: 175,218-dikomo-Hopancarbonsiuremethylester).

Daneben lieBen sich in dieser Probe tricyclische und, obgleich die Hopane nicht degra-
diert erschienen, auch pentacyclische Carbonséuren nachweisen. Charakieristisch fiir
diese beiden Substanzklassen ist ein Fragmention der Masse my/z 191 (Abb. 6.3.1.4). Die
tricyclischen Terpansduren waren mit je zwei Isomeren von Cyy-, Coy- und Cyg-Séure
verireten (Abb. 6.3.1.5-6.3.1.7). Bei den Hopancarbonsiduren, deren Verteilung
zahlreiche Homologe und Isomere zwischen Czp und Cyz umfaBte, dominierten die
Verbindungen mit 172,218-Konfiguration (Abb. 6.3.1.8-6.3.1.10).
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Abb, 6.3.L.4; Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fiir tricyclische und pentacycli-
sche Terpancarbonsiuren als Methylester (m/z 191) (freie Sduren des nicht biodegradierten Nigeria-Ols)
(40: tricyclischer-C,,-Carbonsturemethylester, 46: tricyclischer-C,,~Carbonsuremethylester, 52: trieyci-
scher-C,g-Carbonsiuremethylester, 63: 17a,218-Hopancarbonsduremethylester, 65: 178,21a-Hopancar-
bonsiuremethylester, 68: 17a,213-homo-Hopancarbonsiuremethylester, 69: 175,218-Hopancarbonsau-
remethylester, 71: 178,21a-homo-Hopancarbonsiuremethylester, 73: 17a,218-dihomo-Hopancarbonsiu-
remethylester, 75: 178,218-homo-Hopancarbonsiuremethylester, 76: 17,21a-dihomo-Hopancarbonsau-
remethylester, 78: 17a,21B-trihomo-Hopancarbonsiduremethylester, 79 178,21a-trihomo-Hopancarbon- |

sturemethylester, 80: 178,218-dihomo-Hopancarbonsauremethylester).
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Abb. 6.3.1.6: Massenspekirum von tricyclischer C,4-Terpansiure als Methylester.
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Abb, 6.3.1.8: Massenspektrum von 17a,218-dihomo-Hopancarbonsiure als Methylester.

r 191

&3
4@ | S5
20 Il
- ! 369
[ 469 44
e | Mo s ol B WO N Lot
208 320 400

Abb. 8.3.1.9: Massenspektrum von 178,21a-dihomo-Hopancarbonsiure als Meihylesier,
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ADb, 6.3.1.18: Massenspekirum von 178,218-dihome-Hopancarbonsiure als Methylester. |
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Die biodegradierte Olprobe zeigte eine breite Saureverteilung freier geradkettiger Al-
kansduren, die Verbindungen von Cg.g- bis C34.o-Sture umfalite (Abb. 6.3.1.11). Diese
Verteilung ist insofern interessant, als ihr Maximum im hdhermolekularen Bereich Zwi-
schen Cyg.o- und Czg.o-Carbonséure liegt, also dem Bereich, in dem bei der gaschroma-
tographischen Analyse des Gesamtdls noch n-Alkane nachgewiesen werden konnten.
Dabei hatten die geradzahligen Homologen etwas hhere Konzentrationen als die unge-
radzahligen. In dem entsprechenden Kohlenstoffzahl-Bereich eluierte auch eine homo-
loge Reihe von 2-Methylcarbonsiuren, die jedoch kein deutliches Maximum aufwies. Mit
3,7,11-Trimethyl-Cy9.o-Carbonséure, 5,9,13-Trimethyl-Cyq4,9-Carbonséure, 2,6,10,14-Te-
tramethyl-Cy5.-Carbonsdure (Pristansdure) und 3,7,11,15-Tetramethyl-Cyg,0-Carbon-
siure (Phytansdure) konnten dariiber hinaus isoprenoid-Carbonséuren identifiziert wer-
den. In gleicher Weise, wie Pristan und Phytan im Gaschromatogramm des Gesamtols
dominierten, wird die Saureverteilung der freien Carbonsduren durch Pristansdure und
Phytansdure als den beiden Hauptkomponenten geprégt. Die Verteilung der Hopancar-
bonséuren (Abb. 6.3.1.12) unterscheidet sich von der des nicht biodegradierten Ols ins-
besondere durch das weitgehende Fehlen von Cap- Verbindungen und héheren Homolo-
gen. Ein deutlich hoherer Gehalt an Czg-Hopancarbonsdure mit 17a,218-Konfiguration
sowie Differenzen hinsichtlich des R/S-Isomerenverhilinisses der Czg- und Cy;-Hopan-

sduren mit 17a,215-Konfiguration kamen hinzu.
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Abb. 6.3.1.11: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fir gesattigie aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des leicht bicdegradierten Nigeria-Ols, Biodegradations-Stufe 3)

(1: Octancarbonsauremethylesier, 2: Nonancarbonsivremethylester, 5: Decancarbonsiuremethylester, 8:
‘Undecancarbonsiuremethylester, 12: Dodecancarbonsiduremethylester, 13: 2-Methyldodecancarbonsiu-
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remethyiester, 15: Tridecancarbonsiuremethylester, 16: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsiuremethylester,
17: 2-Methyhridecancarbonstiuremethylester, 19: Tetradecancarbonsiuremethylester, 20: 2-Methyltetra-
decancarbonsiuremethylester, 22: Pentadecancarbonsiuremethylester, 23: 2-Methylpentadecancarbon-
sauremethylesier, 24: 5,9,13-Trimethyitetradecancarbonsiuremethylester, 26: Hexadecancarbonsiureme-
thylester, 27: 2-Methylhexadecancarbonsfuremethylester, 28: 2,6,10,14-Tetramethylpentadecancarbon-
sduremethylester, 30: Heptadecancarbonsduremethylester, 31: 2-Methylheptadecancarbonsiureme-
thylester, 33: 3,7,11,15-Teiramethylhexadecancarbonsiuremethylester, 34: Octadecancarbonsiureme-
thylester, 35: 2-Methyloctadecancarbonsiuremethylester, 36: Nonadecancarbonsiuremethylester, 37: 2-
Methyinonadecancarbonsiuremethylesier, 38: Eicosancarbonsiuremethylester, 39: 2-Methyleicosancar-
bonsiuremethylesier, 41: Heneicosancarbonséuremethylesier, 42: 2-Methylheneicosancarbonsiureme-
thylester, 43: Docosancarbonsiuremethylester, 44: 2-Methyldocosancarbonssuremethylester, 45: Trico-
sancarbonsduremethylesier, 47: 2-Methyltricosancarbonsiuremethylester, 48: Tetracosancarbonsiureme-
thylester, 49: 2-Methyitetracosancarbonsiuremethylester, 50: Pentacosancarbonsiuremethylester, 51: 2-
Methyipeniacosancarbonsduremethylester, 53: Hexacosancarbonsiuremethylester, 54: 2-Methylhexaco-
sancarbonsiuremethylester, 55: Heptacosancarbonsiuremethylester, 56: 2-Methylheptacosancarbonséu-
remethylester, 57; Octacosancarbonsiuremethylesier, 58: 2-Methyloctacosancarbonsiuremethylester, 59
Nonacosancarbensiuremethylesier, 60: 2-Methylnonacosancarbonsauremethylester, 61: Triaconiancar-
bonsduremethylester, 62: 2-Methyltriacontancarbonsiuremethylester, 64: Hentriaconiancarbonsiureme-
thylester, 66: 2-Methylhentriacontancarbonsfuremethylester, 67: Dotriaconiancarbonsinremethylester,
70: 2-Methyldotriacontancarbonsivremethylester, 72: Tritriacontancarbonsiuremethylesier, 74: 2-Methyl-
tritriacontancarbonsiuremethylester, 77: Tetratriacontancarbonsiuremethylesier).
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Abb, 6.3.1.12: Massenchromatogramin des charakteristischen Fragmentions fiir pentacyclische Triterpan-
carbonsduren als Methylester (m/z 191) (freie Siuren des leicht biodegradierten Nigeria-Ols, Biodegrada-

tions-Stufe 3)
(63: 17a,218-Hopancarbonsiuremethylester, 65: 178,21a-Hopancarbonsiuremethyiesier, 68 17«,218-
homo-Hopancarbonsiuremethylester, 71: 178,21a-homo-Hopancarbonsiduremethylester, 73: 17a,215-di-

homo-Hopancarbonsiuremethylester).

Gebundene S8uren

Bei den gebundenen Séuren des nicht degradierten Ols bot sich ein vollig anderes Bild.
Die geradkettigen Carbonséuren blieben im wesentlichen auf den Bereich zwischen n-
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Cg.o- und n-Cjg.g-Sdure beschrinkt (Abb. 6.3.1.13), erreichien jedoch erheblich hohere
Relativkonzentrationen als die entsprechenden freien Suren. Dariiber hinaus eluierte
eine homologe Reihe von Carbonsiuren, die aufgrund des Fragmentierungsmusters und
der relativen Retentionszeiten als methylverzweigte Carbonséuren (iso-Sduren) identifi-
ziert wurden. Das Fragmention der Masse m/z 88, dessen Massenchromatogramm im
oberen Teil der Abbildung zu sehen ist, stammt von einer anderen Spezies methylver-
zweigter Carbonsduren, den 2-Methylcarbonsduren. Wahrend das die Methylgruppe tra-
gende Kohlenstoffatom bei diesen dem Carboxylrest unmittelbar benachbart ist, sich also
in C-2 Position befindet, liegt s bei den isc-Sduren am entgegengesetzien Ende des Mo-

lekiils, in der Position w-1.
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Abb. 6.3.1.13; Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesétiigie aliphatische
Monocarbonsduren und iso-Carbonsiuren als Methylesier (m/z 74) und fir 2-Methylcarbongéiuren als
Methylester (m/z 88) (gebundene Siuren des nicht bicdegradierten Nigeria-Ols)

(1: Cctancarbonsiuremethylesier, 2: Nonancarbonsiuremethylester, 3: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylesier, 4; iso-Decancarbonsfuremethylester, 5 Decancarbonsiuremethylester, 6: 2-Methyldecancar-
bonsduremethylester, 7: iso-Undecancarbonsiuremethylester, 8: Undecancarbonsiuremethylesier, 9 2-
ster, 10: iso-Dodecancarbonsiuremethylester, 11: 2,6-Dimethylunde-

Methylundecancarbonsiuremethyle
cancarbonsiuremethylester, 12: Dodecancarbonsinremethylesier, 13: 2-Methyldodecancarbonsiureme-
thylester, 14: iso-Tridecancarbonsiuremethylester, 15: Tridecancarbonsiuremethylesier, 17: 2-Methyliti-
decancarbonsiduremethylester, 18: iso-Tetradecancarbonsfiuremethylester, 19: Tetradecancarbonsiure-
meihylester, 20: 2-Methyhtetradecancarbonsiuremethylester, 21: iso-Pentadecancarbonsiuremethylester,

22: Pentadecancarbonsduremethylester, 23: 2-Methylpeniadecancarbonsiuremethylester, 25: iso-Hexade-
cancarbonsiuremcihylesier, 26: Hexadecancarbonsfnremethylester, 27: 2-Methylhegadecancarbonséiure-
methylester, 29: iso-Heptadecancarbonsduremethylesier, 30: Heptadecancarbonsinremethylesier, 32:

QOciadecencarbonsiuremethylester, 34: Octadecancarbonsduremethylester).

. Als gebundene S#uren des leicht biodegradierten Ols konnten neben n-Alkansduren nur




2-Methylsduren bestimmt werden, deren Verteilungen (Abb. 6.3.1.14) im wesentlichen
der des nicht degradierten Ols entsprachen. Dariiber hinaus elhierte in dieser Fraktion
eine Vielzahl im einzelnen nicht strukturaufgekldrter Phenole, die als Ligninbestandteile
aus terrestrischem organischem Material freigesetzt wurden.
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Abb. 6.3.1.14; Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir gesittigte aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylesier (m/z 74) und filr 2-Methylcarbonsdiuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Siuren des leicht biodegradierten Nigeria-Ols, Biodegradations-Stufe 3)

(5: Decancarbonsfiuremethylesier, 6: 2-Msthyldecancarbonsfuremethylester, 8: Undecancarbonsiureme-
thylester, 9: 2-Methiylundecancarbonsfuremethylester, 11: 2,6-Dimethylundecancarbonsiuremethylester,
12: Dodecancarbonsiuremethylesier, 13: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 15: Tridecancarbon-
sduremethylester, 17: 2-Methyliridecancarbonsiuremethylester, 19: Tewadecancarbonsiuremethylester,
20: 2-Methylietradecancarbonsiuremethylester, 22: Pentadecancarbonsiiuremethylester, 23: 2-Methylpen-
iadecancarbonsiuremethylester, 26: Hexadecancarbonsiuremethylester, 27: 2-Methylhezadecancarbon-
sduremethylester, 30: Hepiadecancarbonsduremethylester, 32: Octadecencarbonsiuremethylester, 34
Ociadecancarbonsfiuremethylester).
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6.3.2 Kongo

Die drei Ole dieser Probenreihe stammen aus der Bohrung Youbi M1, die EIf 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 Ol zeigte Anzeichen
leichter Biodegradation der Stufe 1. Mit geringerer Teufe verstérkte sich die Intensitét
des mikrobiellen Abbaus. So zeigte das Ol aus der oberkretazischen Tchala Formation
(Cenoman) in einer Teufe von 843-870 m Biodegradations-Siufe 2-3, wihrend das Ol bei
715-775 m die Stufe 5-6 erreichte, die m#&Biger bis starker Degradation entspricht.

Ein nicht biodegradiertes Ol stand bei diesen Proben nicht zur Verfiigung. Das am
wenigsten durch mikrobielle Aktivitdt verdnderte Ol (Abb. 6.3.2.1) war durch einen
Verlust der kurzkettigen n-Alkane charakterisiert und muflte demnach schon als leicht
biodegradiert (Stufe 1) klassifiziert werden. Insgesamt bildeten die n-Alkane eine breite
Verteilung, die bis zu n-Cs7 reichie und ein Maximum bei n-Cy4/Cy5 aufwies. Sterane
und Hopane waren vollig intakt. Trotz der nur leichten Degradation besaB dieses Ol ein
unaufgeldstes komplexes Gemisch von betrdchilicher Konzentration.
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Abb. 63.2.1: Gaschromatogramm der GesamtOlmessung des leicht biodegradierten Kongo-Ols (Bio-
degradations-Stufe 1).

Im Zuge fortschreitender Degradation hatte sich die Konzeniration des unaufgelosten
komplexen Gemisches weiter erhdht bei gleichzeitiger drastischer Konzentrationsab-
nahme der zuvor als Einzelkomponenten aufgeldsten Kohlenwasserstoffe im gesamien
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Elutionsbereich (Abb. 6.3.2.2). Dies betraf natiirlich auch die #-Alkane, die im nieder-
molekularen Bereich nur noch in Spuren nachzuweisen waren, insgesamt aber dennoch
eine ziemlich vollsténdige homologe Reihe bildeten. Auch in diesem Ol zeigten die Bio-
marker keinerlei Anzeichen einer Degradation. Diese Merkmalskombination wurde
ebenfalls noch mit leichter Biodegradation korreliert (Stufe 2-3).

Abb. 6.3.2.2: Gaschromaiogramm der Gesamtlmessung des leicht biodegradierten Kongo-Ols (Bio-
degradations-Stufe 2-3).

Das dritte Ol zeigie bei der gaschromatographischen Analyse fast nur noch ein unaufge-
l6stes komplexes Gemisch (Abb. 6.3.2.3). Obgleich sich die Sierane nur relativ schlecht
auswerten lieen, lag der Verdacht nahe, daB sich in ihrer Verteilung bereits beginnende
Degradation abzeichnete. Die Hopane waren hingegen nicht angegriffen. Demzufo]gu
war dxeses OI als mafng blS stark degradlert (Stufe 5- 6) anzusprechen : a
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Abb, 6.3.2.3: Gaschromatogramm der GesamtSlmessung des mifig bis stark biodegradierten Kongo-Ols
(Bicdegradations-Stufe 5-6).

Freie Shuren

Bei den freien S#uren des leicht mikrobiell verdnderten Ols (Biodegradations-Stufe 1)
dominierien aliphatische Monocarbonsduren mit einer Kettenléinge bis zu 32 Kohlen-
stoffatomen (Abb. 6.3.2.4). Mit Auvsnahme von n-Cy7.q- und n-Cigi-Carbonsiure
handelie es sich ausschlieBlich v geséttigte Verbindungen. Die im niedermolekularen
Bereich recht deutlich ausgepriigte Bevorzugung der geradzahligen Homologen verlor
sich mit zunehmender Kettenldnge. In der Spur des fiir diese S#uren charakteristischen
Fragmentions mfz 74 zeigten sich dariiber hinaus Signale von 3-Methyl-Cyg.o-Car-
bonsdure und 12-Hydroxy-C;g.o-Carbonséure. 2-Methylcarbonséuren, deren Verteilung
aus dem Massenchromatogramm des Ions m/z 88 abzulesen ist, bildeten eine den #n-
Fetisduren vergleichbare homologe Reihe. Die Relativkonzentrationen dieser ver-
zweigten Sduren lagen jedoch wesentlich niedriger. Als einziger Verireter mehrfach ver-
zweigter Carbonsduren konnie 2,6,10,14-Tetramethylpentadecancarbonsinre {Pristan-
sdure) nachgewiesen werden. Tricyclische und pentacyclische Carbonsduren waren in
dieser Probe nur von untergeordneter Bedeutung (Abb. 6.3.2.5).
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Abb, 6.3.2.4: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fur gesittigie aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester {m/z 88)
(freie Sauren des leicht biodegradierten Kongo-Ols, Biodegradations-Stufe 1)

(1: Cciancarbonsiuremethylester, 2: Nonancarbonsiuremethylester, 4; 2-Methylnonancarbonsiiureme-
thylester, 5: Decancarbonsiuremethylester, 6: 2-Methyldecancarbonsiuremethylester, 8 Undecancarbon-
siuremethylester, 9: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 11: Dodecancarbonsiuremethylester, 12:
2-Methyldodecancarbonsduremethylester, 14: Tridecancarbonsuremethylester, 15: 2-Methyliridecancar-
bonsiuremethylesier, 17: Teradecancarbonsiuremethylester, 18: 2Z-Methyltetradecancarbonsiureme-
thylester, 20: Pentadecancarbonsiuremethylester, 21: 2-Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 23:
Hexadecancarbonsiduremethylester, 24: 2-Methythexadecancarbonsiuremethylester, 25: 2,6,10,14-Tetra-
methylpentadecancarbonsiuremethylesier, 27; Hepiadecencarbonsburemethylester, 28 Hepiadecancar-
bonsiuremethylester, 29: 2-Methylhepiadecancarbonséiuremethylester, 30: Octadecencarbonsiureme-
thylester, 31: Octadecancarbonséuremethylesier, 32: 2-Methyloctadecancarbonséuremethylester, 33: 3-
Methylnonadecancarbonsiuremethylester, 34; Nonadecancarbonsiuremethylester, 35: 2-Methylnonande-
cancarbonsiduremethylester, 37: Eicosancarbonsduremethylester, 38: 12-Trimethylsiloxyoctadecancarbon-
sduremetitylester, 39: 2-Methyleicosancarbonsiduremethylester, 41: Heneicosancarbonsiuremethylester,
42: 2-Meihylheneicosancarbonsfuremethylesier, 43: Docosancarbonsfuremethylester, 44: 2-Methyldoco-
sancarbonsiuremethylester, 45: Tricosancarbonsiuremethylester, 46: 2-Methyiiricosancarbonsiureme-
thylester, 47: Teiracosancarbonsiuremethylesier, 48: 2-Methyltetracosancarbonsiuremethylester, 4% Pen-
tacosancarbonsivremethylester, 50: 2-Methylpentacosancarbonséuremethylester, 51: Hexacosancarbon-
siuremethylesier, 52: 2-Methylhexacosancarbonsfuremeinylesier, 353: Hepiacosancarbonsiureme-
thylester, 54: 2-Methylheptacosancarbonsiuremethylester, 55: Octacosancarbonsfuremethylester, 56: 2-
Methyloctacosancarbonsduremethylesier, 57: Nonacosancarbonsiuremethylester, 58 2-Methylnonaco-
sancarbonsiuremethylester, 59: Trizcontancarbonsiuremethylester, 60: 2-Methyliriacontancarbonséure-
methylester, 62: Hentriacontancarbonsiuremethylester, 63: Dotriacontancarbonsfuremethylester).
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AbbB. 6.3.2.5: Massenchromatogramm des charakieristischen Fragmentions fiir tricyclische und pentacycli-
sche Terpansiuren als Methylester (m/z 191) (frefe Siuren des leicht biodegradierten Kongo-Ols, Biode-

gradations-Stufe 1)
(40: wicycliscker C,y-Carbonsduremethylesier, 61: 17c,215-Hopancarbonsduremethylester, 64: 17a ,215-
homo-Hopancarbonsduremethylesier, 66: 17a,218-dikomo-Hopancarbonsiuremethylester).

Die Fettsiure-Verteilung des leicht degradierten Ols der Biodegradations-Stufe 2-3 war
mit der zuvor beschrisbenen des leicht biodegradierten Ols der Biodegradations-Stufe 1
nahezu identisch (Abb. 6.3.2.6). Unterschiede bestanden lediglich hinsichilich der erheb-
lich niedrigeren Konzentrationen aller Verbindungen und der Bildung eines unaufgels-
sten komplexen Gemisches. Die Bevorzugung der geradzahligen Homologe blieb erhal-
ten. Verzweigte Carbonsfiuren traten mit Ausnahme von Pristanséure nicht auf. Tricycli-
sche und pentacyclische Séuren boten wiederum dasselbe Bild wie in der leichter degra-
dierten Probe, d.h. eine tricyclische Terpansaure mit 21 Kohlenstoffatomen in relativ ho-
her Konzcntranon und Isomere von O_;,O- C31- unci C32—Hopancarbonsaure mit 17z 21ﬁ
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Abb. 6.3.2.6: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fur gesattigte aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) (freie Sduren des leicht biodegradierten Kongo- -Ols, Biode-
gradations-Stufe Z-3)

(1: Cctancarbonséuremethylester, 2: Nonancarbonsiuremethylester, 5: Decancarbonsduremethylester, 8:
Undecancarbonsiuremethylester, 11: Dodecancarbonsduremethylester, 14: Tridecancarbonséureme-
thylester, 17: Tewradecancarbonsiuremethylesier, 20: Peniadecancarbonséuremethylester, 23: Hexade-
_cancarbonsiuremethylesier, 28 Hepiadecancarbonsiuremethylesier, 31: Octadecancarbonsiureme-
thylester, 34: Nonadecancarbonsauremethylester, 37: Eicosancarbonsauremethylester, 41: Heneicosan-

- carbonsduremethylester, 43; Docosancarbonsiuremethylester, 45: Tricosancarbonsduremethyicsicr, 47: -

T

14
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Tetracosancarponsiuremethylesier, 49: Pentacosancarbonsiuremethylester, 51: Hexacosancarbonsiure-
methylester, 53: Heptacosancarbonsiuremethylester, 55: Octacosancarbonsiuremethylester, 57: Nonaco-
sancarbonsduremeihylesier, 59: Triacontancarbonséuremethylesier).

Im Zuge der stirkeren Degradation des Ols war es zu gravierenden Anderungen bei den
freien Sduren gekommen. Das unaufgeloste komplexe Gemisch im Massenchromato-
gramm des Ions m/z 74 hatte an Konzentration zugenommen, und die Konzentrationen
der Fettsduren waren drastisch zuriickgegangen (Abb. 6.3.2.7). Dadurch kam es insbe-
sondere im héhermolekularen Bereich zu einem so ungiinstigen Signal/Rausch-Verhélt-
nis, daB die Zuordnung der léngerkettigen Homologe Cyq.0-Cog.0 nur aufgrund der rela-
tiven Retentionszeiten vorgenommen werden konnte. Verzweigie Carbonsduren lieBen
sich nicht nachweisen. Tricyclische und pentacyclische Carbonsiuren présentierten sich
in erheblich gréfBerer Konzentration als in der leicht degradierten Probe der Biodegrada-
tions-Stufe 2-3 bei unverinderter Verieilung.
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Abb. 6.3.2.7; Massenchromaiogramm des charakteristischen Fragmentions fiir gesdtiigte aliphatische
Monoccarbonsiduren als Methylester (m/z 74) (freie Sauren des maBig bis stark biodegradierten Kongo-
Ols, Biodegradations-Stufe 5-6)

(1: Ocuancarbonsiuremethylester, 2: Nonancarbonsiuremeihylester, 3: Decancarbonsiuremethylester, 8
Undecancarbonsiuremethylester, 11: Dodecancarbonsiuremethylester, 14: Tridecancarbonsdureme-
thylester, 17: Tetradecancarbonsiuremethylester, 19; isp-Pentadecancarbonsiuremethylester, 20: Penta-
decancarbonsiuremethylester, 23: Hexadecancarbonsiuremethylester, 28: Heptadecancarbonséureme-
thylester, 31: Octadecancarbonsiuvremethylester, 34: Nonadecancarbonsiuremethylesier, 37: Eicosancar-
bonsguremethylester, 4(: tricyclischer C,;-Carbonsiuremethylester, 43: Docosancarbonsiuremethylester,
45: Tricosancarbonsdurcmethylester, 47: Tetracosancarbonsiuremethylester, 49: Pentacosancarbonsiu-
remethylester, 51: Hexacosancarbonsdureiethylester). - :

Gebundene Sduren

Feitsiuren und 2-Methylcarbonsduren bestimmten auch die Fraktion der gebundenen
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Séuren des leicht degradierten Ols der Biodegradations-Stufe 1, blieben aber auf einen
sehr viel kleineren Kohlenstoffzahl-Bereich beschrénkt (Abb. 6.3.2.8). So wurden Fett-
sduren nur bis zu einer Kettenldnge von maximal 18 Kohlenstoffatomen identifiziert, und
die Reihe der 2-Methylcarbonséuren endet sogar bereits bei 2-Methyl-Cys5.9-Carbon-
sdure. Daneben eluierte eine Substanzklasse, die bei den freien Sduren nicht haite beob-
achtet werden konnen, die der iso-S#uren. Diese einfach verzweigten Sduren wiesen zwi-
schen 11 und 16 Kohlenstoffaiome auf. Hopancarbonsduren fehlten vollig, und die tricy-

clischen Sduren waren nur durch die Cy1-Sédure vertreten.
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Abb. 6.3.2.8: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir geséittigte aliphatische
Monocarbonsiuren und iso-Siuren als Methylester {m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene Sauren des leicht biodegradierien Kongo-Ols, Bicdegradations-Stufe 1)

(1: Octancarbonsiuremethylester, 2: Nonancarbonsénremethylester, 3: 3,7-Dimethyloctancarbonséureme-
thylester, 4: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 5: Decancarbonsduremeihylester, 6: 2-Methyldecan-
carbonsiuremethylesier, 7: iso-Undecancarbonsfuremethylesier, 8: Undecancarbonsiuremethylester, 9:
2-Methylundecancarbonsduremethylester, 100 so-Dodecancarbonséuremeihyiesier, 11: Dodecancarbon-
siuremethylester, 12: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 13: iso-Tridecancarbonsiuremethylesier,
14: Tridecancarbonsiuremethylester, 15: 2-Methyltridecancarbonsfivremethylester, 16: iso-Tetradecan-
carbonszuremethylester, 17: Tetradecancarbonsiuremethylester, 18: 2-Methylietradecancarbonsaurerme-
thylester, 19: iso-Pentadecancarbonsiuremethylester, 20: Peniadecancarbonséuremethylesier, 21: 2-Me-
thyipentadecancarbonsjuremethylester, 22: iso-Hezadecancarbonsiuremethylester, 23: Hexadecancar-
bonsiuremethylester, 28: Heptadecancarbonsiuremethylesier, 30: Cctadecencarbonsduremethylester, 31
Octadecancarbonsiuremethylesier, 34: Nonadecancarbonsiuremethylester, 36: 12-Trimethylsiloxyoctade-
cencarbonsiuremethylester, 38: 12-Trimethyisiloxyoctadecancarbonsiuremethylesier).

Die Analysenergebnisse des leicht degradierten Ols der Biodegradations-Stufe 2-3 zeig-
ten eine groBe Ubereinstimmung mit denen des leicht degradierten Ols der Biodegrada-
tions-Stufe 1 in bezug auf die Subsianzklassen bei den gebundenen Siuren und die Ver-
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teilungsmuster innerhalb derselben (Abb. 6.3.2.9). Geradkettige und 2-methylverzweigte
Carbons&uren herrschten vor, neben denen iso-Sduren und Cyy-tricyclische Terpansiure
beinahe verschwanden. Insgesamt lieB3 sich eine betrichtliche Konzentrationserhthung
aller identifizierten Verbindungen verzeichnen.
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Abb. 6.3.2.9: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesdttigie aliphatische
Monocarbonsduren und #so-Sduren als Methylester (m/z 74) und far 2-Methylcarbonsduren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene S#uren des leicht biodegradierien Kongo-Ols, Biodegradations-Stufe 2-3)
(1: Cectancarbonsduremethylester, 2: Nonancarbonsduremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsaureme-
thylester, 5: Decancarbonsiuremethylester, 6: 2-Methyldecancarbonsiuremethylester, 7: iso-Undecancar-
bonsiuremethylesier, 8: Undecancarbonsduremethylester, 9: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester,
10: iso-Dodecancarbonsiuremethylester, 11: Dodecancarbonsiuremethylester, 12: 2-Methyldodecancar-
bonsduremethylester, 13: iso-Tridecancarbonsiuremethylester, 14: Tridecancarbonsiiuremethylester, 15
2-Methylaidecancarbonsduremethylesier, 16: iso-Teiradecancarbonsiuremethylester, 17: Tetradecancar-
bonsiuremethylester, 18: 2-Methylietradecancarbonsiuremethylesier, 19: ise-Pentadecancarbonsiureme-
thylester, 20: Peniadecancarbonsiuremethylesier, 21: 2-Methylpeniadecancarbonsduremethylesier, 22:
isc-Hezadecancarbonsduremethylester, 23: Hexadecancarbonsiuremethylester, 26: iso-Heptadecancar-
bonsduremethylesier, 28: Heptadecancarbonsiuremethylester, 36 Octadecencarbonsiuremethylesier, 31:
Octadecancarbonsiuremethylester, 34: Nonadecancarbonsiuremethylesier, 37: Eicosancarbonsfiureme-
thylester, 41: Heneicosancarbonsiuremethylesier, 43: Docosancarbonsiuremethylester, 45: Tricosancar-
bonsduremethylester, 47: Tetracosancarbonsuremethylester).

Die stirkere Degradation hatte keine welteren Ver#dnderungen hipsichtlich der Stoff-
wechselprodukte selbst bewirkt, jedoch zu einer Erniedrigung der Relativkonzentratio-
nen aller Verbindungen im méBig bis stark degradierten Ol dieser Probenserie gefiihrt.
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63.3 Powder River-Becken (Montana)

Die analysierten Proben stammen aus dem Bell Creek-Olfeld, das im Siidosten Monta-
nas an der norddstlichen Flanke des Powder River-Beckens liegt und als gutes Beispiel
fiir ein Olfeld in einer stratigraphischen Fallenstrukiur gilt. Abbildung 6.3.3.1 zeigt die
geologische Situation in einem Profilschnitt. Eingeschaliet zwischen die beiden méchti-
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 Sandsteink&rper, die wihrend einer Regressionsphase
gebildet wurden, so auch im Bereich der Lokation Bell Creek.

CENTRAL
/ S0. DAKOTA

Al

NORTHWEST
MONTANA

NOTi SCALTS ARE APPRENiMaTE

MILES

Abb 6.3.3.1: Profilschnitt von NW-Montanz nach SE-Dakota (McGregor & Biggs 1970). '

Abbildung 6.3.3.2 gibt eine Vorstellung iiber die paldogeographische Situation zur Zeit
der Ablagerung des Sandsteins in Bell Creek. Als Ablagerungsmilieu wird ein kiistenna-
her Flachwasserbereich im EinfluBgebiet zweier unterschiedlicher Faziesrdume postu-

liert.

Die Teufen fiir die drei von Amoco zur Verfiigung gestellten Olproben sind nicht
bekannt. .
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Abb. 6.3.3.2: Paldogeographische Skizze des Bell Creek Gebietes (McGregor & Biggs 1970).
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Aufgrund des Gaschromatogramms des als nicht degradiert deklarierten Ols (Abb.
6.3.3.3) lieB sich nicht eindeutig entscheiden, ob es Anteile verschiedener Migrationspha-
sen enthielt oder doch bereits eine leichte Degradation einiger Verbindungen im Bereich
der lingerkettigen n-Alkane stattgefunden haite. Die Biomarker gaben allerdings keinen
Hinweis darauf, daB ein Gemisch verschiedener Ole vorliegen komnie, so daB es sich
vermutlich doch um ein leicht degradiertes O (Stufe 1) handelt.

Abbildung 6.3.3.4 zeigt ein weiteres Ol dieser Probenserie. Es war durch folgende Merk-
malskombination gekennzeichnet: Voélliger Verlust der kurzkettigen n-Alkane bis zu #-
Cis bei nahezu intakier Verteilung der lingerkettigen Homologe, Konzentrationsab-
nahme jedoch auch bei diesen und dadurch ErhShung der Relativkonzentrationen von
Isoprenoiden, Alicyclen und Aromaten und Biomarker-Verteilung ohne Anzeichen von
Degradation. Dieses Ol hatte wohl nur eine leichte Degradation erfahren (Stufe 2-3). ~
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Abb. 6.3.3.3: Gaschromatogramm der GesamtOlimessung des leicht biodegradierten Bell Creek-Ols
{Biodegradations-Stufe 1). :

2%

Abb: £3.3.4: Gaschromatogramm der GesamiBlmessung des leicht bicdegradierten Bell Creek—_()ls
(Biodegradations-Stufe 2-3).

des in iidung 6.3.2.5 dargesteliten dritten Ols unverdndert

3oy n ol
LA

Pa auch die Biomark
geblieben waren, lieB sich dieses trotz vollstéindig fehlender n-Alkane und einer leichten

Konzentrationszunahme des unaufgeldsten komplexen Gemisches nur als maBig degra-
diert einstufen (Stufe 4). Als dominierende Verbindungen traten die Isoprcnmde insbe-

. -sondere Norpnstan, Pristan und Phytan, hervo;
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Abb 6.3.3.5: Gaschromatogramm der Gesamtdimessung des miBig biodegradierten Bell Creek-Ols
{Biodegradaiions-Stufe 4). '

Freie Sduren

Die Fraktion der freien Sduren des leicht biodegradierten Ols der Biodegradations-Stufe
1 seizte sich aus geradketiigen, einfach und mehrfach verzweigten und pentacyclischen
Carbonséuren zusammen. Die geradkettigen Sduren eluierten in breiter Verteilung zwi-
schen Cg.g- und Csp.-Sure und zeigten eine Bevorzugung der geradzahligen Homolo-
gen (Abb. 6.3.3.6). Das Maximum fhrer Verteilung lag bei Cyg.0- und Cyg.g-S8ure, dane-
ben erreichten jedoch auch Cpp.g- und Cyyo-Sdure deutlich hdhere Konzentrationen als
die ibrigen Verbindungen. Ungesattigte Sduren lieBen sich mit Ausnahme von Cig.q-
Saure nicht nachweisen. Bei den einfach verzweigten Siuren handelte es sich um 2-Me-
thylcarbonséduren, die eine den n-Alkansduren hinsichtlich des Elutionsbereichs entspre-
chende homoiloge Reihe bildeten. Thre Konzenirationen differierten allerdings betrécht-
lich, da_éow_olﬂ der Gehalt an 2-Methyicarbonséuren insgesamt als auch die Konzentra-
tionen der einzelnen Homologe erheblich niedriger lagen. Uberdies zéigt@ ihre Vertei-
lung kein ansgeprégies Maximum. Mehrfach verzweigte Séuren waren nur durch Pristan-
und Phytansdure vertreten. Die pentacyclischen Carbonsfiuren wiesen die geringsten
Konzentrationen der in dieser Fraktion identifizierien Substanzklassen auf. Es konnten
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Cso- und C33-Suren mit 178,215-Konfiguration bestimmt werden (Abb. 6.3.3.7). Domi-
nierende Verbindungen waren die Isomere der Cs;-Hopancarbonséuren mit 17a,215-

Konfiguration.
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Abb. 6.3.3.6: Massenchromaiogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesittigte aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des leichi biodegradierten Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 1)

(1: Ociancarbonsiuremethylester, 3: Nonancarbonsduremethylester, 7: Decancarbonsauremethylester, &
2-Methyldecancarbonsduremethylester, 12: Undecancarbonsiuremethylester, 13: 2-Methylundecancar-
bonsduvremethylester, 18: Dodecancarbonséuremethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsduremethylester,
23: Tridecancarbonsiuremethylester, 26: 2-Methyltridecancarbonsiuremethylester, 29: Tetradecan-
carbonsiuremethylester, 31: 2-Methyltetradecancarbonsiuremethylesier, 37: Pentadecancarbonsiure-
methylesier, 38: Z-Me?hyipemadecancarbonséuremethylester, 42: Hexadecancarbonsiuremethylester, 43:
2-Methylhexadecancarbonsduremethylester, 45:  2,6,10,14-Teiramethylpentadecancarbonsiuremethyl-
ester, 48: Heptadecancarbonsiuremethylester, 49: 2-Methylheptadecancarbonsiuremethylester, 50: Octa-
decencarbonsiuremethylester, 51: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsduremethylester, 52: Qcia-
decancarbonsiuremethylesier, 53: 2-Methylociadecancarbonsduremethylesier, 56: Nonadecancarbon-
sauremethylester, 58: 2-Methylnonadecancarbonsduremethylester, 59: Eicosancarbonsiuremethylester,
61: 2-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 62: Heneicosancarbons#uremethylester, 64 2-Methylnen-
eicosancarbonsduremethylester, 65: Docosancarbonsiuremethylester, 67: 2-Methyldocosancarbonsau-
remethylester, 63 Tricosancarbonsiuremethylester, 70: 2-Methyltricosancarbonsiuremethylester, 71:
Tetracosancarsonsauremethylester, 73: 2-Methyltetracosancarbonséuremethylester, 74: Pentacosancar-
bonsiuremethylester, 76: 2-Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 77: Hexacosancarbonsidvremethyl-
ester, 78: 2-Methythexacosancarbonsiuremethylester, 79: Heptacosancarbonsduremethylester, 80: 2-
Methylheptacosancarbonsiuremethylesier, 81: Octacosancarbonsiuremethylester, 82: 2-Methyloctacosan-
carbonsiuremethylester, 83: Nonacosancarbonsiuremethylester, 84: 2-Methylnonacosancarbonsiure-
methylester, 85: Triacontancarbonsiuremethylester, 36: 2-Methyltriacontancarbonsiuremethylester, 88:

L D , S R, T | N 3 H . 1
Heniraconiancarbonsaurcmethyloster, 90: 2-Methylhentriacontancarbonsiuremethylester, 91: Dotriacon-

tancarbonsiuremethylester, 94: 2-Methyldotriacontancarbonsiuremethylester. . -
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Abb. 63.3.7: Massenchromatogramm des charakieristischen Fragmentions fir pentacyclische
Terpancarbonsiuren als Methylester (m/z 191) (freie Shuren des leicht biodegradierien Bell Creek-Ols,
Biodegradations-Stufe 1)

(87: 17a,218-Hopancarbonsiuremethylester, 89: 178,21a-Hopancarbonsiuremethylester, 92: 172,218-
homo-Hopancarbonsiuremethylester, 55 175, 21a-homo-Hopancarbonsauremethylester 97 17a,218-
diromo-Hopancarbonsiuremethylester). .

Fettsduren, 2-Methylsduren, isoprenoid-Séuren und Hopancarbonsiuren bildeten auch
das Sdurespektrum des zwar etwas stiirker, aber immer noch leicht biodegradierten Ols
der Biodegradations-Stufe 2-3. Im Vergleich zu der weniger biodegradierten Probe er-
reichten diese Substanzklassen hier jedoch generell wesentlich hohere Konzentrationen.
Unterschiede ergaben sich auBerdem hinsichtlich der Elutionsbereiche von Fettsduren
und Z-Methyicarbonsduren. So konnten die geradkeitigen Sduren nur bis zu einer Ket-
tenldnge von 28 Kohlenstoffatomen und die 2-Methylsduren nur bis zu 2-Methyl-Cs4.0-
Sdure nachgewiesen werden (Abb. 6.3.3.8). Wihrend die Fetisdureverteilungen hinsicht-
lich der Relativkonzentrationen der einzelnen Verbindungen zueinander bis zu 7-Cyg.g-
Séure in beiden Olen weitgehend tibereinstimmten, traten die lingerkeitigen Sauren in
dieser Probe nur in sehr geringen Konzentrationen auf. Die Gehalte an Pristan- und
Phytansdure hatten sich in Relation zu denen der n-Alkansiuren ebenfalls vermindert.
Im Zuge der Degradation préisentierten die Hopancarbonsduren nun ein wesentlich
komplexeres Verteilungsmuster von homologen und isomeren Sduren im Bereich von
Csq bis Cy4 (Abb. 6.3.3.9). Es dominierten Cyg-, C3¢- und Csy-Hopansduren mit 172,215~
Konfiguration sowie die Csp-Sduren mit 176,218-Konfiguration. Sie zeichneten sich
durch ein anderes R/S-Isomerenverhilinis aus als in der zuvor beschriebenen Probe.
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Abb, 6,3.3.8: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir gesétiigte aliphatische
Monocarbonsiiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonséuren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des leicht degradierten Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 2-3)

(1: Octancarbonsiuremethylester, 3: Nonancarbonsiuremethylesier, 4: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylesier, 7. Decancarbonsiuremethylester, 8: 2-Methyldecancarbonsiuremethylesier, 12: Undecancar-
bonsiuremethylester, 13: 2-Methylundecancarbonsiiuremethylester, 18: Dodecancarbonsiuremethyiester,
19: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 23: Tridecancarbonsiuremethylester, 26: 2-Methyltridecan-
carbonsiuremethylesier, 29 Tetradecancarbonsfuremethylester, 31: 2-Methylietradecancarbonséureme-
thylesier, 37: Pentadecancarbonsiurcmethylester, 38: 2-Methylnentadecancarbonsiiuremethylester, 42:
Hexadecancarbonsiuremethylester, 43: 2—Methy]hexadecaucarbonsﬁuremethylester, 45: 2,6,10,14-Tetra-
methylpentadecancarbonsiuremethylester, 48: Heptadecancarbonsduremethylester, 49: 2-Methylhepta-
decancarbonsiuremethylester, 50: Octadecencarbonséuremethylester, 5I: 3,7,11,15- Tetramethylhexade-
cancarbonsduremethylester, 52: Ociadecancarbonsiuremethylester, 53: 2-Methyloctadecancarbonsiure-
methylester, 56: Nonadecancarbonsiuremethylester, 58: 2-Methylnonadecancarbonséuremethylester, 59
Eicosancarbonsiuremethylesier, 62: Heneicosancarbonsduremethylester, 65: Docosancarbonsiureme-

ihylesier, 68: Tricosancarbonsiuremethylester, 71: Tptracoeancarbonsauremeth lester, 74 Pentacosan-
\} y:

carbonsauremethyies;er 77 Hexacosanca&‘bonsauremethylester)
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Abb. 6.3.3.9: Massenchromatogramm des charakieristischen Fragmentions fiir peniacyclische Terpansiu-
ren als Methylester (m/z 191) (freie Skuren des leicht degradierten Beil Creek-Ols, Biodegradations-Stufe

2-3).

(87: 17x,218-Hopancarbonsiuremethylester, 89: 175,21«-Hopancarbonsiuremethylester, 92: 17¢,218-
homo-Hopancarbonsiuremethylester, 93: 178,218-Hopancarbonsiuremethylester, 95 178,21a-homo-
Hopancarbonsiuremethylester, 97: 17¢,218dihomo-Hopancarbonsduremethylester, 98: 173,218-homo-
Hopancarbonsiuremethylesier, 99: 176,21a-dihomo-Hopancarbonsinremethylester, 1000 172,215-
mihomo-Hopancarbonsauremethylester, 101: 178,2ia-rhomo-Hopancarbonsiuremethylester, 102:
176,215-dihomo-Hopancarbonsduremethylester, 103: 178,218-nhomo-Hopancarbonséduremethylester,
104: 178,21 B-terrahomo-Hopancarponsiuremethylester).

Auch das miBig degradierte Ol der Biodegradations-Stufe 4 enthielt n-Alkansiuren so-
wie einfach und mehrfach verzweigte Carbonsduren. Hopancarbonsduren konnten dage-
gen micht beobachtet werden. Die in Abbildung 6.3.3.10 anhand der beiden Massen-
chromatogramme dargestellten Sdureverteilungen zeigten relativ komplexe Muster und
schlossen einen dhnlich groBen Kohienstoffzahi-Bereich ein wie in der leicht biodegra-
dierten Probe der Biodegradations-Stufe 1, wiesen jedoch erheblich geringere Gehalie
auf. Geradkettige Séuren eluierten bis zu einer Ketienlédnge von 33 Kohlenstoffatomen
mit einem breiten Maximum im Bereich von Cqg.9- bis C;g.0-Séure. Bei den einfach ver-
zweigten Sduren lieBen sich mehrere Spezies unterscheiden. Standards standen nicht zur
Verfiigung, so daB 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 Sauregruppe befinden, sonst wére 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-
dermolekularen Bereich neben is0-Cqg.q-, i50-Cqa,0- i50-Cyg.0- und i50-Cys,0-Séure auch
eine anteiso-Cys.g-Sdure bestimmt, d.h. die Substituenten hatien die Positionen -1 bzw. “
w-2. Einige Verbindungen im héhermolekularen Bereich zeigten neben dem Basispeak
der Masse m/z 74 ein Fragmention der Masse my/z 101. In diesem Fall konnte es sich um

3-Methylcarbonséiuren gehandelt haben. Ebenso wie in der leicht degradierten Probe

konnte eine homologe Reihe von 2-Methylcarbonsduren nachgewiesen werden, deren ,
Verteilung aus dem Massenchromatogramm des charakteristischen Fragments m/z 88 zu ,._
ersehen ist. Die Verbindungen hoherer Konzentration lagen im kurzkettigen Bereich mit
einem Maximum bei 2-Methyl-C;3.9-Séure. Neben diesen 2-Methylcarbonsduren, 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
Fillen hatien die Massen m/z 88 und m/z 101 anndhernd gleiche Intensitdt. Wegen des
Fehlens der Molekiilionen war eine eindeutige Identifizierung nicht mdglich. Moglicher-
weise handelt es sich bei diesen Substanzen um mehrfach verzweigie 2-Methylcarbonsiu-
ren. Der eindeutige Nachweis isoprenoider Sduren gelang mit 2,6-Dimethylundecancar-

T 11-Trimethvidodecancarbonssdure
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3,7,11-Trimethyltridecancarbonséure, 5,9,13-Trimethyltetradecancarbonsdure 2,6,10,14-
Tetramethylpentadecancarbonsdure (Pristansdure) und 3,7,11,15-Tetramethylhexade-

cancarbonsdure (Phytansiure).
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_ Abb. 6.3.3.10: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir geséitigte aliphatische
. Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonséuren als Methylester (m/z 88)
(freic Sauren des miBig degradierten Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 4)
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(1: Octancarbonsduremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsduremethylester, 3: Nonancarbonsiureme-
thylesier, 4: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 7: Decancarbonsfuremethylester, 8: 2-Methyldecan-
carbonsiuremethylester, 10 fso-Undecancarbonsiuremethylesier, 12: Undecancarbonsiuremethylester,
13: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 14: 3,7-Dimethylundecancarbonsiuremethylester, 15: so-
Dodecancarbonstiuremethylester, 16: 2,6-Dimethylundecancarbonsiuremethylester, 18: Dodecancarbon-
siuremethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 21: iso-Tridecancarbonsiuremethylester,
23: Tridecancarbonsjuremethylester, 25: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsduremethylester, 26: 2-Methyl-
tridecancarbonsiiuremethylester, 29: Teiradecancarbonsiuremethylester, 31: 2-Methyltetradecancarbon-
siuremethylester, 33: 3,7,11-Trimethyltridecancarbonsiuremethylester, 34: iso-Pentadecancarbonsiure-
methylesier, 37: Pentadecancarbonsiuremethylesier, 38: 2-Methyipentadecancarbonsinremethylester, 39:
5,9,13-Trimethyliewadecancarbonsiuremeihylesier, 42: Hexadecancarbonsiuremethylester, 43: 2-Methyl-
hexadecancarbonsiuremethylester, 45: 2,6,10,14-Tetramethylpentadecancarbonsiuremethylester, 48:
Heptadecancarbonséuremethylester, 4%: 2-Methylheptadecancarbonsiuremethylester, 50: Ociadecencar-
bonsiuremethylester, 51: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsduremethylester, 52: Octadecancarbon-
siuremethylester, 53: 2-Methylociadecancarbonsiuremeihylester, 56: Nonadecancarbonsénremethylester,
57: 3-Methylnonadecancarbonsiuremethylesier, 58: 2-Methylnonadecancarbonsduremethylester, 59: Ei-
cosancarbonsiuremethylester, 60: 3-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 61: 2-Methyleicosancarbon-
siuremethylester, 62: Heneicosancarbonsiduremethylester, 63: 3-Methylheneicosancarbonsiuremethyl-
ester, 64: 2-Methylheneicosancarbonsiuremethylester, 63: Docosancarbonsduremethylester, 66: 3-Methyl-
docosancarbonsiuremethylester, 67: 2-Meithyldocosancarbonsduremethylester, 68: Tricosancarbonséure-
methylester, 69: 3-Methyltricosancarbonsiuremethylester, 70: 2-Methyliricosancarbonsiuremethylester,
71: Tetracosancarbonsiuremethylester, 72: 3-Methyltetracosancarbonsiuremethylester, 73: 2-Methyltetra-
cosancarbonsiuremethylester, 74: Peniacosancarbonsiuremethylester, 75: 3-Methylpentacosancarbonsiu-
remethylester, 76: 2-Meihylpentacosancarbonsiuremethylester, 77: Hexacosancarbonsiuremethylester,
78: 2-Methylhexacosancarbonsiuremetiiylester, 79: Heptacosancarbonsiuremethylester, 80: 2-Methyl-
heptacosancarbonsiuremethylesier, 81: Octacosancarbonsiuremethylester, 82: 2-Methyloctacosancarbon-
sduremethylesier, 83: Nonacosancarbonsiuremethylester, 84: 2-Methylnonacosancarbonsiuremethylester,
85: Triacontancarbonsiuremethylester, 86: 2-Methyltriacontancarbonsauremethylester, 88: Hentriacon-
tancarbonsfuremethylester, 80: 2-Methylhentriacontancarbonsfuremethylester, 91 Doirfacontancarbon-
siiuremethylester, 94: 2-Methyldotriscontancarbonsiuremethylester, 96: Tritriacontancarbonsiuremethyt-
ester).

Gebundene Siuren

Die Sdureverteilung der gebundenen Sdurefraktion des leicht degradierten Bell Creek-
Ols der Biodegradations-Stufe 1 ist aus Abbildung 6.3.3.11 zu entnehmen. Fettsduren er-
reichten eine Kettenlénge von 26 Kohlenstoffatomen bei deutlicher Bevorzugung der ge-
radzahligen Homologe. Thre Konzeniraticren waren - verglichen mit denen der freien
Sduren - erheblich niedriger. Ungeséitigie Sduren wurden mit Ausnahme von Cqg.1-Car-
bonsdure nicht beobachtet. In der Spur der Masse m/z 74 eluierten daneben homologe
iso-Sduren, die von &50-Cyp.g bis &50-Cyy.¢ nachgewiesen werden konmien, sowie mit
3,7,11-Trimethyl-Cyy.g-Sdure, 3,7,11-Trimethyl-C;3.9-Sdure vnd Spuren von 3,7,11,15-Te-
tramethyl-Cjg.g-Sdure einige isoprenoid-Carbonsduren. Das Massenchromatogramm des
fir 2-Methylsduren charakteristischen Fragmentions der Masse mfz 88 zeigie eine Ver-
teilung, die auf einen kicinen Kohienstoffzahl-Bereich beschrinkt war und nur Verbin-
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dungen von 2-Methyl-Cg.g-Sdure bis 2-Methyl-Cy.o-Sdure umfafite mit einem Maximum
bei 2-Methyl-Cq,.g-Séure. In sehr geringer Konzentration trat auch 2,6,10,14-Tetrame-

thyl-Cy 5.o-Carbonséure auf.
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Abb, 6.3.3.11: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesfuigte a}jphatische
Monocarbonsiduren als Methylesier (in/z 74) wnd fir Z-Methylcarbonséuren: als Msthylester (m/z 88)
(gebundene Siuren des leicht degradierten Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 1).

(1: Ocuancarbonsiuremethylester, 3: Nonancarbonsduremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylester, 5: iso-Decancarbonsiuremethylester, 7. Decancarbonsduremethylester, 8: 2-Methyldecancar-
bonsduremethylester, 10: iso-Undecancarbonsduremethylesier, 12: Undecancarbonsiduremethylester, 13:
2-Meihylundecancarbonsiuremethylester, 15: so-Dodecancarbonsiiuremethylester, 16: 2,6-Dimethylun-
decancarbonsiuremethylester, 18: Dodecancarbonsduremethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsiure-
methylester, 23 Tridecancarbonsiuremethylesier, 25 3,7,11-Trimethyldcdecancarbonséuremethylesier,
26: 2-Methyitridecancarbonsduremethylester, 27: iso-Tetradecancarbonsiuremethylester, 29: Teiradecan-
carbonsiuremethylester, 31: 2-Methyltetradecancarbonsiuremethylester, 33: 3,7,11-Trimethyltridecancar-
bonsfiuremethylester, 34: iso-Pentadecancarbonsivremethylester, 37: Pentadecancarbonsiuremethylester,
38: 2-Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 40: iso-Hexadecancarbonsduremethylesier, 42: Hexade-
cancarbonsiuremethylester, 43: 2-Methylhexadecancarbonsivremethylester, 45 2,6,10,14-Tetramethyl-
pentadecancarbonsturemethylester, 46: iso-Heptadecancarbonsiuremethylester, 48: Heptadecancarbon-
sduremethylester, 50: Cctadecencarbonsiuremeihylesier, 51: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonséu-
remethylester, 52: Cctadecancarbonsiuremethylester, 56: Nonadecancarbonsduremethylester, 59: Eico-
sancarbonsiuremethylesier, 62: Heneicosancarbonsfiuremethylester, 65: Docosancarbonsiuremethyl-
ester, 68: Tricosancarbonsiuremethylester, 71: Tetracosancarbonsiuremethylester, 77: Hexacosancar-

bonsauremethylester).

Das Séurespektrum der leicht degradierten Probe der Biodegradations-Stufe 2-3 (Abb.
16.3.3.12) unterschied sich, abgesehen von Konzentrationsdnderungen, nur wenig von dem
zuvor beschriebenen. Die Gehalte an iso-Sduren waren im Vergleich zu denen der Fett-
- séuren stark zurfickgegangen und die isoprenoid-Séuren bis auf 2,6-Dimethyl-Cyn.o-
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Séure, 2,6-Dimethyl-Cy.¢-Sdure, 3,7,11-Trimethyl-Cy5.0-Séure und Spuren von 3,7,11,15-
Tetramethyl-Cy4.o-Sdure nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 6.3.3.12: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir gesitiigie aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fir 2-Methylcarbonssuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Siuren des leicht biodegradierien Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 2-3)

(1: Octancarbonsiuremethylesier, 3: Nonancarbonsduremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylester, 5: iso-Decancarbonsiuremethylester, 7: Decancarbonsiuremethylester, 8 2-Methyldecancar-
bonsduremethylesier, 10: iso-Undecancarbonsuremethylester, 11: 2,6-Dimethyldecancarbonsiureme-
thylester, 12: Undecancarbonséuremethylester, 13: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 15: iso-Do-
decancarbonsduremethylester, 16: 2,6-Dimethylundecancarbonsiuremethylester, 18; Dodecancarbonsiu-
remethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 21: iso-Tridecancarbonsiuremethylester, 23
Tridecancarbonsiuremethylester, 25: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsiuremethylester, 26: 2-Methyliri-
decancarbonsfiuremethylester, 27: iso-Tewradecancarbonsiuremethylester, 29: Tetradecancarbonsiure-
methylester, 31: 2-Methylietradecancarbonsiuremethylester, 34: iso-Pentadecancarbonsiuremethylester,
37: Pentadecancarbonsiuremethylester, 38: 2-Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 40: iso-Hexade-
cancarbonsiuremethylesier, 42: Hexadecancarbonsduremethylester, 43: 2-Methylhexadecancarbons4ure-
methylester, 48: Heptadecancarbonsiuremethylester, 50: Octadecencarbonsiuremethylester, 52: Ociade-
cancarbonsiduremethylester, 56 Nonadecancarbonséuremethylester, 59: Eicosancarbonsiuremethylesier,
62: Heneicosancarbonsduremethylester, 65: Docosancarbonsauremethylester).

Das méiBig degradierte Ol zeigte im Massenchromatogramm der Spur m/z 88 fast exaki
das gleiche Bild wie in der etwas weniger stark biodegradierien Probe, es war lediglich zu
Konzentrationserhdhungen gekommen (Abb 6.3.3.13). Rei den »-Carbonsivren waren
die Gehalte der Verbindungen mit mehr als 15 Kohlenstoffatomen deutlich zuriickgegan-
gen, obgleich sich die Konzentrationen auch dieser Verbindungen insgesamti erhoht hat-
‘ten. Ebenso wie bei den freien Sduren traten anteiso-Sauren auf. - : :
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Abb, 6.3.3.13: Massenchromatogramm der charakteristischen Fragmentionen fiir gesitiigie aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methyicarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Siuren des miBig degradierien Bell Creek-Ols, Biodegradations-Stufe 4)

(1: Ccancarbonsiuremethylester, 3: Nonancarbonsiuremethylester, 4 2-Methylnonancarbonsaureme-
thylester, 5: iso-Decancarbonsiuremethylester, 7: Decancarbonséuremethylester, 8 2-Methyldecancar-
bonsiuremethylester, 10: iése-Undecancarbonsiuremethylesier, 11: 2,6-Dimethyldecancarbonséureme-
thylester, 12: Undecancarbonsduremethylester, 13: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 15: iso-Do-
decancarbonsiuremethylesier, 16: 2,6-Dimethylundecancarbonsivremethylester, 17: anreiso-Dodecancar-
bonsduremethylester, 18: Dodecancarbonsiuremethylester, 19: 2-Methyldodecancarbonsduremetiylesicr,
21: iso-Tridecancarbonsiuremethylester, 22: antezso-Tndecancarbonsauremethylester 23: Tridecancar-
bonsduremethylester, 25: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsiuremethylester, 26: 2-Methyltridecancarbon-
séuremethylester, 27: iso-Teiradecancarbonsiuremethylester, 28: anteiso-Tetradecancarbonsiureme-
thylester, 29:  Tetradecancarbonsiuremethylester, 31: 2-Methyltetradecancarbonsiuremethylester, 33:
3,7,11-Trimethyliridecancarbonsiuremethylester, 34: iso-Peniadecancarbonsiuremethylester, 35: anteiso-
Pentadecancarbonsiuremethylesier, 37: Pentadecancarbonsiuremethylester, 38: 2-Methylpentadecancar-
bonséuremethylester, 39: 5,9,13-Trimethyltetradecancarbonsiure, 42: Hexadecancarbonsduremethyiesier,
43: 2-Methylhexadecancarbonsiuremethylester, 48: Heptadecancarbonsiuremethylester, 50: Octadecen-
carbonsauremethyleste;, 52 Gctadecancarbonsauremethylester, 53 2—Methyloctadecancarbonsaureme-

thyles!er)

‘In der Probensequenz der Bell Creek-Ole 1

nachweisen. Es waren dies zum einen geséttigie geradkeitige Verbindungen mit Ketten-
‘18ngen zwischen 10 und 18 Kohlensioffatomen. Da ausschlieBlich geradzahlige. Homo-
loge identifiziert wurden, liegt die Vermutung nahe, dafB es sich bei diesen woh! eher um
'.'Kontami_nationen als.umn Stoffwechselprodukte mikrobieller Aktivitdt handelt. Zum an-
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deren eluierte eine Vielzahl von Substanzen, die aufgrund von Massenspekiren als
hydratisierte polycyclische Aromaten bestimmt wurden. Diese umfaBten sowohl
Phenanthrene und Fluorene als auch Chrysen. Riickschiiisse auf die genaue Position der
OH-Gruppe am Kohlenstoffgeriist gestatteten die Spektren allerdings nicht. Erwartungs-
gemdB bot die am stdrksien mikrobiell verdnderte Probe auch die differenzierteste Alko-
hol-Verteilung. Abbildung 6.3.3.14 zeigt das Massenchromatogramm eines der beiden
charakieristischen Fragmentionen fiir 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 Carbonséduren, so daB sich selbst die
sicher nachweisbaren Alkohole durch sehr geringe Absolutgehalte auszeichneten. In
Relation zu den Derivaien des Phenantihrens und der Methylphenanthrene wiesen so-
wohl die hydratisierten Dimethylphenanthrene (Abb. 6.3.3.17) als auch die Isomere der
hoher 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 Ol eine relativ hohe Konzentration an Phytan enthielt, wurden keine
Phytanole gefunden. Nach den Ergebnissen der Versuche mit Reinsubstanzen wire dies

durchaus zu erwarten gewesen.
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. Abb 6.3.3.14: Totalionenstromchromatogramm (TIC) und Massenchromatogramin des charakeeristischen
Fragmentions fiir Alkohole (mn/z 75) des mBig degradierten Bell Creek-Ols (Biodegradations-Stufe 4)
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(9: Decanoltrimethylsilylether, 20: Dodecanoltrimethylsilylether, 24: Hydroxydihydrophenanthrentrime-
thylsilylether, 30: Hydroxydihydromethylphenanthrentrimethylsilylether, 32: Tetradecanolirimethylsi-
lylether, 36: Hydroxydihydrodimeihylphenanthrentrimethylsilylether, 41: Hydroxydinydromethylfiuoien-
trimethylsilylether, 44: Hexadecanolirimethylsilylether, 47: Hydroxydihydrodimethylfluorentrimethyl-

silylether, 54: Octadecanoltrimethylsilylether, 55: Hydroxydihydrochrysentrimethylsilylether).
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Abb. 6.4.4.15: Massenspekirum von hydratisieriem Phenanthren als TMS-Ether.
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Abb, 6.3.3.17: Massenspektrum von hydratisieriem Dimethyl-Phenanthren als TMS-Ether.
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AbBb. 6.3.3.18: Massenspekiruin von hydratisiertem Methyl-Flnoren als TMS-Ether,
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Abb, 6.3.3.15: Massenspektrum von hydratisiertem Dimethyl-Fluoren als TMS-Ether.

Abb. 6.3.3.28: Massenspekirum von hydratisieriem Chrysen als TMS-Ether. .
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6.3.4 Sants Maria-Becken (Kalifornien)

Die im Rahmen der Cooperative Monterey Organic Geochemistry Study (Isaaca 1992)
zur Verfilgung gestellien Ole stammen aus dem landwirtigen Teil des in der kaliforni-
schen Kiistenebene gelegenen Santa Maria-Beckens, in dem sich eine Vielzahl von Erd-

olfeldern befindet (Abb. 6.3.4.1).
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Abb. 6.3.4.1: Kalifornische Kistenbecken und inre Olfelder (a), Santa Maria-Becken mit den Olfeldern im
onshore-Bereich (b) (nach Orr 1986).

Die Probenserie besteht aus drei Olen, einem nicht biodegradierten und zwei méBig bio-
degradierten. Das nicht biodegradierte Ol wurde im Four Deer-Olfeld aus der Bohrung
Berwood Flores 1 gefordert. Die Teufe betrigt 5998 FuB. Die beiden méafig biodegra-
dierten Ole A und B kommen aus dem Orcutt-Feld, einem der groSten dieses Gebiets.
Das Ol A wurde aus der Bohrung Union Newlove 73 in einer Teufe von 3853 Ful’ ge-
wonnen und das O1 B aus der Bohrung Union Squires 4 in einer Teufe von 3140 Full. Als
Muttergesiein beider Olfelder gilt die miozéne Monterey-Formation. Sowohl das Four
Deer-Feld als auch das Orcutt-Feld représentieren Olfelder in einer Antiklinalstruktur
(Isaacs 1992). Die geologische Situation des Orcuit-Feldes ist aus dem N-S Profil durch
den zentralen Teil des Santa Maria-Beckens zu ersehen (Abb. 6.3.4.2).
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AbD. 6.3.4.2; Profil (N-§) durch den zentralen Bereich des Santa Maria-Beckens (nach Isaacs 1592).
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Néhere Einzelheiten zur Geologie des Santa Maria-Beckens und der verschiedenen Ol-
felder, aber auch zur Erdélforderung finden sich in California Division of Qil and Gas

(1991} und Isaacs (1992).

In Abbildung 6.3.4.3 ist das Gaschromatogramm des nicht biodegradierten Ols darge-
stellt. Es zeichnete sich durch eine sehr breite n-Alkan-Verteilung aus, die Verbindungen
mit bis zu 37 Kohlenstoffatomen enthielt. Wie aus dem Verhilinis der Konzentrationen
von Pristan und Phytan zu #-Cqy und n-C;g 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.

ey

Py

Abb. 6.3.4.3: Gaschromaiogramm der GesamtSlmessung des nicht bicdegradierten Monterey-Ols.

Eines der méBig degradierten Ole (Stufe 5) enthielt fast ausschlieBlich 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

Verénderungen, die als Abbau hitten bezeichnet werden kénnen.

1
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Abb. 6.3.4.4: Gaschromatogramm der Gesamidlmessung des mégig biodegradierien Monterey-Ols A
(Biodegradartions-Stufe 5).

Es waren wohl im wesentlichen aromatische Verbindungen und Isoprenoide, die bei der

gaschromatographischen Analyse des dritten Ols im Chromatogramm erkennbar waren

(Abb. 6.3.4.5). n-Alkane fehlten vollig. Auch in diesem Ol hatten die Biomarker eine
normale Verteilung, Die Biodegradationsstufe war ebenfalls mit 5 anzugeben.
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- Abb. 6.3.4.5: Gaschromatogramm def . Gesamtoimcssung des maﬁzg biodegradicrten Monterey—Ols B
’Blodcg adauons—Stme 3)-
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Freie Carbonsduren

Das Sgurespekirum des nicht biodegradierten Ols bestand aus geradkettigen, einfach
und mehrfach verzweigten sowie tricyclischen Carbonsiuren. Die geradkettigen S&uren
eluierten in breiter Verteilung zwischen Cg.g-Sdure und Cyp.-Sdure und zeigten ein Ma-
ximum bei Cyg,0-Sdure (Abb. 6.3.4.6). Dabei erreichten die geradzahligen Homologe ge-
nerell hohere Konzentrationen als die ungeradzahligen. Ungeséttigte Verbindungen
konnten mit Ausnahme von C;g.1-S8ure nicht beobachtet werden. Einfach verzweigte 2-
Methylcarbonséuren bildeten eine den n-Fettsduren hinsichilich des Elutionsbereichs
vergleichbare homologe Reihe, deren Gesamtkonzeniration jedoch erheblich niedriger
lag. Ein ausgeprigies Maximum wies diese Verteilung nicht auf, Mit 2,6,10,14-Tetrame-
thyl-Cy5.0-Carbonsdure und 3,7,11,15-Tetramethyl-C;6.o-Carbonséure konnten daneben

uch mehrfach verzweigte isoprenoid-Carbonsduren nachgewiesen werden. Die tricycli-
schen Terpansduren waren durch Isomere von Cyq- und Cy4-Siure vertreten,
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Abb. 6.3.4.6: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir geséttigte aliphatische
Monccarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsduren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des nicht biodegradierien Monterey-Ols) '

(1: Octancarbonsturemethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsiuremethylester, 5: Nonancarbonsiureme-
thylester, 7: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 9 Decancarbonsduremethylester, 15 Undecancar-
bonsiduremethylesier, 17: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 21: Dodecancarbonsiuremethylesier,
24: 2-Methyldodecancarbonsiurcmethylesier, 27: Tridecancarbonsiuremethylesier, 30: 2-Methyliridecan-
carbonsuremethylesier, 33: Teiradecancarbonsiuremethylester, 36: 2-Methyltetradecancarbonsiureme-
bthylester, 41: Pentadecancarbonsiuremethylesier, 44: 2-Methylpentadecancarbonsiuremeihylester, 47:
Hexadecancarbonsduremethylester, 50: 2-Methythexadecancarbonsguremethylester, 52: 2,6,10,14-Tetra-
methylpentadecancarbonséuremethylester, 53; Heptadecancarbonsiuremethylester, 56: 2-Methylhepta-
decancarbonsiuremethylester, 58 Octadecencarbonsduremethylester, 5% 3,7,11,15-Tetramethylhexade-
cancarbonsiuremethylesier, 60: Ociadecancarbonsiuremethylesier, 62: 2-Methyloctadecancarbonsiure-
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methylester, 64: Nonadecancarbonsiuremethylester, 66: 2-Methylnonadecancarbonsiuremethylester, 68:
Eicosancarbonsiuremethylester, 70: 2-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 73: Heneicosancarbonséau-
remethylester, 75: 2-Methyiheneicosancarbonsiuremethylester, 77 Docosancarbonsinremethylester, 7%
2-Methyldocosancarbonsauremethylester, 80: Tricosancarbonsiuremethylester, 84: 2-Methyliricosancar-
bonsiuremethylester, 86: Tetracosancarponsiuremethylester, 88: 2-Methyltetracosancarbonsduremne-
thylester, 90: Pentacosancarbonsiuremethylesier, 52 2-Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 95:
Hexacosancarbonsjuremethylester, 97: 2-Methylhexacosancarbonsduremethylester, $9: Heptacosancar-
bons#uremethylester, 100: 2-Methylhepiacosancarbonsiuremethylester, 101: Octacosancarbonsaureme-
thylester, 102: 2-Methyloctacosancarbonsiuremethylester, 103: Nonacosancarbonsduremethylester, 104

2-Methylnonacosancarbonsiuremethylester, 105: Triacontancarbonséuremethylester).

Die Siureverteilung des m#Big degradierten Ols A wurde sehr stark von methylverzweig-
ten Carbonsiuren geprigt, die zum Teil erheblich hohere Konzentrationen erreichten als
die geradkettigen Siuren (Abb. 6.3.4.7). Daneben konnten isoprenoid-Carbonsduren
sowie tricyclische und pentacyclische Terpansduren nachgewiesen werden. Die Konzen-
trationen der geradkettigen Sduren waren im Vergleich zur unbiodegradierten Olprobe
bei nahezu unverdnderter Verteilung deutlich zuriickgegangen und lagen nur noch in der
GréBenordnung der 2-Methylcarbonsguren. Diese présentierten sich fast unveradndert
und wiesen nur geringfiigig niedrigere Konzentrationen auf. Bei den einfach verzweigten
S#uren lieBen sich dariiber hinaus mehrere Spezies unterscheiden, deren Verteilung aus
dem Massenchromatogramm des Fragmentions der Masse m/z 74 zu ersehen ist. Stan-
dards standen micht zur Verfiigung, so da3 die Identifizierung dieser Substanzen aus-
schlieBlich aufgrund der Fragmentierungsmuster und der relativen Retentionszeiten vor-
genommen wurde. Als dominierende Verbindungen traten 3-Methylcarbonsiuren auf,
die eine homologe Reihe von 3-Methyl-Cyq.g-Carbonsaure bis 3-Methyl-Cyg.9-Carbon-
siure bildeten. Daneben eluierten einige Substanzen, die sich durch einen Basispeak der
Masse m/z 74 und ein Fragmention der Masse m/z 115 auszeichneten. Sie wurden als 4-
Methylcarbonsduren bestiramt, waren auf den Bereich zwischen 4-Methyl-Cy1,g-Carbon-
séure und 4-Methyl-Cy7.g-Carbonséure beschrénkt und wiesen nur geringe Gehalte auf.
In hoherer Konzentration lieB sich eine Reihe homologer Verbindungen beobachten, die
ebenso wie dic 3-Methylcarbonséiuren fast den gesamten Elutionsbereich abdeckten und
bei der massenspektrometrischen Fragmentierung neben dem Basispeak der Masse m/z
74 ein um 14 u hoheres Fragmention als das fiir 4-Methylcarbonséuren charakteristische
ergaben. Vermutlich handelt es sich dabei um 5-Methylcarbonséduren. Der eindeutige
Nachweis. isoprenoider Carbonsduren gelang mit 3,7,1i~TrimethyI-C12:O-Carbonséure,
2,6,10,14-Tetramethyl-€15:O-Carbcns"ure und 3,7,11,15-Tetramethyl-C; g.g-Carbonséure.
'Bei den cyclischen Sduren war es im Laufe der Biodegradation ebenfalls zu Verdnderun-
gen gekommen. Im Gegensatz zum nicht biodegradierten Ol konnten in dieser Probe
- sowohl tricyclische als auch pentacyclische Terpancarbonséuren nachgewiesen werden.
~Charakteristisch fiir diese beiden Substanzklassen ist ein Fragmention der Masse m/z 191
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(Abb. 6.3.4.8). Die tricyclischen Sduren waren mit je zwei Isomeren von Cyq-, Cou- und
Cys-Siure vertreten. Von diesen erreichten die Cyq- und Cyu-Séuren relativ hohe Kon-
zentrationen, die erheblich {iber denen der Hopancarbonsduren lagen. Die Cyg-Isomere
wiesen im Gegensatz dazu nur geringe Konzentrationen auf. Bei den Hopancarbonsiu-
ren wurden [somere von Csg-, Cz3- und Csp-Carbonsdure mit 17a,215-Konfiguration

nachgewiesen.
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Abb. 6.3.4.7: Massenchromatogramme der charakierisiischen Fragmentionen fiir geséttgte aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-iviethylcarbonsduren als Methylester (m/z 88) mit
vergrofertem Ausschnitt (freie Séuren des méiBig biodegradierten Monterey-Ols A, Biodegradations-
Stufe 5)

(1:Octancarbonsduremethylester, 5: Nonancarbonsiuremethylester, 7: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylester, Q- De%ngarbgpjaurgmgmylgste_r, 11: ";-MP?hU]dFr‘Rnr_‘arbanhanmP‘i‘hvlgstgr 12: 2.} Mpﬂmtdp_
cancarbonsiuremethylester, 13: Undecancarbonsiuremethylester, 16: 4- Methyiundecancarbonsaureme-
thylester, 17: 3-Methylundecancarbonsiuremethylesier, 18: 2-Methylundecancarbonsduremethylester, 21:
Dodecancarbonsduremethylester, 22: 4-Methyldodecancarbonséuremethylester, 23: 3-Methyldodecancar-
bonséuremethylester, 24: 2-Methyldodecancarbonsduremethylester, 26: anteiso-Tridecancarbonsiiureme-
thylester, 27: Tridecancarbonséuremethylester, 28: 4-Methyliridecancarbonsiuremethylester, 29: 3-Me-
thyltridecancarbonsfuremethylester, 30: 2-Methyliridecancarbonsiuremethylester, 31: 3,7,11-Trimethyl-
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dodecancarbonsiduremethylester, 33: Tetradecancarbonsiuremethylester, 34: 4-Methyltetradecancarbon-
situremethylester, 35: 3-Methylietradecancarbonsiuremethylester, 36: 2-Methyltctradecancarbonsiureme-
thylester, 37: 5-Methyltetradecancarbonsduremethyiester, 41: Pentadecancarbonsauremethylesier, 42: 4-
Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 43: 3-Methylpentadecancarbonsiuremethylesier, 44: 2-Me-
thylpentadecancarbonséuremethylester, 45: 5-Methylpentadecancarbonsiuremethylester, 47: Hexadecan-
carbonszuremethylester, 48: 4-Methylhexadecancarbonsiuremethylester, 49: 3-Methylhexadecancarbon-
sduremethylester, 50: 2-Methylhexadecancarbonsduremethylester, 51: 5-Methylhexadecancarbonsiureme-
thylester, 52: 2,6,10,14-Teiramethylpentadecancarbonsiuremethylesier, 53: Heptadecancarbonsdureme-
thylester, 54: 4-Methylheptadecancarbonsiuremethylester, 55: 3-Methylheptadecancarbonsdureme-
thylester, 56: 2-Methylheptadecancarbonsduremethylester, 57: S5-Methylheptadecancarbonsdureme-
thylester, 59: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsiduremethylesier, 60: Cctadecancarbonséureme-
thylester, 61: 3-Methyloctadecancarbonsiuremethylester, 62: 2-Methyloctadecancarbonsduremethylester,
63: 5-Methyloctadecancarbonsiuremethylester, 64: Nonadecancarbonsduremethylester, 65: 3-Methylno-
nadecancarbonsiuremethylester, 66: 2-Methylnonadecancarbonsiuremethylester, 67: 5-Methylnona-
decancarbonsiuremethylester, 68: Eicosancarbonsiuremethylester, 69: 3-Methyleicosancarbonsiureme-
thylester, 70: 2-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 71: 5-Methyleicosancarbonsivremethylester, 73:
Heneicosancarbonsiuremethylester, 74: 3-Methylheneicosancarbonsduremethylester, 75: 2-Methylhenei-
cosancarbons#uremethylesier, 76: 5-Methylheneicosancarbonsiuremethylester, 77: Docosancarbonséu-
remeihylester, 78: 3-Methyldocosancarbonsiuremethylester, 79: 2-Methyldocosancarbonsdureme-
thylester, 80: 5-Methyldocosancarbonsiuremethylester, 81: Tricosancarbonsiuremethylester, 83: 3-Me-
thyliricosancarbonsiuremethylester, 84: 2-Methyliricosancarbonsiuremethylester, 85: 5-Methyltricosan-
carbonsiureinethylester, 86: Tetracosancarbonsiuremethylester, 87: 3-Methyitetracosancarbonsdureme-
thylester, 88: 2-Methylietracosancarbonsiuremeihylesier, 89: 5-Methylietracosancarbonséduremethylester,
S0: Pentacosancarbonsiuremethylester, 91: 3-Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 92: 2-Methyl-
pentacosancarbonsiduremethylester, 93: 5-Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 95: Hexacosancar-
bonsfuremethylester, 96: 3-Methylhexacosancarbonsduremethylester, 97: 2-Methylhexacosancarbonsiu-
remethylester, 98: 5-Methylhexacosancarbonsiuremethylester, 99: Heptacosancarbonsiuremethylester,
100: 2-Methylheptacosancarbonsiuremethylesier, 101: Octacosancarbonsiuremethylester, 102: 2-Methy-
lociacosancarbonsiuremethyiester, 103 Nonacosancarbonsiuremethylester, 104: 2-Methyinonadecancar-
bonsiuremethylester, 105 Triaconiancarbonsjuremethylester, 106: 2-Methyltriacontancarbonsgureme-
thylester, 108 Heniriaconiancarbonsivremethylester, 109: 2-Methylhentriacontancarbonsdureme-
thylester, 110: Dowriacontancarbonsiuremethylester).
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Abb, 6.3.4.8: Massenchromatogramm des charakieristischen Fragmentions fiir tricyclische und pentacycli-
sche Terpancarbonsjuren als Methylester (m/z 191) (freie Sduren des mafig biodegradierten Monterey-
Ols A, Biodegradations-Stufe 5) '

(72: tricyclischer C,y-Carbonsiuremethylester, 82: tricyclischer Cy,-Carbonséuremethylester, 94: tricycli-
scher Cyg-Carbonsduremethylesier, 107: 17«,218-Hopancarbonsiuremethylesier, 111: 17a,218-homo-Ho-
pancarbonsduremethylester, 112: 17«,218-dihomo-Hopancarbonsiuremethyiester).
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In der Saurefraktion des maRig degradierten Ols B der Biodegradations-Stufe 5 konnten
nur #-Carbonséuren und Terpansduren nachgewiesen werden. Die Konzentrationen der
Fetisduren waren so stark zuriickgegangen, dafl sich auBer Cygg- und Cigo-
Carbonsdure keine weiteren Substanzen identifizieren lieen. Bei den Terpansiduren
eluierten sowohl tricyclische als auch pentacyclische Verbindungen. Im Massenchroma-
togramm des charakieristischen Fragmentions der Masse m/z 191 dominierten die Iso-
mere der tricyclischen Cyy-Sture. Daneben lieBen sich Isomere der tricyclischen Cy;- und
Cyg-Séure sowie der Cyp-Hopancarbonsédure mit 17a,215-Konfiguration beobachten,

Gebundene Carbonsfuren

Trotz zunehmender Biodegradation innerhalb der Probensequenz dieser vier Ole, die
mit einer zunehmenden Komplexitét bei den freien Suren korrelierte, waren die gebun-
denen S&uren in allen vier Proben nahezu identisch. Das S&urespektrum umiaBte neben
geradkettigen auch einfach und mehrfach verzweigte Carbonsduren. Differenzen bestan-

it 1ol H - O TR W = Q .
den lediglich hinsichilich der Relativkonzentrationen der Substanzen.

Das nicht biodegradierte Ol enthielt eine homologe Reihe geradkettiger Séuren, die von
Cg.o-Sdure bis Cyy.g-Sdure reichte und sich durch erhdhte Relativkonzentrationen der
geradzahligen Verbindungen auszeichnete (Abb. 6.3.4.9). Die Verteilung zeigte kein aus-
geprigtes Maximum, vielmehr wiesen alle Verbindungen im Bereich zwischen Cg.-Car-
bonsdure und Cjg.g-Carbonsiure mit Ausnahme von C,7.0-Carbonséure relativ hohe
Konzentrationen auf. Einfach verzweigte S#uren waren durch i&50- und gnifeiso-Siuren
sowie durch 2-Methylcarbonsduren verireten. fso- und anzeiso-Sduren ergeben bei der
massenspektrometrischen Fragmentierung ein Fragmention der Masse m/z 74, ihre Ver-
teilung ist demzufolge aus dem Massenchromatogramm dieses Ions zu entnehmen. Wah-
rend die iso-Carbonsiuren von is0-Cq.g-Carbonsédure bis i50-Cyg.g-Carbonsdure nachge-
wiesen werden konnten, lieBen sich bei den anreiso-Carbonsiuren nur die ungeradzah-
ligen Homologe identifizieren. Die Verteilung der 2-Methylcarbonsduren ist aus dem
Massenchromatogramm der Masse m/z 88 (Abb. 6.3.4.9) zu ersehen. Sie eluierten mit
zahlreichen Homologen zwischen 2-Methyl-Cg.o-Carbonséure und 2-Methyl-C; 5.o-Car-
bonsdure, das Maximum lag bei 2-Methyl-Cyy.¢-Carbonsiure. Daneben konnten isopre-
noid-Carbonsduren beobachtet werden, die, abgesehen von Pristan- und Phytansdure,
betrdchtliche Konzentrationen erreichten.
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Abb, 6.3.4,9: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesattigte aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
{gebundene Sduren des nicht biodegradierien Monterey-Ols)

(1: Octancarbonsiuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsduremethylester, 3: iso-Nonancarbonsaureme-
thylester, 4: anteiso-Nonancarbonsiuremethylester, 5 Nonancarbonsiuremethylester, 6: 3,7-Dimethyl-
octancarbonsiuremethylester, 7: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 8: iso-Decancarbonsiurcme-
thylester, 9: Decancarbonsiuremetiylester, 10: 3,7-Dimethylnonancarbonsiuremethylester, 12: 2-Methyl-
decancarvonsiuremethylester, 13: #so-Undecancarbonsduremethylesier, 14: anteiso-Undecancarbonsiu-
remethylester, 15: Undecancarbonsduremethyiesier, 18: 2-Methylundecancarbonsduremethylester, 19 iso-
Dodecancarbonsinremethylesier, 20: 2,6-Dimethylundecancarbonsiuremethylester, 21: Dodecancarbon-
siuremethylester, 24: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 25: iso-Tridecancarbonsduremethylester,
26: anteiso-Tridecancarbonsiuremethylester, 27: Tridecancarbonsiuremethylester, 30: 2-Methyitridecan-
carbonsiuremethylester, 31: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsfuremethylester, 32: iso-Tetradecancarbon-
siuremethylesier, 33: Tetradecancarbonsiuremethylester, 36: 2-Methyltetradecancarbonsauremethyl-
ester, 38: 3,7,11-Trimethyliridecancarbonsduremethylester, 39: iso-Peniadecancarbonséuremethylester,
40: anteiso-Pentadecancarbonsiuremerhyiesier, 41: Peniadecancarbonsiuremethiylesier, 44: 2-Methylpen-
tadecancarvonsiuremethylester, 46: iso-Hexadecancarbonsiuremethylester, 47: Hexadecancarbonsiure-
methylester, 52: 2,6,10,14-Tetramethylpentadecancarbonsiurcmethylester, 53: Hepiadecancarbonsiure-
methylester, 58: Octadecencarbonsiuremethylester, 59 3,7,11,15- Tetramethylhexadecancarbonsiurcme-
thylester, 60: Octadecancarbonsiuremethylester, 64: Nonadecancarbonsiuremethylester, 68: Eicosancar-
bonsiuremethylester, 77: Docosancarbonsiuremethylester, 86: Tetracosancarbonsiuremethylesier).

Mit steigender Degradationsintensitéit war dann ein starker Konzentrationsriickgang zu
verzeichnen, der die beiden Proben der Degradations-Stufe 5 in gleichem MalBe erfaflte
‘und sich insbesondere im niedermolekularen Bereich auswirkte. Gleichzeitig verloren die
geradzahligen n-Alkansfiuren jhre Dominanz (Abb. 6.3.4.10). Die Verteilung der.2-

Methylcarbonsduren war demgegeniiber konstant geblieben. .
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Abb. 6,3.4.16: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesittigte aliphatische
Monocarbonséuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonstiuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Siuren des maBipg biodegradierten Monierey-Ols B, Biodegradations-Stufe 5)

(1: Octancarbonsiuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsiuremethylesier, 5: Nonancarbonsiureme-
thylester, 6: 3,7-Dimethyloctancarbonsiuremethylesier, 7: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 8: iso-
Decancarbonsiuremethylesier, 9 Decancarbonsiuremethylester, 10: 3,7-Dimethyinonancarbonsiureme-
thylester, 12: 2-Methyldecancarbonsiduremethylester, 13: iso-Undecancarbonsiuremethylester, 15: Unde-
cancarbonsiduremethylester, 18: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 19: iso-Dodecancarbonsiure-
methylester, 21; Dodecancarbonsiuremethylester, 24: 2-Methyldodecancarbonsinremethylester, 25 iso-

Tridecancarbonsiuremethylester, 26: anfeiso-Tridecancarbonsiuremethylesier, 27: Tridecancarbonsiu-
remethylester, 30: 2-Methyltridecancarbonsduremethylester, 31: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsiureme-
thylesier, 32: iso-Teiradecancarbonsfuremethylesier, 33: Teiradecancarbonsiuremethylesier, 36: 2-Me-
thylterradecancarbonsduremethylester, 38: 3,7,11-Trimethyliridecancarbonsiuremethylester, 39: iso-Pen-
tadecancarbonsduremethylester, 41: Pentadecancarbonsiuremethylester, 44: 2-Methylpentadecancarbon-
sduremethylester, 46: iso-FHexadecancarbonsjuremethylesier, 47: Hexadecancarbonsiuremethylesier, 52:
2,6,10,14-Teiramethylpentadecancarbonssinremethylester, 53: Hepiadecancarbonsiuremethylester, 58:
Cctadecencarbonsiuremethylester, 60: Octadecancarbonsiuremethylesier, 66: Nonadecancarbonsiure-
methylester, 68: Eicosancarbonsjuremethylester, 73: Heneicosancarbonsiiuremethylester, 77: Docosan-
carbonsduremethylester, 81: Tricosancarbonsiiuremethylesier, 86: Teiracosancarbonsiuremethylesier).

Alkohole

In allen vier Olen war es nicht méglich, Alkohole anhand der charakieristischen Spur m/z
75 nachzuweisen. Durch Anfertigung von Massenchromatogrammen ausgewdéhlter Frag-
mentionen der in den Bell Creek-Olen 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 eninehmen ist, handelte es
sich um hydratisiertes Phenanthren, Isomere von hydratisierten Methyl- und Dimethyl-
phenanthrenen, Isomere von hydratisierten Methyl- und Dimethylfluorenen und hydrati-
siertem Chrysen. Im Gegensatz zu den Bell Creek-Olen konnte bei diesen Proben keine
Verinderung der Alkoholfraktion in Abhédngigkeit von der Biodegradationsintensitét
festgestellt werden, Moglicherweise ist dies ein Anzeichen dafiir, daB die hier analysier-
ten Ole alle biodegradiert sind, auch das als nicht biodegradiert eingestufte.
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Abb, 6.3.4.11: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir hydratisiertes Phenan-
thren (m/z 253), hydratisierte Methylphenantarene (m/z 267), hydratisieric Dimethylphenanthrene (m/z
281), hydratisierie Methylfiuorene (m/z 255), hydratisierte Dimethylfiuorene (m/z 269) und hydratisierte
Chrysene (m/z 303).

Ebenso wie bei den Bell Creek-Olen wurden auch in diesen Proben keine Phytanole ge-
funden, obwohl Phytan in relativ groBer Konzentration vorhanden war und die Bildung
von Phytanolen nach den Ergebnissen der Versuche mit Reinsubstanzen ohne weiteres

moglich gewesen wire.
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6.3.5 Viking-Graben (Nordsee)

Die drei untersuchten Ole stammen aus dem Viking-Graben, dem neben dem Zentral-
Graben gréBten produktiven Becken der nordlichen Nordsee (Abb. 6.3.5.1).
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Abb, 6.3.5.1; Erdolprovinzen in der ndrdlichen Nordsee (Williams 1978).

Das nicht biodegradierte Ol wurde im Statfjord-Olfeld aus einem Teufenbereich von
2489-2493 m geftrdert. Das Alter des Reservoirgesteins wurde als mitteljurassisch
(Bathonien) bestimmt. Das leicht biodegradierte Ol ist einem Teufenbereich von 1778-
1792 m zuzuordnen, weitere Bohrungsangaben liegen nicht vor. Informationen iiber das

stark biodegradierte Ol fehlen véllig.

Die Abbildung 6.3.5.2 zeigt das Gesamtbl-Gaschromatogramm eines nicht biodegradier-
ten Ols, das in erster Linie aus geradkettigen gesditigten Kohlenwasserstoffen bestand,
die eine Kettenlidnge von 35 Kohlenstoffatomen erreichten. Das Maximum der Vertei-
lung lag im Bereich von #-Cy und #-Cg, wurde jedoch nicht von aliphatischen, sondern
vermutlich von aromatischen Verbindungen gebildet. Das Verhélinis der Konzentratio-
nen der isoprenoid-Kohlenwasserstoffe Pristan und Phytan zu #-Cq7 und n-Cyg gab einen
zusitzlichen Hinweis darauf, daB dieses O1 nicht. blodegradiert ist. Dle Bmmarker besa-

Ben eme normale Verteilung.
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Abb. 6.3.5.2: Gaschromatogramm der Gesamtdlmessung des nicht biodegradierten Nordsee-Ols.

Infolge des mikrobiellen Abbaus hatte die Konzentration -de_i_- n-Alkane so weit abge-
norrmen, daB sie gegeniiber den verzweigien, den cyclischen und aromatischen Verbin-
dungen ihre dominierende Position verloren (Abb. 6.3.5.3). Weitere Anzeichen einer
Biodegradation waren die hohien Gehaite an Isoprenociden und die Bildung eines unauf-
gelosten komplexen Gemisches. Da die Biomarker keinerlei Verdnderung erfahren hat-
ten, wurde dieses Ol nur als leicht biodegradiert eingestuft (Stufe 3).
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-Abb. 63.5.3: Gaschromatogramm der GesamiOimessung des leicht blodegradlerten Nordsee Ols -(Bio-
. degradauons-Sfoe 3). _
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Das dritte Ol dieser Probensequenz bestand nur noch aus einem unaufgeldsten komple-
xen Gemisch, die Identifizierung einzelner Substanzen war nicht mehr moglich (Abb.
6.3.5.4). Bei den Biomarkern lieB sich eine beginnende Degradation der Sterane ver-
zeichnen, wihrend sich die Hopane in unverdnderter Verieilung préasentierten. In dieser
Probe war der Abbau schon so weit forigeschritten, daB ein Stadium starker Biodegrada-
tion (Stufe 6) erreicht wurde.
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Abb. 6.3.5.4: Gaschromaiogramm der GesamtOlmessung des stark biodegradierien Nordsee-Ols (Bio-
degradations-Stufe 6). '

Freie Sinren

Das nicht biodegradierte Nordsee-Ol enthielt nicht nur geradkettige, sondern auch ver-
zweigte und pentacyclische Carbonsduren. Die breite n-Alkan-Verteilung war mit einer
homologen Reihe geradkettiger, ausschlieBlich geséttigter Sduren korreliert, die zwar
einen entsprechenden Kohlenstoffzahl-Bereich abdeckte, hinsichtlich der Konzeniratio-
nen der einzelnen Verbindungen zueinander jedoch keine Ubereinstimmung zeigte
(Abb. 6.3.5.5). Geradzahlige Homologe lagen generell in hoheren Konzentrationen vor
als die ungeradzahligen und stellten mit Cyp.¢-, Cig.9- und Cyg,9-Sdure die Hauptkompo-
nenten. Daneben eluierten einfach verzweigie 2-Methylcarbonséuren in vergleichbarer
breiter Verteilung, die jedoch kein Maximum und insgesamt erheblich niedrigere Rela-
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tivkonzenirationen als die entsprechenden n-Fettsduren aufwies. Mehrfach verzweigte
isoprenoid-Carbonsiuren waren nur durch Pristan- und Phytanséure verireten, deren
Gehalte in der GroBenordnung der ldngeren geradkettigen Sduren lagen. Im Gegensatz
zu geradkettigen und verzweigten Carbonsduren kamen pentacyclische Siuren nur in ex-
trem geringen Konzenirationen vor. Als wichtigste Verbindungen erschienen Cy-Csp
Séuren mit 17¢,218-Konfiguration (Abb. 6.3.5.6).
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Abb, 6.3.5.5: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen filr gesittigle aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) vnd filr 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des nicht biodegradierten Nordsee-Ols)

(i: Octancarbonsiuremethylesier, 2@ 2-Meihyloctancarbonsiuremethylester, 31 NonancarbonsBureme-
thylester, 4: 2-Methylnonancarbonsauremethylester, 5: Decancarbonsiuremethylesier, 6: 2-Methyldecan-
carbonsiuremethylester, 8 Undecancarbonsiuremethylester, $: 2-Methylundecancarbonsuremethyl-
ester, 13: Dodecancarbonséiuremethylester, 14 2-Methyldodecancarbonséuremethylester, 17: Tridecan-
carbonsénremethylester, 18: 2-Methyliridecancarbonsduremethylester, 22: Tetradecancarbonsfuremethyl-
ester, 23: 2-Methylietradecancarbonsiuremethylesier, 27: Peniadecancarbonsiuremethylester, 28: 2-Me-
thylpentadecancarbonsiuremethylester, 32 : Hexadecancarbonsiuremethylester, 33: 2-Methylhexadecan-
carbonsiuremethylester, 35: 2,6,10,14-Tewamethylpentadecancarbonsduremethylester, 37: Heptadecan-
carbonsauremethylester, 38: 2-Methylheptadecancarbonsivremethylester, 40: 3,7,11,15-Teiramethylhexa-
decancarbonsiuremethylester, 41: Cctadecancarbonsiuremethylester, 42: 2-Methylociadecancarbonsiu-
remethylester, 43: Nonadecancarbonsiuremethylester, 45: 2-Methylnonadecancarbonséuremethylester,
46: Eicosancarbonsiuremethylester, 48: 2-Methyleicosancarbonsiuremethylesier, 4%: Heneicosancaibon-
saiuremethylester, 51: 2-Methylheneicosancarbonsiuremethylester, 52: Docosancarbonsiuremethylester,
54: 2-Methyldocosancarbonsiuremethylester, 55: Tricosancarbonsiuremethylesicr, 58: 2-Methyliricosan-
carbonsiiuremethylester, 59: Tetracosancarbonsiuremethylesier, 61: 2-Methyltetracosancarbonsfiureme-
‘thylester, 62: Pentacosancarbonsiuremethylester, 64: 2-Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 66:
Hexacosancarbonsiuremethylester, 68: 2-Methylhexacosancarbonsieremethylester, 69: Hepiacosancar-
_bonsiuremethylester, 71: 2-Methylhepiacosancarbonsiduremethylester, 72: Cciacosancarbonséuremethyl-
. ester, 74 2-Methyloctacosancarbonsiuremetliylester, 75: Nonacosancarbonsduremethylester, 76: 2-Me-
- thylnonacosancarbonsiuremethylester, 77: Triacontancarbonsiuremethylesier, 83: Dotriacontancarbon-
-sBuremethylester, 88: Tetratriaconiancarbonsfutemethylesier).
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Abb. 6.3.5.6: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fiir pentacyclische Terpancar-
bons#uren als Methylester (m/z 191) (freie Siuren des nicht biodegradierten Nordsee Ols)

(79: 17a,218-Hopancarbonsiuremethylester, 80: 178,21a-Hopancarbonsiuremethylester, 84: 17,218-
romo-Hopancarbonsiuremethylester, 85: 178,215-Hopancarbonsiuremethylester, 86: 178,21a-homo-Ho-
pancarbonsiuremethylester, 87: 17a,218-dihomo-Hopancarbonsiuremethylester).

Das leicht degradierte Ol zeigte nicht nur mehr Substanzklassen als das nicht biodegra-
dierte, sondern hatte zudem einen hdheren Sduregehalt. Auch in dieser Probe dominier-
ten die n-Carbonséuren (Abb. 6.3.5.7). Bei nahezu identischem Verteilungsmuster wie-
sen sie jedoch deutlich hfhere Relativkonzenirationen auf als im nicht biodegradierten
Ol Daneben eluierte eine Vielzahl verzweigter Verbindungen. Dies waren zum einen
einfach verzweigte iso- und anzeiso-Carbonsduren, bei denen sich die Methylverzweigung
am w@-stindigen Ende des Molekiils an den Positionen @-1 bzw. w-2 befindet, so dal sie
daher bei der massenspektromeirischen Fragmentierung ebenso wie die #-Carbonséuren
einen Basispeak der Masse m/z 74 ergeben. Im Gegensatz zu diesen konnten iso- und
anteiso-Sduren nicht im gesamten Elutionsbereich nachgewiesen werden, sondern waren
auf den Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen Cqp und Cyg beschrdnkt. Um emnfach ver-
zweigte Sduren handelt es sich auch bei den 2-Methylcarbonséuren. Da bei diesen die
beiden Kohlenstoffatome, die Methylgruppe und Sdurerest tragen, unmittelbar benach-
bart sind, entsteht durch Bindungsspaltung zwischen den Bindungen an C-2 und C-3 ein
Basispeak der Masse m/z 88. Das Massenchromatogramm dieses fiir 2-Methylcarbonsiu-
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 Sduren, deren Strukturunierschiede aus den Massen-

spekiren jedoch nicht-abzuleiten sind. So traten neben den auch im nicht biodegradierten |
Ol nachgewiesenen Siuren, fiir die neben dem Basispeak m/z 88 ein Fragmention der
Masse m/z 161 charakieristisch ist, auch solche Verbindungen auf, die nur den Rasispeak,

aber kein weiteres charakteristisches Fragmention 2eigten. Zum anderen konnte neben
2,6,10,14—'-I_‘etramethylpentadecanparbonséiure_ und -3,7,11,15-Tetramethylhexadecancar-

bonsiure eine Reihe mehrfach verzweigter. isoprenoid-Sauren identifiziert werden, die -

vor allemn im hghermolekularen Bereich den n-Carbonséuren vergleichbare Konzentra-
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tionen erreichten. Auch bei den cyclischen Séuren war es im Zuge der Biodegradation zu
Verdnderungen gekommen. Die Hopancarbonsduren hatten an Konzentration erheblich
zugenommen und deckten mit allen drei Isomerenreihen einen grofieren Elutionsbereich
ab als im nicht biodegradierten Ol (Abb. 6.3.5.8). C3p-C3, Hopancarbonsiuren mit
17e,218-Konfiguration hatten ihre dominierende Position behalten, in betréchtlicher
Konzentration kam die Cy, Hopancarbonsdure mit 175,218-Konfiguration hinzo. Aufier-
dem traten in dieser Probe tricyclische Terpancarbonsduren auf. Es konnten Isomere von
Cy4- und Cyg-Séure nachgewiesen werden. Die Konzentrationen der Cy4-Isomere waren
annghernd gleich hoch und lagen erheblich iiber denen der Hopancarbonséuren. Die
Cyg-Isomere wiesen im Gegensaiz dazu groBe Konzentrationsunterschiede auf, waren
den Hopans8uren konzentrationsmé8ig aber dennoch vergleichbar.,
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Abb. 6.3.57: Massenchromatogramm der charakiteristischen Fragmentionen fiir gesittigie aliphatische
Monocarbonsinren und iso- und anieiso-Carbonsiuren als Meihylester (m/z 74) und filr 2-Methylcarbon-
siuren als Methylester (m/z 88) (freie Siuren des leicht biodegradierien Nordsee-Ols, Biodegradations-
Stufe 3)

(1: Cciancarbonsiiuremethylester, 3: Nonancarbonsiuremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylester, 5. Decancarbonsiuremethylesier, 8: Undecancarbonsiuremethylesier, 11 anteiso-Dodecancar-
bonsiuremethylester, 13: Dodecancarbonsuremethylester, 14: 2-Methyldodecancarbonsduremethylester,
16: amreiso-Tridecancarponsiuremethylester, 17: Tridecancarbonsfuremethylester, 19: 3,7,11-Trimethyl-
dodecancarbonsiuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsduremethylester, 21: anteiso-Teradecancar-
bonsduremethylester, 22: Tetradecancarbonsiuremetnylester, 23: 2-Methyltetradecancarbonsidureme-
thylester, 24: 3,7,11-Trimethyltridecancarbonséuremethylester, 26: anteiso-Pentadecancarbonsiureme-
thylester, 27: Penmdecancarbonsiuremethylester, 28: 2-Methyipeniadecancarbonséuremethylester, 29:
5,8,13-Trimethylteiradecancarbonsiuremethylester, 30: iso-Hexadecancarbonsduremethylester, 31: ante-
iso-Hexadecancarbonsiuremethylester, 32: Hexadecancarbonsduremethylester, 33: 2-Methylhexadecan-

carbonsduremethylester, 34: iso-Hepiadecancarbonsfiuremethylester, 35 2,6,10,14-Teramethylpentade-

cancarbonsduremethylester, 36: anteiso-Heptadecancarbonsiuremethylester, 37: Heptadecancarbonsédu-
-remethylester, 38: 2-Methylhepiadecancarbonsiuremethylesier, 39: Octadecencarbonsduremethylester,
~ 40: 3,7,11,15-Teramethylhezadecancarbonsiuremethylester, 41: Ociadecancarbonsiuremethylester, 42:
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2-Methyloctadecancarbonsduremethylester, 43: Nonadecancarbonsduremethylester, 44: 3-Methylmona-
decancarbonsduremethylester, 45: 2-Methylnonadecancarbonsiuremethylester, 46: Eicosancarbonséure-
methylester, 47: 3-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 48: 2-Methyleicosancarbonsiureinethylester,
49: Heneicosancarbonsduremethylester, 50: 3-Methylheneicosancarbonsiuremethylester, 51: 2-Methyl-
heneicosancarbonsiuremethylesier, 52: Docosancarbonsiuremethylester, 53: 3-Methyldocosancar-
bonsiuremethylester, 54: 2-Methyldocosancarbonsiuremethylester, 55: Tricosancarbonsduremethylester,
57. 3-Methyliricosancarbonsduremethylester, 58: 2-Methyliricosancarbonsiuremethylester, 59: Te-
tracosancarbonséuremethylester, 60: 3-Methyltetracosancarbonséuremethylester, 61: 2-Methyltetracosan-
carbonsduremethylester, 62: Pentacosancarbonsiuremethylester, 63: 3-Methylpentacosancarbonsiureme-
thylester, 64: 2-Methylpeniacosancarbonsiuremethylester, 66: Hexacosancarbons#uremethylester, 67 3-
Methylhexacosancarbonsiuremethylester, 68: 2-Methylhexadecancarbonsiuremethylester, 69: Heptaco-
sancarbonsauremethylester, 70: 3-Methylheptacosancarbonsiuremethylester, 71: 2-Methylheptacosancar-
bensiuremethylester, 72: Octacosancarbonsiuremethylesier, 73: 3-Methylociacosancarbonsiureme-
thylester, 74: 2-Methyloctacosancarbonsiuremethylester, 75: Nonacosancarbonstivremethylesier, 77: Tria-
contancarbonsiuremethylesier, 81: Hentriacontancarbonsiuremethylester, 83: Dotriacontancarbonsiu-
remethylester, 88: Teirairizcontancarbonsiuremethylester).
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Abb. 6.3,5.8: Massenchromatogramm der charakteristischen Fragmentionen fiir tricychische und pentacy-
clische Terpancarbonsiuren als Methylester (m/z 191) (freie Siuren des leicht degradierten Nordsee-Ols,

Biodegradations-Stufe 3)

(56: wicyclischer C,,-Carbonsiuremethylester, 65: tricyclischer C,5-Carbonsiuremethylester, 79; 172,216-
Hopancarbonsauremethylester, 80: 178,21e-Hopancarbonséiuremethylester, 84: 17a,21-homo-Hopancar-
bonsduremetiylesier, 85: 175,215-Hopancarbonsiuremetihnylester, 86: 178,21a-homo-Hopancarbonsiure-
methylester, 87: 17a,21f-dihomo-Hopancarbonssuremethylester, 89 17,218-homo-Hopancarbonsiure-
methylester, 90: 178,21a-dihomo-Hopancarbonsiuremethylester, 91: 17a,218-rihomo-Hopancarbonsiu-
remethylester, 93: 178,218-dihomo-Hopancarbonsiuremethylester).

n der Séurefraktion des stark degradierten Ols dieser Probensequenz lieBen sich nur ge-
radkettige und tricyclische Carbonsfuren nachweisen. Die Fettsiuren deckien einen
Kohlenstofizahl-Bereich von Cg.g bis Cjg.9 ab (Abb. 6.3.5.9). Mit Ausnahme der Co.g-
Fettsdure eluierten allerdings nur die geradzahligen Homologe. Die héchsten Konzentra-

tionen erreichten Cyg.p-und Cigo-Sdure. Die Verteilung der tricyclischen Siuren um-

bt

fafBte Isomere der Cpy-, Cpy- und Cyg-Siure. Von dicsen wiesen Cpy- und Cpy-Shure an-
nédhernd gleich hohe Gehalte auf, wihrend den Cys-Suren nur sehr kleine Signale im
Chromatogramm enisprachen. Verglichen mit den Konzentrationen der Cygqg- und
Cig:0-Sdure waren jedoch auch die Konzentrationen der Cp;- und C,4-Terpanséuren re-

lativ niedrig,
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Abb, 6.3.5.9: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fiir gesittigie aliphatische Mo-
nocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) (freie Sduren des siark biodegradierten Nordsee-Ols, Biodegra-

dations-Stufe 6)
(1: Cctancarbonsiuremethylester, 3: Nonancarbonsiuremethylester, 5: Decancarbonsfiuremethylesier,

13: Dodecancarbonsiuremethylester, 22: Tewadecancarbonsiuremethylester, 32: Hexadecancarbon-
sauremethyiester, 41: Octadecancarbonséuremethylester).

Gebundene Siuren

Ebenso wie bei den freien Sduren dominierten auch bei den gebundenen Sduren des
nicht biodegradierten Ols geradkettige und 2-methylverzweigte Carbonséduren (Abb.
6.3.5.10). Beide Substanzklassen waren allerdings auf einen kleineren Kohlenstoffzahl-
Rereich beschrinkt als bei den freien Siuren. So lieBen sich die Fettsduren nur bis zur
Cha.0-Sdure nachweisen, die 2-Methylcarbonsduren sogar nur bis zur 2-Methyl-Cig.0-
Saure. Unterschiede bestanden bei den geradkettigen Sduren dariiber hinaus hinsichtlich
der Konzentrationen der einzelnen Verbindungen und ihrer Relation zueinander. Cyp.0,
Cig:0- und Cqg.g-Sdure waren zwar auch in dieser Frakiion die grofiten Komponenten
geblieben, doch hatten sich die Konzenirationen fast aller anderen Substanzen erheblich
erhoht. Die 2-Methylsiuren bildeten eine homologe Reihe von 2-Methyl-Co.g bis 2-Me-
thyl-Cy6.0 mit einem Maximum bei 2-Methyl-Cyy.q. Wie bereits in anderen Qlproben be-
obachtet, eluierten auch hier im niedermolekularen Bereich einige iso-Siuren (50-Cy1:0
bis i50-Cy7.).-Neben den einfach verzweigten Carbonséuren traten mit 2,6-Dimethyl-
Cyo.0-S8ure und 3,7,11-Trimethyl-Cyp.g-Sdure auch mehriach verzweigte in. geringen

Konzentrationen auf. -~ -
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Abb: 6.3.5.18: Massenchromatogramme der charakieristischen Fragmentionen fiir gesittigte aliphatische
Monocarbonsduren und iso-Siuren als Methylester (m/z 74) und fir 2-Methylcarbonssuren als Me-
thylester (m/z 88) (gebundene Siuren des nicht biodegradierten Nordsee-Ols)

(1: Octancarbonsduremethylester, 3: Nonancarbonsauremethylester, 4: 2-Methylnonancarbonsiureme-
thylester, 5: Decancarbonsiuremethylester, 6: 2-Methyldecancarbonsauremethylester, 7: iso-Undecancar-
bonsiduremethylester, 8: Undecancarbonsiuremethylester, 9: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester,
10: iso-Dodecancarbonsiuremethylester, 12: 2,6-Dimethylundecancarbonsiuremethylester, 13: Dodecan-
carbonsduremethylester, 14: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 15: ise-Tridecancarbonsiureme-
thylester, 17: Tridecancarbonsiuremethylester, 18: 2-Methyliridecancarbonsiuremethylester, 19: 3,7,11-
Trimethyldodecancarbonsiuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsiuremethylesier, 22: Teiradecan-
carbonsduremethylesier, 23: 2-Methylietradecancarbonsiuremethylester, 25: iso-Peniadecancarbonsiu-
remethylester, 27: Pentadecancarbonsiuremethylester, 28: 2-Methylpentadecancarbonsiuremethylester,
30: iso-Hexadecancarbonséuremethylester, 32: Hexadecancarbonsiuremethylester, 33; 2-Methylhexade-
cancarbonsauremethylester, 34: iso-Heptadecancarbonséuremethylester, 37: Heptadecancarbonsiureme-
thylester, 39: Cctadecencarbonsiuremethylester, 41: Cciadecancarbonsiuremethylesier, 43: Nonadecan-
carbonsduremethylester, 46; Eicosancarbonsinremethylester, 49: Heneicosancarbonsiuremthylester, 52
Docosancarbonsiuremethylester, 55: Tricosancarbonsiuremethylester, 59: Tetracosancarbonsiureme-
thylester, 62: Pentacosancarbonsduremethylester, 66: Hexacosancarbonsauremethylester).

Die relativ komplexe Séureverteilung der freien Sauren des leicht mikrobiell verdnderien
Ols hatte bei den gebundenen Siuren keine Entsprechung. Vielmehr bot sich dort fast
exakt dasselbe Bild wie bei der entsprechenden Fraktion des zuvor beschriebenen nicht
biodegradierten Ols. Lediglich bei den 2-Methylcarbonséuren zeigien sich kleinere Diffe-
renzen, die homologe Reihe endete bereits bei 2-Methyl-Cy3.g-Sdure. '

Auch stérkere Degradation hatte keine gravierenden Anderungen der Fetisiurevertei-
lung zur Folge. Der Nachweis der verzweigten Siuren, die in den beiden anderen Proben
beobachiet wurden, wie einfach verzweigte iso- oder 2-Methyl-Carbonsiuren und mehr-
fach verzweigte isoprenoid-Carbonséduren, gelang jedochnicht. - ke
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6.3.6 Broistedt-Gifhorner Trog (Norddeutschland)

Die drei analysierten Ole stammen aus dem nordwestlichen Teil des Broistedt-Githorner
Troges, einem Gebiet, das vor allem durch Salztektonik geprégt ist. So liegen denn auch
die meisten Olfelder unmittelbar an Salzstbcken oder stehen mit diesen in engem Zu-

sammenhang (Abb. 6.3.6.1).
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Abb. 6.3.6.1: Ubersichiskarie fiir den Broistedt-Gifhorner Trog und seine Erdtllagersidtien; Quartdr,
Tertiar und Oberkreide, an den Rindern auch Alb, abgedeckt (Boigk 1981).

Als Speichergesteine fungieren in erster Linie die Sandsteine des Dogger § (Aalenien),
Lias o (Hettangien) und des Rhitkeupers, aber auch Sandsteine des Valangin und des
Wealden (Boigk 1981). Detaillierte Angaben iiber die ErdSlmutter- und Speicherge-
steine und die Teufen dieser Ole liegen nicht vor, es sind lediglich die Olfelder bekannt,
in denen sie erbohrt wurden. Das nicht biodegradierte Ol wurde in der Bohrung Vorhop
36 gefordert, das leicht degradierte Ol der Biodegradations-Stufe 2 in Hankensbilitel Stid
27 und das leicht biodegradierte O1 der Biodegradation-Stufe 3 in Oerrel Stid 27.

Abbildung 6.3.6.2 zeigt das Gaschromatogramm des nicht biodegradierien Ols dieser
Probensequenz. Hauptbestandieile waren geséttigie Kohlenwasserstoffe, deren Vertei-
lung sowohl niedermolekulare als auch hochmolekulare Verbindungen mit bis. zu 37
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Kohlenstoffatomen umfafte und ein Maximum bei #-C; aufwies. Die Konzentrationen
der isoprenoid-Kohlenwasserstoffe Pristan und Phytan waren verglichen mit denen von #-
Cy7 und 7-Cyg nicht anndhernd halb so groB, ein zusédtzlicher Hinweis darauf, daB dieses
Ol nicht mikrobiell verindert wurde. Bei den Biomarkern gab es keine Degradations-

erscheinungen.
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Abb. 6.3.6.2 Gaschromatogramm der Gesamtdimessung des nicht biodegradierien Norddenischland-Os.

Pr
20
B : 5 Ph
| : | |
! ‘ % !235
: l , |
: P30
T ' ERRRRENE
Hi ’ ) § il‘!lﬁﬁ éﬁh-n‘lﬁw,ﬁgﬁ\' A
R
H!
Abb. 6.3.6.3: Gaschromatogramm der GesamtOlmessung des leicht biodegradierten Norddentschiand-Ols

(Biodegradations-Stufe 2).

Das leicht degradierte Ol (Stufe 2) zeichnete sich demgegeniiber durch eine Konzentra-

rEIe

i




188

tionsabnahme der n-Alkane aus, die sich am stirksten im niedermolekularen Bereich
auswirkte (Abb. 6.3.6.3). Ihre Konzentrationen lagen hier nur noch in dhnlicher GroBen-
ordnung wie die der Aromaten. Dadurch verschob sich das Maximum der Verteilung in
den Bereich der ldngerkettigen n-Alkane zu n-Cq7. Weitere Anzeichen einer Degrada-
tion waren das stark verdnderte Verhéltnis der Relativkonzenirationen von Pristan und
Phytan zu n-Cq4 und n-Cyg sowie die Ausbildung eines unaufgeldsien komplexen Gemi-
sches. Auch in dieser Probe waren die Biomarker vOllig intaki.

Im Gaschromatogramm des dritten Ols dominierte ein unaufgeldstes komplexes Ge-
misch (Abb. 6.3.6.4). n-Alkane lieBen sich mit Ausnahme des Bereichs von Cyg-Cys nicht
mehr nachweisen und auch hier nur in sehr geringer Konzentration. Im héhermolekula-
ren Bereich waren die n-Alkane vollig verschwunden, so daB sich das Verteilungsmuster
der isomeren und homologen Hopane deutlich abzeichnete. Zu den dominierenden
Verbindungen z&hlien die Isoprenoide, die mit Norpristan, Pristan und Phytan relativ
hohe Konzentrationen erreichten. Daneben eluierten alicyclische und aromatische Ver-
bindungen. Die Biomarker waren unverdndert. Auch dieses Ol konnte noch als leicht de-

gradiert klassifiziert werden (Stufe 3).
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Abb. 6.3.6.4: Gaschromatogramm der Gesamidimessung des leicht biodegradierien Norddeuisciland Ols
(Bicdegradations-Stufe 3). B
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Freie Suren

Das Sdurespekirum der fieien Sduren des nicht biodegradierten Norddeutschiand-Ols
setzte sich aus geradkettigen #-Carbonséduren, einfach verzweigten 2-Methylcarbonséu-
ren, isoprenoid-Carbonséuren und Hopancarbonstiuren zusammen. Die Substanzkiasse
mit der hochsten Gesamtkonzentration war die der n-Carbonséduren. Sie bildeten eine
homologe Reihe, deren breite Verteilung die der n-Alkane nachzeichnete und einen Be-
reich zwischen Cgg-Carbonsdure und Csp.g-Carbonsdure abdeckte (Abb. 6.3.6.5). Die
geradzahligen Homologe wiesen generell hthere Konzenirationen auf als die ungerad-
zahligen und stellten mit Cy4,9- und C;g.o-Carbonsiure die dominierenden Einzelkompo-
nenten. 2-Methylcarbonséuren eluierien in vergleichbar breiter Verteilung zwischen 2-
Methyl-Cg.p-Carbonsdure und 2-Methyl-Csy.g-Carbonsiure mit einem Maximum bei 2-
Methyl-Cy3.g-Carbonséure. Die Gesamtkonzentration der 2-Methylcarbonsiuren lag er-
heblich unter der der n-Alkanséiuren. Als Hauptkomponente der sich durch ein Frag-
mention der Masse m/z 88 auszeichnenden Verbindungen konnte 2,6,10,14-Tetramethyl-
Ci5.0-Carbonséure (Pristansdure) identifiziert werden. In entsprechender Konzentration
konnte als weitere isoprenoid-Carbonséure daneben auch 3,7,11,15-Tetramethyl-Cy4.q-
Carbonsidure (Phytansdure) bestimmt werden. Hopancarbonsiduren waren durch Iso-
mere von Czg-, C31- und Csp-Carbonséuren vertreten (Abb. 6.3.6.6). Die hiichsten Kon-
zentrationen erreichten Caq- und Cyp-Carbonséuren mit 172,218-Konfiguration.
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Abb. 6.3.6.5: Massenchromatogramine der charakieristischen Fragmentionen fiir geséttigte aliphatische
Monocarbonsduren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(freie Sduren des nicht biodegradierien Norddeuischiand-Ols)

(1: Octancarbonsiuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsiuremethylester, 4: Nonancarbonsiureme-
thylester, 5: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 7: Decancarbonsiuremethylester, 8: 2-Methyldecan-
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carbonsauremethylester, 10: Undecancarbonsiuremethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsiureme-
thylester, 13: Dodecancarbonsiuremethylester, 14: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 17 Tride-
cancarbonsiuremethylesier, 18: 2-Meihyliidecancarbonsiuremsthylesier, 21: Tetradecancarbonsbureme-
thylester, 22: 2-Methyltetradecancarbonsiuremethylester, 26: Pentadecancarbonsiuremethylester, 27: 2-
Methylpentadecancarbonsiuremethylesier, 30: Hexadecancarbonsiuremethylester, 32: 2-Methylhexade-
cancarbonsiuremethylester, 35: Heptadecancarbonsiuremeihylester, 38: Qctadecencarbonsiureme-
thylester, 39: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsiuremethylester, 40: Octadecancarbonséureme-
thylester, 42: 2-Methyloctadecancarbonséuremethylester, 43: Nonadecancarbonsduremethylester, 43: 2-
Methylnonadecancarbonsiuremethylester, 46: Eicosancarbonsiuremethylester, 49: 2-Methyleicosancar-
bonsiuremethylester, 50: Heneicosancarbonsiuremethylester, 53: 2-Methylheneicosancarbonsiureme-
thylester, 54: Docosancarbonsiuremethylester, 57: 2-Methyldocosancarbonsiuremethylester, 58: Trico-
sancarbonsiuremethylester, 61: 2-Methyliricosancarbonsiuremethylester, 62: Tetracosancarbonsiureme-
thylester, 64: 2-Methyltetracosancarbonsiuremethylester, 65: Pentacosancarbonsiuremethylesier, 67: 2-
Methylpentacosancarbonsiuremethylester, 68: Hexacosancarbonsiuremethylester, 70: 2-Methylhexaco-
sancarbonsiuremethylester, 71: Heptacosancarbonsiuremethylester, 72: 2-Methytheptacosancarbonsiu-
remethylester, 73: Cctacosancarbonsturemethylesier, 74: 2-Methyloctacosancarbonsuremethylester, 75:
Nonacosancarbonsiauremethylesier, 76: 2-Methylnonacosancarbonsiuremethylesier, 77: Triacontancar-
bonsiuremethylester, 78: 2-Methyltriacontancarbonsiuremethylesier, 81: Hentriacontancarbonsénreme-
thylesier, 82: 2-Methylhentriacontancarbonsguremethylester, 83: Dotriacontancarbonsiuremethylester,
85: 2-Methyldotriaconiancarbonsiuremethylester, 88: Tritriacontancarbonsfuremethylester).
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Abb. 6.3.6.6: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fir pentacyclische Terpanséu-

ren als Methylester (m/z 191) (freic Siuren des nicht biodegradierten Norddentschland-Ols)

(79: 17a,218-Hopancarbonsauremethylester, 80: 178,21a-Hopancarbonsiuremethylester, 84: 17,215-
homo-Hopancarbonsauremethylester, 86: 178,218-Hopancarbonsiuremethylester, 87: 178,21a-homo-Ho-
pancarbonsiuremethylester, 89: 17¢,218-dihomo-Hopancarbonsiuremethylester).

Die freien Sauren des leicht biodegradierten Ols der Biodegradations-Stufe 2 unterschie-
den sich von denen des zuvor beschriebenen Ols vor allem hinsichtlich der Relativkon-
zentrationen der verschiedenen Substanzklassen bzw. der Verbindungen innerhalb der-
selben. So war zwar die Gesamtkonzentration der n-Carbonsduren nahezu unveridndert
geblieben, es lieB sich jedoch ein generelier Konzentrationsriickgang im kurzkettigen Be-
reich verzeichnen, der mit einer Anreicherung der ldngerkettigen Verbindungen zwi-
schen Cyg.g-Carbonsiure und Csp.g-Carbonsdure einherging (Abb. 6.3.6.7). Die Domi-

nanz-von Cygo- und Cyg-Carbonsiure blieb unangetastet. Die: Gesamtkonzentration -

-der 2-Methyicarbonséiuren hatte sich erheblich reduziert, das Verteilungsmusier war je-
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doch sowohl hinsichtlich des Elutionsbereichs als auch hinsichtlich der Relativkonzenira-
tionen der einzelnen Verbindungen zueinander erhalten geblieben. Im Gegensatz dazu
hatte bei den Hopancarbonsduren eine Konzentrationserhthung stattgefunden. Infolge-
dessen konnien im hohermolekularen Bereich einige zusétzliche Verbindungen bestimmt
werden, die vorher aufgrund eines ungiinstigen Signal/Rausch-Verhditnisses nicht abge-
trennt worden waren. Es handelt sich um 178,218-Cs;-Hopancarbonséure, 178,21a-Csy-
Hopancarbonsdure und 178,218-Csp-Hopancarbonsdure. Dominierende Einzelkompo-
nente der Hopanséureverteilung war die Csp-Carbonséure mit 17a,218-Konfiguration.
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Abb. 6.3.6.7: Massenchromatogramm des charakteristischen Fragmentions fiir gesattigte aliphatische Mo-
nocarbonsduren als Methylester (m/z 74} (frefe Siuren des leicht biodegradierten Norddeutschland-Ols,

Biodegradations-Stufe 2)
(1: Octancarbonsiuremethylester, 4: Nonancarbonsduremethylester, 7: Decancarbonsiuremethylester,

10: Undecancarbonsfuremeihylesier, 13: Dodecancarbonsiuremethylesier, 17: Tridecancarbonsiureme-
thylester, 21: Tetradecancarbonsiuremethylester, 26: Pentadecancarbonsiuremethylester, 30: Hexadecan-
carbonsduremethylester, 35: Heptadecancarbonsduremethylester, 38: Octadecencarbonsiuremethylester,
39: 3,7,11,15-Tetramethylhexadecancarbonsiuremethylester, 40: Octadecancarbonsiuremethylester, 43
Nonadecancarbonsiuremethylester, 46: Eicosancarbonsiuremethylester, 50: Heneicosancarbonsiureme-
thylester, 54: Docosancarbonsduremethylester, 58: Tricosancarbonsiuremethylester, 62: Tetracosancar-
bonsduremethylester, 65: Pentacosancarbonsiuremethylesier, 68: Hexacosancarbonsduremethylester, 71:
Hepiacosancarbonsiuremethylester, 73: Octacosancarbonsiuremethylester, 75: Nonacosancarbonsiure-
methylester, 77: Triacontancarbonsiuremethylester, 81: Hentriaconiancarbonsiuremethylester, 83: Do-
triacontancarbonsiuremethylester, 90: Teiratriaconiancarbonsiuremethylester).

Neben den in den beiden bisher vorgestellten S#urefrakiionen identifizierten Substanz-
klassen konnten in dem am stérksten degradierten Ol dieser Probensequenz, das nach
der Klassifizierung von Moldowan et al. (1992) aber noch als leicht biodegradiert einzu-
stufen ist (Stufe 3), auch 3-Methylcarbonséiuren und 4-Methylcarbonséuren nachgewie-
sen werden. Die geradkettigen n-Alkanséuren eluierten auch in dieser Olprobe noch in
breiter Verteﬂung zwischen (Cg.n-Carbonssiure und Css.5-Carbonsiiure (Abb. 6.3.6.8).
Der bereits im leicht degradierten Ol der Biodegradations-Stufe 2 erkennbare Trend zur
Amnreicherung der ldngerkettigen Verbindungen hatte sich mit zunehmender Degrada-
‘tion verstirkt, die Dominanz der geradzahligen Homologe war erhalten geblieben. Im
Massenchromatogramm des Fragmentions m/z 74 ist dariiber hinaus die Verteilung der
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3-Methylcarbonsduren und 4-Methylcarbonsduren dargestellt. Bei der massenspekirom-
trischen Fragmentierung zeigen die 3-Methylcarbonsiuren neben dem Basispeak der
Masse m/z 74 ein Fragmention der Masse m/z 101, wihrend fiir 4-Methylcarbonsduren
die Kombination der Massen m/z 74 und m/z 115 charakieristisch ist. Homologe der 3-
Methylcarbonsduren traten nicht im gesamten Elutionsbereich auf, sondern konnten in
sehr geringen Konzentrationen mit einiger Sicherheit nur im Bereich zwischen 3-Methyl-
Cop.g-Carbonsdure und 3-Methyl-Cyg.o-Carbonsdure nachgewiesen werden. Die 4-Me-
thylcarbonséuren besaflen ebenfalls nur geringe Konzentrationen. Sie waren auf den Be-
reich zwischen 4-Meihyl-Cig.-Carbonséure und 4-Methyl-Cya.g-Carbonsédure be-
schrinkt. Beide Massenchromatogramme der Abbildung 6.3.6.8 wiesen ein unaufgeldsies
komplexes Gemisch auf, wobei das des fiir 2-Methylcarbonséuren charakterisiischen
Fragmentions der Masse m/z 88 in der Relativverteilung stdrker ausgepréigt war. Die
Verieilung der 2-Methylcarbonsiuren hatte sich verglichen mit den beiden anderen Ol-
proben nicht veréndert. Es war, ebenso wie bei den geradkettigen Sduren, lediglich eine
generelle Konzentrationsabnahme aller Verbindungen erfolgt, die auch die Hopancar-
bons#duren erfaite. Die Verteilung der homologen und isomeren Hopancarbonséuren
bot im Gegensatz dazu das gleiche Bild wie in der etwas leichier degradierten Probe der

Bicdegradations-Stufe 2.
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Abb. 6.3.6.8: Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesitiigie aliphatische
Monocarbonsauren als Methylester (ni/z 74) und fir 2-Methylcarbonsiivren als Methylester (m/z 88)
(freie Sauren des leicht biodegradierten Norddeuischland-Ols, Biodegradations-Stufe 3)

(i: Ociancarbonsduremethylester, 4: Nonancarbonsiuremethylester, 5: 2-Methylnonancarbonsdurcme-
‘thylester, 7. Decancarbonsguremethylesier, 8: 2-Methyldecancarbonsiunremethylester, 10: Undecancar-
bonsiuremethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsiuremethylester, 13: Dodecancarbonsiuremetiiylester,
14: 2-Methyldodecancarbonsiuremethylester, 17: Tridecancarbonsiuremethylester, 18: 2-Methyltridecan-

-carbonséuremethylester, 21: Tetradecancarbonséuremethyiesier, 22: 2-Meinyltetradecancarbonsaureme-
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thylester, 26: Pentadecancarbonsiuremethylester, 27: 2-Methylpeniadecancarbonsiuremethylester, 30:
Hexadecancarbonsiuremethylester, 31: 4-Methylhexadecancarbonsiuremethylester, 32: 2-Methylhexade-
cancarbonsiuremethylester, 34: 2,6,10,14-Tetramethylpeniadecancarbonsfuremethylesier, 35: Hepiade-
cancarbonsiuremethylester, 36: 4-Methylheptadecancarbonsduremethylester, 37: 2-Methylheptadecancar-
bonsiuremethylester, 40: Octadecancarbonsfuremethylester, 41: 4-Methyloctadecancarbonsiuremethyl-
ester, 42: 2-Methylociadecancarbonsiuremethylester, 43: Nonadecancarbonsiuremethylester, 44: 4-
Methyinonadecancarbonsinremethylester, 45: 2-Methylnonadecancarbonsfiuremethylesier, 46: Eicosan-
carbonsduremethylester, 47: 4-Methyleicosancarbonsiuremethylester, 48: 3-Methyleicosancarbonsiure-
methylester, 49: 2-Methyleicosancarbonsgéurcmethylester, 50: Heneicosancarbonséuremethylester, 51 4-
Methylheneicosancarbonsiuremethylester, 52: 3-Methylheneicosancarbonsduremethylester, 53: 2-Methyi-
heneicosancarbonsduremethylesier, 54: Docosancarbonsauremethylester, 55: 4-Methyldocosancarbonsédu-
remethylester, 536: 3-Methyldocosancarbonsduremethylester, 57 2-Methyldocosancarbonsiduremethyl-
esier, 58: Tricosancarbonsauremethylester, 59: 4-Methyltricosancarbonsiuremethylester, 60: 3-Methyi-
tricosancarbonsturemethylester, 61: 2-Methyltricosancarbonsduremethylester, 62: Tetracosancarbonsiu-
remethylesier, 63: 3-Methyltetracosancarbonsiuremethylester, 64: 2-Methylietracosancarbonsiuremethyl-
ester, 65: Pentacosancarbonsénremethylester, 66 3-Methylpeniacosancarbonsiuremeihylester, 67: 2-Me-
thylpeniacosancarbonséunretnethylester, 658: Hexzacosancarbonsiuremethylester, 69: 3-Methylhexacosan-
carbonsduremethylester, 70: 2-Methylhexacosancarbonsfiuremethylester, 71: Heptacosancarbonsiureme-
thylester, 72: 2-Methythepiacosancarbonsiuremethylester, 73: Octacosancarbonsiuremethylester, 74: 2-
Methyloctacosancarbonséuremethylesier, 75: Nonacosancarbonsiuremethylester, 76: 2-Methylnonacosan-
carbonsduremethylester, 77: Triacontancarbonsfuremethylester, 78: 2-Methyltriacontancarbonséureme-
thylesier, 81: Hentriacontancarbonsiuremethylester, 82: 2-Methylheniriacontancarbonsduremethylester,
83: Dowiacontancarbonsfuremethylester, 88: Tritriacontancarbonsivremethylester, 90: Tetratriacontan-
carbonséuremethylester).

Gebundene Sduren

Bei den gebundenen S#uren konnte ebenso wie in anderen Probenserien beobachtet
werden, daBl sich die unterschiedliche Biodegradationsintensitit nicht auf das Spektrum
der Verbindungen auswirkte, sondern lediglich zu Konzentrationsénderungen fiihrte.
Auf den eingeschrinkten Kohlenstoffzahi-Bereich bei den gebundenen Sduren im
Vergleich ‘zu den freien Sduren ist ebenfalls bereits an anderer Stelle hingewiesen

worder.

Das nicht biodegradierte Ol enthielt vor allem geradketitige #-Carbonséuren, dic bis zur
Cs4.0-Carbonsdure nachgewiesen werden konnten und ein Maximum bei Cqy.9-Carbon-
sdure zeigten (Abb 6.3.6.9). Daneben eluierte eine entsprechende Reihe homologer 2-
Methylcarbonsiuren, allerdings in erheblich geringer Konzentration, die die Fetisiure-
verteilung im lcurzkettlgen Bereich hinsichilich der Relativkonzentrationen der einzelnen
Verbindungen zueinander widerspiegelte. Die einfach verzweigien Sduren waren aufler-
dem hinaus durch iso- und anfeiso-Carbonsduren vertreten. Wahrend die iso-Sduren in
homologer Verteilung bis zu i50-Cy.g-Carbonséure aufiraien, konnten von den anteiso-
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Sduren nur anteiso-Cqs.g-Carbonséure und anteiso-Cys.g-Carbonséure identifiziert wer-
den. isoprenoid-Carbonséuren waren durch 2,6-Dimethyl-C; 1.q-Carbonséure, 3,7,11-Tri-
methyl-Cqy.g-Carbonséure, 3,7,11-Trimethyl-Cy5.g-Carbonsiure, 5,9,13-Trimethyl-Cy4.0-
Carbonsiure und 2,6,10,14-Tetramethyl-Cy4.0-Carbonséure vertreten.
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Abb. 63.6.% Massenchromatogramme der charakteristischen Fragmentionen fiir gesiitigte aliphatische
Monocarbonsiuren als Methylester (m/z 74) und fiir 2-Methylcarbonsiuren als Methylester (m/z 88)
(gebundene Siuvren des nichi biodegradierien Norddeutschland-Ols)

{1: Octancarbonsiuremethylester, 2: 2-Methyloctancarbonsiuremethylester, 3: iso-Nonancarbonsiureme-
thylester, 4: Nonancarbonsiuremethylester, 5: 2-Methylnonancarbonsiuremethylester, 6. iso-Decancar-
bonsduremethylester, 7: Decancarbonsiuremethylester, 8: 2-Methyldecancarbonsiuremethylesier, 9: iso-
Undecancarbonsiurcmethylester, 10: Undecancarbonsinremethylester, 11: 2-Methylundecancarbonsiu-
remethylester, 12: iso-Dodecancarbonsiuremethylester, 13: Dodecancarbonsiuremethylester, 14: 2-Me-
thyldodecancarbonsiuremethylester, 15: iso-Tridecancarbonsiuremethylester, 16: anreiso-Tridecancar-
bonsduremethylester, 17: Tridecancarbonsiuremethylesier, 18: 2-Methyltridecancarbonséuremethylester,
19: 3,7,11-Trimethyldodecancarbonsiuremethylester, 20: iso-Tetradecancarbonsiuremethylester, 21: Te-
radecancarbonsjuremethylester, 22: 2-Methylietradecancarbonsiuremthylester, 23: 3,7,11-Trimethyliri-
decancarbonsiuremethylesier, 24: iso-Pentadecancarbonsiuremethylester, 25: anieiso-Pentadecancarbon-
siuremethylester, 26: Pentadecancarbonsiuremethylester, 27: 2-Methylpentadecancarbonséureme-
thylester, 28: 5,9,13-Trimethylietradecancarbonsduremethylester, 29: iso-Hexadecancarbonsdureme-
thylester, 30: Hexadecancarbonsiuremethylester, 32: 2-Methyihexadecancarbonsiuremettiylester, 33: iso-
Hepiadecancarbonsiuremethylester, 34: 2,6,10,14-Tewamethylpentadecancarbonsiuremethylesier, 35:
Heptadecancarbonsiduremethylester, 38: Cctadecencarbonsiduremethylesier, 40: Ociadecancarbonsiure-
methylester, 43: Nonadecancarbonsiuremethylester, 46: Eicosancarbonsiuremetiylester, 50: Heneico-
sancarbonsiuremethylester, 54: Docosancarbonsauremethylester 58: Tricosancarbonsduremethylester,

62: Tetracosancarbonsauremethylester)

Die 2-Methylcarbonséduren des leicht degradierien Ols der Biodegradations-Stufe 2 zeig-
ten im Vergleich zum nicht biodegradierien Ol eine leicht erhdhte Gesamtkonzentration,
' wahrcnd die Konzentrationen aller anderen Verbindungen zuriickgegangen waren.
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Stirkere Degradation duferte sich dann in einer starken Konzentrationsabnahme der 2-
Methylcarbonsduren, die Konzentrationen der iibrigen Verbindungen blieben dagegen

konsiant.
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6.4 Diskussion der Ergebnisse zum mikrobiellen Abbau von Rohélen in der

Lagerstitte

Zum Studium des mikrobiellen Abbaus von Roholen in der Lagerstitie wurden mehrere
Serien von Erdolen aus verschiedenen Erddiprovinzen auf Stoffwechselprodukte bakte-
rieller Aktivitit, insbesondere Carbonsduren und Alkohole, analysiert. Die Auswahl der
Probenserien war darauf angelegt, jeweils nicht biodegradierte Ole mit einem oder meh-
reren, zum Teil unterschiedlich stark biodegradierten Olen aus demselben Muttergestein

zu vergleichen.

Es konnte ein relaiiv breites Spekirum an Carbonsiuren nachgewiesen werden, das ne-
ben geradkettigen Sduren auch verschiedene Spezies einfach methylverzweigter Séuren
und mehrfach verzweigte isoprencid-Sauren sowie tricyclische und pentacyclische Sduren
umfafte.

Bei den freien Sauren der nicht degradierten Ole dominierten geséttigte #-Carbonsau-
ren, deren Kohlenstoffzahl-Verteilungen die der n-Alkane recht genau widerspiegelten.
Dabei wiesen die geradzahligen Homologe generell hthere Konzentrationen auf als die
ungeradzahligen. Als wichtigste Einzelkomponenten traten Cigq-Carbonsdure und
Cyg.0-Carbonséiure hervor. Ungesittigie Verbindungen konnten mit Ausnahine Ger
C;g.1-S#ure nicht beobachtet werden. Hier handelt es sich ebenso wie bei einem Teil der
Cy6:0- und Cqg.¢-Sduren mit einiger Sicherheit um einen direkten Einirag aus der Bio-
masse der kohlenwasserstoffabbauenden Mikroorganismen. Ferner wurden einfach ver-
zweigte 2-Methylcarbonsduren identifiziert. Diese bildeten eine den n-Carbonséuren hin-
sichtlich des Kohlenstoffzahl-Bereichs vergleichbare homologe Reihe, zeichneten sich
jedoch durch eine erheblich geringere Gesamtkonzentration aus. Mit 2,6,10,14-Tetra-
methyl-Cys.g-Carbonséiure (Pristansiure) und 3,7,11,15-Tetramethyl-Cyg.0-Carbonséure
(Phytanséure) konnten daneben auch mehrfach verzweigte isoprenoid-Carbonsiuren be-

stimmt werden, die - entsprechend der Relativanteile der Isoprenoide in den Kohlenwas-

serstoff-Fraktionen - zum Teil betrichtliche Konzentrationen erreichten. Die tricycli-

schen Terpansiuren waren durch Isomere von Cpy- Cy4- und Cyg-Stiure vertreten. Bei
den pentacyclischen Terpanséuren, deren Verteilung zahlreiche Homologe und Isomere

zwischen Cyg und Cs3 umfaBte, dominierten die Verbmdungen mit 17a 21{3 Konfigura-

tion. Sowohl tricyclische als auch pen ehr geringe Komn-

zenirationen.

 Wiahrend die geradkettigen Carbonsduren auch in allen Olen nachgewiesen werden
konmien, die aufgrund der Kohlenwasserstoff-Verteilungen als nicht bicdegradiert einge-
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stuft worden waren, trifft dies fiir die iibrigen Substanzklassen nicht zu. So wurden bei-
spielsweise im Nigeria-Ol keine verzweigten Siuren, im Monterey-Ol keine Hopansdu-

ren und im Nordsee-Ol keine tricyclischen Terpansiuren gefunden.

In vielen Féllen lieB sich eine Korrelation zwischen steigender Biodegradationsintensitét
und zunehmender Komplexitdt der Sdureverteilungen, insbesondere die Zunahme an
verzweigten und cyclischen S#uren, verzeichnen, ohne daf jedoch zwischen nicht
biodegradierten und leicht biodegradierten Olen ein "Verteilungssprung" im Sinne einer
gravierenden Anderung des Carbonsiurespektrums anfgetreten wiire, Vielmehr lie sich
innerhalb der einzelnen Probenserien meist eine relativ kontinuierliche Entwickiung ver-
folgen. Diese Beobachtung gibt Anlaf zu der Vermutung, da8 als nicht biodegradiert de-
klarierte Ole (z.B. Monterey, Norddeutschland) doch schon in der Lagerstétte leicht
biodegradiert wurden. Dort, wo Reservoirieufe und damii -temperatur dies nicht zulas-
sen, weil die Mikroorganismen unter diesen Bedingungen nicht existieren kbnnen, hat
moglicherweise wihrend des Forderprozesses oder bei der Lagerung mikrobielier Abbau
in geringem MaBe stattgefunden, so daB es sich bei den in diesen Olen nachgewiesenen
Séduren wohl nicht um origindre S&uren handeli. Zudem wéren diese unter den Bedin-
gungen der Katagenese bei Temperaturen zwischen 50 °C und 150 °C (Tissot & Welte
1984) vermutlich ohnehin nicht stabil.

Auffailend sind die grofie Menge und die Diversitdt der einfach verzweigten Methylcar-
bonsduren in den leicht bis méBig degradierten Olen. Neben den auch in den nicht de-
gradierten Olen nachgewiesenen 2-Methylcarbonséuren konnten in den stirker mikrobi-
ell verwerteten Olproben zahlreiche Homologe von 3-, 4- und 5-Methylcarbonsiuren
identifiziert werden, die zum Teil erheblich hohere Konzentrationen erreichten als die
geradkettigen S#uren. Der Anteil der Methyicarbonsduren an der gesamten Sdurekon-
zentration liegt erheblich hoher als der Anteil der methylverzweigien Alkane an der Ge-
samtkonzentration der Kohlenwassersioffe. Alkane werden beim Abbau generell
schneller vollstdndig oxidiert, wihrend sich die verzweigten Kohlenwassersioffe nur
schlecht metabolisieren lassen; dadurch erfolgt eine Anreicherung der methylverzeigten
Sz'i__urt_:n_._ aB es sich um Bakterieninhalisstoffe handelt, ist eher unwahrscheinlich.

Als weitere Spezies methylverzeigter Sduren eluierten is0- und anzeiso-Carbonsduren, die
vor allem auf den niedermolekuiaren Bereich beschrinkt waren. Aufsrund geringer
Konzentrationen kommt diesen Verbindungen nur eine untergeordnete Bedeutung zu.

Die isoprenoid-Carbonsduren waren in diesen Olproben nicht nur durch Pristan- und
Phytansiure vertreten, sondern auch durch eine Reihe kilrzerkettiger Siuren, die aller-
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dings meist nur geringe Gehalte aufwiesen. Die Gehalte an Pristan- und Phytanséure la-
gen dagegen oft recht hoch. Dies kann im Kontext mit den anderen nachgewiesenen Siu-
ren als Beweis dafiir angesehen werden, dafl es sich bei den Sduren tatsdchlich um un-
vollstdndig metabolisierte Kohlenwasserstoffe der Erdéle handelt, in denen Pristan und

Phytan die bei weitem bedeutendsten Isoprenoide sind.

isoprenoid-Carbonsduren waren erstmals von Cason & Graham (1965) aus einem kali-
fornischen Ol isoliert worden. Dabei handelte es sich um 2,6,10-Trimethyl-Cy4.o-Séure,
3,7,11-Trimethyl-Cyq.0-Séure, 2,6,10,14-Tetramethyl-Cys.0-S8ure  (Pristanséure) und
3,7,11,15-Tetramethyl-Cig.o-Séure (Phytansdure). Spéter gelang es, Vertreter dieser
Substanzkiasse auch in Sedimenten nachzuweisen. Gegenstand zahlreicher Uniersu-
chungen waren in diesem Zusammenhang die Carbonséuren des eozéinen 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-Cy.g-Carbonséure, 3,7-Dimethyl-Cg.(-Carbonséure) als
auch hdhere Homologe im Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen Cy4 und Cy, bestitnmt wer-
den. Das Saurespektrum des triassischen Serpiano-Olschiefers aus der Schweiz umfaBte
Verbindungen mit 11 bis 20 Kohlenstoffatomen (Douglas et al. 1971). Rezentes marines
Material enthielt nach Blumer & Cooper (1967) neben Pristan- und Phytansdure grofere
Mengen an 4,8,12-Trimeihyl-Cqs.g-Carbonsiure. Aus marinen Sedimenten der Antarktis
wurden Cy5-Cy7 und Cq9-Cys isoprenoid-Siuren beschrieben, von denen allerdings nur
Pristan- und Phytansfure héhere Konzenirationen aufwiesen (Venkatesan 1988). Bei
den gebundenen isoprenoid-Carbonsduren traten Verbindungen zwischen Cy5 und Cyq
auf, bei den durch Pyrolyse freigeseizten Sduren waren es Verbindungen zwischen Cyg

und Cyy, jedoch keine isoprenoid-Cyg.g-Sure (Kawamura et al. 1986).

Die Herkunft der isoprenoid-Carbonsiuren in rezenten Sedimenten scheint noch imimer
nicht vollstdndig geklért zu sein. Maxwell et al. (1973) foigerten aufgrund ihrer Analy-
senergebnisse: "Thus the stereochemical data for the acids with carbon numbers less than
C,1 conform best to a phytol origin. In this case, however, the stereochemical approach,
like the gross carbon skeleton approach, cannot easily distinguish between a biochemical
(i.e. conversion to isoprenoid acids in organisins prior to deposition) or geochemical (ie.
conversion to the acids after deposition via biochemical and/or geochemical reactions)
origin. The evidence available, however (Blumer & Cooper, 1967) indicates that the iso-
prenoid acids in ancient sediments are mainly postdepositional products." Biolipide wie
Vitamin K und e-Tocopherol besitzen eine Phytol-Seitenkette mit derselben stereoche-
-mischen Konfiguration wie die der Phyiol-Seitenkette des Chiorophylls. Da diese Ver-
- bindungen in der Natur jedoch bei weitem nicht so héufig auftreten wie das Chlorophyll,
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sind sie nach Auffassung von Maxwell et al. (1973) als Vorldufer der ésoprenovid-Carbon-
sduren mit weniger als 21 Kohlenstoffatomen nur von untergeordneter Bedeutung. Die
lingerkettigen Homologe ktnnten nach Seifert (1975) durch Degradation hochmole-
kularer, hdufig vorkommender Isoprenoide tierischer und pflanzlicher Herkunft entstan-
den sein, wie beispielsweise der Betulaphenole (C5p-Cys), des Solanesols (Cys) oder des
Bactoprenols (Css). Derenne et al, (1991) vertreten die Ansicht, daB neben der Degrada-
tion isoprenoider Biolipide auch die selektive Erhaltung als Ester in Biomakromolekiilen
gebundener isoprenoider Sduren moglich sei. In keinem Fall wurde jedoch eine Saure-
verteilung beschrieben, die der der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Ole im ent-
ferntesten &hnelie, so daB eine Erhaltung fiber den Katagenesebereich hinweg und eine
nachfolgend selekiive Anreicherung als Folge des Xohlenwasserstoff-Abbaus durch

Biodegradation ansgeschlossen werden kann.

Die Terpancarbonsduren boten in den leicht bis méBig biodegradierten Olen ein recht
differenziertes Bild.

Der Nachweis tricyclischer Terpansduren gelang nicht in allen Proben, wie die Analy-
senergebmnisse der Ole aus Nigeria, aus dem Bell Creek-Olfeld und aus Norddeutschland
belegen. In den iibrigen Olen waren sie ebenso wie in den micht degradierten Proben mit
Isomeren von Cy;-, Cos- und Cps-Séure verireten und erreichten zum Teil relativ hohe

Konzentrationen, die erheblich {iber denen der Hopancarbonsiure lagen.

Diese Substanzklasse wurde bereits von Seifert (1974) erwihnt, genaue Struktur und Ste-
reochemie der Verbindungen waren damals jedoch noch nicht bekannt. Cyr & Strausz
{1983) wiesen in Olsanden aus Alberta eine homologe Reihe tricyclischer Séuren im
Konlenstoffzahl-Bereich zwischen Cyg und Cyg nach. Aus der Fraktion der gebundenen
S#uren dieses Materials isolierten sie Isomere von tricyclischer Cyq- und Cyy-Carbon-
sdure sowie eine tricyclische Cyp-Carbonséure (Cyr & Strausz 1584). Als dominierende
Verbindungen présentierten sich die Cyq-Séuren. Zur vollstédndigen Identifizierung der
Cyo-Sdure synihetisierten Kaufman et al. (1988) die vermutete Struktur.

Das Auftreten der tricyclischen Siuren ist aus dem Grunde inieressani, weil die Herkunft
der tricyclischen Kohlenwasserstoffe in Olen und Sedimenten mit reifem organischem
Material bislang noch nicht geklért ist, denn im Diagenesestadium wurden bisher weder
die tricyclischen Kohlenwasserstoffe noch funktionalisierie Vorldufer gefunden. Die tri-
cyclischen Kohlenwasserstoffe werden offensichtlich erst wahrend der Katagenese gebil-
det. Ekweozor & Strausz (1982) vermuten, dafl dabei die Decarboxylierung von Sduren
wihrend Diagenese und Katagenese eine Rolle spielt. Dies ist jedoch eher unwahs-
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scheinlich, da die Kohlenwasserstoffe aus einem erheblich gréBeren Kohlenstoffzahl-Be-
reich bekannt sind als die Séuren; es miissen daher noch andere Prozesse stattfinden. Am
wahrscheinlichsten ist die thermokatalytische Freisetzung aus makromolekularen Vor-
liuferverbindungen. Es stelit sich die Frage, warum in den im Rahmen der vorliegenden
Arbeit analysierten Olen bei den freien Sduren nur Isomere von tricyclischer Cp-, Cog-
und Cyg-Carbonsiure und bei den gebundenen S&uren nur in dem leicht biodegradierten
Kongo-O1 eine C,;-Séure nachgewiesen werden konnten. Ist diese Verteilung mogli-
cherweise in erster Linie darauf zuriickzufithren, dafl zwar noch weitere Homologe elu-
ierten, wegen zu geringer Konzentrationen jedoch analytisch nicht erfaBt worden? Gder
ist sie Ausdruck einer ganz spezifischen Spaltung bestimmter Molekiile? Nach den hier
vorliegenden Ergebuissen sollte als Bildungsmechanismus der S#uren in erster Linie eine
spezifische Oxidation an den Verzweigungsstellen der unbekannten Vorlduferverbindun-
gen in Betracht gezogen werden, die im Zuge der Biodegradation mit der Biomasse der

Mikroorganismen in die Ole eingebracht wurden.

Pentacyclische Terpansiuren lieBen sich in allen Olen in der Fraktion der freien Siuren
nachweisen. Mit zunehmender Degradation présentierten sie komplexere Vertei-
lungsmuster homologer und isomerer Sduren im Bereich von Czq bis Cz4 und zeichneten

sich durch hdhere Konzenirationen aus.

Unklarheiten bestehen beziiglich der relativen Konzentrationen der Stereotsomere in
den Hopansiureverteilungen. Da sowohl Verbindungen mit 172,218- und 178,21a-
Konfiguration als auch mit 178,218-Konfiguration bestimmt wurden, stellt sich auch bei
diesen Sauren die Frage ihrer Herkunft, Die Kohlenwasserstoffe des Erddls besitzen zum
groften Teil die 17a,218-Konfiguration, wihrend Verbindungen mit 178,21a-Konfigura-
tion nur eine sehr untergeordnete Bedeutung haben. Verbindungen mit 175,218
Konfiguration fehlen vollig, da sie thermisch nicht stabil sind. Infolgedessen konnen die
Hopancarbonséuren mit 178,218-Konfiguration nicht durch Oxidation eines Erdolkoh-
lenwasserstoffs generiert worden sein, sondern sind wohl als iiberarbeiiete Vorlduferver-
bindungen (z.B. Oxidation von Bakieriohopantetrol aus der Biomasse abgestorbener Or-
ganismen, die an der Biodegradation beteiligt waren) anzusehen. Die S#duren mit
17,218~ und 178,21a-Konfiguration konnen dagegen als Metaboliten bei der mikrobiel-
len Degradation der entsprechenden Hopane gebildet worden sein. Eine abschliellende
Klirung dieser Frage ist zum gegenwirtigen Zeitpunki nicht moglich, wahrscheinlich

spielen beide Prozesse eine Rolle.

- Die stidrker degradierten Ole besaBen nur geringe Konzenirationen an S&uren, und diese
- bestanden fast ausschiieBlich aus unverzweigten Fetisfiuren, Diese Beobachtung deckt
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sich mit den Ergebnissen der Laborexperimente. Auch dort ging die stdrkere Biodegra-
dation mit der vollsténdigen Umwandlung der einmal funktionalisierten Alkane einher.

Das S#urespekirum der gebundenen Sauren in den untersuchten Olen setzte sich aus ge-
radkettigen n-Carbonsduren und einer Vielzahl verzweigter Siuren zusammen, dic als
iso- und anfeiso-Carbonsduren, 2-Methylcarbonsduren und isoprenoid-Carbonsduren
identifiziert wurden. Im leicht degradierten Kongo-O! konnte auBerdem eine tricyclische
Cyi-Carbonsdure nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise blieben die SHuren in na-
hezu allen Proben unabhiingig von der Biodegradationsintensitdt auf den nie-
dermolekularen Bereich beschrénki und wiesen selbst zwischen den verschiedenen Pro-
benserien nur geringe Unterschiede auf. Leichte Degradation war oftmals mit einem
Konzentrationsanstieg der Sduren verbunden, wihrend sich bei méBigem bis starkem
Abbau meist ein recht deutlicher Konzentrationsriickgang verzeichnen lieB. Die Relation
zwischen freien und gebundenen Siuren zeigte dagegen keinen eindeutigen Trend, da
die gebundenen Séduren teils hohere, teils niedrigere Gehalte auvfwiesen als die freien
Sduren. Warum gerade diese kurzkeitigen Verbindungen in groer Menge in hohermo-
lekulare Bestandteile der degradierten Ole eingebaut wuorden, ist nicht klar. Moglicher-
weise handelt es sich um einen spezifischen Einbau in die eigene Zellstruktur oder eine
zellinterne Speicherung durch die erdélabbauenden Bakierien.

Das weitgehende Fehlen von Alkoholen 148t sich wieder durch die rasche Weiteroxida-
tion einmal oxidierter Kohlenwasserstoffe zu Siduren erkldren, wie es auch in den Labor-

experimenten beobachtet vurde.

Das Auftreten von “hydratisierten” Aromaten ist wohl der erste eindeutige molekulare
Hinweis auf den Aromatenabbau in Olen. Bs 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 zusitzliche Untersuchungen geklirt

werden missen.
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ZUSAMMENFASSUNG

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 Erddllagerstitten und in Olaustriiten an der Erdoberfliche
ebenso abspielt wie nach dem Einbringen von Erddl- oder Raffinerieprodukten in das
Erdreich durch den Menschen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand einerseits
darin, positive Indikatoren filr einen beginnenden mikrobicllen Abbau von Lager-
stdttenolen zo finden, wo dies mit anderen Parametern nicht eindeutig moglich ist. Ande- -
rerseits wurde versuchi, Grundlagen zum Verstidndnis der molekularen Vorgéinge beim
bakteriellen Kohlenwasserstoffabbau und damit fiir die Gewinnung verbesserter Krite-
rien zur Beurteilung des Erfolgs biologischer Sanierungsverfahren fiir mineraltiver-

seuchtes Erdreich zu erarbeiten.

Dazu wurde eine Reihe experimenteller Untersuchungen durchgefiihrt, die sowohl Ab-
bauexperimente mit definierten Einzelverbindungen (n-Heptadecan, #-Heneicosan und
2,6,10,14-Tetramethylhexadecan (Phytan)) als auch mit Dieseld] als raffiniertem, im Ver-
gleich zu einem Rohdl verhiltnismiiBig einfachem Kohlenwasserstoffgemisch umfaBte.

Wie im Zusammenhang mit den mikrobiologischen Aspekien der Biodegradation er-
wihnt, ist die Wasserlslichkeit des Substrats von entscheidendem EinfluB auf die Ab-
bauleistung der Mikroorganismen. Die geradkettigen Substanzen n-Heptadecan und »-
Heneicosan HeBen sich durch fortschreitende Oxidation von einem Ende der Keite her
relativ leicht abbauen. Im Zuge der Degradation wurden nicht nur in wélrigem Medium
Iosliche (oder emulgierte) freie und gebundene Metaboliten, sondern auch feste Reakti-
onsprodukte in Form von Wachsestern gebildet. Obgleich keine Quantifizierung der
Stoffwechselprodukte durchgefithrt wurde, zeigen die Analysenergebnisse deutlich, daB
nicht nur ein erheblicher Anteil der gebildeten Metaboliten, sondern auch eine grofe
esetzten Substrats bereits nach kurzer Versuchsdauer in diese Wachse-
ster eingebaut wurde und somit zumindest voriibergehend dem weiteren Abbau entzo-

gen war.

, einem isoprenoid-Kohlenwasserstoff, findet eine Oxidation der end-
standxgen ‘\/iethylgmppen statt. Da das Molekiil asymmetrisch gebaut ist, entstehen
durch Oxidation am a- bzw. w-stindigen Ende die beiden Isomere 3,7,11,15-Tetrame-
thylhexadecancarbonsdure (Phytansdure) und 2,6,10,14-Tetramethylhexadecancarbon-

- . séure (w-Phytansdure). Hydroxylierung und Bildung von Phytanolen und Phyienolen,
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Phytandiolen und moglicherweise 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-11-ol und Phytan-15-ol vor allem
solche Verbindungen auf, bei denen die Hydroxylierung an den Verzweigungsstellen des
Molekiils erfoigie. Einen vergleichbar hohen Anteil erreichte auch das Phytan-1-ol, das
als erstes Reaktionsprodukt der terminalen Oxidation wihrend der gesamten Versuchs-
daver gebildet wurde. Das Spekirum an Abbauprodukten umfaBte 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, dafl
noch weitere Phytanol-Isomere gebildet wurden, die sich aufgrund zu geringer XKonzen-
trationen und mdglicher Koelution mit anderen Verbindungen jedoch der analytischen
Erfassung entzogen. Einfach ungesattigte Phytenole waren aufgrund der sehr geringen
Konzentrationen nur von untergeordneter Bedeutung.

Die bevorzugte Hydroxylierung an den tertidren Kohlenstoffatomen der Methylverzwei-
gungen gilt nicht nur fiir die Phytanole, sondern in gleicher Weise auch fiir die Alkohole
mit zwel tfunkiionellen 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 auszuschlieBen. Ein Retentionszeitvergleich it einem Phytantriol-Stan-
dard deutet die Mdglichkeit an, daB sich zusétzlich noch dreiwertige Alkohole wihrend
des Degradationsprozesses gebildet haben konnten. Die Massenspekiren 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 Reaktionsprodukie auf. Generell konnten im
verseifien Exiraki erheblich mehr Degradationsprodukie nachgewiesen werden als im
freien Extrakt. Offensichtlich lag ein groB8er Teil der Metaboliten in gebundener Form
vor und wurde erst durch die Hydrolyse freigesetzt.

Molekulare Aspekte der mikrobiellen Degradation von Dieselt] wurden an zwei ver-
schiedenen Systemen studiert. Beim Dieseldl-Abbau in Batch-Kuitur lieBen sich bereits
nach einer Versuchsdauer von zwei Tagen gaschromatographisch keine n-Alkane mehr
nachweisen, obwohl ilir Anteil an der Zusammensetzung des Ansgangsél anndhernd 70
% betrug. Die Isoprenoide wicsen Anzeichen geringer mikrobieller Verwertung auf,
wihrend sich die wichtigsten aromatischen Kohlenwassersioffe, sowohl die Naphthaline
als auch dic Phenanthrene, weitestgehend unverindert présentierten. Auch nach
neunundzwanzig Tagen lieB sich lediglich eine geringfilgige Konzentrationsabnahme der

I
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Methylnaphthaline im Verhélinis zu den hoher alkylierten Naphthalinen verzeichnen.
Aromatische Carbonséuren traten jedoch zu keinem Zeitpunkt auf.

Der Abbau im zweistufigen Kultursysiem wurde seitens des Instituts fiir Biotechnologie 3
des Forschungszentrums Jilich unter dem Gesichtpunkt eines moglichst hohen Biomas-
seertrages beirieben, d.h. durch Optimierung wachssiumssteuernder Parameter sollte
mbglichst rasch eine groBe Zahl dieselolabbavender Bakterien geziichtet werden. Wegen
der im Laufe des Experiments zum Teil betrachtlich variierenden Versuchsbedingungen
und der stéindigen Substratzufuhr war diese Versuchsfithrung nur bedingt geeignet, Er-
kenntnisse {iber sukzessive Degradation von Dieseldl zu gewinnen.

Uberraschenderweise dnderte sich mit zunehmender Versuchsdauver in allen Extrakien
aus dem Bioreaktor I troiz unterschiedlich starker Degradation das Muster der n-Alkan-
verteilung nur sehr wenig. Dies deutet darauf hin, da8 die Bakterien alle Verbindungen
im quantifizierten Bereich zwischen Cys5 und Cs ohne jegliche Bevorzugung verwerien
konnten. Freie Carbonsduren iraten in allen Exirakien aus dem Bioreaktor I auf und
zeigten wesentlich komplexere Verteilungsmuster als bei den Versuchen mit Reinsub-
stanzen und dem Dieseldlabbau in Batch-Kultur. Die Kohlenstoffzahl-Verteilung der 7-
Alkane korrelierte jedoch mit der der Carbonsduren zu keinem Zeitpunkt. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen des mikrobiellen Abbaus von Reinsubstanzen unterschieden sich die
Carbonsdureverteilungen der verseiften Extrakten aus dem Bioreaktor I nur geringfiigig
von denen der freien Extrakte. Moglicherweise sind diese relativ einheitlichen 7-Alkan-
und Carbonsdureverteilungen auf die gute Versorgung der Mikroorganismen mit Nahr-
stoffen und Substrat zuriickzufiithren. Bei lingerer Versuchsdauer zeigten auch die Naph-
thaline Anzeichen eines mikrobiellen Abbaus, der sich von den einfach methylierten De-
rivaten bis zu den hoher alkylierien Cz- und Cy-Verbindungen nachweisen lieB. Durch
Oxidation der Alkylgruppen waren dabei aromatische Carbonsduren, insbesondere

Naphthalin- und Methylnaphthalincarbonséuren mit zahireichen Isomeren entstanden.

Die n-Alkanverteilungen der Extrakte aus dem Bioreaktor II lieBen zwar, wie aufgrund
der lingeren Reaktionszeit zu erwarien, generell ein weiter fortgeschritienes Abbausta-
dium erkennen als die entsprechenden Exirakte aus dem Bioreakior I, zeigten jedoch
noch immer das typische n-Alkanmuster des Diesells. Stirkere Degradation, die zur
~Ansbildung von unaufgelisien komplexen Gemischen fiihrte, kennzeichnete auch die
‘Carbonsaureverteilungen der freien Extrakie aus dem Bioreakior II. Die Anwesenheit
_von ungesittigten Carbonsduren im oberen Molekulargewichisbereich gibt einen Hin-
- weis darauf, daB diese auch bei den Experimenten mit Reinsubsianzen nachgewiesenen
Verbindungen keine Artefakte oder Kontaminationen, sondern Stoffwechselprodukte
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darstellen. Die Carbonsduren der verseifien Exirakte unterschieden sich von den zuvor
beschriebenen in erster Linie durch leicht erhohte Relativkonzentrationen. Hydroxycar-
bonséuren lieBen sich ebenso wie in den Extrakten aus dem Bioreaktor I auch in den Ex-
trakten aus dem Bioreaktor H nur im verseifbaren Anteil nachweisen. Entsprechend der
stdrkeren Degradation der #-Alkane waren auch die Naphthaline der Exirakte aus dem
Bioreaktor I stirker angegriffen, die Methylnaphthaline fehlten vollstindig. Naphthalin-
carbonsduren 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 Extrakie aus dem Bioreaktor II lieBen hingegen Verdnderungen erkennen, die
von leicht erniedrigten Relativkonzentrationen des Phenanthrens und der Methylphen-
anthrene bis zu volisifindigem Verlust des Phenanthrens bei lingerer Versuchsdauer
reichten. Die Entwicklung bei den Dimethylphenanthrenen war wegen des kxomplexen
Isomerenmusters nicht so einfach zu verfolgen, es hat aber den Anschein, als ob sie durch
die Biodegradation in wesentlich geringerem MaBe beeinfluBt worden seien als Phenan-

threne und Methyiphenthrene.

Aufgrund der Versuchsergebnisse erscheint es wenig sinnvoll, den Sanierungserfolg mi-
neralSlkontaminierter BOden ausschlieBlich durch eine Bestimmung der Gehalte an
Kohlenwasserstoffen nach DIN 38409 H-18 zu belegen, wie dies immer wieder geschieht.
Diese Methede dient nur der summarischen Erfassung der reinen Kohlenwasserstoffe,
deren Konzentrationen allein keine umfassenden Aussagen hinsichtlich der Toxizitit und
der Skologischen Bedenklichkeit gestatien, Streng genommen gilt diese Methode ohne-
hin nur fiir Wasserproben, wird in letzter Zeit jedoch auch in zunehmendem MaRe fiir
die Untersuchung von Béden herangezogen und scheint sogar in den Diskussionen iiber
die Festlegung von Schadstoff-Grenzwerten eine nicht unbedeutende Rolle zu spielen.

Nach flissigkeiischromatographischer Auftrennung enthélt das verwendete Dieseld] an-
ndhernd 70 % gesattigte Kohlenwasserstoffe, zum grofiten Teil n-Alkane im Bereich von
Cg bis Cs5 mit einem Maximum bei Cys, 28 % aromatische Kohlenwasserstoffe und 2 %
Heterokomponenten. Die Werte fiir leichtes Heizé! diirften in vergleichbarer GréRen-
ordnung Liegen. Obgleich der Anteil der n-Alkane demzufolge sehr hoch ist, wird ihre
Toxizitdt zum gegenwértigen Zeitpunkt eher als gering eingestuft. Die leichtfliichtigen
Komponenten entweichen relativ rasch in die Atmosphdre, wihrend die zuriickbleiben-
den Substanzen in Abhéngigkeit von zahireichen milienbedingten Faktoren durch an-
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 Carbonséuren erscheinen

[




206

aus toxikologischer Sicht besonders gefdhrlich. Dies kann von den aromatischen Kohlen-
wasserstoffen allerdings nicht behauptet werden. Thnen wird vielfach eine carcinogene

Wirkung zugeschrieben.

Die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des Dieselols sind im allgemeinen
mehrfach durch aliphatische Gruppen substituiert, unsubstituierte Verbindungen treten
nur selten auf. Infolgedessen dhnelt das Abbauverhalten dieser aromatischen Kohlen-
wasserstoffe dem der n-Alkane, da zunichst eine Oxidation der Alkylreste erfolgt. Die
dabei entstehenden Verbindungen sind vermutlich nicht besonders toxisch. Es ist aber
auch bekannt, dafl durch die Gxddation der aromatischen Kerne bei den unsubstifuierten
Verbindungen Epoxide als intermedidre Produkie gebildet werden, die als stark toxisch

gelten.

Die Anwendung der DIN 38409 H-18 ermoglicht nur, die Konzentrationsabnahme der
urspriinglich in den Boden eingebrachten Stoffe zu verfolgen, wihrend die zum Teil er-
heblich toxischeren, bei den Aromaten auch wasseridslichen Abbauprodukte liberhaupt
nicht erfafit werden. Zu einer vollstandigen Aufnahme des gesamten Schadensbildes ge-
hort daher auch die Analyse von Kohlenwasserstoff-Metaboliten mit polaren Substituen-

ten.

Bei den Laborversuchen zum mikrobiellen Abbau von Reinsubstanzen hatte sich gezeigt,
dal ein wesenilicher Teil der Metaboliten in gebundener Form vorliegt und dadurch dem
volistdndigen Abbau zumindest voritbergehend entzogen ist. Die Untersuchung natiirli-
cher fossiler Kohlenwasserstoffe und ihrer Umwandlungsprodukte in Bdden hat die An-
reicherung von Metaboliten in gebundener Form bestétigt (Schramedei 1991). Durch die
Bindung an Huminstoffe erhoht sich die Persistenz von Metaboliten des unvollstdndigen
Kohlenwassersioff-Abbaus in Bdden noch zusétzlich. So lief sich nach Jager et al (1988)
bei einer Heizdlzumischung von etwa 2,5 % zu einem nicht ndher definierten Boden eine
toxische Beeinflussung des Pflanzenbewuchses verzeichnen, wobei sich das AusmalB des
Schadens jedoch mit zunehmendem Humusgehalt verringerte. Es empfiehlt sich daher,
auch die gebundenen Metaboliten in die Untersuchung mit einzubeziehen, da ohne die
exakte Identifizierung dieser Verbindungen keine Aussagen dariiber moglich sind, ob sie
als unbedenklich eingestuft werden k6nnen oder eventuell doch ein Gefahrdungspoten-

iial besiizen.

-~ Ein allgemeingiiltiges Abbauschema fiir Mineral0! existiert nicht. Nach Beobachtungen
~an natiirlich in Lagerstédtien degradierten Olen ist jedoch anzunehmen, daB in den mei-
-'sten FPéllen ein teerartiger Riicksiand gebildet wird, den die Mikroorganismen nur noch
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schwer verwerten konnen. Die Mobilitédt dieses makromolekularen Komplexes ist wohl

gering.

In diesem Zusammenhang spielt der groBe Themenkomplex der mikrobiologischen Sa-
nierung mineraldlkontaminierter Boden unter Einsatz speziell geziichteter Mikroorga-
nismen, die iiber definierte Abbanféihigkeiten verfiigen sollen und zusiizlich zur au-
tochthonen Mikroorganismenvergesellschaftung in den Boden eingebracht werden, eine
wichtige Rolle, Die Diskussion iiber Nutzen und Schaden dieser Sanierungsmethode hélt
auch zum gegenwirtigen Zeitpunkt noch an. So verireten Sirch & Biener (1988) die An-
sicht, da es oftmals durchaus mdglich sei, durch Beseitigung von aktiviidtshemmenden
Faktoren wie beispielsweise Mineralstoff- und Sauerstofflimitierungen die Abbauleistung
der standorteigenen Mikroorganismen erheblich zu erhthen. Sie halten dies und nicht
die Zugabe adaptierter Biomasse fiir die entscheidende Voraussetzung, die fiir Erfolg
oder MiBerfolg einer mikrobiclogischen Bodensanierung verantwortlich ist. Schwefer &
Weirich (1988) sind ebenfalls der Auffassung, daB 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-
paBt seien und deren Uberlebenschancen nicht eindeutig hdtten nachgewiesen werden
konnen. Gleichzeitig berichien sie, daB in den USA gute Erfolge bei der Behandlung von

3 Oiroanisman in einer relativ

Bohrschlimmen erzielt werden konnten, nachdem sich die Organismen in einer relativ
langen Adaptationszeit an die neuen Milieubedingungen angepaft hatten. SchiiBler
(1988) hiilt eine Zugabe spezieller Bakierienpopulationen dann fiir geboten, wenn die
Verunreinigung des Bodens erst vor so kurzer Zeit erfolgt ist, daB vermutlich noch keine
Adaptation der standorteigenen Organismen stattgefunden hat oder die Schadstoffkon-
zentration im toxischen Bereich liegt. Von grofer Bedeutung fiir die Bewertung der De-
gradationsfahigkeit speziell geziichteter Kulturen ist deren physiologischer Zustand, da
durch ungiinstige Bedingungen wihrend der Biomasseproduktion, aber auch wihrend
der Konservierung, der Lagerung und Reaktivierung bestimmte Eigenschaften verloren
gehen kénnen (Rittich 1992).

Ein Beispiel ihrer Leistungsfihigkeit geben Mikroorganismen bei dem natiirlichen Ab-
bau von Kohienwasserstoffen in Erdollagerstétien, der erhebliche AusmafBe annehmen
kann. Im zweiten Teil der Arbeit wurden daher mehrere Serien von Erdélen aus ver-
schiedenen Erddlprovinzen (Nigeria, Kongo, Powder River-Becken (Montana), Santa
Maria-Becken (Kalifornien), Venezuela, Viking-Graben (Nordsee) und Broistedt-Gif-
horner Trog (Norddeutschland)) auf Stoffwechselprodukte mikrobieller Aktivitit, insbe-
sondere freie und gebundene Carbonséuren und Alkohole, untersucht. Um Unterschiede
der-Metabolitenverteilungen in Abhéngigkeit von der Intensitit der mikrobiellen Ver-
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wertung der Kohlenwasserstoffe erfassen zu konnen, wurden die Ole der einzelnen Se-
rien so ausgewéhlt, daB sie aus demselben Muttergestein stammten, jedoch unterschied-

lich stark biodegradiert waren.

Die freien Sduren umfaBien ein recht breites Spektrum an Verbindungen, das sich aus
geradkettigen, einfach und mehrfach verzweigten Sduren sowie tricyclischen und pen-
tacyclischen S#uren zusammensetzte. In den nicht degradierien Clen dominierten die ge-
radkettigen Sduren, deren Verteilung die der n-Alkane nachzeichnete. Dabei erreichten
die geradzahligen Homologe generell hohere Konzentrationen als die ungeradzahligen.
Als wichtigste Einzelkomponenten traten in den Massenchromatogrammen Cyg,0-Car-
bonsdure und Cyg.o-Carbonséure auf. Die verzweigten Sduren waren durch eine homo-
loge Reihe von 2-Methylecarbonséiuren sowie Pristan- und Phytansfure verireten. Bei den

TR

tricyclischen Terpansduren konnten Isomere von Cyq-, Cys- und Cyg-SHure nachgewiesen
werden. Pentacyclische Terpanséuren eluierien mit zahlreichen Homologen und Isome-
ren im Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen Cy und Cs3, es dominierten die Verbindungen
mit 17a,218-Konfiguration. Das komplette Siurespekirum konnte nicht in allen Olen be-
obachtet werden, gelegentlich fehlte die eine oder andere Substanzklasse. Die n-Carbon-

séduren waren jedoch in allen Proben vertreten.

Steigende Biodegradationsintensitdt ging in vielen Féllen mit einer zunehmenden Kom-
plexitédt der Sdureverteilungen einher, ohne daf sich jedoch zwischen nicht und leicht de-
gradierten Olen gravierende Anderungen des Sdurespektrums héitten verzeichnen lassen.
Vielmehr lieB sich innerhalb der einzelnen Probenserien meist eine relativ kontinuierli-
che Entwicklung verfolgen. Diese Beobachiung gibt AnlaB zu der Vermutung, daB auf-
grund der Gesamtdlmessungen und der Biomarkerverteilungen als nicht degradiert ein-
gestufte Ole doch schon in der Lagerstéite oder, wo dies aufgrund der Reservoirteufe
nicht moglich ist, wihrend des Férderprozesses oder der Lagerung leicht biodegradiert
wurden. Die in diesen Olen nachgewiesenen Siuren sind daher nicht als originére Siuren
zu beirachten. AuBerdem erscheint es recht unwahrscheinlich, daBl diese Verbindungen
unter den Druck- und Temperaturbedingungen der Katagenese hitten stabil bleiben

koénnen.

Leichte Degradation kann zu S#ureverteilungen flihren, wie sie auch in stark degradier-
n auftreten. Diese bestehen meist nur aus unverzweigien Fettsuren, die nicht sel-
“ien eine Bevorzugung der-geradzahligen Homologen zeigen und nur den niedermoleku-

tan {2)1{;:

- laren Bereich umfassen.

Leichte bis miBige Degradation war bei den untersuchten Probenserien oftmals durch
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das Vorkommen methylverzweigter Carbonsduren 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-
carbonsduren handelt es sich dabei um 3-, 4- und 5-Methylcarbonséuren. Diese Verbin-
dungen wiesen aufgrund der schlechteren Metabolisierbarkeit der verzweigten Kohlen-
wasserstoffe und der dadurch bedingten relativen Anreicherung ihrer Abbauprodukte
zumn Teil erheblich héhere Konzentrationen auf als die geradkettigen Sduren. In wesent-
lich geringerer Konzentration eluierten daneben auch iso- und anteiso-Carbonsduren, die
ebenfalls als Indikatoren fiir leichte bis m#Bige Biodegradation geeignet erscheinen.

Die Herkunft der Terpancarbonsiuren konnte nicht eindeutig geklért werden, weder die
der tricyclischen noch die der pentacyclischen Sduren, Moglicherweise sind sie nicht als
Abbauprodukte von Kohlenwasserstoffen, sondern als mikrobiell diberarbeitete Vorlidu-
ferverbindungen aus der Biomasse abgestorbener erddlabbauvender Bakterien zu verste-
hen. Damit 18Bt sich auch erklédren, warum bei den tricyclischen Sduren mit Cyy-, Coy-
und Cyg-Carbonséure nur so wenige Spezies nachgewiesen werden konnten. Bei den
Hopancarbonsduren, deren Verieilungen relativ komplexe Muster homologer und iso-
merer Verbindungen im Kohlenstoffzahl-Bereich zwischen Csg und Cgy aufwiesen, wur-
den sowohl Sduren mit 172,218- und 178,21a-Konfiguration als auch mit 178,215-Konfi-
guration identifiziert. Letztere sind mit Sicherheit nicht durch Oxidation eines Erddi-
kohlenwasserstoffes entstanden, da Hopane dieser Konfiguration thermisch nicht stabil

sind und im Erdd! nicht auftreten.

Im Gegensatz zu den freien Sduren blieben die gebundenen Sduren in nahezu allen Pro-
ben unabhingig von der Biodegradationsintensitdt auf den niedermolekularen Bereich
beschrankt und wiesen selbst zwischen den verschiedenen Probenserien nur geringe Un-
terschiede auf. Das Saurespekirum war ein wenig begrenzter als in den freien SHuren
und enthielt neben geradkettigen Carbonsiuren eine Vielzahl verzweigier Siuren, wie
iso- und anteiso-Carbonséuren, 2-Methylcarbonséduren und soprenocid-Carbonséuren. Im
leicht degradierten Kongo-Ol konnte auBerdem eine tricyclische Cyq-Carbonséure nach-
gewiesen werden. Leichte Degradation war in vielen Féllen mit einem Konzentrationsan-
stieg verbunden, wihrend sich bei méRigem bis starken Abbau meist ein recht deuilicher
Konzentrationsriickgang verzeichnen liel. Das Verhilinis der Gesamtkonzentrationen
an freien und gebundenen S&uren bot ein uneinheitliches Bild, da die freien Sduren
sowohl hohere als auch niedrigere Gehalte aufwiesen als die gebundenen Sduren.

Alkohole fehlten in den analysierten Olen bis auf wenige geradkeitige Spezies, da sie re-
lativ rasch zu Sduren 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 wire. Moglicherweise ist dies aber auch
eine Frage der Konzentration, so da der Nachweis von Phytanolen bei stdrkerer Anrei-

cherung eventuell doch moglich ist.

SchlieBlich wurden in den biodegradierten Olen "hydratisierte” Aromaten gefunden, die
wohl als erster eindeutiger molekularer Hinweis auf den Aromatenabbau in Olen gewer-
tet werden diirfen. Die nachgewiesenen Verbindungen umfaBten hydratisiertes Phenan-
thren, hydratisierte Methyl- und Dimethylphenanthrene, hydratisierte Methyl- und Di-
methylfluorene sowie hydratisierte Chrysene. In gleicher Weise wie die Methylcarbon-
sduren sind diese Verbindunngen als Indikatoren leichter bis méBiger Biodegradation zu
verwenden. Die vielfdltigen Aspekte dieser Substanzen konnen im Augenblick nicht na-
her beleuchtet werden, hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich.
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