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1 Einleitung

Das Klarschlammaufkommen der Bundesrepublik wird in den néchsten Jahren
80 Millionen n# Ubersteigen (RABAS, 1995). Die Klarschlammverwertung erfolgt heute
noch zu mehr als 50 % durch Deponierung. Spatestens ab dem Jahr 2005 wird dies jedoch nur
noch in Form von Verbrennungsrickstanden erfolgen kénnen, da die TA Siedlungsabfall die
Deponierung von Ablagerungen mit mehr als 5 % organischer Substanz bezogen auf die
Trockenmasse verbietet. Traditionelle Formen der Klarschlammverwertung, wie die
Ausbringung auf landwirtschaftliche Flachen sollten, auch im Sinne des
Kreislaufwirtschaftsgesetzes, verstarkt genutzt werden. Kompostierung und Nutzung zur
Rekultivierung von belasteten Flachen oder Bergbaufolgelandschaften stellen eine sinnvolle
Erganzung dar. Diese Formen der Klarschlammverwertung werden durch die
Klarschlammverordnung streng kontrolliert, die vor allem Grenzwerte fiir Schwermetalle und
organische Schadstoffe festlegt. Durch verbesserte Technologien in den Klaranlagen und
durch  MaBnahmen im Rahmen der Indirekteinleiterverordnung sind die
Schadstoffkonzentrationen im Klarschlamm in den letzten Jahren ricklaufig. So haben
Untersuchungen der polychlorierten Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane (PCDD/F)
gezeigt, dal3 nur noch wenige Klarschlamme die zuldssigen Hochstwerte Uberschreiten
(FIEDLER, 1993). Trotzdem wird auch in den nachsten Jahren aufgrund der diffusen, schwer
kontrollierbaren Eintragspfade mit einer erhdhten Belastung durch PCDD/PCDF und PCB
gegeniiber den in der Umwelt meBbaren Konzentrationen zu rechnen sein. Ahnliches trifft
auch fur andere kompostierbare Sekundarrohstoffe wie z.B. Bioabfall zu. Um das Risiko
einer Verlagerung der Schadstoffe auf landwirtschaftliche Nutzflachen zu verringern, sollte
nach Mdglichkeiten ihrer weiteren Reduzierung gesucht werden.

Hinsichtlich der chlorierten Schadstoffe konnte sich dafir der erst im letzten Jahrzehnt ndher
untersuchte mikrobielle Prozel3 der reduktiven Dechlorierung anbieten. Aerobe Bakterien
konnen aufgrund des hohen Redoxpotentials (zfd& Redoxpaare Hexachlorbenzol /
Pentachlorbenzol: + 478 mV; Pentachlorphenol / 2,3,4,5-Tetrachlorphenol:  + 399 mV)
hochchlorierte Verbindungen kaum angreifen. Andererseits sind einige anaerobe Bakterien in
der Lage, die chlorierten Verbindungen unter Abspaltung von Chloratomen als
Elektronenakzeptor zu nutzen und durch Elektronentransport Energie zu konservieren. Dieser
Prozel3 wird auch als "Chloro-Respiration” bezeichnet (DIEKERT, 1995). Es wurde geschatzt,
daf unter Umweltbedingungen (Temperatur von 20 °C, pH, al$HElektronendonator) eine

freie Energie von 100 bis 160 kJ pro Mol abgespaltenes Chlorid verfugbar wird (DOLFING
und HARRISON, 1993). Dies ist mehr als durch Methanogenese oder Sulfatreduktion erzielt
werden kann. Vorausgesetzt, dal3 sich entsprechende mikrobielle Enzyme herausgebildet
haben, sollte man daher davon ausgehen koénnen, dal3 chlorierte Verbindungen unter
anaeroben Bedingungen nicht stabil sind. Die Abspaltung von Chloratomen fiihrt in der Regel



zur Verringerung der Toxizitat der Verbindungen, einer besseren Wasserloslichkeit und damit
besseren Verfugbarkeit fir einen weiteren mikrobiellen Abbau.

1.1 Aufgabenstellung

Die Zielstellung dieses Projektes ist in das Gesamtvorhaben des Teilvorhabens 11 integriert.
Mit dem Hintergrund der Klarschlammkompostierung, die vom Teilvorhaben 11/1 (Firma
Grube, Land- und Umwelttechnik) durchgefihrt wurde, sollte die prinzipielle Eignung des
mikrobiellen Prozesses der reduktiven Dechlorierung fir die Eliminierung von
hochchlorierten Schadstoffen aus Klarschlammen untersucht werden. Dabei war es das Ziel,
mikrobielle Mischkulturen fur die Dechlorierung von klarschlammrelevanten Schadstoffen
(z.B. Chlorphenolen, PCDD) anzureichern, den Verlauf und die Produkte der Dechlorierung
zu charakterisieren und die Bedingungen zu optimieren. Der Chlorierungsgrad der Schadstoffe
sollte so gesenkt werden, dal® sie einer nachfolgenden aeroben Mineralisierung zuganglich
werden. Der aerobe Abbau der nicht oder niedrig chlorierten Verbindungen wurde durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Schauer, Universitat Greifswald, im Teilvorhaben 11/2 untersucht.

1.2 Ausgangssituation und Literaturtibersicht

Die wissenschaftliche Ausgangssituation auf dem Gebiet der reduktiven Dechlorierung war

kurz vor Beginn unserer Arbeiten in einem Review umrissen worden (MOHN und TIEDJE,

1992). Zu diesem Zeitpunkt hatten Arbeiten mit anaeroben Mischkulturen, die aus
verschiedenen anaeroben Habitaten angereichert worden waren, gezeigt, dal3 ein breites
Spektrum von Chloraromaten wie Chlorbenzole, Chlorphenole, Chloraniline, Chlorcatechole
und polychlorierte Biphenyle (PCB) reduktiv dechloriert werden kdnnen. Abhéangig vom
Anreicherungsverfahren wurden Mischkulturen mit unterschiedlicher Regiospezifitat
gewonnen (BRYANT et al., 1991; YE et al., 1992). Diese Tatsache ertffnete die Mdglichkeit,
durch die reduktive Dechlorierung Metabolite zu erzeugen, die auf der einen Seite eine
maoglichst geringe Toxizitat, auf der anderen Seite eine mdglichst geringe Persistenz
gegenluber einem weiteren aeroben oder anaeroben Abbau besitzen. Wie kirzlich fur die
reduktive Dechlorierung von Chlorbenzoaten gezeigt wurde, fuhrt die Anreicherung von
primar in ortho-Position dechlorierenden Bakterien zu vollstandiger Chlorabspaltung,
wahrend meta-dechlorierende Kulturen Dead-end-Metabolite produzieren (VAN DER
WOUDE et al., 1996).

Zu Beginn des Projektes war Uber die reduktive Dechlorierung von polychlorierten Dibenzo-
p-dioxinen und -furanen nur sehr wenig bekannt (Tagungsbeitrage von ADRIAENS und
GRBIC-GALIC, 1992 und TOUSSAINT et al., 1992). Inzwischen wurde in einer begrenzten
Zahl von Labor-Experimenten nachgewiesen, dall PCDD/F durch verschiedene anaerobe



Mischkulturen aus FluRsedimenten und Grundwasserleitern reduktiv dechloriert werden
(ADRIAENS und GRBIC-GALIC, 1994; ADRIAENS et al., 1995; BEURSKENS et al.,
1995). Die Analyse der Dechlorierungsprodukte ergab fur hochchlorierte PCDD/Fs (5 bis 7
Chloratome) eine vorwiegende Dechlorierung in peri-Position, d.h. in Nachbarschaft zu den
Etherbriicken (ADRIAENS und GRBIC-GALIC, 1994). Auch bei der Dechlorierung von
1,2,3,4-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (1,2,3,4-TCDD) durch eine Hexachlorbenzol-adaptierte
Mischkultur wurde neben lateraler Dechlorierung die Abspaltung eines Chloratoms in peri-
Position nachgewiesen (BEURSKENS et al., 1995). Diese Tatsache impliziert das Risiko, dafl
hoher chlorierte Dioxine unter Konservierung der lateralen 2,3,7,8-Substitution dechloriert
werden. Kongenere mit diesem Substitutionsmuster, insbesondere 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-
p-dioxin, besitzen eine hohe Toxizitat. Dieses Problem besteht bei den PCB nicht, da in der
Regel zuerst diemeta- und para-Chloratome abgespalten werden, wodurch die toxische
3,3",4,4"-Konfiguration zerstort wird.

Der biochemische Prozel3 der mikrobiellen Dechlorierung von Chloraromaten ist noch wenig
verstanden. NI et al. (1995) haben erstmals die membrangebundene 3-Chlorbenzoat-
reduzierende Dehalogenase vBesulfomonile tiedjei gereinigt. Die Dehalogenasen der
Tetrachlorethen dechlorierenden Bakterl@ehalospirillum multivorans und Dehal obacter
restrictus sind bereits besser untersucht. Die Beteiligung von Vitamip @& der Redox-
Reaktion (NEUMANN et al., 1995) bzw. das Vorhandensein von Fe/S-Zentren
(SCHUHMACHER et al., 1996) wurden beschrieben. Ein besseres Verstandnis der
Chloraromaten-Dechlorierung ist von der Untersuchung weiterer Reinkulturen zu erwarten,
die nur sehr schwierig zu isolieren sind. Zu Beginn unserer Arbeiten waren erst zwei anaerobe
Reinkulturen bekannt, die Chloraromaten reduktiv dechlorieren konnten (DE WEERD et al.,
1990; MADSEN und LICHT, 1992). Inzwischen sind drei weitere Bakterienreinkulturen
beschrieben worden (COLE et al., 1994; UTKIN et al., 1994; GERRITSE et al., 1996). Alle
Isolate gehdren zu neuen Gattungen bzw. Arten, die sich entweder &Gtigope der
Proteobakterien oder in die mit den Gram-positiven sulfatreduzierenden Bakterien verwandte
neu definierte Gattungesulfitobacterium einordnen lassen.

Dechlorierende Bakterien scheinen ubiquitar verbreitet zu sein. So wurden Halophenole
dechlorierende Mischkulturen aus Sedimenten von Seen, Flussen, Estuarien, Meeren, aber
auch aus Faulschlamm, Uberflutetem Boden und Grundwasserleitern angereichert. Bei sehr
persistenten Verbindungen wie den PCB und PCDD/F scheint jedoch der Erfolg der
Anreicherung von der Auswahl geeigneten Probenmaterials abzuhangen. So wurden PCB-
dechlorierende Bakterien aus PCB-kontaminiertem Sediment, jedoch nicht aus PCB-freiem
Sediment eluiert (QUENSEN et al., 1988). Die langjahrige PCB-Kontamination kann zu einer
natirlichen Anreicherung dechlorierender Bakterien gefihrt haben, so dal3 sie einem
Nachweis zugéanglich wurden. PCDD/F dechlorierende Mischkulturen wurden bisher nur aus



anaeroben SuRwassersedimenten und Grundwasserleitern gewonnen. Es lag daher im
Interesse unseres Vorhabens, das naturliche Vorkommen von PCDD/F-dechlorierenden
Bakterien auch in Faulschlammen zu tberprifen.

Anwendungsorientierte  Untersuchungen zur reduktiven Dechlorierung wurden von
verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert (z.B. HENDRIKSEN et al., 1992 und WU et al.,
1993). UASB (Upflow anaerobic sludge blanket)-Reaktoren im Labormal3stab, die als
Inokulum granularen Faulschlamm enthielten, wurden fur die Dechlorierung von
Pentachlorphenol verwendet. Eine Immobilisierung der dechlorierenden Bakterien im
Festbett-Reaktor an Raschig-Ringe war offensichtlich nicht mdglich (HENDRIKSEN und
AHRING, 1993). Zur Kombination anaerober und aerober Verfahren fir den Abbau
hochchlorierter Verbindungen gibt es erste praxisbezogene Untersuchungen. So beschrieben
GERRITSE et al. (1995) den vollstandigen sequentiellen Abbau von Tetrachlorethen durch
die Kombination eines anaeroben, dechlorierenden und eines aeroben, mineralisierenden
Festbettreaktors. Auch fur den Abbau von PCB (BEDARD et al., 1987) und Trichlorbenzol
(SELENT und HEGEMANN, 1995) wurden zweistufige anaerob-aerobe Prozesse
vorgeschlagen. Eine direkte Praxisanwendung des Prozesses der reduktiven Dechlorierung
von Chloraromaten ist uns im Bearbeitungszeitraum nicht bekannt geworden. Dies wird auch
dadurch deutlich, dal’ eine Patentrecherche (Chemical Abstracts) keine positiven Ergebnisse
brachte.

1.3 Voraussetzungen fir die Bearbeitung und Ablauf des Vorhabens

Die praktischen Voraussetzungen fur die bendétigten anaeroben Arbeitstechniken waren im
wesentlichen vorhanden, erfuhren aber mit der Berufung von Herrn Prof. Andreesen an das
Institut fur Mikrobiologie im Herbst 1993 weitere Verbesserungen. Die Bearbeitung des
Projektes fand ein sehr gutes wissenschaftliches Umfeld und groR3e Unterstlitzung durch die
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Andreesen, in der Themen zum Energiestoffwechsel anaerober
Bakterien bearbeitet werden. Die Zuwendung erlaubte uns die Verbesserung der
Gerateausstattung, wodurch die Analytik der Proben mit Gaschromatographie und HPLC
gesichert war. Die GC/MS-Analytik wurde durch Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Frau Dr. Kraus (Institut fur Analytik und Umweltchemie) realisiert. Das Vorhaben wurde im
wesentlichen entsprechend dem Arbeitsplan durchgefihrt.

1.4 Zusammenar beit mit anderen Stellen
Im Rahmen des Teilvorhabens 11 gab es eine intensive Zusammenarbeit mit den

Projektpartnern Herrn Grube und seinen Mitarbeitern (Grube Land- und Umwelttechnik,
Brake) und Herrn Prof. Schauer und seinen Mitarbeitern (Ernst-Moritz-Arndt-Universitat



Greifswald). Mehrmals im Jahr wurden auf gemeinsamen Arbeitstagungen Fortschritt und
Probleme bel der Bearbeitung diskutiert. Mit folgenden anderen Stellen gab es fruchtbare
Zusammenarbeit und Kontakte:

* Umweltbundesamt Berlin, Frau Nott, Frau Penning

* Technische Universitat Hamburg-Harburg, Herr Prof. Stegmann

* Universitat Helsinki, Finnland, Frau Prof. Salkinoja-Salonen

* Landesamt fur Umweltschutz Sachsen-Anhalt, Halle und Wittenberg, Herr Dr. Rauhut
* Umweltforschungszentrum Halle-Leipzig, Frau Dr. Krauf3

2 Beschreibung der Experimente
2.1 Probenmaterial

Die Inokula fir das Screening auf PCDD-dechlorierende Aktivitdt wurden aus verschiedenen
Bdden, Faulschlammen und aus Sediment gewonnen. Die Bodenproben stammten aus (A)
Bitterfeld, Industriestandort (PCDD/F: bis zu 50000 ng I-TE/kg Trockensubstanz [TS]), (B)
Bitterfeld-Greppin, Gartenerde (PCDD/F: bis zu 5599 ng TE/kg TS), (C) Lutzgendorf,
Mineral6lwerk, Grundwasserleiter, Tiefe 5,6 bis 5,7 m (Mineraldlprodukte) und (D) von
einem Herbizidlagerplatz (AOX: 1500 mg/kg TS). Die Faulschlammproben stammten aus
kommunalen Abwasserwerken. Die Proben (E), (F) und (J) wurden aus Faultirmen
entnommen, die Proben (G) und (H) aus Absetzbecken in Halle/Saale bzw. Eisleben. Die
PCDD/F-Konzentrationen betrugen 200 (E), 9 (F), 18 (J) und 124 (H) ng I-TE/kg TS. Die
Probe H (TS-Gehalt: 0,7 %, organischer Kohlenstotd/C10,5 mg/g TS) wurde auch fir

die Experimente zur Dechlorierung von 2,4,6-TCP unter Klarschlammbedingungen
verwendet. Die Sedimentprobe (I) stammte aus einem Seitenarm der Saale in Halle (PCDD/F:
0,9 - 58 ng I-TE/kg TS [DIOXINBERICHT, 1996]) und wurde aus der oberen
Sedimentschicht (0-30 cm Tiefe) entnommen und kihl und anaerob gelagert. Der
Trockensubstanzgehalt betrug 30 % bei einem Gehalt,gnvén 11 - 15 mg/g TS. Die
Sedimentprobe (K) wurde aus der Zschopau etwa 1 km fluBabwarts der Papierfabrik
Niethammer, Kriebethal entnommen (12,4 % TS-Gehgl, 16,5 mg/g TS).

2.2 Kulturbedingungen

2.2.1 Medium

Fur die Kultivierung der anaeroben Bakterien wurde ein Mineralmedium (Medium 1,
HOLLIGER et al., 1992) mit einem pH-Wert von 7 - 7,2 unter Zusatz von 0,01 % Hefeextrakt
und einer Spurenelementelésung nach HOLLIGER et al. (1993) verwendet. Fiur die Versuche



mit PCDD wurde die Spurenelementeldsung durch 0,01 g4S&@ und 0,007 g/l
Na,WO, - 2 H,0O erganzt. Fur bestimmte Versuche mit Chlorphenolen (Bestimmung des pH-,
Temperaturoptimums, 3.1.3 und 3.2) wurde die Konzentration des Phosphatpuffers auf
10 mM erhoht. Die Kultivierung erfolgte unter einer Inertal-Gasatmosphdf€@ 80/20).

Die Sterilisation der mineralischen Bestandteile erfolgte im Autoklaven. Vitaminlésung und
Cosubstrate wurden nach dem Autoklavieren aus sterilfiltrierten Stammlésungen zugesetzt.

2.2.2 MPN-Ansatze

Die Zellzahlen von dechlorierenden Bakterien (Chlorphenole [a] und Chlorcatechole [b]) und

der Geamtzellzahl anaerober Bakterien (c) wurden durch das most-probable-number (MPN)-
Verfahren bestimmt. Fir die Bestimmung der Chlorphenole dechlorierenden Bakterien und
der Gesamtzellzahl wurden drei parallele Verdinnungsreihen, fur die Bestimmung der
Chlorcatechol-dechlorierenden Bakterien finf parallele Verdinnungsreihen mit 5ml je
Hungate-Roéhrchen angesetzt und ausgewertet (ALEF, 1991). Als organische Substrate
wurden fur (a) und (c) 20 mM Pyruvat und fir (a) 0,1 und (c) 1 % Hefeextrakt zugesetzt. Fir
(b) wurden 10 mM Formiat und 5 mM Acetat verwendet und zur Hemmung methanogener
Bakterien 5 mM Bromethansulfonsaure zugesetzt. Die Auswertung erfolgte bei (a) und (b)
durch chromatographische Bestimmung des Umsatzes von 2,4,6-Trichlorphenol (2,4,6-TCP)
bzw. 4,5-Dichlorcatechol (4,5-DCC) nach sechs- bzw. zehnwéchiger Inkubation bei 30 °C.
Eine Abnahme von mehr als 60 %, die mit der Bildung von Dechlorierungsprodukten
verbunden war, wurde als positives Ergebnis gewertet. Zur Bestimmung von (c) wurde als
Mal3 eine Zunahme der Optischen Dichte (580 nm) nach achttagiger Inkubation
herangezogen.

2.2.3 Batch-Kulturen zur Anzucht von Chlorphenole dechlorierenden Mischkulturen

Die Batch-Kultivierung wurde in Serumflaschen (120 bis 1000 ml) in Kulturvolumina von
50 bis 750 ml durchgefluhrt. Als Elektronendonator fiir die Dechlorierung (Cosubstrat) wurde
routinemalig 25 mM Pyruvat oder 50 mM Formiat/Eugesetzt. Bei Verwendung von
Formiat und fur die Untersuchung von Wasserstoff als Elektronendonator wurde durch
Begasung eine #CO,(etwa 4:1)-Gasatmosphére hergestellt. 2,4,6-TCP wurde in einer
Konzentration von 0,1 mM (30 mg/l) verwendet. Die Ansatze wurden b& 3t Dunkeln

als Standkulturen inkubiert. Die Chlorphenole dechlorierenden Mischkulturen wurden durch
10 %-ige Transfers in frisches Medium mit 25 mM Pyruvat bzw. 50 mM Formiat und
100 uM 2,4,6-TCP aus Saalesediment angereichert. Diese Kaulturlinien dienten als
Ausgangsmaterial fur die durchgefihrten Experimente. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation unter anaeroben Bedingungen geerntet und flr die Experimente in frisches
Medium dberfuhrt.



224 Kontinuierliche Kultivierung und Biomassegewinnung von 2,4,6-TCP
dechlorierenden Bakterien

Die kontinuierliche Kultivierung von Chlorphenole dechlorierenden Bakterien erfolgte im

Biostat M-Fermenter (Braun, Melsungen) in einem 1 |-KulturgefaR (Arbeitsvolumen 0,8 I)
bei 30°C und einer Ruhrerdrehzahl von 50 rpm. Frisches Medium mit 10 mM Pyruvat und
2,4,6-TCP in Konzentrationen zwischen 0,5 und 1,2 mM wurde Uber eine Peristaltik-Pumpe
mit FluBraten von 4 bis 80 ml/h zugefihrt. Als Reduktionsmittel wurde hier anstelle von
Na,S Titan(lll)citrat (1 mM) verwendet. Das Redoxpotential wurde Uber eine Redox-
Elektrode (Braun, Melsungen) im Kulturgeféft line kontrolliert und lag zwischen -420 und

-500 mV. Der Ablauf wurde in einem 10 |-Gefal3 zur anschlielenden Ernte der Zellen
gesammelt. Nach dem Fed-Batch-Prinzip wurden die aufgefangenen Zellen weiterhin mit
Pyruvat (10 bis 50 mM) und 2,4,6-TCP (0,5 - 2 mM) versorgt, um sie bis zur Ernte in
aktivem Zustand zu erhalten. Das gesamte Fermentationssystem wurde mit Inertal (0,5 bar)
Uberlagert, um anaerobe Bedingungen zu gewahrleisten. Die Zellen aus dem Sammelgefaf}
wurden in einer Durchflu3zentrifuge (Biofuge 28 RS, Heraeus Sepatechy®airid 15000

rpm geerntet und bei - 8C eingefroren und gelagert.

2.2.5 Ansatze zur Untersuchung der reduktiven Dechlorierung von Chlorcatecholen

Die primaren Anreicherungskulturen zur Untersuchung der reduktiven Dechlorierung von
Chlorcatecholen wurden mit 10 % (v/v) Saale- () bzw. Zschopausediment (K) oder
Klarschlamm (G) beimpft. Unterschiedliche Mischungen von Cosubstraten (Formiat +
Acetat; Formiat + Pyruvat + 0,2 % Hefeextrakt; Acetat + Fumarat) wurden, wie in den
einzelnen Kapiteln vermerkt, in niedrigen Konzentrationen (5 - 10 mM) eingesetzt.

2.2.6 Inkubationen von Mikroorganismen aus Klarschlammen und Sediment mit PCDD

Das Screening auf Dechlorierungsaktivitat gegeniber 1,2,3,4-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
(1,2,3,4-TCDD, Endkonzentration 50 pM) wurde in 125 mil-Serumflaschen mit 80 ml
Kulturvolumen durchgefihrt. Der Mineralnahrlosung wurde 5 % (v/v) filtersterilisiertes
Kulturmedium einer 2,4,6-TCP dechlorierenden Kultur zugesetzt. Nach Zusatz von Inokulum
(Sediment und Klarschlamme jeweils 50 %, v/v; Eluate aus Boden 20 %, v/v) wurden je
5 mM Pyruvat, Acetat, Benzoat und Fumarat und 0,1 mM unchloriertes Dibenzo-p-dioxin
und zugegeben. TCDD und dessen Dechlorierungsprodukte wurden nach bestimmten Zeiten
in 2 g-Proben identifiziert und quantitativ analysiert. Fur die Analyse der Dechlorierung von
1,2,4- und 1,2,3-Trichlordibenzo-p-dioxin (TrCDD) wurden parallele Ansatze (3 bis 5 ml in
Hungate-Rohrchen) inkubiert. Die Ansatze wurden mit 10 % (v/v) der primaren
Anreicherungskultur beimpft. Als komplexes Cosubstrat wurde sterilisiertes Saalesediment
(50 % vlv;y-Strahlung, 35 kGy) zugesetzt. Zur statistischen Absicherung wurden pro Probe
drei R6hrchen entnommen und getrennt fir die Analyse aufgearbeitet.



2.3 Tragermaterial zur Immobilisierung von dechlorierenden Bakterien

Folgende Tragermaterialien wurden verwendet: Zeolith (Zeogranul, Hydrochem, Heidelberg),
Polyurethan-Schaumstoffe (Bayer, Leverkusen) mit (PUR-s) und ohne eingelagerte
Aktivkohle (PUR-w) und die Wofatit-Adsorberpolymere EP 60, EP 62 und EP 63 (Chemie
GmbH, Bitterfeld-Wolfen).

2.4 Analytik

2.4.1 HPLC-Analytik von Chlorphenolen und organischen Sauren

2,4,6-TCP und die Intermediate 2,4-Dichlorphenol (2,4-DCP) und 4-Chlorphenol (4-CP) und

die organischen Sauren Fumarat, Benzoat und Pyruvat wurden nach Zentrifugation der
Proben im Uberstand mit einem HPLC-System (Kontron, Neufahrn) analysiert. Die Trennung

erfolgte an einer LiChrospher 100 RP18-Saule (244 x 4 mm, 10 um) durch Gradienten-
Elution bzw. im Falle der Sauren isokratisch mit Methanol/Wasser (1;B80hGemischen

mit einer FluBrate von 1 ml/min und Detektion bei 280 bzw. 220 nm.

2.4.2 GC-Analytik von organischen Sauren, Alkoholen und Gasen

Acetat, Propionat, Butyrat und kurzkettige Alkohole wurden im Kulturiberstand nach
Ansauern mit Schwefelsaure auf pH 2 gaschromatographisch (Shimadzu-Gaschromatograph
14A) an einer polaren HP-Innowax-Kapillarsaule (30 m x 0,25 mm 1.D., Filmdicke 0,25 pum)
mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) analysiert. Wasserstoff und Methan wurden in
der Gasphase der Kulturen gaschromatographisch (GCHF 18.3, Chromatron, Berlin) mit
Hilfe eines Warmeleitfahigkeitsdetektors bestimmt. Die Wasserstoffbestimmung erfolgte mit
Stickstoff als Tragergas an einer Aktivkohle-gepackten Saule, die Methanbestimmung mit
Wasserstoff als Tragergas an einer Porapak Q-Saule.

2.4.3 Chlorcatechole

Die Bestimmung von Tetra- und Trichlorcatecholen erfolgte gaschromatographisch nach
Extraktion (n-Hexan/Butylmethylether) der mit Ascorbinsaure versetzten Proben nach
REMBERGER et al. (1986). Anschliel3end wurden die Chlorcatechole acetyliert (ALLARD
et al., 1985), am GC 14A (DB5-Kapillarsaule [30 m x 0,25 mm I.D., 0,25 um Filmdicke])
getrennt und mit einem®3Ni-Elektroneneinfangdetektor (ECD) analysiert. 4,5- und
3,5-Dichlorcatechol (DCC), sowie 4-Chlorcatechol (4-CC) und Catechol wurden nach
Derivatisierung  (APAJALAHTI und SALKINOJA-SALONEN, 1986) in der
Kulturflissigkeit bestimmt. Die Trennung erfolgte ebenfalls auf der DB5-Saule und die
Detektion am FID. Die Identifizierung von Intermediaten erfolgte anhand des Vergleichs der
Retentionszeiten mit denen von authentischen Standards und durch GC/MS (siehe 2.4.3).



2.4.4 Chlorierte Dibenzo-p-dioxine

Die eingesetzten PCDD und ihre Dechlorierungsprodukte wurden gaschromatographisch nach
Extraktion der gefriergetrockneten Proben mit n-Hexan, Reinigung der Hexan-Extrakte tUber
Silbernitrat-Kieselgel-Saulchen (nach Klarschlammverordnung) und Einengen der Extrakte
im Stickstoffstrom analysiert. Als Wiederfindungsstandard wurde 2,4,8-Trichlordibenzofuran
und als Surrogat-Standard fir die GC-Analyse 5,6-Dibromacenaphthen verwendet. Die
Analysen wurden am Shimadzu Gaschromatograph 14A unter Nutzung eines AOC 14-
Probengebers, eines C-R4 AX Chromatopac-Iintegrators, einer DB5-Kapillarsaule (30 m x
0,25 mm 1.D., Filmdicke 0,25 pum) und eines ECD durchgefiihrt. Die ldentifizierung der
Verbindungen erfolgte anhand des Vergleichs ihrer Retentionszeiten mit denen von externen
Standards und durch Gaschromatographie/Massenspektrometrie (Varian GC 3400 mit
Finnigan MAT-Detektor ITD 800) nach Trennung an einer DB-5-Kapillarsaule (60 m x 0,25
mm |.D., Filmdicke 0,25 pum) mit Helium als Tragergas. Die Identifizierung von 1- und 2-
Monochlordibenzo-p-dioxin erfolgte durch Kombination der Massenspektren mit den
relativen Retentionswerten im Verhaltnis zu 1,3- und 2,3-Dichlordibenzo-p-dioxin (DCDD).

3 Ergebnisse
3.1 Reduktive Dechlorierung von Chlor phenolen

Fur die Untersuchungen wurde 2,4,6-Trichlorphenol (2,4,6-TCP) als Modellverbindung
ausgesucht, u.a. deshalb, weil diese Verbindung von praktischer Bedeutung ist. Sie wurde als
Ersatzstoff fur Pentachlorphenol im Holzschutz verwendet und als Konservierungsmittel in
der Leder- und Textilindustrie eingesetzt. Die relativ gute Wasserloslichkeit (800 mg/l) liel3
eine gute Bioverfugbarkeit erwarten und pradestinierte 2,4,6-TCP als Elektronenakzeptor fur
Anreicherungsexperimente.

3.1.1 Vorkommen von dechlorierenden Bakterien in anaeroben Habitaten

Drei verschiedene Klarschlamme (E, F, J) mit unterschiedlicher PCDD/F-Belastung und
Sediment der Saale wurden auf den Gehalt dechlorierender Bakterien untersucht. Fir die
MPN-Bestimmung wurde 2,4,6-TCP als Modellverbindung in Kombination mit 20 mM
Pyruvat verwendet. Wahrend in dem relativ hoch belasteten Klarschlamm (E) keine
dechlorierenden Bakterien nachweisbar waren, wurden in den Klarschlammen (F) und (J)
geringe Zellzahlen ermittelt (Tab.1). Eine hohere Zahl wurde im Saalesediment
nachgewiesen. Auch in spateren Untersuchungen mit Chlorcatecholen und Dioxinen wurde
bestétigt, dall Sediment der Saale ein natirliches Habitat fur dechlorierende Bakterien
darstellt und daher sehr gut fur das Anlegen von Anreicherungskulturen geeignet ist.
Nachdem die primaren Anreicherungskulturen zweimal mit je 10 % (v/v) Inokulum unter
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Erhalt der Dechlorierungsaktivitat transferiert worden waren (= 3. Passage) wurden erneut die
Zellzahlen der dechlorierenden Bakterien ermittelt, um den Anreicherungserfolg zu
dokumentieren. In der aus dem Sediment stammenden Kultur wurde eine Vermehrung der
dechlorierenden Bakterien beobachtet, wahrend dies fur die Klarschlamm-Ansétze nicht
zutraf. Die Zellzahl der durch Géarung auf Pyruvat und Hefeextrakt-Bestandteilen wachsenden
anaeroben Bakterien hatte sich dagegen im Anreicherungsprozel3 nicht wesentlich verandert.
Diese Ergebnisse bestarkten uns in der weiteren Untersuchung der aus FluRsediment
angereicherten Kulturen, mit dem Ziel der spateren Verwendung als Inokulum fir
Experimente mit Klarschlamm.

Tab. 1. Vorkommen von 2,4,6-TCP dechlorierenden Bakterien in Sediment der Saale und in
Klarschlammproben. Bestimmung der Zellzahl durch das MPN-Verfahren in der
Originalprobe (a) und der 3. Passage (b).

Probe Zellzahl anaerober, Pyruvat | Zellzahl dechlorierender
und Hefeextrakt verwertendeBakterien
Bakterien (nmil) (nit)
Klarschlamm J () 3,9 1(8 9/%
(b) 2,1- 10/ 4
Klarschlamm F  (a) n.b. 4149
(b) n.b. n.b.
Saalesediment  (a) 4,3 108 23/90
(b) 2,3 107 400

n.b.: nicht bestimmt, * Ergebnisse von zwei unabhangigen Untersuchungen.

3.1.2 Charakterisierung von Chlor phenole dechlorierenden bakteriellen Mischkulturen

Es wurden zwei unterschiedliche 2,4,6-TCP-dechlorierende Mischkulturen durch
Weiterfiihrung der Passagen mit Formiathiw. Pyruvat als Cosubstrate erhalten (Formiat-,
Pyruvatkultur). Die Mischkulturen hatten folgende Eigenschaften: Mikroskopisch bestanden
sie vorwiegend aus Gram-positiven Stabchen und Kokken. Sporenbildung wurde beobachtet.
Methanogenese wurde gaschromatographisch nachgewiesen. Die Acetatbildung war generell
auf verschiedenen Cosubstraten in der Formiatkultur weniger ausgepragt als in der
Pyruvatkultur, was auf ein unterschiedliches Verhaltnis von acetogenen und methanogenen
Populationen hindeutet. Untersuchungen mit dem Hemmstoff Bromethansulfonséure hatten
gezeigt, dal3 die methanogenen Bakterien fir die Dechlorierung nicht essentiell sind. Beide
Kulturen dechlorierten 2,4,6-TCP auch in Anwesenheit des jeweils anderen Cosubstrates und
weiterer Cosubstrate.
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Abb. 1: Reduktive Dechlorierung von 2,4,6-TCP uber 2,4-DCP zu 4-CPjaisH
Elektronendonator.
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Abb. 2: Zunahme der Zellzahl dechlorierender Bakterien in der Mischkultur wahrend des
Dechlorierungsprozesses mij Bs Elektronendonator. Die Zellzahl (Balken) wurde mit dem
MPN-Verfahren (5 parallele Verdiinnungsreihen in Mineralmedium mit 50 mM Formiat,
0,01 % Hefeextrakt und 100 uM 2,4,6-TCP) bestimmit.

Die Dechlorierung erfolgte stets iortho-Position unter Bildung von 2,4-Dichlorphenol

(2,4-DCP) und 4-Chlorphenol (4-CP), das nicht weiter umgesetzt wurde. In Abb. 1 ist der
Dechlorierungsverlauf in der Formiatkultur unter chemolithoautotrophen Bedingungen
(H,/CO,. Uber die Gasphase dosiert) dargestellt. Eine Vermehrung der dechlorierenden
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Bakterien wahrend des Dechlorierungsprozesses vorl®Guf 5- 10° Zellen/ml wurde mit
der MPN-Methode nachgewiesen (Abb. 2).

Der Einflul der Cosubstrate auf die Dechlorierungsgeschwindigkeit wurde mehrfach

untersucht. Am wirksamsten waren neben anderen Substraten D,L-Lactat und Pyruvat. Als
Schwierigkeit fur die Interpretation erwies sich, dal3 stets auch in den Kontrollansatzen (ohne
Cosubstratzusatz oder mit Zusatz von 0,01 % Hefeextrakt) Dechlorierung auftrat, was
maoglicherweise auf das Vorhandensein intrazellularer Speicherstoffe zurtickgefuhrt werden
konnte. Zur Verarmung der Zellen an Speicherstoffen, wurde eine Pyruvatkultur mit 0,01 %

Hefeextrakt und 100 uM 2,4,6-TCP solange inkubiert, bis eine vollstandige Umwandlung zu

4-CP erfolgt war (34 Tage). Versuchansatze mit diesen Zellen zeigten den EinfluR der
Cosubstrate deutlicher (Abb. 3). Die Dechlorierung wurde am starksten durch D,L-Lactat

stimuliert. Fur den Einsatz in der Praxis ware D,L-Lactat aufgrund seiner Wirkung und relativ

geringen Kosten empfehlenswert und wurde daher auch fur die mit originalem Klarschlamm
durchgefiihrten Versuche verwendet (3.1.5).
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Abb. 3: EinfluR verschiedener Cosubstrate (25 mM) auf die Dechlorierung von 2,4,6-TCP.

Die Spezifitat der Dechlorierungsreaktion wurde gegeniber 14 verschiedenen Chlorphenolen
mit 2,4,6-TCP-adaptierten Zellen untersucht. Bei den identifizierten Dechlorierungsprodukten
handelte es sich meist um iortho-Position zur OH-Gruppe dechlorierte Phenole.
Dechlorierung in meta-Position wurde bei dem Umsatz von 3,5-Dichlorphenol und
2,3,5-Trichlorphenol beobachtet. Abb.4 zeigt beispielhaft die Dechlorierung von
2,3,4,6-Tetrachlorphenol zu 2,4,5-Trichlor- und 3,4-Dichlorphenol. In Tab.2 ist der
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prozentuale Umsatz der Ausgangsverbindungen und das Spektrum der identifizierten
Intermediate nach dreiw6chiger Inkubation der Formiatkultur unter chemolithoautotrophen
Bedingungen dargestellt. Die Abb. 5 fal3t die beobachteten Dechlorierungswege zusammen.
Die Mischkultur ist auRerdem in der Lage, 2,4,6-Tri- und 2,4-Dibromphenol zu
dehalogenieren. Die haufig als Modellverbindung fur die Untersuchung von redurihio-
dechlorierenden Kulturen verwendete 3-Chlor-4-hydroxyphenylessigsaure wurde durch die
Mischkulturen nicht angegriffen.

Eine hoch angereicherte Pyruvatkultur, die auch fur die weiteren praxisorientierten
Untersuchungen (3.1.3 und 3.2) Anwendung fand, wurde zur Bestimmung von pH- und
Temperaturoptimum verwendet. Das pH-Optimum lag bei 7,3 bis 7,5 und entsprach den in
der Literatur berichteten Werten. Bei 30 bis 37 °C war die Dechlorierungsgeschwindigkeit am
hochsten (Abb. 6). Bei 8, 15, 20, 50 und 70 °C war innerhalb von 16 Tagen keine
Dechlorierung zu beobachten. Interessanterweise Uberlebten die dechlorierenden Bakterien
nicht nur die Inkubation bei 15 und 20 °C sondern auch bei 50 °C. Nach ihrer anschlie3enden
Testung bei 30 °C zeigten insbesondere letztere eine sehr hohe Dechlorierungaktivitat.

80

Kontrolle 2,3,4,6-TeCP

40 -

Konzentration (uM)

20

Zeit (d)
Abb. 4: Dechlorierung von 2,3,4,6-Tetrachlorphenol zu 2,4,5-Tri- und 3,4-Dichlorphenol
durch 2,4,6-TCP-adaptierte Zellen. CosubstrajgBtektronendonator) und 0,01 %
Hefeextrakt.
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Tab. 2: Substratspektrum und Zwischenprodukte der Dechlorierung nach Adaptierung an
2,4,6-TCP unter chemolitho autotrophen Bedingungen. Substratkonzentration: 50 -100 puM.
Nachweis am GC/ECD, Identifizierung nach der Retentionszeit von Standards bzw. mit
GC/MS. DCP,TCP,TeCP, PCP: Di-, Tri-, Tetra-, Pentachlorphenol

Substrat % Umsatz der nachgewiesene
Ausgangsverbin- | Dechlorierungsprodukte
dung nach 23 Tagen

PCP 58 2,3,4,5-TeCP

2,3,4,6-TeCP 100 2,4,5-TCP; 3,4-DCP

2,3,5,6-TeCP 93 2,3,5-TCP; 2,5-DCP; 3,5-DCP
2,4,6-TCP 100 2,4-DCP; 4-CP

2,3,6-TCP 100 2,5-DCP

2,3,5-TCP 49 2,5-DCP; 3,5-DCP

2,3,4-TCP 27 2,3-DCP; 3,4-DCP

2,4,5-TCP 100 3,4-DCP

2,4-DCP 100 4-CP

2,3-DCP 100 3-CP

2,6-DCP 100 2-CP

3,5-DCP 100 3-CP

2,5-DCP 0 keine

3,4-DCP 0 keine

Weitere Untersuchungen mit pasteurisierten (1 h, 80 °C) Kulturen bestatigten, daf3 es sich bei
den Dechlorierern um hitzeresistente Bakterien handelt, was gut mit der haufig beobachteten
Endosporenbildung Gbereinstimmt.

Aus der Mischkultur wurde ein stabchenférmiges Bakterium isoliert, das 2,4,6-TCP
dechloriert und Eigenschaften besitzt, die auf eine Verwandschaft zu der neu beschriebenen
GattungDesulfitobacterium hindeuten (Tab. 3), was jedoch durch weitere Untersuchungen
wie z.B. durch Sequenzvergleich der 16S rRNA bestatigt werden muf3.



Cl Cl

Cl
2,4,6-TCP

|

H
Cl

2,4-DCP

OH

Cl
4-CP

15

OH
cl Cl
cl Cl
Cl
PClZP
H H OH
cl Cl Cl cl Cl
cl cl cl cl cl
Cl cl
2, 346TeCP 2,3,4,5-TeCP 2,3,5,6-TeCP
H
Cl
cl Cl
cl
45-T 2 3, 4 TCP 2,3,5-TCP
OH
CI
CI cl Cl
3,4- DCP 2,3-DCP 3,5-DCP
lAdaptierung
OH H
@CI @CI
3-CP 3-CP

OH
Cl
Cl

H
Cl Cl
Cl

2,3,6-TCP

2,5-DCP

2-CP

Abb. 5: Beobachtete Dechlorierung verschiedener Chlorphenole durch 2,4,6-TCP-adaptierte
Zellen mit H, als Elektronendonator und 0,01 % Hefeextrakt als Cosubstrat. Abklrzungen

siehe Tab. 2.
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Abb. 6: Temperaturabhéangigkeit der Dechlorierung von 2,4,6-TCP. Die Ansatze wurden mit
25 mM Pyruvat und 100 pM 2,4,6-TCP inkubiert. Nach 9 Tagen wurde der Gehalt von
2,4,6-TCP und seinen Dechlorierungsprodukten (Summe = 100 %) ermittelt. Der prozentuale
Umsatz von 2,4,6-TCP ist dargestellt.

Tab. 3: Vergleich der Eigenschaften des 2,4,6-TCP dechlorierenden lIsolats W mit der
GattungDesulfitobacterium!

Organismus Sporen; Wachst. Elektronenakzeptoren
bildung | mit
Pyruvat | Nitrat Sulfat Sulfit Thiosulfat Fumarat
Isolat W + + + - + + +
Desulfito-
bacterium I+ + +/- . + + +

1. Zusammenfassung der publizierten Eigenschafterbvdehal ogenans (UTKIN et al.,
1994),D. hafniense (CHRISTIANSEN und AHRING, 1996) urid. sp. PCE1 (GERRITSE et

al., 1996).

2: Wachstum fermentativ ohne Elektronenakzeptor.
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3.1.3 Kontinuierliche Zellanzucht

In einer Vielzahl von Batch-Kulturen waren zwar hohe Dechlorierungsraten (bis zu

0,12 mmol 2,4,6-TCP/I-d) erreicht worden, as problematisch erwies sich aber das geringe
Wachstum der Kulturen. Die Gewinnung von aktivem Impfmaterial ist eine wichtige
Voraussetzung fur die biotechnologische Anwendung der reduktiven Dechlorierung. Daher
pruften wir die Mdglichkeit einer Kultivierung der Mischkultur im Chemostaten unter
Verwendung von 2,4,6-TCP als Elektronenakzeptor und Pyruvat als Elektronendonator.
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Abb. 7: Reduktive Dechlorierung von 2,4,6-TCP zu 4-CP in kontinuierlicher Kultur.
2,4,.6-TCP: Konzentration im Zulauf; 4-CP: Konzentration im Fermenter.

Um zu gewabhrleisten, dafd sich keine toxischen Konzentrationen von Substrat (2,4,6-TCP)
oder Produkt (4-CP) im Fermenter akkumulierten, wurde (a) die Verdinnungsrate in kleinen
Stufen erhoht und (b) die Zulaufkonzentration von 2,4,6-TCP vorsichtig von anfangs 350 uM
(70 mg/l) auf maximal 1,2 mM (234 mg/l) gesteigert. Unter diesen Bedingungen erfolgte stets
vollstandiger Umsatz von 2,4,6-TCP zu 4-CP (Abb. 7). Nach etwa 4 Monaten wurde bei einer
Verdunnungsrate von 0,I'lheine maximale Dechlorierungsrate von 566 mg 2,4,6-FCP/I

(2,8 mmol/ld) erreicht (Tab. 4). Im Auslauf wurden die produzierten Zellen gesammelt und
die Dechlorierungsaktivitdit wurde durch Fed-Batch-Zufihrung von geringen Mengen
2,4,6-TCP und Pyruvat bis zur Zellernte erhalten. Der Biomasseertrag betrug bei der héchsten
im Fermenter erreichten Verdinnungsstufe (61 étwa 0,85 g/l (Feuchtgewicht).
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Tab. 4: Dechlorierungsrate der Mischkultur im Chemostaten. Cosubstrate: 10 mM Pyruvat,
0,01 % Hefeextrakt.

Laufzeit des Verdinnungsrate | Konzentration von | Dechlorierungsrate
Fermenters 2,4,6-TCP im Zulauf
(d) () (mgll) (mg 2,4,6-TCP/H)
96 0,04 99 96
100 0,05 99 113
106 0.06 08 144
117 0,08 87 157
120 0,09 111 323
122 0,10 111 267
125 0,10 173 419
127 0,10 234 566

3.2 Immoabilisierung
der dechlorierenden Bakterien und Zusatz zu Klarschlamm

Das Tragermaterial fir die Immobilisierung der anaeroben Mischkultur sollte folgende
Eigenschaften aufweisen:

geringe Sorption der Chlorphenole, um die Akkumulation toxischer Verbindungen in

unmittelbarer Nachbarschaft zu den Zellen zu vermeiden und um analytisch den

Dechlorierungsprozel verfolgen zu kénnen

keine Beeintrachtigung der Dechlorierungsaktivitat

leichte Handhabbarkeit
Es wurden ein keramischer Trager (Zeolith, KorngréRe etwa 1 mm), zwei grof3porige
Polyurethan-Schaumstoffe (PUR-s, PUR-w, 0,5 bis 3-\firfel) und drei Wofatit-
Adsorberpolymere (EP 60, EP 62, EP 63) untersucht. In Vorversuchen wurde die Sorption
von 400 uM 2,4,6-TCP an 20 % (v/v) der verschiedenen Trager ermittelt. Von den
Adsorberpolymeren und von PUR-s wurden jeweils mehr als 98 % sorbiert und schieden
damit als Tragermaterial aus. PUR-w sorbierte 94 % des zugesetzten 2,4,6-TCP. Es wurde in
die Untersuchungen einbezogen, da durch SELENT und HEGEMANN (1995) die Eignung
als Tragermaterial bei der reduktiven Dechlorierung von Chlorbenzolen nachgewiesen
worden war. Die Chlorphenole dechlorierenden Bakterien wuchsen auf dem Schaumstoff auf
und lieBen sich mit den verwendeten BéMiirfeln in frisches Medium unter Erhalt der
Dechlorierungsaktivitat Gberfihren. Die Bilanzierung der Dechlorierungsprodukte war jedoch
nicht moglich. Zeolith entsprach den Anforderungen am besten, da es zum einen die
Chlorphenole nicht sorbierte, zum anderen von den Bakterien bewachsen wurde, wie auf
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zu erkennen war. Bei Ubertragung der
bewachsenen Zeolithkdrper in frisches Medium setzte die Dechlorierung sofort ein. Nach
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mehrmaligem Zusatz von 2,4,6-TCP und dessen Dechlorierung zu 4-CP wurden die
bewachsenen Trager in Klarschlamm tberfihrt. Durch Zusatz von 100 uM 2,4,6-TCP wurde
eine Belastung mit chlorierten Verbindungen simuliert. In Klarschlamm ohne Zusatze von
Immobilisat oder Cosubstraten wurde keine Dechlorierung beobachtet (Abb. 8). Allerdings
wurden autochthone Bakterien des Klarschlammes durch Zusatz von D,L-Lactat und Acetat
zur Dechlorierung angeregt. Sie verlief langsam, was vermutlich auf die prinzipiell geringe
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Abb. 8: Dechlorierung von 2,4,6-TCP in Klarschlamm unter Zusatz von Cosubstraten
(10 mM D,L-Lactat und 5 mM Acetat) oder/bzw. und eines Immobilisates (auf Zeolith-
Trager aufgewachsene dechlorierende Bakterien, 20 % v/v).

Zellzahl dechlorierender Bakterien in Klarschlammen zurtickzufihren ist (siehe auch Tab. 1).
Durch Zusatz von 20 % (v/v) bewachsenem Zeolithmaterial zu Klarschlamm wurde eine
schnelle Dechlorierung erzielt. Die Dechlorierung wurde zusatzlich durch Gabe von D,L-
Lactat und Acetat beschleunigt.

Aus den Experimenten zur reduktiven Dechlorierung von Chlorphenolen konnten folgende

Schlu3folgerungen gezogen werden:

- Eine Anreicherung dechlorierender Bakterien aus anderen Habitaten als Klarschlamm
scheint erfolgversprechender zu sein. Das deckt sich auch mit Literaturangaben, die
belegen, dal’ dechlorierende Bakterien in FluRsedimenten natirlich vorkommen.

- Die angereicherte Mischkultur konnte ein breites Spektrum von Halogenphenolen
einschlie3lich Pentachlorphenol dehalogenieren. Prinzipielle Mdglichkeiten der
Zellanzucht von dechlorierenden Bakterien wurden durch Chemostatenexperimente
aufgezeigt. Lésungsvorschlage fir die Tragerfixierung und damit leichte
Handhabbarkeit dechlorierender Kulturen wurden erarbeitet.
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3.3 Dechlorierung von Chlor catecholen

Chlorierte Catechole spielten in unserem Verbundvorhaben eine besondere Rolle, da bekannt

ist, da3 sie als Intermediate beim aeroben mikrobiellen Abbau von Dioxinen auftreten
konnen. Als solche kénnen sie den vollstandigen Abbau der Dioxine durch Hemmung von
Enzymen verhindern. 4,5-Dichlorcatechol (4,5-DCC) wurde als Intermediat beim aeroben
Abbau von 2,3-Dichlordibenzo-p-dioxin beschrieben (WITTICH, 1994). Es hemmte die

ortho-spaltende Dioxygenase mdglicherweise durch Komplexierung des Eisens im aktiven
Zentrum (HIRATA, 1971). AulRerdem stellen Chlorcatechole geeignete monoaromatische
Modellverbindungen fir chlorierte Biarylverbindungen dar, da sie ebenfalls zwei benachbarte
C-O-Bindungen im Molekll enthalten. Unsere Untersuchungen konzentrierten sich auf die
reduktive Dechlorierung von 4,5-DCC und Tetrachlorcatechol.

3.3.1 Anreicherung von 4,5-Dichlor catechol dechlorierenden Kulturen

Fur die Gewinnung von Anreicherungskulturen mit 4,5-DCC wurde von Proben aus Sediment
() und Klarschlamm (G) ausgegangen. In den Klarschlammansatzen und in den mitgefiihrten
Kontrollen (autoklavierte Ansatze) war keine Dechlorierung anhand gebildeter
Zwischenprodukte nachweisbar. Dagegen wurden in den Ansatzen mit Saalesediment und
unterschiedlichen Cosubstrat-Kombinationen (2.2.5) 200 uM 4,5-DCC zu 4-CC dechloriert.
Die Dechlorierung zu 4-CC setzte erst nach einer lag-Phase ein. Erste
Dechlorierungsprodukte wurden nach 5 bis 6 Wochen nachgewiesen. Unabhéngig von den
verwendeten Cosubstraten dauerte die vollstdndige Dechlorierung 6 bis 7 Wochen. Abb. 9
zeigt beispielhaft den Verlauf der Dechlorierung und die Bildung von 4-CC und Catechol in
einer Kultur, die fur die weitere Anreicherung ausgewahlt wurde. Weitere Zusatze von
4,5-DCC wurden sofort ohne erkennbare Verzégerung umgesetzt und resultierten in der
vorubergehenden Akkumulation von Catechol (240 uM), das danach innerhalb weniger Tage
eliminiert wurde. Neben dechlorierenden Bakterien wurden also auch Catechol verwertende
Bakterien angereichert. Diese arbeiteten so effizient, dal3 auch bei spateren Zusatzen von
4,5-DCC und nachfolgender Bildung und Abnahme von 4-CC keine nachweisbaren Mengen
an Catechol auftraten. In dieser Kultur wurde die Zellzahl an 4,5-DCC dechlorierenden
Bakterien durch MPN-Versuche (2.2.2) in einer Phase schneller Dechlorierung ermittelt. Sie
betrug 2,5 107 pro ml. Bakterien dieser Kultur wurden zu 10 % in Passagen uberfihrt, um
die Rolle von Acetat (5 mM), Formiat (10 mM) bzw. Sediment (5 %, v/v, autoklaviert) als
Cosubstrat fur die Dechlorierung zu untersuchen. Allen Varianten wurde 5 mM
Bromethansulfonséure zugesetzt, um methanogene Bakterien als mogliche Konkurrenten um
die zugesetzten Elektronendonatoren zu hemmen. Einen férdernden Einfluld auf die
Dechlorierung liel3 nur der Zusatz von Sediment erkennen, denn nur in diesen Ansatzen
verlief die Dechlorierung mit gleichbleibender Geschwindigkeit bis zum vollstandigen
Umsatz zu 4-CC. Es ist daher zu vermuten, dal3 aus FluRsediment stammendes komplexes
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organisches Material die Elektronendonatoren fir die Dechlorierung der Chlorcatechole
liefert, die durch langsame Abbauprozesse freigesetzt werden.

250

Catechol

150

100

50

4,5-DCC, 4-CC, Catechol (uM)

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit (d)
Abb. 9: Verlauf der Dechlorierung und des Abbaus von 4,5-DCTper 4-CC ¢) und
Catechol [U) in einer Anreicherungskultur aus Saalesediment (10 % v/v) in Gegenwart von
10 mM Formiat, 5 mM Acetat und 5 mM Bromethansulfonsaure. 4,5-DCC wurde zweimal
(nach 68 und 85 Tagen) nachdosiert

3.3.2 Untersuchung der Dechlorierung von Tetrachlor catechol

Tetrachlorcatechol (TeCC) ist eine schwer wasserlosliche Verbindung und zeigt eine hohe
Tendenz zur Sorption an Sedimentmaterial. Dies erklart sich sowohl aus der Lipophilie der
chlorierten Verbindung als auch aus der Tendenz der vicinalen OH-Gruppen, Chelatkomplexe
mit Metallionen einzugehen. Durch diese Eigenschaften stellt Tetrachlorcatechol ein gutes
Modell fur die ebenfalls schlecht I6slichen und stark zur Sorption neigenden PCDD dar.

Tetrachlorcatechol wurde in der Umgebung von Zellstoffabriken aber auch in besonders
verkehrsbelasteten Gebieten nachgewiesen (z.B. BROWNLEE et al., 1993).

Zur Untersuchung der reduktiven Dechlorierung wurden Sedimente aus der Wilden Saale und
der Zschopau (I bzw. K, siehe 2.1) verwendet, die 10 %ig zu anaerobem Medium gegeben
wurden. TeCC wurde in einer Konzentration von 150 pM eingesetzt. Als Cosubstrate wurden
folgende Mischungen verwendet: 2 mM Pyruvat + 2 mM Formiat oder 5 mM Fumarat +
1 mM Acetat. Die quantitative Analytik war durch die Notwendigkeit der Extraktion und
Derivatisierung erschwert (2.4.2). Die Wiederfindungsrate betrug nach 24-stundiger
Inkubation mit Sediment durchschnittlich 60 %. In einem autoklavierten Kontrollansatz
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Abb. 10: Dechlorierung von Tetrachlorcatechol durch anaerobe Kulturen aus Saal esediment
(210 % v/v) nach Zusatz von 2 mM Formiat und 2 mM Pyruvat (A). Kontrolle (B): Nach dem
Zusatz von Sediment und TeCC zweimal (an aufeinanderfolgenden Tagen) autoklavierter
Ansatz.

wurden bei Messungen Uber einen Zeitraum von drei Monaten zwischen 42 und 85 % der
zugesetzten Menge wiedergefunden (Abb. 10B). Bereits in den Nullproben, wie auch in den
sterilisierten Kontrollen, traten neben dem eingesetzten TeCC geringe Mengen von 3,4,5- und
3,4,6-Trichlorcatechol (TCC) auf, die entweder Verunreinigungen der Ausgangsverbindung
oder spontane (nichtbiologische) Dechlorierungsprodukte darstellen. Biologische
Dechlorierungsreaktionen wurden nach 24-tagiger Inkubation in allen Saalesediment-
Ansatzen durch Verringerung der TeCC-Konzentration und gleichzeitige Bildung weiterer
Dechlorierungsprodukte nachgewiesen. Nach 3 Monaten waren nur noch Spuren von TeCC
und 3,4,5-TCC nachweisbar, die moglicherweise zwar extrahierbar aber nicht bioverfiigbar
waren. Abb. 10A zeigt die Dechlorierung in einem Ansatz mit 2 mM Pyruvat + 2 mM
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Formiat. In den Anséatzen mit Zschopau-Sediment wurde keine Dechlorierung beobachtet. In
Abb. 11 sind die aus den aufgetretenen Intermediaten abgeleiteten Dechlorierungswege
dargestellt. Der Nachweis von verschiedenen Di- und Trichlorcatecholen macht es
wahrscheinlich, da? Chloratome in unterschiedlichen Positionen am Ring gleichzeitig
eliminiert werden undortho- und meta-dechlorierende Aktivitdten in der Mischkultur
vorhanden sind. Die Massenbilanzen konnten nicht geschlossen werden, denn die Summe der
Chlorcatechole nahm stark ab. Das weist darauf hin, da3 &hnlich wie bei 4,5-DCC eine
vollstandige Dechlorierung ohne Akkumulation einer niedrig chlorierten Verbindung erfolgt.

Zusammenfassend ist festzustellen, daR im anaeroben Saalesediment ein relativ hohes
Dechlorierungspotential gegeniber Chlorcatecholen vorhanden ist. Es konnte hier nach
unserem Wissen erstmals gezeigt werden, dal3 4,5-DCC unter anaeroben Bedingungen einem
vollstandigen Abbau durch Dechlorierung und weiteren Abbau des intermediér gebildeten
Catechols unterliegt. Wahrend der Dechlorierung von TeCC traten beide mdglichen
Trichlorcatechole und zwei Dichlorcatechole auf. Bisher wurden als Dechlorierungsprodukte
in einer Anreicherungskultur aus Klarschlamm nur 3,4,5-TCC, 4,5-DCC und 4-CC
(WOODS et al., 1989), und in einer Suspensionskultur nur 3,4,6-TCC (NEILSON et al.,
1987) nachgewiesen. Die relativ schnelle Adaptierung der komplexen Mischkulturen an die
z.T. hoch chlorierten Substrate lieR hoffen, daR auch PCDD von diesen Mischkulturen
angegriffen werden.

cl OH
cl OH
/ J \ cl
o on TeCC oH
cl OH cl OH
/ cl \ / cl
34,5TCC 34,6-TCC
cl OH c OH
Cl OH OH
cl
4,5-DCC \ / 35-DCC
OH
cl OH
4cC \ 5

Abb. 11: Postulierte Dechlorierungswege von Tetrachlorcatechol
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3.4 Dechlorierung von polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen

3.4.1 Dechlorierung von 1,2,3,4-Tetrachlor dibenzo-p-dioxin (1,2,3,4-TCDD)

Zur Suche nach dioxindechlorierenden Aktivitdten wurde ein breites Spektrum von Proben
aus Klarschlammen, Béden und Sediment der Saale als Inokulum fir anaerobe Kulturen
eingesetzt, die teilweise hohe Belastungen mit PCDD/F oder anderen Xenobiotika aufwiesen.
Dazu wurden die Mikroorganismen aus den hochbelasteten Boden eluiert und erst dann als
Inokulum verwendet (20 % v/v), wahrend Sediment und Klarschlamm direkt eingesetzt
wurden (50 % v/v). Als Modell-Kongener wurde 1,2,3,4-TCDD ausgewabhlt, das keine hohe
Toxizitat besitzt, aber an einem Ring vollstéandig chloriert ist. Die angesetzten Kulturen
wurden Uber 13 Monate verfolgt und monatlich analysiert. Eine Abnahme von 1,2,3,4-TCDD
und die Bildung von niedriger chlorierten Dioxinen wurde nur in den beiden mit
Saalesediment angeimpften Kulturen beobachtet. Weder in den mitgefiihrten Kontrollen
(chemische Kontrolle: unbeimpfte Kulturen, biologische Kontrolle: beimpfte, aber
anschlieBend autoklavierte Anséatze) noch in einer der mit Klarschlammen oder Boden-
Eluaten beimpften Kulturen wurde eine Dechlorierung beobachtet. In den Sediment-Ansétzen
traten Spuren der beiden mdglichen Trichlordibenzo-p-dioxine (TrCDD) 1,2,4- und 1,2,3-
TrCDD auf. Das Hauptprodukt der Dechlorierung wurde durch Gaschromatographie und
Massenspektrometrie als 1,3-Dichlordibenzo-p-dioxin (1,3-DCDD; Abb. 12) identifiziert.
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Abb. 12: Vergleich der Massenspektren des Hauptdechl orierungsproduktes
1,3-Dichlordibenzo-p-dioxin in der primaren Anreicherungskultur (A) mit dem
authentischen Standard (B).
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Abb. 13: Relative molare Verteilung von 1,2,3,4-TCDD (Anfangskonzentration 50 uM) und
seines Dechlorierungsproduktes 1,3-DCDD wéahrend der Inkubation mit Saalesediment.
Darstellung der Werte von zwei parallelen Kulturen. Die Konzentrationen von 1,2,4- und
1,2,3-TrCDD betrugen stets weniger als ein Molprozent.

Es akkumulierte in den Kulturen (Abb. 13). In der Phase der hochsten Dechlorierungsaktivitéat
(zwischen 50 und 250 d) wurde eine Umsatzrate von 0.06 pan@il= 0,97) aus der
Zunahme an 1,3-DCDD durch lineare Regression ermittelt.

Nach 256 Tagen wurden alle primaren Anreicherungskulturen auf die Anwesenheit
mikrobieller Stoffwechselprodukte untersucht (Tab.5). Die hohen Konzentrationen an
Methan und Spuren von Wasserstoff, die in allen Kulturen mit Ausnahme der Kontrollen
gefunden wurden, zeigten, daf} sich anaerobe Bedingungen etabliert hatten. Zusatzlich trat
eine Mischung von Garungsprodukten (Acetat und ein probenspezifisches Spektrum von
organischen Sauren und kurzkettigen Alkoholen) in allen mit Béden (Proben A-D) und fast
allen mit Klarschlammen (Proben E-G) beimpften Anséatzen auf. Die mit Sedimenten und
Klarschlamm H beimpften Ansétze enthielten keine organischen Sauren und Alkohole, was
auf die Existenz einer kompletten anaeroben Nahrungskette hindeutet, die, wenn acetogene
und methanogene Bakterien in einem ausgeglichenen Verhaltnis vorhanden sind, zu Methan
und CG als metabolischen Endprodukten fihrt. Mdglicherweise sind diese Bedingungen
gunstig fur die Entwicklung von dechlorierenden Bakterien.
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Tab. 5: Stoffwechselendprodukte der anaeroben Testansétze nach 256 tagiger Inkubation. Als
Inocula dienten Boden- (A,B,C,D), Klarschlamm- (E,F,G,H), und Sedimentproben (Saale) ().

Produkte des anaer oben Probe (Inocula) ‘
Stoffwechsels A B C D E F G H I

niedrig-chlorierte Dioxine - - -
Methan

Acetat

Propionat - -
Butyrat - +
Kurzkettige Alkohole + + -

1
+ + +
1
1
1

+ + + +
+++++

3.4.2 Dechlorierung von 1,2,4- und 1,2,3-TrCDD

Bei der Dechlorierung von 1,2,3,4-TCDD zu 1,3-DCDD traten die intermediaren TrCDDs nur
in Spuren auf. Um die Position des primaren Dechlorierungsschrittes zu ergriinden, wurden
die TrCDD getrennt zu Subkulturen, die mit 10 % (v/v) der Ausgangskultur beimpft waren, in
einer Konzentration von 10 uM zugesetzt. Um weiterhin einen hohen Gehalt an komplexem
organischen Material zu sichern, wurde 50 % (yfgjerilisiertes Saalesediment zugegeben.
Unter diesen Bedingungen wurde 1,2,4-TrCDD relativ schnell dechloriert (ca. 6 UM in
58 Tagen, Abb. 14). Neben Spuren von 2-Monochlordibenzo-p-dioxin (2-MCDD; nicht
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0 20 40 60 80 100 120 140 ----- 1,2,3,4-TCDD*
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Abb. 14: Reduktive Dechlorierung von 1,2,4-TrCDD. Die Kultur wurde aus der priméren
Sedimentkultur durch 10 %igen (v/v) Transfer beimpft. * 1,2,3,4-TCDD wurde mit dem
Inokulum aus der Primarkultur eingetragen. b.c.: 1,2,4-TrCDD in der biologischen Kontrolle
und c.c.: in der chemische Kontrolle.
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dargestellt) wurde als Hauptprodukt 1,3-DCDD gebildet. Gemessen an dessen Zunahme

wurde eine Dechlorierungsrate von 0,14 umol/ld durch lineare Regression?2 (& 0.9,

0 bis 58 d) ermittelt. Der Umsatz der zugesetzten Cosubstrate erfolgte innerhalb von
33 Tagen.

Dagegen erfolgte der Umsatz von 1,2,3-TrCDD langsamer (Abb. 15). Innerhalb von 148 d
waren etwa 60 % des eingesetzten 1,2,3-TrCDD zu 1,3- und 2,3-DCDD in etwa gleichen
Anteilen dechloriert. In Spuren wurde auch 2-MCDD nachgewiesen. Hier waren die
Cosubstrate erst nach 58 Tagen verbraucht. Das beobachtete Produktspektrum stimmte nicht
mit dem Dechlorierungsmuster von 1,2,3,4-TCDD Uuberein.

3.4.3 Dechlorierungsweg von 1,2,3,4-TCDD

Aus den analysierten Dechlorierungsprodukten wurde ein Dechlorierungsweg fir
1,2,3,4-TCDD und die TrCDDs abgeleitet (Abb. 16). Der primare dechlorierende Angriff
erfolgt an einem lateralen Chloratom des 1,2,3,4-TCDD. Das dabei intermediar entstehende
1,2,4-TrCDD wurde schneller als die Ausgangsverbindung zu 1,3-DCDD dechloriert, so dai3
1,2,4-TrCDD nur in geringen Konzentrationen mef3bar war. Die Bildung von 1,2,3-TrCDD
scheint eine geringere Nebenreaktion zu sein, da nur Spuren auftraten und Kkeine
1,2,3-TrCDD-typischen Dechlorierungsprodukte nachweisbar waren.
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Abb. 15: Reduktive Dechlorierung von 1,2,3-TrCDD. Die Kultur wurde aus einer priméaren
Anreicherungskultur durch 10 %igen (v/v) Transfer beimpft. b.c.: 1,2,3-TrCDD in der
biologischen Kontrolle und c.c.: in der chemische Kontrolle.



28

YIRS —

1,2,3,4-TCDD \ 1,2,4-TrCDD 1,3-DCDD 2-MCDD

OCI0)

1,2,3-TrCDD

|
B
cl .
| .
CI@:Z:@ / 1,3-DCDD C@:@
Cl
\ >
1,2,3-TrCDD C|@::© 2-MCDD
Cl

2,3-DCDD
Abb. 16: Vorgeschlagener Dechlorierungsweg von 1,2,3,4-TCDD (A) und 1,2,3-TrCDD (B)
durch anaerobe Bakterien aus Saal esediment.

Bel Zusatz von 1,2,3-TrCDD zu einer Kultur erfolgte ebenfalls Dechlorierung, wobei in etwa
gleichen Verhéltnissen ein laterales@bsition) und ein peripheres {(®osition) Chloratom
abgespalten wurden.

Die hier beobachtete ausschlie3liche Umsetzung des TCDD zu 1,3-DCDD bietet sehr
gunstige Voraussetzungen zur Vermeidung hochtoxischer Intermediate bei der reduktiven
Dechlorierung hoher chlorierter Dioxine, wenn man annimmt, dafd auch bei an beiden Ringen
substituierten Dioxinen der primare Angriff lateral erfolgt. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, bevor diese Beobachtungen nutzbringend angewandt werden kénnen. Die geringe
Wasserloslichkeit der Verbindungen (bei 20°C z.B. 2 bzw. 30 nM fir 1,2,3,4-TCDD und
1,2,4-TrCDD) bewirkt auch eine geringe Bioverflugbarkeit. Daher waren langsame Umsatze
zu erwarten. Es war jedoch Uberraschend, dal3 die ermittelten Dechlorierungsraten hoéher
waren als die bisher fur Suspensionskulturen beschriebenenen (BEURSKENS et al., 1995).
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