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Diese Arbeit wurde im Rahmen eines Verbundprojektes mit dem Titel ,,Luftgestiitzte Beseiti-
gung von Verunreinigungen durch Ol mit biogenen Bindern* (Kurztitel: BioBind) durchge-
fiihrt. Gefordert wurde das Projekt vom 01.07.2011 bis 30.06.2014 vom Bundesministerium
fiir Wirtschaft und Energie im Rahmen des Forschungsprogramms fiir Schiffbau, Schifffahrt
und Meerestechnik 2011-2015 ,,Maritime Technologien der nichsten Generation® (Forder-
kennzeichen: 03SX308). Im Jahr 2015 erreichte das Projekt bei den GreenTec Awards, Euro-
pas groffitem Umwelt- und Wirtschaftspreis, in den Kategorien ,,Wasser und Abwasser sowie
»QGalileo Wissenspreis® eine Platzierung unter den ersten drei Nominierungen.



Einleitung

1  Einleitung

1.1 Umweltbelastung durch Olhavarien — das Projekt BioBind

Als eines der groBten Brackwassermeere der Welt beherbergt die Ostsee ein ganz besonderes
und einzigartiges Okosystem.!"! Dieses Okosystem wird jeden Tag durch den immensen
Schiffsverkehr und das damit verbundene Havarierisiko einer potentiellen Gefdhrdung ausge-
setzt. Das Verkehrsautkommen auf der Ostsee ist seit zehn Jahren ungefdhr gleichbleibend
hoch und insbesondere exponierte Gebiete wie der Fehmarnbelt/Langelandsbelt oder die Ka-
detrinne gleichen einer vielbefahrenen Autobahn (siche Abbildung 1).1!

o < HELCOM
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? § " in the Baltic Sea during aerial } i
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B - Germany ; Poland
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Abbildung 1: Verkehrsdichte in der siidwestlichen Ostsee (Automatisches Identifikationssystem, monatlicher
Mittelwert 2011; links); Oleintriige in der siidwestlichen Ostsee im Jahr 2014, die von der Hel-
sinki-Kommission (HELCOM) mittels Flugiiberwachung detektiert wurden (rechts).”’)

Das iiber die Ostsee transportierte Olvolumen nahm in den letzten Jahren konstant zu und
auch fiir die nichsten Jahre wird ein weiterer Anstieg prognostiziert."*! Allein fiir das tiber die
Ostsee transportierte Exportvolumen von russischem Ol wird bis 2020 mit einer Zunahme von
60 % auf 180 Millionen Tonnen gerechnet.w Mit dem erhohten Transportvolumen steigt das
Risiko fiir eine groBere Olhavarie (mit einem Olvolumen von 300 t bis 5000 t).1 In den letz-
ten Jahren nahm die Zahl der Schiffsunfille auf der Ostsee zu und erreichte im Jahr 2013 mit
150 registrierten Unfillen den hochsten Wert der letzten zehn Jahre.”” Bezogen auf die ge-
samte Ostsee wurden 38 % der Unfille durch Kollisionen und 29 % der Unfalle durch Grund-
beriihrungen verursacht.'” Jeweils iiber die Hilfte dieser Unfille, 59 % der Kollisionen und
54 % der Grundberithrungen, fanden in der siidwestlichen Ostsee statt.”) In den letzten zehn
Jahren resultierte aus 4 % bis 10 % der Schiffsunfille eine Verschmutzung beziehungsweise
eine Schadstoffbelastung.”) Im Jahr 2013 wurde das Risiko von Olverschmutzungen durch
Schiffsunfille speziell fiir die deutsche Kiiste als ,,hoch“ eingestuft.”) Jeder Schadstoffaustritt
birgt das Risiko einer immensen Gefihrdung und Belastung des marinen Okosystems.

Wiihrend es in der Ostsee bei der Betrachtung von Oleintriigen ab 5000 t durch Schiffsunfille
vor allem um die Risikoeinschitzung und -privention geht, stellen mutwillige, illegale Olein-
trige eine gegenwirtige Quelle der Verschmutzung dar.'¥ Mittels Luftiiberwachung der Hel-
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Einleitung

sinki-Kommission (HELCOM) konnten im Jahr 2014 117 illegale Oleintriige detektiert wer-
den (siche Abbildung 1).” Seit dem Jahr 2000 konnte damit eine Abnahme der illegalen
Oleintrige von 476 Eintrigen pro Jahr auf etwa ein Viertel konstatiert werden.”! Bei dieser
Art der Olverschmutzung handelt es sich zumeist um Eintriige geringen Volumens. Im Jahr
2014 waren 93 % der detektierten Olmengen kleiner als 1 m*.[”) Trotz der abnehmenden Zahl
der illegalen Oleintriige und ihres vergleichsweise geringen Volumens sind die negativen
Auswirkungen dieser Eintrige auf die marine Umwelt der Ostsee sichtbar und nachweisbar."!
Gelangt Ol in das marine System, kann es dort erheblichen Schaden anrichten.™” Dabei kon-
nen sowohl kurzfristige Schidigungen, wie zum Beispiel die meist tddlichen Olverschmut-
zungen im Gefieder von Seevogeln, als auch langfristige Schiadigungen, zum Beispiel durch
die Bioakkumulation toxischer Olkomponenten im Gewebe mariner Organismen oder die
Persistenz einzelner, zum Teil toxischer Olbestandteile in der Umwelt, auftreten.”’ Vor allem
in den empfindlichen Kiistengebieten sind die Auswirkungen oft verheerend, da sie unter an-
derem als Ruhe- und Brutplitze fiir Seehunde und Seevogel dienen.!"”! Besonders gefihrdet
ist auch der Skologisch wichtige Pflanzenbewuchs der Kiisten, zum Beispiel Salzwiesen.!*"!
Doch nicht nur die 6kologischen Schidden sind bei einer umfassenden Betrachtung zu beriick-
sichtigen, sondern auch die 6konomischen in Form von Reinigungskosten, Produktionsverlus-
ten, EinnahmeeinbuBen in Fischerei und Tourismus sowie Strafverfolgungskosten.'!! Es ist
daher von allgemeinem Interesse, Olverunreinigungen in See- und Kiistengebieten moglichst

zeitnah beseitigen zu konnen.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten der Olbekidmpfung/-beseitigung im marinen Be-
reich. Einen umfassenden Uberblick dazu liefert das Bekimpfungshandbuch des Vorsorge-
plans Schadstoffunfallbekdmpfung (VPS), dem die folgenden Informationen entnommen
sind."'"! In Deutschland werden in der Regel physikalische Anwendungen, wie zum Beispiel
Olsperren, Pumpen oder Adsorbermaterialien, bei der Bekidmpfung einer Olhavarie einge-
setzt. Neben diesen physikalischen/mechanischen Anwendungen kdnnen auch biologische
Verfahren zur Férderung der natiirlichen Reinigungsprozesse angewendet werden.!''"'* Dabei
soll der mikrobielle Olabbau durch die Ausbringung von Nihrstoffen und/oder dlabbauenden
Mikroorganismen unterstiitzt und beschleunigt werden. Diese Moglichkeit wird bislang in
Deutschland allerdings aufgrund mangelnder Belege hinsichtlich der positiven Erfolgsaus-
sichten nicht genutzt. Ein drittes Anwendungsgebiet stellt der Einsatz von Chemikalien dar,
die eine gezielte Verinderung der Oleigenschaften bewirken. Dabei kénnen zum Beispiel
Substanzen zur Verfestigung und Stabilisierung oder auch zur Herabsetzung der Oberflichen-
spannung des Ols eingesetzt werden. Eine Reduzierung der Oberflichenspannung des Ols
fiihrt zu einer erleichterten Dispersion in der Wasserphase. Durch den Einsatz sogenannter
Dispergatoren soll die Kontamination sensibler Kiistenbereiche verhindert und der natiirliche
mikrobielle Abbau durch die VergroBerung der Oloberfliche in der Wasserphase erleichtert
werden. Aufgrund der potentiellen Toxizitét dieser Substanzen ist eine Ausbringung grund-
satzlich sorgfiltig abzuwidgen. In Deutschland ist der Einsatz solcher Verbindungen in Nord-
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Einleitung

und Ostsee gemél des Bonn- und Helsinkiabkommens nicht erlaubt. Lediglich in Ausnahme-
fallen ist eine eventuelle Ausbringung vor den nord- und ostfriesischen Inseln mdéglich. Eine
weitere Bekdmpfungsmethode, die in Deutschland grundsétzlich nicht gestattet ist, ist das ,,in-
situ-Burning®, das Verbrennen des Ols auf See. Auch hier sind jedoch Ausnahmeregelungen
moglich.!'!!

Bei der Ostsee handelt es sich insgesamt um ein flaches Meer mit einer mittleren Tiefe von
52 m, wobei die Wassertiefe insbesondere im siidwestlichen Teil oftmals lediglich bis zu
20 m betrigt.["*! Die deutsche AuBenkiiste umfasst von Flensburg bis Ahlbeck eine Linge von
720 km.!'"¥ Wihrend die Kiistenlinie in Schleswig-Holstein vor allem von Férden- und Buch-
tenkiiste reprisentiert wird, sind in Mecklenburg-Vorpommern vor allem die flachen Bod-

51 Die iiblicherweise in Nord- und Ostsee eingesetzten Olbekampfungs-

denkiisten zu finden.
systeme arbeiten in der Regel schiffsbasiert. Von einem Olbekimpfungsschiff aus werden
mechanische Anwendungen durchgefiihrt, um das ausgetretene Ol zu begrenzen und aufzu-
nehmen. Der Tiefgang dieser Olbekdmpfungsschiffe macht ihren Einsatz in Flachwasserge-
bieten und kiistennahen Bereichen unmdglich und stellt somit gerade in Bezug auf die Ostsee
einen wesentlichen Schwachpunkt der bestehenden Systeme dar. Im Rahmen der Olbekimp-
fung gelten Flachwassergebiete aufgrund der technischen Einschrinkungen als am schwie-
rigsten zu schiitzen.!'"!

Bei den aktuell eingesetzten Olbekidmpfungssystemen handelt es sich um technisch aufwindi-
ge und teure Systeme. Aus diesem Grund werden die genannten Systeme erst ab einem Min-
destvolumen von mehreren Hundert oder Tausend Tonnen Ol aktiviert und eingesetzt. Wie
bereits ausgefiihrt basiert der GroBteil der Olverschmutzungen jedoch auf illegalen Eintréigen,
die fast ausschlieBlich unter einem Volumen von 1 m? liegen. Diese geringen Mengen werden
mit den bestehenden Systemen nicht bekdmpft und fiihren so in ihrer Akkumulation zu einer
betriichtlichen Belastung des Okosystems Ostsee.!*!

Um die Grenzen der bestehenden Olbekiimpfungssysteme zu erweitern und neue Ein-
satzgebiete zu schaffen, startete im Jahr 2011 ein Verbundprojekt mit dem Titel ,,Luftgestiitz-
te Beseitigung von Verunreinigungen durch Ol mit biogenen Bindern* (Kurztitel: Bio-
Bind)."" Gefordert wurde das Projekt, in dem verschiedene Projektpartner - Universititen,
Forschungsinstitute und Unternehmen - titig waren, vom Bundesministerium fiir Wirtschaft
und Energie. Das Projekt BioBind setzt sich aus verschiedenen Komponenten zusammen:
(1) Entwicklung von Olbindern aus biologisch abbaubaren Materialien, auf denen ausgewihl-
te, ostseetypische Mikroorganismen immobilisiert werden, die den natiirlichen, bakteriellen
Olabbau unterstiitzen, (2) Etablierung einer Technologie zur luftgestiitzten Ausbringung der
entwickelten Olbinder, (3) Erarbeitung eines luftgestiitzten, kostengiinstigen Systems zur
Olerkennung und -iiberwachung, (4) Anpassung von see- und landseitigen Bergetechniken.
Mit dieser vor allem in ihrer Kombination neuartigen Herangehensweise an die marine Olbe-
kimpfungsthematik war es das Ziel des Projektes BioBind, bestehende Liicken in der Olbe-
kdmpfung auf See und in den Kiistengebieten zu schlieBen und dabei den Fokus auf kleine
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Einleitung

Olhavarien bis zu einem Volumen von 50 t zu legen. Zielgebiete fiir den Einsatz des Systems
,BiloBind*“ sind vor allem kiistennahe Flachwassergebiete sowie 6kologisch sensible Regio-
nen, wie zum Beispiel der Nationalpark Vorpommersche Boddenlandschaft (sieche Abbildung
2).

BRISK
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Abbildung 2: Darstellung der 6kologischen Sensibilitdt im Bereich der siidwestlichen Ostsee in Bezug auf
Oleintrige.!'”

1.2 Mikrobieller Olabbau

Es ist bekannt, dass Mikroorganismen, zum Beispiel Bakterien oder Pilze, in der Lage sind,
Olkontaminationen in der Umwelt als Kohlenstoffquelle zu nutzen.!"™'"! Ebenso ist bekannt,
dass diese natiirlichen Olabbauer nahezu ubiquitir vorhanden sind.***" Es wurden sowohl
Einflussfaktoren wie Temperatur, Sauerstoffzufuhr oder Nahrstoffversorgung als auch das
Abbauverhalten in verschiedenen Umweltkompartimenten untersucht.!”>**! Motivation fiir
zahlreiche Untersuchungen zur Bioremediation im marinen Bereich waren die immer wieder
auftretenden immensen Olkontaminationen durch Tankerungliicke, wie zum Beispiel die Ha-
varie der Exxon Valdez vor der Kiiste Alaskas im Jahr 1989 oder die Havarie der Prestige vor
der galizischen Kiiste im Jahr 2002. Bei der Explosion auf der Bohrplattform zur Erdélexplo-
ration Deepwater Horizon im Golf von Mexiko im Jahr 2010 handelt es sich um die aktuellste
Olhavarie, bei der es zu einem Olaustritt von mehreren Millionen Litern kam.?*! Dieser Olun-
fall lenkte erneut sowohl den Fokus der allgemeinen Presse als auch den der Wissenschaft
verstirkt auf die Diskussion iliber den Einsatz chemischer Dispergatoren und den natiirlich
stattfindenden mikrobiellen Olabbau. Wihrend industriell synthetisierte Dispergatoren in der
Regel eine nicht zu vernachldssigende Eigentoxizitit aufweisen, nutzen 6labbauende Mikro-
organismen sogenannte Biotenside, die ebenfalls dispergierende Eigenschaften aufweisen,
jedoch weitaus weniger toxisch zu sein scheinen.!*”!

Es ist bekannt, dass eine einzelne Mikroorganismenspezies oft nur ein begrenztes Spektrum
der im Ol vorhandenen Verbindungen abbauen kann.!'® Werden ausgewihlte Mikroorganis-
men miteinander kombiniert, zum Beispiel 6labbauende Bakterien und Cyanobakterien, kann
eine symbiotische Biozonose entstehen und das Spektrum der abbaubaren Verbindungen wird
dadurch effizient erweitert.***”) Wirkt ein solches Konsortium, kénnen sowohl aliphatische
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als auch aromatische Verbindungen des Erdols abgebaut werden.?* Spricht man allgemeinhin
von mikrobiellem Olabbau, ist damit in der Regel kein Abbau der Erdolkohlenwasserstoffe zu
Wasser und CO; beziehungsweise CH4 gemeint, sondern vielmehr eine Transformation der
im Ol vorkommenden Verbindungen zu (polareren) Abbauprodukten.'*” Auf die molekulare
Komplexitit der Ausgangsmatrix Ol ist es zuriickzufiihren, dass der GroBteil der mikrobiellen
Abbauprodukte sowie deren mdgliche Toxizitdt bislang weitestgehend unbekannt sind. Als
Resultat gibt es sowohl Studien, die eine Abnahme der Toxizitdt nach erfolgreicher Bioreme-
diation angeben, als auch Studien, die eine Zunahme der Toxizitit postulieren.”’>% Das
Ausmal der Toxizitdt hdngt von mehreren Faktoren ab, auf deren Einfluss hier kurz einge-
gangen werden soll.

Die Grundlage des mikrobiellen Abbaus stellt das Erdol als bislang nicht vollstindig charak-
terisierte Ausgangsmatrix dar. Dabei gibt es nicht ,.das eine Erdo1“; verschiedene Ole kénnen
verschiedene Charakteristika aufweisen.”') Werden im Rahmen von Toxizititsuntersuchun-
gen unterschiedliche Ole verwendet, kann bereits die molekulare Variation dieser Ausgangs-
stoffe in unterschiedlichen Abbauprodukten resultieren, deren Toxizitit dann als logische
Konsequenz verschieden sein kann. Mikrobielle Abbaupfade wurden bislang an einzelnen, im
Ol vorkommenden Molekiilen und Molekiilgruppen, zum Beispiel n-Alkanen oder polyzykli-
schen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK), untersucht und dargelegt.?*****! Welche
Olabbauprodukte in einem komplexen Erddl entstehen konnen, ist bislang nicht im Detail
bekannt, sodass auch keine detaillierten Toxizitédtsstudien auf molekularer Ebene durchgefiihrt
werden konnten. Zudem konnte gezeigt werden, dass Mikroorganismenspezies unterschiedli-
che Abbauwege initialisieren und so aus identischen Ausgangsstoffen verschiedene Abbau-

13334 Der Einsatz eines Mikroorganismenkonsortiums erhoht da-

produkte entstehen konnen.
bei die moglichen Abbaupfade und damit auch die Unsicherheit hinsichtlich der Abbaupro-
dukte und deren potentieller Toxizitét. Es ist davon auszugehen, dass auch die Versuchsbe-
dingungen, wie Temperatur, Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung sowie das Milieu (terres-
trisch, marin), einen nicht zu vernachlissigenden Einfluss auf den mikrobiellen Olabbau und
die Produktion vermeintlich toxischer Olabbauverbindungen haben. Eine Verlagerung aus
dem Labor ins freie Feld erhoht nochmals die Zahl der Einflussfaktoren. Hier kommen zum
Beispiel Umweltbedingungen wie Sonneneinstrahlung, Wind oder Wellengang dazu, die zu
einer Alterung und somit zu einer Veriinderung der Ausgangsmatrix Ol fiihren. Allgemein
verlduft der mikrobielle Olabbau unter definierten Laborbedingungen anders, meist effizien-

(21 Eine im Labor ermittelte Toxizitit von Abbauprodukten muss demnach

ter, als im Freiland.
nicht zwingend auf identische Weise im Freiland auftreten. Nicht zuletzt spielt auch die Aus-
wahl der Testorganismen eine ausschlaggebende Rolle, da Olabbauprodukte auf verschiedene
Spezies eine unterschiedliche Wirkung haben konnen.” Es wird demnach deutlich, dass vor
allem eine vergleichende Diskussion iiber die Toxizitit der Olabbauprodukte nicht ohne wei-
teres moglich ist. Generell besteht auf diesem Gebiet noch viel Untersuchungsbedarf.*-!

Die aufgefiihrten Herausforderungen bei der Toxizitdtsbestimmung gelten in ihren Grundzii-

gen auch fiir die Bestimmung der Temperaturtoleranz, der Abbaueffizienz, des Einflusses der
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Nihrstoffversorgung und der Ubertragbarkeit der Laborergebnisse in das Freiland. Auch hier
werden die Ergebnisse von den Randbedingungen, zum Beispiel der Mikroorganismenaus-
wahl oder der Wahl der Versuchsmatrix, beeinflusst. Zusammenfassend kann gesagt werden,
dass auf dem Gebiet des mikrobiellen Olabbaus bereits viel untersucht wurde, die Versuchs-
bedingungen jedoch so individuell und die Einflussfaktoren so zahlreich und in ihrer Auswir-
kung so gravierend sind, dass eine uneingeschriinkte Ubertragbarkeit allgemeiner Ergebnisse

auf den konkreten Untersuchungsansatz schwierig erscheint.

Bei einem Einsatz des Systems ,,BioBind* werden Olbinder auf die mit Ol kontaminier-
te Wasserfliche ausgebracht. Auf den eingesetzten Olbindern sollen sich 6labbauende Mikro-
organismen befinden. Nachdem die Olaufnahme durch die Binder abgeschlossen ist, werden
die Binder im Idealfall vollstindig geborgen und somit mit dem aufgenommenen Ol aus dem
marinen System entfernt. Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass eine vollstindige
Bergung der Binder nicht realisierbar sein wird. Speziell auf den im marinen System verblei-
benden Bindern soll durch das im Vorfeld aufgetragene 6labbauende Mikroorganismenkon-
sortium der mikrobielle Olabbau angeregt werden. Die Migration der auf den Bindern vorlie-
genden Mikroorganismen in die Wasserphase mit anschlieBendem Abbau der dort verbliebe-
nen, nicht absorbierten Olreste wire wiinschenswert. Der Einsatz ostseeeigener Mikroorga-
nismen ist erstrebenswert, da nichtindigene Spezies in der Lage sind, Verdnderungen in der
Struktur und der Dynamik des Okosystems Ostsee hervorzurufen, sei es zum Beispiel als
Nahrungskonkurrenten oder durch das Initialisieren von Verdnderungen der Néhrstofffliisse

in und aus dem Sediment.*®

1.3 Olanalytik

Es gibt Mutmalungen dariiber, dass es sich bei Erdol um das komplexeste organische Ge-
misch handelt, das aktuell bekannt ist.””) Basierend auf der Annahme, dass die Anzahl der
Gene im menschlichen Genom geringer ist als die Zahl der Verbindungen im Erdél, wurde im
Bereich der erddlcharakterisierenden Analysetechniken der Begriff ,,petroleomics* gepragt.l*”!
Uberraschenderweise bewegen sich die Variationen der elementaren Olzusammensetzung in
einem eher enggefassten Rahmen. Die prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente ist in

Tabelle 1 aufgelistet.
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Tabelle 1: Ubersicht der elementaren Olzusammensetzung.”"!

Element Vorkommen
C 83 % -87 %
H 10 % - 14 %
N 0,1%-2%
o 0,05 % -1,5%
S 0,05 % -6 %
Metalle (Ni, V) <1000 ppm

Im Gegensatz zu der molekularen Zusammensetzung ist die prozentuale Verteilung der ele-
mentaren Bestandteile im Wesentlichen unabhingig von der Olquelle und den Prozessschrit-

BY Eine Klassifizierung einzelner Erddle anhand des Kohlen-

ten wihrend der Raffinierung.
stoffgehaltes ist daher nicht moglich.*" Die molekulare Zusammensetzung des Ols kann im
Wesentlichen in drei Verbindungsklassen eingeteilt werden: (1) geséttigte Kohlenwasserstof-
fe, (2) aromatische Kohlenwasserstoffe, (3) Verbindungen, die Heteroatome (N, O, S, Metal-
le) enthalten.’" Jede dieser Gruppen lasst sich in weitere Untergruppen unterteilen.”?"!

Die molekulare Komplexitit von Erddl als Untersuchungsmatrix stellt eine immerwéhrende
Herausforderung fiir den Bereich der Analytik dar und fungiert so als Inspiration fiir die Wei-

[38

ter- und Neuentwicklung von Analysentechniken.*® In Abhingigkeit von der urspriinglichen

Olquelle und/oder den detaillierten Prozessschritten wihrend der Raffinierung variieren die
verschiedenen Erddle und Erddlprodukte hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung."*”!
Erweitert wird diese Komplexitit im Falle einer Olhavarie durch Alterungsprozesse, wie zum
Beispiel Verdampfung, Losung, Bildung einer Ol-Wasser-Emulsion, photochemische Oxida-
tion, mikrobieller Abbau oder auch Adsorption.[40] Bei einer Zusammensetzung aus geschitz-
ten 100.000 Verbindungen existiert zum heutigen Zeitpunkt keine Analysentechnik, mit der
es moglich ist, all diese Verbindungen aufzulsen, zu identifizieren und zu quantifizieren.*”
Lediglich zum Teil definierte Teilmengen der Verbindungen aus der Matrix Erdol konnen
analysiert werden.[*"! Zur Auftrennung des Erdéls in einzelne Fraktionen wird eine Vielzahl
von Adsorbermaterialien und Eluenten genutzt."*****] Hiufige Verwendung finden Silikagel
und Aluminiumoxid als Adsorber sowie organische Losungsmittel als Eluenten.[****! Fiir die
Art der Fraktionierung gibt es verschiedene, definierte Muster, zum Beispiel die Einteilung
nach SARA (saturated, aromatics, resins, asphaltenes — geséttigte Kohlenwasserstoffe, Aro-

4] Die durch Auftrennung erhaltenen Teilmengen des Erdols

maten, Harze, Asphalten).[
konnen mittels verschiedener Analysentechniken untersucht werden. Da oftmals bestimmte
Eigenschaften auf ganze chemische Gruppierungen und nicht nur auf einzelne Molekiile im
Erddl zutreffen, eignen sich chromatografische Verfahren in besonderem MaBe.*” Dazu zih-
len zum Beispiel die Gaschromatografie, die Fliissigchromatografie, die superkritische Fliis-
sigchromatografie, die Diinnschichtchromatografie oder die GroBenausschlusschromatogra-
fie.l*”>% Neben den chromatografischen Verfahren werden auch diverse andere Analysenme-

thoden angewendet, beispielsweise die Infrarotspektroskopie, die Gravimetrie, die Ultravio-
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lettspektroskopie, die Fluoreszenzspektroskopie, die Massenspektrometrie sowie die Kern-
spinresonanzspektroskopie.l*"*~'* Durch die Kopplung verschiedener Systeme kann die
Zahl der aufldsbaren Verbindungen erweitert werden.">>® Die héchste Auflésung wird der-
zeit mit der Fouriertransformations-Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie erreicht.””
Bei dieser Analysenmethode ist die zu erfassende Verbindungsklasse von der eingesetzten
[onisierungsmethode abhingig.*”*

Bei der Analyse von Erdolkomponenten kann generell eine Unterteilung in nicht-spezifische
und zielanalytenorientierte Analysen erfolgen.*” Zu den nicht-spezifischen Methoden zihlen
zum Beispiel die Gravimetrie oder die Infrarotspektroskopie, wéhrend die chromatografischen
Analysenmethoden in der Regel auf die Bestimmung von Zielanalyten ausgerichtet sind.!*"!
Welches analytische Verfahren angewendet wird, hangt von der im Vorfeld formulierten Fra-
gestellung ab. Soll beispielsweise die Quelle eines Oleintrages identifiziert werden, eignen
sich dazu die sogenannten ,,fingerprint*“-Techniken.’”*! Hierbei liegt der Fokus auf dem Er-
kennen von Mustern durch relative Anteile von Schliisselverbindungen, der Bestimmung von
Verhiltnissen ausgewdéhlter Verbindungen sowie der Identifizierung von quellenspezifischen

(5758 Eine andere Herangehensweise erfordert zum Beispiel die qualitative,

Markersubstanzen.
molekiilspezifische Identifikation einer ausgewihlten Verbindungsklasse (Zielanalyten) oder
3139 Hinsichtlich der Zielanalyten

wurden in den vergangenen Jahren Empfehlungen ausgesprochen, die vor allem die Analyse

die quantitative Bestimmung definierter Olabbauprodukte.

der n-Alkane und der PAK beinhalten.'***” Die Bestimmung der n-Alkane mit einer Ketten-
lange von n-C;s bis n-Cyg liefert aussagekriftige Ergebnisse hinsichtlich der potentiellen mi-
krobiellen Olabbauaktivititen.*”! Die isoprenoiden Verbindungen Pristan und Phytan werden
dabei oft als Biomarker zum Nachweis des mikrobiellen Olabbaus eingesetzt.[12’40] Die Siede-
punkte dieser Verbindungen dhneln denen der n-Alkane n-C;7; und n-Cs, jedoch erfolgt der
Abbau von Pristan und Phytan im Ol durch Mikroorganismen deutlich langsamer."*”! Werden
nun die Verhiltnisse der detektierten Konzentrationen von n-C;7 und Pristan beziehungsweise
von n-C;3 und Phytan gebildet, ist es mdglich, Hinweise auf das Ausmal} des mikrobiellen
Abbaus der n-Alkane zu erhalten.!'***®!] Die Umweltbehorde der USA (United States En-
vironmental Protection Agency — U.S. EPA) definierte in den 1970-er Jahren 16 polyzykli-
sche aromatische Kohlenwasserstoffe als ,,besonders besorgniserregende Stoffe.[® PAK
gelten als karzinogen, mutagen und teratogen und sind daher, aber auch auf Grund ihrer Per-
sistenz und der ubiquitdren Verbreitung von bedeutender Relevanz als Schadstoffe in der
Umwelt.!9¢]

1.4 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des vorgestellten Verbundprojektes BioBind
durchgefiihrt. Dabei lag der Fokus auf der Charakterisierung neuartiger Olbinder aus biolo-
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gisch abbaubaren Materialien sowie auf der Auswahl eines aus der siidwestlichen Ostsee iso-
lierten Mikroorganismenkonsortiums, das in der Lage ist, Erdol moglichst effizient abzubau-
en. Die durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten in enger Zusammenarbeit mit den Kollegen
vom Institut fiir Holz- und Papiertechnik der Technischen Universitit (TU) Dresden und dem
Institut fiir Biologie der Universitit Leipzig. Die Olbinder stellen in ihrer Zusammensetzung
und Verarbeitung ein neuartiges Bindemittel dar, dessen Eigenschaften noch nicht umfassend
charakterisiert worden sind. Auch die eingesetzten Mikroorganismen wurden bislang weder in
Form von Reinkulturen noch als arrangiertes Konsortium beziiglich ihrer 6labbauenden Ei-

genschaften untersucht.

Die Zielsetzung dieser Arbeit wird in drei Schwerpunkte untergliedert. Zum einen sol-
len die entwickelten Olbinder als neuartiges Bindemittel charakterisiert werden. Die ange-
strebte Charakterisierung umfasst dabei sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen
hinsichtlich des Olaufnahme- und -abgabeverhaltens der Binder in einem wissrigen System.
In Bezug auf das marine Einsatzgebiet ist es von Interesse, die maximale Olaufnahmekapazi-
tit der Binder bei der Olaufnahme von einer Wasseroberfliche zu bestimmen. Dabei sollen
zudem die Verdnderung der Reinigungsleistung mit variierender Binderdosierung sowie die
zeitliche Abhingigkeit der Olaufnahme quantifiziert werden. Mithilfe dieser Daten wird dis-
kutiert, welchen (6kologischen und 6konomischen) Stellenwert die entwickelten Binder im
Vergleich mit bereits untersuchten Olbindematerialien einnehmen. Da es sich sowohl bei der
vorliegenden Olfilmschichtdicke als auch bei der Wassertemperatur um potentielle Einfluss-
faktoren beziiglich des Olaufnahmeverhaltens handelt, werden diese beiden GréBen ebenfalls
untersucht. Neben der Olaufnahme liegt der Fokus des Weiteren auf der Olabgabe. Dabei ist
es von besonderem Interesse, zu bestimmen, in welchem Maf die Olbinder das gebundene Ol
als Gesamtmatrix beziehungsweise einzelne Olbestandteile bei einer mehrtigigen Verweil-
dauer im wéssrigen System desorbieren. Auch die zeitliche Abhédngigkeit der Desorptions-
vorgénge soll quantifiziert werden.

Im Rahmen des zweiten Schwerpunktes der vorliegenden Arbeit wird die Olabbauleistung
isolierter Mikroorganismen untersucht. Dabei sind zunichst das Olabbauvermogen der ein-
zelnen Reinkulturen sowie potentielle Einflussfaktoren von besonderem Interesse. Die Olab-
bauleistung soll sowohl qualitativ beziiglich ihrer zeitlichen Abhéngigkeit als auch quantitativ
bestimmt werden. Neben dem Ol als Gesamtmatrix werden dabei auch ausgewihlte Zielana-
lyten untersucht, auf deren Auswahl am Ende dieses Abschnittes ndher eingegangen wird. Es
ist davon auszugehen, dass sowohl die vorliegende Olkonzentration als auch die Art und
Menge der Néhrstoffversorgung die Abbauleistung der Mikroorganismen beeinflusst. Diese
Hypothese soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit iiberpriift werden. Basierend auf den ge-
nerierten Daten wird diskutiert, inwiefern der Einsatz von Nahrstoffen fiir den mikrobiellen
Olabbau im Freiland sinnvoll beziehungsweise notwendig ist. Neben den Reinkulturen stehen
definiert zusammengesetzte Mikroorganismengemeinschaften hinsichtlich ihres Olabbauver-
mogens im Fokus. Diesbeziiglich gilt es, synergetische beziechungsweise hemmende Effekte,
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die durch die Kombination mehrerer Mikroorganismenkulturen auftreten, zu erkennen und zu
quantifizieren.

Das abschlieBende Ziel dieser Arbeit ist sowohl der einzelne als auch der kombinierte Einsatz
von Olbindern und Mikroorganismen unter in-situ-Bedingungen. Zunichst sollen dabei die
Ab- und Desorptionseigenschaften der Olbinder und die Olabbauleistung der Mikroorganis-
men unter freilanddhnlichen Bedingungen qualitativ und quantitativ bestimmt werden. An-
hand der Kombination von Olbindern und Mikroorganismen soll zum einen iiberpriift werden,
ob und in welchem Maf die Auftragung von Mikroorganismen die Eigenschaften der Olbin-
der beeinflusst. Zum anderen ist es von Interesse, das Verhalten der Mikroorganismen auf den
Olbindern zu untersuchen. Neben einer mdglichen Migration der Mikroorganismen vom Bin-
der in die Wasserphase stehen dabei der potentielle mikrobielle Olabbau auf den 6lbeladenen
Bindern sowie dessen zeitliche Abhingigkeit im Fokus der Untersuchungen. Unter in-situ-
Bedingungen soll zudem {iberpriift werden, ob und wie das mikrobielle Okosystem Ostsee
nahezu unbeeinflusst auf einen Oleintrag reagiert. Es wird vermutet, dass bereits die natiirlich
im Ostseewasser vorkommende mikrobielle Gemeinschaft in der Lage ist, ausgetretenes Ol
abzubauen. Diese Hypothese soll anhand von Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit

iiberpriift werden.

Um die obigen Problemstellungen zu l6sen, wird in den damit verbundenen Untersu-
chungen zum einen das Ol als Gesamtmatrix betrachtet, zum anderen erfolgt die Quantifizie-
rung von n-Alkanen und ausgewihlten, erddlspezifischen PAK. Die Bestimmung der isopre-
noiden Verbindungen Pristan und Phytan soll bei den Experimenten unter in-sifu-
Bedingungen die Aussagen in Bezug auf den mikrobiellen Olabbau erginzen. Bei den ge-
nannten Molekiilgruppen handelt es sich um klassische Zielverbindungen der Olanalytik, de-
ren Auswahl eine Diskussion der in dieser Arbeit generierten Ergebnisse im wissenschaftli-
chen Kontext ermdglicht.”*"* Die Molekiilstrukturen einzelner ausgewihlter Zielverbin-
dungen sind exemplarisch in Abbildung 3 dargestellt.

T oo & & oo

Naphthalin ~ Acenaphthen Acenaphthylen  Fluoren

9 e CH,
CH3 CHj; CHs Hs
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9 0 O
Phenanthren Fluoranthen  Pyren Chrysen
CHs
H:C CHy e CH,
Phytan

Abbildung 3: Darstellung von Molekiilstrukturen der n-Alkane (a), ausgewéhlter PAK (b) und zwei isoprenoi-
der Biomarkersubstanzen (c).
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2  Experimenteller Teil

2.1 Verwendete Chemikalien

Eine Ubersicht der bei der Aufarbeitung und Messung der Proben verwendeten Chemikalien
befindet sich mit Angaben zum Reinheitsgrad und zum Hersteller in Abschnitt 5.1. Dort er-
folgt ebenfalls eine Auflistung der eingesetzten Standardverbindungen (Zielanalyten und
massenmarkierte Verbindungen sowie die als interne Standardverbindungen verwendeten
Substanzen). Angaben zur Bezeichnung, Zusammensetzung und Konzentration der zur Quan-

tifizierung verwendeten Standardlosungen sind in Abschnitt 5.2.1 aufgefiihrt.

2.2 Probennahme und -aufarbeitung

Die Probenaufarbeitung im Rahmen der Olanalytik erfolgte grundsitzlich nach folgendem
Schema (siche Abbildung 4). Eine detaillierte Beschreibung der im Rahmen der verschiede-
nen Experimente angepassten Probenaufarbeitung ist in den Abschnitten 5.2.2 bis 5.2.4 zu
finden.

Probe (wassrig, fest)

Zerkleinem, Filirieren, o.a

Extraktion mit Solvens

Vereinen der Extrakie

[Trocknen iber Na,S0,

t= 60 min

‘

Abbildung 4: Allgemeines Fliefschema der Aufarbeitungsmethode, die fiir jede Probe angewendet wurde.

Fiir die gravimetrischen Untersuchungen wurde ein definiertes Aliquot des getrockneten Ex-
traktes in ein Probengldschen iiberfiihrt und bei Raumtemperatur in den Abzug gestellt, bis
das Losungsmittel vollstindig verdampft war.

Um die getrockneten Extrakte gaschromatografisch untersuchen zu konnen, war ein Reini-
gungsschritt notwendig. Dazu wurde ein Doppelsdulensystem verwendet, bei dem die obere
Sdule mit 3 g Aluminiumoxid und die untere Sdule mit 3 g Kieselgel gefiillt wurde. Sowohl
das Aluminiumoxid als auch das Kieselgel wurden zunichst im Ofen ausgeheizt (Alumini-
umoxid: t=15h, T =800 °C; Kieselgel: t=15h, T =400 °C) und dann direkt vor der An-
wendung mit einer definierten Masse deionisiertem Wasser (Aluminiumoxid 15 %, Kieselgel
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3,5 %) deaktiviert, um den Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die Bindungseigenschaften der
Adsorbermaterialien zu minimieren. Die gepackten Sdulen wurden zundchst mit je 10 mL
Toluol und n-Heptan konditioniert, wobei die Sdulen nicht trocken liefen. Nach der Aufgabe
des Extraktes auf die Sdule erfolgte die Elution mit 15 mL #n-Heptan und 30 mL eines
n-Heptan-Toluol-Gemisches (2:1). Das Eluat wurde bei 30 °C und 65 mbar am Rotationsver-
dampfer auf ein Volumen von 1 mL eingeengt. Fiir die gaschromatografischen Messungen
wurde ein adidquates Aliquot entnommen und gegebenenfalls mit n-Heptan verdiinnt bezie-
hungsweise weiter eingeengt. Auf das vollstandige Entfernen des Losungsmittels wurde bei

allen Proben verzichtet.

2.3 Messmethode

Die Quantifizierung der Gesamtmatrix Ol erfolgte mittels Gravimetrie. Detaillierte Informati-
onen zur Vorgehensweise befinden sich in Abschnitt 5.3.1.

Im Rahmen der Olanalytik wurde die Messung beider Zielanalytengruppen mittels Gaschro-
matografie (GC) durchgefiihrt, wobei die Detektion der n-Alkane am Flammenionisationsde-
tektor (FID; Thermo Scientific, Trace GC Ultra) erfolgte. Die ausfiihrliche Beschreibung der
Messmethode sowie die Angabe der Retentionszeiten der einzelnen Verbindungen erfolgt in
Abschnitt 5.3.2.

Die Detektion der PAK wurde mittels Kopplung eines Gaschromatografen mit einem Mas-
senspektrometer (MS; Thermo Trace GC, Thermo Automass III MS) durchgefiihrt. Die Be-
schreibung der Messmethode inklusive der verwendeten Hauptmassen der einzelnen Verbin-
dungen ist in Abschnitt 5.3.3 zu finden.

Die Sauerstoffmessungen erfolgten an einem HydroBios Dosimat 715 der Firma Hydro-
Bios Apparatebau GmbH. Detaillierte Informationen zu der durchgefiihrten Titration sowie
zur Titerbestimmung der MaB16sung sind in Abschnitt 5.3.4 zu finden.
Fir die Ammonium- und Phosphatmessungen wurde ein Spektralphotometer UV-mini 1240
der Firma Shimadzu Deutschland GmbH verwendet. Die Messungen wurden in einer
5 cm-Kiivette bei 630 nm beziehungsweise 885 nm durchgefiihrt. In Abschnitt 5.3.4 erfolgt
die ausfiihrliche Beschreibung der jeweiligen Messmethode.

2.4 Qualititssicherung

Im Rahmen der Qualitatssicherung erfolgte die Ermittlung und Dokumentation verschiedener
Qualitdtsparameter, auf die im Folgenden kurz eingegangen wird. Detaillierte Ausfiihrungen
dazu sind in Abschnitt 5.4 zu finden.

12



Experimenteller Teil

Um die Qualitdt einer Aufarbeitungsmethode zu beurteilen, werden die Wiederfin-
dungsraten ermittelt (siche Abschnitt 5.4.1, Gleichung 1 und 2). Eine Beurteilung der potenti-
ellen Verluste bei der Probenaufarbeitung einer Rohdlprobe wurde anhand der Wiederfin-
dungsraten der massenmarkierten Standardsubstanzen durchgefiihrt. Die ermittelten Wieder-
findungsraten liegen fiir alle untersuchten Verbindungen im Bereich von 100 % + 10 % (siche
Abschnitt 5.4.1, Tabelle 30). Die berechneten Werte zeigen, dass weder bei der Reinigung der
Probe iiber dem Doppelsdulensystem noch beim Einengen am Rotationsverdampfer wesentli-

che Verluste der zu analysierenden Verbindungen auftreten.

Um zu tiiberpriifen, in welchem Bereich Messsignal und Analytenkonzentration bei den
eingesetzten Geriten fiir die Olanalytik in einem linearen Zusammenhang stehen, wurde je-
weils fir die n-Alkane sowie fiir die PAK eine 10-Punkt-Kalibrierung von 0,1 mg/L bis
50 mg/L beziehungsweise von 1 pug/L bis 500 pg/L angesetzt und gemessen. Auf jedem Kali-
brierniveau wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Um die Giiltigkeit des linearen
Regressionsmodells zu sichern, wurde der Anpassungstest nach Mandel durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 5.4.2, Gleichung 3).

Fiir die n-Alkane erstreckte sich der statistisch gesicherte lineare Bereich der Messmethode
iiber wenigstens eine GroBenordnung. Fiir den GroBteil der Verbindungen konnte ein linearer
Zusammenhang von Messsignal und Analytenkonzentration iliber zwei GroBenordnungen
nachgewiesen werden (sieche Abschnitt 5.4.2).

Fir die PAK konnte die Linearitdt der Messmethode in einem Konzentrationsbereich von
1 ng/L bis 200 pg/L beziehungsweise bis 500 pg/L statistisch belegt werden (siehe Abschnitt
5.4.2, Tabelle 31).

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten Proben wurden daher nach Moglichkeit auf ein
Konzentrationsniveau innerhalb des statistisch gepriiften Bereiches eingestellt.

Ist der Zusammenhang zwischen Messsignal und Analytenkonzentration linear, wird die
Analytenkonzentration in der Probe mithilfe der Geradengleichung berechnet (sieche Abschnitt
5.4.3, Gleichung 4).!%! In der vorliegenden Arbeit wurden interne massenmarkierte Standards
zur Quantifizierung verwendet. Dadurch konnten zum Beispiel Verluste bei der Aufarbeitung
oder Volumenfehler bei der Injektion der Probe in das Messgerit korrigiert werden.”” Die
Quantifizierung erfolgte mittels 1-Punkt-Kalibrierung. Eine Kalibrierung {iber den gesamten
linearen Konzentrationsbereich erfolgte in regelmiBigen Abstinden, um die Voraussetzungen
fiir die Vertretbarkeit der 1-Punkt-Kalibrierung zu iiberpriifen. Detaillierte Ausfiihrungen zu
den Eignungskriterien einer 1-Punkt-Kalibrierung sowie die im Rahmen der Quantifizierung
verwendeten Gleichungen sind in Abschnitt 5.4.3 zu finden.

Um die Richtigkeit der Korrektur mithilfe von internen Standards gewihrleisten zu
konnen, muss tiiberpriift werden, inwieweit sich native und massenmarkierte Substanzen
gleich verhalten. Dazu wurden die sogenannten relativen Wiederfindungsraten bestimmt (sie-
he Abschnitt 0, Gleichung 8).
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Die Werte fiir die relativen Wiederfindungsraten der n-Alkanverbindungen liegen in den
durchgefiihrten Experimenten zwischen 75 % und 110 % (sieche Abschnitt 0, Tabelle 32).
Diese berechneten Werte werden als tolerierbar angesehen und kdnnen bei der Auswertung
der Versuchsdaten beriicksichtigt werden.

Die relativen Wiederfindungsraten der PAK sind in Tabelle 33 in Abschnitt O aufgefiihrt. Ein
GroBteil der Werte liegt im Bereich von 100 % =+ 10 %.

Um das Auftreten von falsch-positiven Messungen bedingt durch Hintergrundkontami-
nationen zu vermeiden, wurden in allen Versuchsansétzen die Blindwerte ermittelt und gege-
benenfalls bei der Berechnung der Messwerte beriicksichtigt (siche Abschnitt 5.4.5).

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze stellen Grenzwerte dar, die den unteren Ar-
beitsbereich statistisch absichern (siehe Abschnitt 5.4.6). Sie wurden fiir jede Messung indivi-
duell mit der jeweiligen Geritesoftware berechnet und bei der Auswertung der Daten berlick-
sichtigt.

2.5 Datenvorbehandlung

Alle verwendeten Datensdtze wurden zundchst mit dem David-Test auf Normalverteilung
gepriift (siche Abschnitt 5.5, Gleichung 10).

Bei Bedarf wurden auf die Daten verschiedene statistische Testverfahren angewendet, um die
Qualitit der Daten auf einem definierten statistischen Niveau abzusichern oder Interpretati-
onsansitze statistisch zu iiberpriifen. Dabei wurden unter anderem der Grubbs-Test, der
Neumann-Test, der t-Test und der F-Test durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Formeln so-
wie eine vollstindige Ubersicht der durchgefiihrten Test- und Analyseverfahren sind mit den
entsprechenden Literaturverweisen in Abschnitt 5.5 aufgefiihrt.

2.6 Charakterisierung des verwendeten Ols

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt, bei denen Rohdl
eingesetzt wurde (Handelsname: ROHOL REB 1). In Tabelle 2 sind verschiedene Parameter
zur Charakterisierung des verwendeten Rohols aufgefiihrt. Die Parameter, die mit ,,a“ ge-
kennzeichnet sind, entstammen dem dazugehorigen Sicherheitsdatenblatt.!”"] Die Daten der
prozentualen elementaren Zusammensetzung sind mit ,,b* gekennzeichnet. Die Elementarana-
lyse des Rohdls wurde am Leibniz-Institut fiir Katalyse e.V. an der Universitit Rostock
durchgefiihrt. Dazu wurde ein Leco CHNS-932 Elemental oder ein Carlo Erba Elemental EA
1108 Analysengerit verwendet.
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Tabelle 2: Charakterisierende Parameter des eingesetzten Rohdls. Die mit ,,a“ gekennzeichneten Parameter
entstammen dem zugehdrigen Sicherheitsdatenblatt.””"! Bei den mit ,,b* gekennzeichneten Parame-
tern handelt es sich um die Ergebnisse der Elementaranalyse.

Kurzname® Russian Export Blend (REB)
Stockpunkt® <-15°C
Siedebereich® <30°C - ca. 100 °C
Flammpunkt* -20 °C
Ziindtemperatur® > 250 °C
Dampfdruck (bei 50 °C)* ca. 70 kPa
Dichte (bei 15 °C)* 800 kg/m? - 900 kg/m?
kinematische Viskositit (bei 20 °C)* >4 ¢St
Kohlenstoffgehalt® 86,15 %
Wasserstoffgehalt® 12,21 %
Stickstoffgehalt” 0,43 %
Schwefelgehalt® 1,00 %

Dariiber hinaus wurden drei Olproben aufgearbeitet und in Bezug auf die n-Alkan- und PAK-
Zusammensetzung analysiert. Detaillierte Informationen zur Aufarbeitung sowie die ermittel-
ten Konzentrationsangaben der untersuchten Zielanalyten sind in Abschnitt 5.6.1 aufgefiihrt.
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der Eigenschaften der Olbinder

Im Rahmen der Charakterisierung der Bindereigenschaften wurden sowohl das Olaufnahme-
als auch das Olabgabeverhalten der Olbinder in einem wissrigen System untersucht. Das Ziel
war es dabei, sowohl qualitative als auch quantitative Informationen iiber die Bindereigen-
schaften zu ermitteln. In Laborexperimenten wurden dazu die maximale Reinigungsleistung,
die zeitliche Abhingigkeit der Olaufnahme, die Olaufnahmekapazitit sowie der Einfluss von
Binderdosierung und Olfilmschichtdicke in einem Ol-/Wassersystem untersucht. Abschlie-
Bend erfolgte die Diskussion der ermittelten Ergebnisse und deren Einordnung in den wissen-
schaftlichen Hintergrund.

Bei dem im Projekt BioBind von den Partnern der TU Dresden entwickelten Olbinder
handelt es sich um Pinienholzfasern, die zu quadratischen Blocken mit einer Kantenldnge a
von 50 mm und einer Héhe h von 4 mm gepresst wurden (siche Abbildung 5)."" Die Dichte
der Binder liegt zwischen 250 kg/m? und 280 kg/m?.["?

Abbildung 5: Olbinder auf Pinienholzbasis mit einer Kantenlinge a von 50 mm und einer Hhe h von 4 mm."

Um die hydrophoben Eigenschaften der Olbinder zu verstirken, wurden die Holzfasern wih-
rend der Fertigung mit einem umweltfreundlichen Additiv (w = 10 %) versetzt.!”!

Im Rahmen der Binderentwicklung durch die Projektpartner der TU Dresden wurde die
Olaufnahme von der Wasseroberfliche anhand des Bindergewichtes als Summe der Ol- und
Wasseraufnahme ermittelt.!”*! Zudem wurde in Anlehnung an die Empfehlung durch den Bei-
rat beim Bundesministerium fiir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit (,,Lagerung und
Transport wassergefihrdender Stoffe (LTwS)*) die im Wasser verbleibende Olmasse niihe-

rungsweise mittels Phasentrennung im Scheidetrichter bestimmt.!>"*!

In den folgenden Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden,
lag der Fokus auf der Charakterisierung und Quantifizierung der Bindereigenschaften in Be-
zug auf das marine System. Neben der Olaufnahme von der Wasseroberfliche wurde dabei
auch die potentielle Abgabe des gebundenen Ols in Abhingigkeit von der Verweilzeit des
Binders in der Wasserphase bestimmt. Dabei wurden die bekannten Untersuchungsergebnisse
malgeblich erweitert und prizisiert. So erfolgte beispielsweise die vollstindige Trennung von
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Wasser- und Olphase mittels mehrmaliger Extraktion (siche Abschnitt 5.2.2). Dariiber hinaus
wurden Adsorptionserscheinungen des Ols an der VersuchsgefiBwand quantitativ beriicksich-
tigt (siehe Abschnitt 5.2.2), sodass gewihrleistet werden konnte, dass das gesamte im System
vorhandene Ol erfasst wurde.

Bei allen Untersuchungen, die der Charakterisierung der Olbinder dienten, wurde das Haupt-
augenmerk auf die gravimetrische Analyse gelegt. Dariiber hinaus waren n-Alkan- und PAK-
Analysen aus toxikologischer und umweltrelevanter Sicht interessant (vergleiche Abschnitt
1.3). Die Aufnahme beider Substanzklassen durch die Olbinder und somit die Entfernung aus
dem marinen System ist erstrebenswert. Um die Effektivitit der Olbinder hinsichtlich der
n-Alkan- und PAK-Aufnahme zu iiberpriifen und zu quantifizieren, ist die Betrachtung jeder
einzelnen Verbindung dieser beiden Substanzklassen nicht notwendig. Der Fokus liegt bei
dieser Fragestellung weniger auf einem substanzspezifischen, sondern mehr auf einem sub-
stanzklassenspezifischen Aufnahmevermdgen. Die Ergebnisse der n-Alkan- und PAK-
Untersuchungen werden daher jeweils als Summenparameter angegeben. Detaillierte Informa-
tionen zur Erstellung dieser Summenparameter liegen in Abschnitt 5.2.2 vor. Die detektierten
Massen an Ol, summierten n-Alkanen und summierten PAK werden im Rahmen der Ergeb-
nispriisentation auf die urspriinglich eingesetzte Olmasse beziehungsweise die in dieser Ol-
masse nachgewiesenen n-Alkan- und PAK-Massen bezogen. So ist es jeweils mdglich, den
prozentualen Anteil anzugeben, der im Versuchsgefd3 zuriickgeblieben ist. Die Ergebnisse
der Analyse des eingesetzten Ols sind in Abschnitt 5.6.1 aufgefiihrt.

Da es sich bei den Olbindern um ein Produkt handelt, das im Idealfall zu einem spiteren Zeit-
punkt seine Anwendung im Freiland findet, wurden bereits die Randbedingungen in den fol-
genden Experimenten so gewihlt, dass sie den Realbedingungen im Freiland mdglichst nahe
kommen. GemiB dem VPS-Handbuch liegt bei einem Olaustritt von 5 t nach 10 Stunden eine
Olfilmschichtdicke von 0,03 mm vor, bei einem ausgetretenen Olvolumen von 50 t betriigt die
Olfilmschichtdicke nach 10 Stunden 0,3 mm.""" Bei diesen Angaben wurde der Einfluss von
Wind und Strémung vernachlissigt. Da mit dem System ,,BioBind“ Olhavarien in der Gro-
Benordnung bis zu 50 t bekdmpft werden sollen, wurde in den folgenden Absorptionsexperi-
menten sowohl mit einer Olfilmschichtdicke von dg;; = 0,03 mm als auch mit einer Filmdicke
von dg2 = 0,3 mm gearbeitet.

Im Falle eines Freilandeinsatzes folgt auf die Olaufnahme durch die Binder deren Bergung
und Entsorgung. Durch die Absorption soll das Ol lokal gebunden und eine Ausbreitung und
Verteilung im Okosystem mdglichst verhindert werden. Durch die Bergung der Binder ist es
im Idealfall moglich, das Ol vollstindig aus dem marinen System zu entfernen. Es muss je-
doch davon ausgegangen werden, dass nicht alle 6lbeladenen Binder geborgen werden (kon-
nen) und somit Binder im System Ostsee verbleiben. Daher ist es wichtig, herauszufinden, ob
und in welchem MaB die Binder das einmal aufgenommene Ol unter natiirlicher mechanischer
Belastung, wie zum Beispiel Wellengang, wieder abgeben. Da das System ,,BioBind* insbe-
sondere in Kiisten- und Flachwassergebieten eingesetzt werden soll, wurde im Rahmen des

Projektes BioBind eine Zeitspanne von 20 Tagen als Minimalwert fiir die Schwimmfahigkeit
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der Binder formuliert. Es wurde davon ausgegangen, dass innerhalb dieses Zeitrahmens die
Binder entweder seeseitig geborgen wurden oder die Kiiste erreicht haben und an Land ge-
spiilt worden sind. Basierend auf dieser projektintern getroffenen Vereinbarung wurden die
Desorptionseigenschaften der Olbinder im Rahmen dieser Arbeit in Zeitreihenversuchen bis
zu 20 Tagen untersucht.

Zur Berechnung der Binderbelegung b wurde der Quotient aus Binderoberflache und Wasser-
oberfliche gebildet, wobei beide GroBlen in m? angegeben werden. Als Wert fiir die Binder-
oberfliche wurde dabei in vereinfachter Form lediglich einmal die Flache a? (sieche Abbildung
5) eingesetzt.[?!

Hinsichtlich der Temperatur wurde im Labor bei Raumtemperatur gearbeitet. Der Einfluss der
Umgebungstemperatur wurde zu einem spiteren Zeitpunkt in den Experimenten unter in-situ-

Bedingungen (siche Abschnitt 3.3) untersucht.

3.1.1 Untersuchungen zu den absorbierenden Eigenschaften
Nimmt der Olbinder Rohdl auf, adsorbiert das Ol an den Binderfasern. Da das Ol dabei den

Binder jedoch nicht nur von auflen benetzt, sondern auch in den Binder eindringt und an den
innen liegenden Binderfasern adsorbiert, wird die Olaufnahme im Folgenden als Absorption
bezeichnet.

Experiment mit einer Binderbelegung von b = 0,4

Im ersten Experiment zur Untersuchung der Absorptionsleistung der Olbinder wurde zunéchst
jeweils mit einer Binderbelegung von b = 0,4 und einer Olmasse von 2 g (dg;= 0,3 mm) gear-
beitet. Um die angegebene Binderbelegung zu erreichen, wurden die Olbinder zunichst auf
eine Kantenldnge von a = 25 mm zugeschnitten. Von diesen zugeschnittenen Bindern wurden
jeweils flnf Stiick pro Versuchsgefdl verwendet. Die Versuchsgefile wurden auf einer
Schiittelplatte bewegt, sodass eine gleichmiBige Uberspiilung der Binder mit Wasser und Ol
stattfand. Die Reinigungsleistung durch die Olbinder wurde nach 30 Minuten, 60 Minuten
und 90 Minuten (jeweils n = 3) untersucht. Dazu wurde zum einen die in der Wasserphase
verbliebene Olmasse ermittelt (alle Proben). Zum anderen wurde das an der Becherglaswand
adsorbierte Ol mit Losungsmittel aufgenommen und analysiert (je ein Versuchsgefil pro
Versuchszeit). Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der gravimetrischen Messung
diskutiert, gefolgt von den Ergebnissen der n-Alkan- und PAK-Analysen.

Auf den in Abbildung 6 dargestellten Aufnahmen ist zu sehen, dass die Wasserphase
optisch bereits 30 Minuten nach der Binderzugabe komplett vom Ol befreit war. Vereinzelte
Olspuren sowie einige Binderfasern adsorbierten an der Becherglaswand. Die Extrakte der
Wasserphase waren farblos, wihrend die Spiilldsungen der Bechergléser eine leicht gelblich-

braune Verfiarbung zeigten.
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(rechts) der Binderzugabe. Die Binderbelegung betrug 0,4. Es wurden 2 g Ol eingesetzt, sodass
sich ein Olfilm der Dicke de; = 0,3 mm ergab.

Die Ergebnisse der gravimetrischen Bestimmung der in der Wasserphase vorhandenen Ol-
masse sind in Abbildung 7 dargestellt und bestitigten die optische Bewertung.
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Abbildung 7: Darstellung des gravimetrisch bestimmten Olriickstandes in mg in der Wasserphase 30 Minuten,
60 Minuten und 90 Minuten nach der Binderzugabe (n = 3).

Im Rahmen der untersuchten Versuchszeiten (30 Minuten, 60 Minuten, 90 Minuten) schwan-
ken die in Abbildung 7 dargestellten Ergebnisse zwischen 0,5 mg + 0,15 mg (30 Minuten)
und 0,8 mg + 0,2 mg OI (60 Minuten). Die Schwankung der Ergebnisse liegt im Fehlerbereich
der Messwerte. Mittels Signifikanzpriifung wurde getestet, ob sich die drei Mittelwerte signi-
fikant voneinander unterscheiden. Dazu wurde die Homogenitit der Varianzen zwischen den
Werten und innerhalb der Werte mittels F-Test {iberpriift (siche Abschnitt 5.5). Es konnte mit
einer statistischen Sicherheit von 99 % gezeigt werden, dass sich die Mittelwerte nicht signi-
fikant voneinander unterscheiden. Demnach fiihrte eine Verldngerung der Versuchslaufzeit
von 30 Minuten auf 90 Minuten nicht zu einer Steigerung der Olaufnahme, da diese anschei-
nend bereits nach 30 Minuten abgeschlossen war. Basierend auf diesem Ergebnis konnte der
Mittelwert iiber die drei Versuchszeiten gebildet werden. Der mittlere Wert fiir den Olriick-
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stand in der Wasserphase betrdgt somit 0,6 mg + 0,2 mg. Das entspricht weniger als 0,05 %
der urspriinglich zugegebenen Olmasse.

Die an der Becherglaswand adsorbierte Olmasse liegt zwischen 3 mg (90 Minuten) und 8 mg
(60 Minuten) und betrdgt im Mittel 6 mg + 3 mg. Dieser mittlere Wert reprisentiert 0,3 % der
urspriinglich eingesetzten Olmasse von 2 g. Die Wandung der ProbengefiBe stellt eine Be-
grenzung dar, die in dieser Form unter Freilandbedingungen nicht existieren wiirde. Dadurch
dass an dieser Begrenzung Ol adsorbiert, wirkt sie in diesem Laborexperiment in Bezug auf
die eingesetzten Olbinder als unnatiirlicher Konkurrent. Die oben genannten Ergebnisse ma-
chen jedoch deutlich, dass lediglich ein sehr geringer Teil der anfangs zugefiigten Olmasse an
der Becherglaswand adsorbiert. Das heif3t, dass die Binder in der Lage sind, den GroBteil des
Ols aufzunehmen, bevor es an der Glaswand adsorbieren kann. Da auch im Freiland das Auf-
treten von Adsorptionserscheinungen, zum Beispiel an Treibholz, nicht ausgeschlossen wer-
den kann, stellt dieses Ergebnis eine wichtige Erkenntnis hinsichtlich des Verhaltens und der
Eigenschaften der Binder dar.

In keinem Ansatz der drei Versuchszeiten konnten in der Wasserphase n-Alkane nach-

gewiesen werden (xng = 700 ng absolut). In den Spiilldsungen der Becherglaswinde konnte
eine summierte n-Alkanmasse von 0,42 mg + 0,18 mg (0,5 %) quantifiziert werden.
Andere Ergebnisse lieferte die PAK-Analyse. In den Extrakten der Wasserphase konnte eine
summierte PAK-Masse von 25,7 pg =+ 2,7 ug quantifiziert werden. Dabei wurden basierend
auf den Ergebnissen der gravimetrischen Untersuchungen die Messwerte aus den Proben der
drei Versuchszeiten zu einem Mittelwert zusammengefasst. Die angegebene mittlere PAK-
Masse in der Wasserphase entspricht 0,4 % + 0,05 %. In den Olriickstinden, die an der Wand
der ProbengefidBle adsorbiert hatten, konnte etwa dieselbe PAK-Masse detektiert werden
(20,9 pg+ 10,2 pg, 0,35 % + 0,17 %). Werden die quantifizierten PAK-Riickstinde aus der
Wasserphase und von der Becherglaswand, zeigt sich, dass lediglich 0,8 % der PAK nicht von
den Bindern aufgenommen worden und im Probengefal verblieben sind.

Experiment mit einer Binderbelegung von b = 0,1

Im zweiten Experiment zur Untersuchung der Absorptionsleistung der Olbinder wurde jeweils
mit einer Binderbelegung von b = 0,1 gearbeitet. Um die angegebene Binderbelegung zu er-
reichen, wurden die Olbinder zunichst auf eine Kantenlinge von a =28 mm zugeschnitten.
Von diesen Binderstiicken wurde jeweils eins pro Versuchsgefdll verwendet. In zwei Ansét-
zen mit je zwei Parallelproben wurden jeweils 0,2 g beziehungsweise 2 g Ol zugefiigt. Die
eingesetzte Olmasse fiihrte in den verwendeten ProbengefiBen zu einer Olfimschichtdicke
von dgi; = 0,03 mm beziehungsweise dpix = 0,3 mm. Die Reinigungsleistung durch die Ol-
binder wurde nach 60 Minuten bestimmt. Dazu wurde der insgesamt im Probengefal3 verblie-
bene Olriickstand analysiert. Im Folgenden werden zuniichst die Ergebnisse der gravimetri-
schen Messung diskutiert, gefolgt von den Ergebnissen der n-Alkan- und PAK-Analysen.
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Auf den in Abbildung 8 dargestellten Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Wasserober-
flache bei einer Olfilmschichtdicke von doi1 = 0,03 mm nach 60 Minuten nahezu 6lfrei war.
Bei einer Olfilmschichtdicke von doi2 = 0,3 mm verblieb ein sichtbarer Olriickstand auf der
Wasseroberflache und an der Becherglaswand.

Abbildung 8: Probengefille mit Wasser und Rohdl direkt nach der Binderzugabe (jeweils links) und nach einer
Stunde Versuchslaufzeit (jeweils rechts). Die Binderbelegung betrug 0,1. Es wurden 0,2 g (a)
bezichungsweise 2 g Ol (b) eingesetzt, sodass sich ein Olfilm der Dicke de;; = 0,03 mm (a) be-
ziehungsweise dg;, = 0,3 mm (b) ergab.

Die Ergebnisse der gravimetrischen Analyse bestétigten die optische Bewertung der Ver-
suchsansdtze. Leider konnten bei der Auswertung der Ergebnisse aufgrund von Fehlern bei
der Probenaufarbeitung lediglich Einzelproben verwendet werden. Bei einer Olfilmschichtdi-
cke von dg;; = 0,03 mm verblieben 35,5 mg Ol im Probengefa3 und wurden demnach nicht
von den Bindern aufgenommen. Der bei einer Olfilmschichtdicke von doi2 = 0,3 mm in der
Wasserphase und an der Probengefiwand verbliebene Olriickstand betrug 310 mg. Bei einer
zehnfachen Olfilmschichtdicke konnte demnach nach der Olaufnahme durch die Binder eine
ebenfalls um den Faktor zehn groBere Olmasse im Versuchsgefi nachgewiesen werden. Un-
abhingig von der vorliegenden Olfilmschichtdicke verblieb bei einer Binderbelegung von
b=0,1 ein Anteil von etwa 17 % der urspriinglich eingesetzten Olmasse im Probengefif3
(18 % bei dpi,; = 0,03 mm, 16 % bei dg2 = 0,3 mm). Dieses Ergebnis ist in Abbildung 9 dar-
gestellt. Die Reinigungsleistung der Binder betrdgt demnach unter den gegebenen Bedingun-
gen im Mittel 83 %.

Bei einer vorliegenden Olfilmschichtdicke von derr = 0,03 mm verblieb 1 mg der unter-

suchten n-Alkanverbindungen im Probengefal und wurde nicht von den Bindern aufgenom-
men. Das entspricht etwa 11 % (siche Abbildung 9). Bei einer Olfilmschichtdicke von
doi2 = 0,3 mm konnten 19 mg (22 %, siche Abbildung 9) der summierten n-Alkane in den
Extrakten aus den Versuchsgefiflen nachgewiesen werden.
Bei einer vorliegenden Olfilmschichtdicke von do; = 0,03 mm verblieben 0,15 mg der unter-
suchten PAK-Verbindungen im Probengefdll und wurden nicht von den Bindern aufgenom-
men. Das entspricht etwa 26 % (siche Abbildung 9). Bei einer Olfilmschichtdicke von
dei2 = 0,3 mm konnten 1,38 mg (24 %, siehe Abbildung 9) der summierten PAK in den Ex-
trakten aus den Versuchsgefdallen nachgewiesen werden.

In Abbildung 9 erfolgt die vergleichende Darstellung der prozentual im Probengefif3
verbliebenen Riickstinde an Ol, summierten n-Alkanen und summierten PAK. Der Olriick-
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stand wurde dabei mittels Gravimetrie bestimmt, die Analyse der n-Alkane und PAK erfolgte
gaschromatografisch (sieche Abschnitt 5.3).
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Abbildung 9: Prozentualer Riickstand an Ol, summierten n-Alkanen und summierten PAK im jeweiligen Pro-
bengefdB bei einer Olfilmschichtdicke von dep; = 0,03 mm und dgp,=0,3 mm (n=1). Der
Olriickstand wurde dabei mittels Gravimetrie bestimmt, die Analyse der n-Alkane und PAK er-
folgte gaschromatografisch.

Aus Abbildung 9 geht hervor, dass die Absorptionseigenschaften der Olbinder anscheinend
sowohl bezogen auf das Ol als Gesamtmatrix als auch in Bezug auf die PAK unabhingig von
der eingesetzten Olmasse sind. Die im Probengefil3 verbliebenen Riickstinde an Ol und PAK
sind jeweils vergleichbar. Die Differenz zwischen den Werten fiir die beiden Versuchsansitze
betragt jeweils lediglich zwei Prozentpunkte. Wird davon ausgegangen, dass die genannten
Differenzen zufillig und nicht auf das Absorptionsverhalten der Binder zuriickzufiihren sind,
kann fiir die Olwerte ein Fehlerbereich von + 8 % und fiir die PAK-Werte ein Fehlerbereich
von *+ 6 % berechnet werden. Diese Werte sind als Fehlerbereich durchaus realistisch. Die
Differenz der prozentualen n-Alkanriickstdinde im Versuchsgefa3 betrdgt fiir die beiden Ver-
suchsansétze 11 Prozentpunkte. Das wiirde einem Fehlerbereich von +47 % entsprechen.
Dieser Wert deutet darauf hin, dass die Differenz zwischen den in Abbildung 9 dargestellten
prozentualen n-Alkanriickstdnden nicht zufdllig ist, sondern die n-Alkanaufnahme durch die
Olbinder bei geringerer Olfilmschichtdicke effektiver zu sein scheint. Da jedoch lediglich
Einzelproben ausgewertet werden konnten, sind die dargestellten Ergebnisse nur in Mal3len
belastbar. Um die formulierte These hinsichtlich der 6lfilmabhéngigen n-Alkanaufnahme zu
iiberpriifen, miissten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

Der Vergleich der Experimente zur Charakterisierung des Absorptionsverhaltens der Olbinder
zeigt sehr deutlich, dass eine Reduzierung der Binderbelegung auf ein Viertel (von b = 0,4 auf
b =0,1) in einer deutlich geringeren Reinigungsleistung resultierte. Bei einer Binderbelegung
von b = 0,4 waren die Binder innerhalb von 30 Minuten in der Lage, 99 % des auf der Was-
seroberfliche eingesetzten Ols aufzunehmen. Das entsprach einer Olaufnahmekapazitit von
0,6 g Ol/g Binder. Auch n-Alkane und ausgewihlte PAK wurden in derselben GroBenordnung

von den Bindern aufgenommen und waren lediglich in Spuren im Versuchsgefal nachweis-
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bar. Eine Verldngerung der Verweilzeit der Binder im Probengefil von 30 Minuten auf
90 Minuten flihrte zu keiner Steigerung der Aufnahmekapazitit. Es ist davon auszugehen,
dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen die maximale Reinigungsleistung der Binder
erreicht wurde. Bei einer Binderbelegung von b = 0,1 nahmen die Binder unabhingig von der
untersuchten Olfilmschichtdicke (dor1 = 0,03 mm, doi2 = 0,3 mm) innerhalb von 60 Minuten
etwa 83 % des eingesetzten Ols und 75 % der darin vorhandenen PAK auf. Es konnte eine
Olaufnahmekapazitit von 0,2 g Ol/g Binder beziehungsweise von 2,2 g Ol/g Binder berechnet
werden. Die Reinigungsleistung hinsichtlich der n-Alkane betrug 89 % bei einer Olfilm-
schichtdicke von dg;; = 0,03 mm und 78 % bei einer Olfilmschichtdicke von dei2 = 0,3 mm.
In Orientierungsexperimenten an der TU Dresden wurde bei einer Binderbelegung von
b=0,1 eine Reinigungsleistung von 80 % bezogen auf die Gesamtmatrix Ol ermittelt.””! Bei
niedrigeren Binderbelegungen (b = 0,03 und b = 0,06) schwankten die Werte fiir die prozen-
tuale Olaufnahme je nach Olfilmschichtdicke zwischen 35 % und 70 %.I7% Durch eine Erho-
hung der Binderbelegung kann somit die Reinigungsleistung der Binder gesteigert werden, bis
bei einer Belegung von b = 0,4 der Maximalwert (unter den gegebenen Bedingungen) erreicht
wird. Im Rahmen des Verbundprojektes BioBind gaben sowohl der Arbeitsbereich ,,Binder-
ausbringung* als auch die Komponente ,,.Binderbergung* eine maximal mogliche Binderzahl
vor, die pro Uberflug ausgebracht beziechungsweise pro Bergungsfahrt mit dem Netz eingeholt
werden kann."*””) Um méglichst allen Anforderungen im Rahmen des Projektes gerecht zu
werden, wurde eine Binderbelegung von b = 0,1 festgelegt, die als zufriedenstellender Kom-
promiss angesehen wurde.!”?!

Interessant bei der Betrachtung der Absorptionseigenschaften ist der Einfluss der Olfilm-
schichtdicke auf die Olaufnahmekapazitit der Binder. Von den Projektpartnern der TU Dres-
den wurde mittels Binderzugabe in ein mit Ol gefiilltes VersuchsgefiB eine maximale Olauf-
nahmekapazitit von rund 680 kg Ol/m® Binder ermittelt.’? Das entspricht etwa
2,7 g Ol/g Binder. Im wiissrigen System nahmen die Binder bei einer Olfilmschichtdicke von
dor1 = 0,03 mm lediglich 0,2 g Ol/g Binder auf. Bei einem Olfilm der Dicke dg» = 0,3 mm
war die Aufnahmekapazitit mit 2,2 g Ol/g Binder etwa zehnmal so hoch. In beiden Versuchs-
ansétzen betrug die Reinigungsleistung etwa 83 %, das heilit, es standen noch jeweils 17 %
des zugegebenen Ols zur Aufnahme durch die Binder zur Verfiigung. Bei der maximalen
Olaufnahmekapazitit der Binder von der Wasseroberfliche handelt es sich demnach nicht um
eine unabhingige GrofBe, sondern es besteht eine direkte Abhdngigkeit zu der auf der Wasser-
oberfliche vorliegenden Olfilmschichtdicke. Dabei konnte ein direkt proportionaler Zusam-
menhang beobachtet werden. Eine Reduzierung der Olaufnahmekapazitit durch eine zeit-
gleich stattfindende Wasseraufnahme bei geringeren Olfilmschichtdicken kann ausgeschlos-
sen werden, da bei der Binderproduktion ein Hydrophobierungsmittel auf die Fasern aufge-
bracht wird, das die Wasseraufnahme nahezu vollstandig verhindert. Es ist davon auszugehen,
dass auch im wissrigen System bei einer Olfilmschichtdicke von d¢; = 0,4 mm die maximale
Olaufnahmekapazitit von 2,7 g Ol/g Binder erreicht werden kann.
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Um die Bindereigenschaften bewerten zu konnen, ist ein Vergleich mit bereits charakte-

risierten Sorbenzien sinnvoll. Kommerziell werden in der Regel synthetische Sorbenzien aus
Polypropylen oder Polyurethan genutzt, da diese Materialien eine geringe Dichte, eine gerin-
ge Wasseraufnahme und eine hohe Stabilitit gegeniiber physikalischen und chemischen Ein-
flissen zeigen.®””" Die Olaufnahmekapazitit dieser Materialien liegt zwischen
5 g Ol/g Sorbens und 30 g Ol/g Sorbens.”**” Der Nachteil dieser Materialien ist ihr Belas-
tungspotential fiir die Umwelt, wenn sie nicht vollstdndig aus dem System entfernt werden
(kénnen). Die prinzipielle Idee, natiirliche Materialen zur Olaufnahme in der marinen Umwelt
einzusetzen, wurde bereits in den 1970-er Jahren formuliert.*” Dabei lag die ermittelte Olauf-
nahmekapazitiit von Baumwolle (in Form loser Fasern) mit 40 g Ol/g Faser iiber der von Po-
lypropylen.®™ Im Laufe der Jahre kristallisierten sich zwei Gruppen von natiirlichen Materia-
lien als potentielle Olsorbenzien heraus: anorganische mineralische (Zeolite, hydrophobe Sili-
kat-Aerogele, Geopolymere, organophile Tone, Grafit) und organische pflanzliche Produkte
(Seidenfasern, Torf, Moos, Kapok).™® Wihrend viele pflanzliche Sorptionsmaterialien weni-
ger wettbewerbsfihige Ergebnisse hinsichtlich der Olaufnahmekapazitit liefern, gibt es
durchaus auch ernsthafte Konkurrenten fiir die synthetischen Produkte.[’*****#! Dabei sticht
die hohe Olaufnahmekapazitit von Seidenfasern mit 80 g Ol/g Faser deutlich hervor.* Ver-
gleichbare Werte konnten fiir Bldhgraphit als Vertreter der mineralischen Sorptionsmaterialen
ermittelt werden.® Wihrend es sich bei Blahgraphit lediglich um das natiirlich vorkommen-
de Mineral und darin eingelagerte Schwefelsdure handelt, sind die synthetisierten
CF;-funktionalisierten Silikat-Aerogele nur noch im Ursprung mineralischer Natur. Durch
den Einbau funktionaler ~Gruppen erhéht sich die Olaufnahmekapazitit von
<0,1 g Ol/g Aerogel auf 14 g Ol/g Aerogel.™ Wiirde bei der Berechnung der Olaufnahme-
kapazitit lediglich der funktionale Teil des Aerogels beriicksichtigt werden, wiirde sich der
Wert sogar auf bis zu 237 g Ol/g Aerogel erhdhen.!™”!
Es wurde mehrfach deutlich, dass die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse beispielsweise
aufgrund der unterschiedlichen Olaufnahmebedingungen, Materialmodifikationen (zum Bei-
spiel lose Fasern unterschiedlicher Lidnge, Matten, Biindel) und Variationen in der Angabe der
Versuchsgroflen nur in Mallen gewéhrleistet ist. Die zitierten Ergebnisse zeigen jedoch deut-
lich, dass die natiirlichen, biologisch abbaubaren Materialien in ihrer Tauglichkeit als Olsor-
benzien den synthetischen Produkten keinesfalls untergeordnet sind, sondern zum Teil sogar
effektivere Olaufnahmeeigenschaften aufweisen. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuch-
ten Binder konnte in Abhiingigkeit von der Olfilmschichtdicke eine Olaufnahmekapazitit von
bis zu 2,2 g Ol/g Binder im wiissrigen System ermittelt werden. Dieser Wert stellt unter Be-
riicksichtigung der Umweltvertriglichkeit der entwickelten Olbinder ein zufriedenstellendes
Ergebnis dar.
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3.1.2 Untersuchungen zu den desorbierenden Eigenschaften

Fiir das Experiment zur Untersuchung des Desorptionsverhaltens der Olbinder wurden diese
auf eine Kantenldnge von a =28 mm zugeschnitten. Diese Binderstiicke wurden jeweils mit
1,2 g Ol versetzt, sodass die aufgenommene Olmasse 1,5 g Ol/g Binder betrug. Das Desorpti-
onsverhalten wurde nach 1 Stunde (Del), nach 15 Stunden (De2), nach 24 Stunden (De3),
nach 10 Tagen (De4) und nach 20 Tagen (De5) untersucht. In jedem Versuchsansatz wurden
drei Parallelproben gefiihrt. In den Versuchsansétzen Del bis De3 wurden jeweils drei dlge-
trankte Binderstlicke pro Versuchsgefdl3 eingesetzt. In den Anséitzen De4 und De5 wurde mit
jeweils flnf Olgetrinkten Binderstiicken pro Versuchsgefdll gearbeitet. Die Probengefille
wurden wihrend der Versuchslaufzeit auf einer Schiittelplatte mit 90 Bewegungen/min be-
wegt. Nach Beendigung der Versuchslaufzeit wurde sowohl die Wasserphase extrahiert (alle
Proben) als auch das an der Becherglaswand adsorbierte Ol mit Losungsmittel aufgenommen
(ein VersuchsgefaBl je Ansatz fiir die Ansdtze Del bis De3, alle Proben fiir De4 und De5). In
den Ansdtzen Del bis De3 erfolgte die Analyse der Extrakte der Wasserphase und der Be-
cherglaswand getrennt voneinander. In den Ansdtzen De4 und De5 wurden die Extrakte der
Wasserphase und der Becherglaswand vereint. Im Folgenden werden zunichst die Ergebnisse
der gravimetrischen Messung diskutiert, gefolgt von den Ergebnissen der n-Alkan- und PAK-
Analysen.

In Abbildung 10 sind Aufnahmen von je einem Versuchsgefd3 aus den Ansitzen Del
und De3 bis De5 jeweils am Ende der Versuchslaufzeit abgebildet.

1’/;" - BTN
Abbildung 10: Desorptionsuntersuchungen mit dlbeladenen Bindern. Fotografische Aufnahmen der Versuchs-
gefdlle nach 1 Stunde (Del), 24 Stunden (De3), 10 Tagen (De4) und 20 Tagen (DeS5; von links
nach rechts).

Eine optische Bewertung der in Abbildung 10 dargestellten Aufnahmen zeigt, dass in den
ersten 24 Stunden wenig Ol desorbiert wurde. Die Wasseroberfliche war dlfrei, lediglich an
der Becherglaswand befanden sich vereinzelte Olspuren. Nach 10 Tagen zeigte die Wasser-
phase eine deutlich braune Verfarbung, die nach 20 Tagen noch dunkler erschien. Es ist zu
vermuten, dass in den Probengefden durch die wéahrend der Versuchslaufzeit durchgefiihrten
Schiittelbewegungen eine Wasser-Ol-Emulsion entstanden ist. Demnach miissten die Binder
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Ol in die Wasserphase abgegeben haben. Nach der optischen Bewertung scheint der abgege-
bene Olanteil nicht unermesslich zu sein.

Innerhalb der ersten 24 Stunden lagen die gravimetrisch ermittelten Riickstandsmassen
in den Extrakten der Wasserphase (Del-De3) im Bereich des Blindwertes (0,5 mg) und muss-
ten demnach vernachlissigt werden. Im ersten Teil der Versuchsreihe (Del-De3) wurde das
an den VersuchsgefiBwinden adsorbierte Ol mit Losungsmittel aufgenommen und gesondert
analysiert. Die Ergebnisse der gravimetrischen Bestimmung sind in Abbildung 11 dargestellt.

o
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Abbildung 11: Darstellung des gravimetrisch bestimmten an der VersuchsgefdBwand adsorbierten Olriickstan-
des in mg fiir die Versuchszeiten 1 h, 15 hund 24 h (n=1).

Da die Schwankungen der in Abbildung 11 dargestellten Messwerte offenbar nicht von der
Versuchsdauer abhidngen, ist davon auszugehen, dass sie den Fehlerbereich des Versuchsan-
satzes widerspiegeln. Basierend auf dieser Annahme wurde der Mittelwert gebildet. Wird von
einer zufilligen Streuung der Messwerte im Fehlerbereich ausgegangen, bedeutet das, dass
die Desorption des Ols innerhalb von einer Stunde nach der Zugabe der dlgetrinkten Binder
in die Wasserphase erfolgte. Verbleiben die Binder weitere 23 Stunden im Wasser, wird an-
scheinend kein weiteres Ol desorbiert. Innerhalb von einer Stunde wurde demnach eine Ol-
masse von 2,7 mg + 0,2 mg von den Bindern desorbiert und von der Becherglaswand adsor-
biert. Das entspricht 0,08 % =+ 0,01 % der urspriinglich auf den Bindern eingebrachten Olmas-
se von 3,6 g. Nach 10 Tagen betrug die an die Wasserphase und das Versuchsgefill abgege-
bene Olmasse 161 mg + 28 mg. Das entspricht 2,7 % + 0,5 %. Nach 20 Tagen hatte sich die
desorbierte Olmasse auf 260 mg + 27 mg (4,3 % =+ 0,5 %) erhoht.

Der prozentuale Anteil des desorbierten Ols beziehungsweise der desorbierten n-Alkane
und PAK im Versuchsgefdl3 iiber den Verlauf des Experimentes ist in Abbildung 12 darge-
stellt. Dabei wurden die Messwerte fiir die Olmasse gravimetrisch, die Werte fiir die sum-
mierten n-Alkanverbindungen und die summierten PAK chromatografisch bestimmt.
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil des desorbierten Ols und der desorbierten summierten n-Alkane und PAK in
den Versuchsgefédfien iiber einen Versuchszeitraum von 20 Tagen (n = 3). Die Messwerte fiir die
Olmasse wurden gravimetrisch, die Werte fiir die summierten n-Alkanverbindungen und die
summierten PAK chromatografisch bestimmt.

Innerhalb der ersten 24 Stunden konnten keine n-Alkanverbindungen oberhalb der Nachweis-
grenze in der Wasserphase der Probengefille detektiert werden (xng = 1,3 pg absolut). In den
Extrakten, in denen das an der Becherglaswand adsorbierte Ol aufgenommen wurde, wurde
innerhalb der ersten 24 Stunden im Mittel eine summierte n-Alkanmasse von
0,23 mg + 0,09 mg quantifiziert. Das entspricht 0,2 % + 0,05 % (sieche Abbildung 12). Nach
10 Tagen betrug die desorbierte n-Alkanmasse, die im Versuchsgefdl nachgewiesen werden
konnte, 4,9 mg + 0,9 mg, nach 20 Tagen 8,0 mg + 0,5 mg. Das entspricht 2,1 % + 0,4 % be-
ziehungsweise 3,3 % % 0,2 % (siche Abbildung 12).

Innerhalb der ersten 24 Stunden konnten die untersuchten PAK-Verbindungen lediglich in der
Wasserphase nachgewiesen werden (28,7 g+ 1,4 pg). Die an der VersuchsgefiBwand ad-
sorbierte PAK-Masse lag unterhalb der Nachweisgrenze (xng = 1,7 pg absolut). Nach 10 Ta-
gen war die PAK-Masse im Probengefdl auf 0,31 mg+ 0,06 mg, nach 20 Tagen auf
0,47 mg + 0,06 mg angestiegen. Das entspricht einem Anstieg von 0,3 % + 0,01 % {iber
1,8 % £ 0,4 % bis zu 2,7 % + 0,4 % (siche Abbildung 12).

Aus den genannten und den in Abbildung 12 dargestellten Daten geht hervor, dass im Laufe
des Versuchszeitraumes eine kontinuierliche Desorption des Ols sowie der darin enthaltenen
n-Alkan- und PAK-Verbindungen stattgefunden hat. Der prozentuale Anteil der desorbierten
n-Alkane und PAK liegt in einem vergleichbaren Bereich, die berechneten Werte samt Fehler-
balken iiberschneiden sich. Das Gleiche gilt innerhalb der ersten zehn Tage des Experimentes
auch fiir den prozentualen Anteil des desorbierten Ols. Erst am letzten Tag des Versuchszeit-
raumes liegt der berechnete Wert fiir den Olanteil 1,3 Prozentpunkte iiber den Werten fiir
n-Alkane und PAK. Dieser Kurvenverlauf lasst vermuten, dass n-Alkane und PAK nicht zu
den Substanzklassen im Ol gehoren, die bevorzugt von den Bindern desorbieren. Innerhalb
der ersten 24 Stunden desorbierten sowohl das Ol als Gesamtmatrix als auch die
n-Alkanverbindungen vermutlich direkt an die GefdBwand. Die PAK-Verbindungen hingegen
konnten in diesem Zeitraum nur in der Wasserphase nachgewiesen werden. Dieses Verhalten
kann auf die vergleichsweise hohe Wasserldslichkeit der PAK in Bezug auf die {ibrigen im Ol

vorliegenden Verbindungen zuriickgefiihrt werden.[>**!
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Es scheint naheliegend, dass zwischen dem Desorptionsverhalten der Binder hinsichtlich der
Abgabe von Ol, n-Alkanen und PAK und der Versuchslaufzeit ein linearer Zusammenhang
besteht. Das Bestimmtheitsmal3 fiir eine lineare Anpassung betrdgt fiir alle drei Datensétze
0,98. Mithilfe der Steigung und des Achsenabschnittes der linearen Trendlinie konnen nun die
Residuen berechnet werden (siche Abschnitt 5.5), deren Darstellung in Abbildung 13 erfolgt.
Nach optischer Bewertung scheinen die Residuen zufillig um die x-Achse zu streuen. Diese

zufillige Streuung ist auf eine sinnvoll gewahlte Anpassung zuriickzufiihren.
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Abbildung 13: Residualanalyse fiir die lineare Korrelation zwischen Ol-, n-Alkan- und PAK-Desorption und der
Versuchslaufzeit.

Es liegt demnach eine Korrelation zwischen der Desoption des Ols beziehungsweise der
Desorption der n-Alkane und der PAK und der Versuchslaufzeit vor. Diese Korrelation kann

mit einer linearen Anpassung beschrieben werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

Nach einer 20-tigigen Verweildauer im wissrigen System gaben die mit 1,5 g Ol/g Binder
beladenen Olbinder bei konstanter mechanischer Belastung (Simulation von Freilandbedin-
gungen) weniger als 5 % des Ols beziehungsweise der n-Alkane und PAK an die Wasserpha-
se und/oder die VersuchsgefiBwand ab. Dabei konnte in dem genannten Versuchszeitraum
hinsichtlich der zeitlichen Abhéingigkeit der Desorption ein linearer Zusammenhang beobach-
tet werden.

Wihrend es zahlreiche Studien zu Olsorptionseigenschaften verschiedener Materialien gibt
(siehe Abschnitt 3.1.1), wurde in keiner dieser Studien das entsprechende Desorptionsverhal-
ten untersucht. Das gezielte Entfernen des Ols von den Sorbenzien, zum Beispiel mittels Aus-
pressen zwischen zwei Rollen, war Teil weniger Untersuchungen.!”®***] Hierbei stand das
Recycling der sorbierenden Materialien im Mittelpunkt und nicht die potentielle Schadstoff-
abgabe an die Umwelt bei einer lingeren Verweildauer im wéssrigen System.

Fazit der Untersuchungen zum Ab- und Desorptionsverhalten der Olbinder
Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen war es, die absorbierenden und desorbierenden Ei-
genschaften der entwickelten Olbinder im wiissrigen System sowohl qualitativ als auch quan-
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titativ zu charakterisieren. Anhand der generierten Daten ist es moglich, im Falle einer Ol-
havarie (V< 50 t) die Bindermenge abzuschitzen, mit der eine Reinigungsleistung von 99 %
erreicht werden kann. Verglichen mit synthetischen Sorbenzien ist die Olaufnahmekapazitiit

[76-80] Diesem 6konomischen Nach-

der Olbinder etwa um den Faktor zwei bis zehn niedriger.
teil steht jedoch ein dkologischer Vorteil gegentiiber. Basierend auf den natiirlichen und biolo-
gisch abbaubaren Bestandteilen stellen die untersuchten Olbinder keine zusitzliche Belastung
fiir das marine Okosystem dar. Im Vergleich mit anderen natiirlichen Sorbenzien, die oft in
Form von losen Fasern eingesetzt werden, ist die Bergung der Olbinder vergleichsweise ein-
fach durchfiihrbar, sodass der Schadstoff Ol nicht nur lokal gebunden, sondern groftenteils
aus dem Okosystem entfernt werden kann.!'® Die Ergebnisse hinsichtlich des Desorptions-
verhaltens der Binder zeigen deutlich, dass selbst bei einer Bergung bis zu 20 Tage nach dem

Bindereinsatz eine nahezu vollstindige Entfernung des Ols gewihrleistet werden kann.

3.2 Charakterisierung 6labbauender Mikroorganismen

Ziel der folgenden Untersuchungen war es, dltolerierende Mikroorganismen im Labormalstab
sowohl als Reinkulturen als auch in Form von definierten Gemeinschaften hinsichtlich ihrer
Olabbauenden Eigenschaften qualitativ und quantitativ zu charakterisieren. Dabei wurde auch
die zeitliche Abhiingigkeit der Olabbauleistung bestimmt. Dariiber hinaus war es von beson-
derem Interesse, den Einfluss der vorliegenden Olkonzentration, der Art und Menge der

Nahrstoffversorgung sowie den Einfluss der einzelnen Kulturen aufeinander zu untersuchen.

Die Isolierung sowie eine erste Auswahl der Mikroorganismen wurden im Vorfeld im

Rahmen des Projektes BioBind von den Projektpartnern der Universitit Leipzig durchgefiihrt.
Dazu wurden Wasserproben aus der siidwestlichen Ostsee entnommen, aus denen iiber 100
dltolerierende Bakterien-, Cyanobakterien- und Algenkulturen isoliert wurden.®™ Nach der
Isolation erfolgten erste Selektionsuntersuchungen, bei denen 19 alkanotrophe Bakterien-, 16
Griinalgen- und 7 Cyanobakterienstimme ausgewéhlt wurden, die sich robust gegeniiber ver-
schiedenen Olen und Olschadstoffen sowie temperatur- und salinititstolerant zeigten."™’ Es
erfolgte die Klassifizierung der isolierten Bakterienstimme nach Gattung und Art, deren
Ubersicht Tabelle 3 entnommen werden kann.*”!
Die in den folgenden Abschnitten beschriebenen Inkubationsexperimente wurden von den
Projektpartnern der Universitit Leipzig geplant (Art des Mediums, verwendete Olkonzentra-
tion, Auswahl der Mikroorganismen) und durchgefiihrt. Die Extraktion der Proben, die Auf-
arbeitung und Messung der Extrakte sowie die Auswertung der dargestellten Ergebnisse er-
folgten im Rahmen dieser Arbeit am Leibniz-Institut fiir Ostseeforschung Warnemiinde.
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Tabelle 3: Klassifizierung der isolierten Bakterienstimme unter Angabe von Gattung und Art.”” Bei den mit *
gekennzeichneten Arten konnte keine eindeutige Zuordnung erfolgen.

Probennummer Stamm Art
1 OSB-24 Rhodococcus erythreus
2 OSB-26 Rhodococcus erythreus
3 OSB-27 Rhodococcus erythreus
4 OSB-46 Rhodococcus erythreus
5 OSB-48 Rhodococcus erythreus”
6 OSB-49 Rhodococcus erythreus”
7 OSB-78 Rhodococcus erythropolis
8 OSB-80 Rhodococcus erythropolis
9 OSB-81 Rhodococcus erythropolis
10 OSB-118 Rhodococcus fascians
11 OSB-119 Rhodococcus corynebacterioides
12 OSB-124 Rhodococcus fascians
13 OSB-125 Rhodococcus fascians
14 OSB-127 Rhodococcus fascians”
15 OSB-128 Rhodococcus fascians”
16 OSB-137 Rhodococcus fascians”
17 OSB-138 Rhodococcus fascians
18 OSB-139 Rhodococcus fascians
19 OSB-158 Rhodococcus fascians

Bei den durchgefiihrten Experimenten war es von Interesse, die Olabbaueffizienz der einzel-
nen Bakterienstimme beziehungsweise der ausgewihlten Mikroorganismengemeinschaften
zu bestimmen. Der Fokus der Analysen lag dabei auf der Quantifizierung des n-Alkan- und
PAK-Abbaus (siehe Abschnitt 1.3). In allen Versuchsansidtzen wurden Kontrollproben mitge-
fiihrt. In diesen Proben erfolgte keine Zugabe von Mikroorganismen. Die Proben, die direkt
nach dem Versuchsstart extrahiert wurden (,,K-Start*), fungierten als Referenz. Die in diesen
Proben gemessenen Analytenkonzentrationen wurden lediglich durch die Probenaufarbeitung
beeinflusst. Da die Aufarbeitung aller Proben mit der gleichen Methode von derselben Person
unter denselben Bedingungen erfolgte, wurden potentielle Verluste, die durch die Aufarbei-
tung entstehen konnten, durch den Bezug auf die K-Start-Proben ohne konkrete Bestimmung
bereits beriicksichtigt. Auch eventuelle Alterungsprozesse des Ols wihrend der Lagerung
stellten unter Bezugnahme der Referenzproben keine Fehlerquelle dar. Die {ibrigen Kontroll-
proben (,,Kontrolle*) wurden gemeinsam mit den Proben am Ende des Versuches extrahiert
und spiegelten den Olverlust durch Verdampfungseffekte oder andere, nicht vorhersehbare
Verluste wihrend der Inkubationszeit wider.

Neben der Olabbauleistung der Mikroorganismen wurde zudem der Einfluss der Olkonzentra-
tion als auch der Einfluss des Nahrmediums auf den mikrobiellen Olabbau untersucht, disku-
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tiert und in den wissenschaftlichen Hintergrund eingeordnet. Der Einfluss der zugegebenen
Nahrstoffart und -menge wurde abschlieBend mit konkretem Bezug auf einen Einsatz in der
Ostsee diskutiert.

3.2.1 Einfluss der Olkonzentration auf den mikrobiellen Olabbau

Um den Einfluss der Olkonzentration zu ermitteln, wurden 18 beziehungsweise 19 Bakterien-
stimme in Reinkulturen fiir zwei Wochen mit unterschiedlichen Olanteilen inkubiert und hin-
sichtlich ihrer n-Alkan- und PAK-Abbaueffizienz untersucht. Im Folgenden wird der Ver-
suchsansatz mit der eingesetzten Olkonzentration von 5 g/L als ,,Versuchsansatz 1 und der
Ansatz, bei dem eine Olkonzentration von 2 g/L verwendet wurde, als ,,Versuchsansatz 2%
bezeichnet. Im Versuchsansatz 1 wurde die Reinkultur Nr. 15 nicht untersucht. Die Experi-
mente wurden in einem Medium durchgefiihrt, das groBtenteils aus Ostseewasser bestand und
mit Nihrstoffen angereichert wurde (siehe Abschnitt 5.2.3). Als Stickstoffquelle wurde hier-
bei ein Ammoniumsalz verwendet. Die Néhrstoffe Stickstoff und Phosphor wurden im Ver-
hiltnis 1:1 eingesetzt (je 0,002 mol/L).

n-Alkananalysen

Fiir Versuchsansatz 1 wurden die n-Alkane von n-C;s bis n-Cy49 quantifiziert, fiir die Proben
aus Versuchsansatz 2 erfolgte die Quantifizierung lediglich fiir n-C,7, n-C,;, n-Cy4 und n-Cs;.
Diese vier Verbindungen wurden ausgewdhlt, um den gesamten Bereich der Zielanalyten
(n-C;s bis n-Cy) stichprobenartig vereinfacht darzustellen.

Eine vergleichende Ubersicht der detektierten n-Alkanmassen in den K-Start- und den Kon-
trollproben ist in Tabelle 4 gegeben, wobei zu Gunsten der Ubersichtlichkeit lediglich die
Verbindungen n-C,7, n-C,;, n-Cy4 und n-Cs; aufgefiihrt wurden.

Tabelle 4: (Mittlere) Masse von je vier ausgewéhlten n-Alkanen in pg samt Standardabweichung s in pg der K-
Start- und Kontrollproben beider Versuchsansitze.

n-Alkanmasse in pg + s in ug
col Probe

n-Cry n-Csy n-Coq n-Csi
5L KSartn=1) 2194 159 130.6 39,7
5¢/L  Kontolle(n=2) 232,5+16,8 1593 49 1222455 30,7 +2,3
2gL  K-Start(n=3) 34+ 15 242 £14 19315 4.1 0.4

2 g/LL Kontrolle (n = 3) 36,2 £ 09 23,5 £0,1 18,6+0,04 3,9 £0,1

Die quantifizierten n-Alkanmassen in den K-Start- und den Kontrollproben liegen fiir jeden
der beiden Versuchsansitze jeweils in demselben Bereich. Das heif3t, in den Kontrollproben
sind fiir diese vier Verbindungen keine oder nur unwesentliche Verluste wihrend der Inkuba-
tionsdauer, zum Beispiel durch Verdampfungseffekte, aufgetreten.
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Ob die Reinkulturen in der Lage waren, die vorliegenden n-Alkane abzubauen, wird bei der
vergleichenden Betrachtung der n-Alkanmassen in den Proben und den Kontrollen deutlich.
In Tabelle 5 sind zum einen die mittleren summierten Massen der Verbindungen n-C;7, n-C,;,
n-Cy4 und n-Cs; aus den Kontrollproben und zum anderen die entsprechenden Minimal- und
Maximalwerte aus den Proben fiir die Versuchsansétze 1 und 2 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Mittlere summierte Masse der Verbindungen n-C;;, n-C,;, n-C,4 und n-Cs; in pug fiir die Kontroll-
proben samt Standardabweichung s in pg fiir die Versuchsansétze 1 (n=2) und 2 (n = 3) sowie je-
weils die minimale und die maximale summierte n-Alkanmasse in pug in den Proben der beiden Ver-

suchsansitze.
Summierte Masse der Verbindungen n-C,7, n-C,;, n-Cyq4
und n-Cs; in pg
Versuchsansatz 1 Versuchsansatz 2
Kontrollprobe 544,77 +29,5 81,6 £4,7
Minimum 26,1 2.8
Maximum 581,1 21,2

Aus den in Tabelle 5 genannten Daten wird deutlich, dass die summierten vier
n-Alkanverbindungen (n-C;7, n-Cy;, n-Cy4 und n-Cs,) fiir Versuchsansatz 1 einen Massenbe-
reich von 26,1 pg (Probe Nr. 17, Rhodococcus (Rh.) fascians) bis 581,1 pg (Probe Nr. 13, RhA.
fascians) umspannen. Der Minimalwert liegt somit um den Faktor 21 unterhalb der mittleren
Summe in den Kontrollproben von 544,7 pug + 29,5 pg, der Maximalwert liegt um den Faktor
0,9 oberhalb des Kontrollwertes. Neben der oben genannten Probe Nr. 13 konnten auch fiir
die Proben Nr. 11 (Rh. corynebacterioides) und Nr. 14 (Rh. fascians) vergleichbare Werte der
summierten n-Alkanmassen bezogen auf die Kontrollproben berechnet werden. In diesen drei
Proben hat demnach kein mikrobieller n-Alkanabbau stattgefunden, wihrend die restlichen
Reinkulturen bei der vorliegenden Olkonzentration in der Lage waren, die im Ol vorhandenen
n-Alkane in unterschiedlichem Ausmal} abzubauen.

Im Versuchsansatz 2 betrdgt das Minimum der summierten n-Alkanmasse 2,8 ug (Probe
Nr. 8, Rh. erythropolis) und das Maximum 21,2 pg (Probe Nr. 10, RA. fascians). Diese Werte
liegen um den Faktor 25 beziehungsweise 4 unterhalb der mittleren Summe in den Kontroll-
proben von 81,6 ug + 4,7 ug. Der Vergleich mit den Kontrollproben macht deutlich, dass in
allen Reinkulturproben ein mikrobieller Abbau stattgefunden hat, da die hochste in den Pro-
ben berechnete n-Alkanmasse immer noch um den Faktor 4 geringer ist als die n-Alkanmasse
in den Kontrollproben. Mittels t-Test (siche Abschnitt 5.5) konnte mit einer statistischen Si-
cherheit von 99 % gezeigt werden, dass ein signifikanter Unterschied zwischen der mittleren
n-Alkanmasse in den Kontrollproben und der hochsten in den Reinkulturproben quantifizier-
ten n-Alkanmasse besteht.

Um den prozentualen Abbau der n-Alkane in den Reinkulturproben zu berechnen, wurde fiir
jeden der beiden Versuchsansétze die summierte n-Alkanmasse jeder Probe auf die mittlere
summierte n-Alkanmasse der Kontrollproben bezogen. Eine vergleichende Darstellung des

32



Ergebnisse und Diskussion

prozentualen n-Alkanabbaus in beiden Versuchsansitzen erfolgt in Abbildung 14. Dabei ist
neben den Werten fiir den Abbau, die fiir beide Versuchsansitze basierend auf den vier aus-
gewdhlten n-Alkanverbindungen berechnet wurden, auch der prozentuale Abbau in Versuchs-
ansatz 1, basierend auf den gesamten detektierten n-Alkanverbindungen (n-C;s bis n-Cy),
dargestellt. Diese vergleichende Darstellung macht deutlich, dass sich die auf den gesamten
n-Alkanverbindungen basierten Werte flir den prozentualen n-Alkanabbau nicht wesentlich
von den Werten unterscheiden, die auf der Basis der vier ausgewéhlten Verbindungen berech-
net wurden. Die grofite Differenz von 7 Prozentpunkten zeigt sich fiir Probe Nr. 1. Es wird
davon ausgegangen, dass dieser Wert keinen signifikanten Unterschied markiert, sondern im
Fehlerbereich der Messwerte liegt.
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Abbildung 14: Vergleichende Darstellung des prozentualen Abbaus der Verbindungen n-C;s bis n-Cy4y im Ver-
suchsansatz 1 sowie der Verbindungen n-C,;, n-C,;, n-C,4 und n-Cs; in beiden Versuchsansétzen
fiir alle untersuchten Reinkulturproben. Im Versuchsansatz 1 wurde die Probe Nr. 15 nicht unter-
sucht.

Des Weiteren geht aus Abbildung 14 hervor, dass der mikrobielle n-Alkanabbau fiir den
Grofteil der Proben in Versuchsansatz 2 weitaus effektiver war als in Versuchsansatz 1. Le-
diglich in fiinf Proben lagen die Werte fiir den prozentualen Abbau in Versuchsansatz 2 un-
terhalb der Werte aus Versuchsansatz 1 (Probe 3 und 4 (RA. erythreus), 7 und 9 (Rh. erythro-
polis)und 17 (Rh. fascians)). Am deutlichsten ist der Anstieg fiir die Proben Nr. 2 (RhA. eryth-
reus), 11 (Rh. corynebacterioides), 13 und 14 (jeweils Rh. fascians) zu sehen. Hier betragt der
Anstieg nahezu 90 Prozentpunkte. Die Probe Nr. 15 wurde lediglich im Versuchsansatz 2
bearbeitet und kann daher bei dieser vergleichenden Betrachtung nicht beriicksichtigt werden.
Die absolute Verteilung der vier untersuchten n-Alkane in den Proben aus Versuchsansatz 2
ist fiir jede der 19 Reinkulturen in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Verteilung der vier untersuchten n-Alkane (n-C;7, n-C;;, n-C,4 und n-Csy) in pg in den 19 Rein-
kulturproben des Versuchsansatzes 2.

Aus Abbildung 15 geht hervor, dass die jeweilige Summe der vier n-Alkane innerhalb der
Proben des Versuchsansatzes 2 zwar unterschiedlich, das Verteilungsmuster hingegen sehr
dhnlich ist. Wéhrend n-C7, n-C,; und n-Cy4 jeweils etwa 30 % der Gesamtmasse ausmachen
(siche Tabelle 6), reprisentiert n-Cs; etwa 10 % der summierten Masse der vier ausgewéhlten
n-Alkane. Das bedeutet, dass die Abbauleistung der einzelnen Bakterienstimme bezogen auf
die Summe der n-Alkane unterschiedlich effektiv, das Abbauverhalten hinsichtlich der ein-
zelnen Verbindungen jedoch fiir alle 19 Stamme vergleichbar war.

Aus der vergleichenden Darstellung der mittleren prozentualen Verteilung der ausgewédhlten
Verbindungen beider Versuchsansitze in Tabelle 6 wird deutlich, dass das Verteilungsmuster
unbeeinflusst von der eingesetzten Olkonzentration fiir beide Probensitze identisch ist. In
Tabelle 6 ist zudem die mittlere prozentuale Verteilung der vier n-Alkane im verwendeten

Rohol aufgefiihrt.

Tabelle 6: Mittlere prozentuale Verteilung der vier ausgewahlten n-Alkanverbi{ldungen (n-Cyq, n-Cyy, n-Cyy
und n-Cjy) in % samt Standardabweichung s in % fiir das eingesetzte Ol (n = 3) sowie die 18 bezie-
hungsweise 19 Reinkulturproben der beiden Versuchsansitze 1 (n=18) und 2 (n = 19).

Mittlere prozentuale Verteilung in % £ s in %

col n-Cyz n-Cyy n-Coy n-Csj
reines Ol 38 + 1 27 £ 1 27 £ 1 7+ 1
5¢g/lL 34 £+ 9 28 £ 4 27 £ 6 11 =+ 6
2 g/LL 29 £ 6 31 £ 4 28 £ 3 12 £ 4

Mittels t-Test (siche Abschnitt 5.5) konnte mit einer statistischen Sicherheit von 99 % belegt
werden, dass sich die in Tabelle 6 genannten Mittelwerte fiir die prozentuale Verteilung der
Verbindungen n-C,7, n-C,;, n-Cy4 und n-Cs; sowohl fiir beide Versuchsansétze als auch im
Vergleich mit dem reinen Rohdl nicht signifikant voneinander unterscheiden. Ergdnzend dazu
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wurde der t-Test auf den gesamten Datensatz des Versuchsansatzes 1 (n-Cs bis n-Ca) ange-
wendet, um zu priifen, ob sich die Mittelwerte fiir die prozentuale Verteilung der iibrigen
n-Alkanverbindungen vor und nach dem Abbau durch die Bakterien unterscheiden. Auch hier
konnte mit einer statistischen Sicherheit von 99 % gezeigt werden, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen den Werten besteht. Bei einer eingesetzten Olkonzentration von 5 g/L
(Versuchsansatz 1) konnte demnach fiir alle untersuchten n-Alkanverbindungen (n-C,s bis
n-Cy) gezeigt werden, dass sich die mittlere prozentuale Zusammensetzung der n-Alkane im
Roho6l und in den mit Bakterien behandelten Proben nicht signifikant unterscheidet. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass sich die mittlere prozentuale Zusammensetzung von
n-Cy7, n-Cy1, n-Cy4 und n-Cs; unabhéngig von der eingesetzten Olkonzentration vor und nach
dem Abbau durch die Bakterienreinkulturen nicht signifikant unterscheidet. Die Abbauprife-
renz der eingesetzten Bakterien hinsichtlich der Kettenlédnge scheint demnach innerhalb der
verwendeten Reinkulturen vergleichbar zu sein. Dabei ist eine verminderte Abbaueffizienz

mit steigender Kettenldnge der n-Alkanverbindungen zu beobachten.

PAK-Analysen

Die Ergebnisse der PAK-Messungen fiir die K-Start- und die Kontrollproben sind fiir Ver-
suchsansatz 1 in Tabelle 7 und fiir Versuchsansatz 2 in Tabelle 8 aufgefiihrt. Von den
Zielanalyten wurde lediglich eine Auswahl von sechs PAK-Verbindungen untersucht. Dabei
wurden Naphthalin sowie dessen alkylierte Homologe als zweikernige und Fluoren und Phe-
nanthren als dreikernige Verbindungen ausgewéhlt. Die Auswahl erfolgte basierend auf der

hohen potentiellen mikrobiellen Abbaubarkeit dieser Verbindungen.”'*

Tabelle 7: Masse der PAK in ng in den K-Start- und den Kontrollproben sowie die PAK-Abnahme in den Kon-
trollen bezogen auf die K-Start-Proben in % samt Standardabweichung s in % fiir Versuchsansatz 1.

Masse in ng + s in ng

PAK Abnahme in % + s in %
K-Start Kontrollen
Naphthalin 9163 324 £+ 52 97 + 1
2-Methylnaphthalin 10047 835 + 137 92 + 1
1-Methylnaphthalin 9256 1055 + 151 89 =+ 2
1,7-Dimethylnaphthalin 9486 3438 + 386 64 + 4
Fluoren 1652 1189 = 102 280 £ 6
Phenanthren 3959 3268 + 251 I8 + 6

35



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 8: Masse der PAK in ng in den K-Start- und den Kontrollproben sowie die PAK-Abnahme in den Kon-
trollen bezogen auf die K-Start-Proben in % samt Standardabweichung s in % fiir Versuchsansatz 2.

Masse in ng + s in ng

PAK K-Start Kontrollen Abnahme in % + s in %
Naphthalin 4104 + 218 535 £ 242 87 =+ 6
2-Methylnaphthalin 7069 + 181 153 £ 25 98 + 0,3
1-Methylnaphthalin 6473 + 265 217 £ 75 97 + 1
1,7-Dimethylnaphthalin 5006 £+ 55 1071 £ 428 79 + 8
Fluoren 791 = 14 500 + 23 37 £ 3
Phenanthren 1790 + 7 1627 + 104 9 £ 6

Wiéhrend bei den n-Alkanen die Werte fiir die K-Start- und die Kontrollproben nahezu iden-
tisch waren (siche Tabelle 4), zeigt sich bei den in Tabelle 7 und Tabelle 8 aufgefiihrten Daten
ein anderes Bild. Die PAK-Massen in den Kontrollproben sind fiir den GroBteil der sechs un-
tersuchten Verbindungen um ein Vielfaches kleiner als in den K-Start-Proben (Faktor 5 bis
30). Dieser Verlust ist lediglich auf Verfliichtigungseffekte zuriickzufiihren. Mit steigender
MolekiilgroBe nimmt die Siedetemperatur sowohl bei den PAK als auch bei den n-Alkanen
zu, wahrend der Dampfdruck sinkt.?>%] Eg ist bekannt, dass die Fliichtigkeit der PAK mit
steigender MolekiilgroBe und Linge der Alkylkette zunimmt.”! Dieses Verhalten stellt ver-
mutlich die Grundlage fiir die sinkende prozentuale Abnahme von Naphthalin {ber
2-Methylnaphthalin zu Fluoren und Phenanthren dar. Wahrend Naphthalin und seine einfach
methylierten Homologe nahezu vollstindig verdampft sind, betrdgt die Abnahme fiir Phe-
nanthren lediglich 9 %. Auffillig ist dabei, dass diese Verfliichtigungseffekte in den Kontroll-
proben bei den n-Alkanen nicht zu beobachten waren. Ein Vergleich der Siedetemperaturen
macht deutlich, dass die Werte fiir die sechs in Tabelle 7 und Tabelle 8 aufgefiihrten PAK in
demselben Bereich liegen wie fiir die n-Alkanverbindungen mit einer Kettenlénge von Ci; bis
C19.[93 I Da n-Alkane mit einer Kettenldnge von C;s bis Cy49 untersucht wurden, traten bei dem
GroBteil der untersuchten Verbindungen unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine
Verfliichtigungseffekte auf. Bei der Betrachtung der n-Alkane wurde zudem ein Summenpa-
rameter ermittelt, sodass der Einfluss eventueller Verfliichtigungseffekte bei den kurzkettigen
Verbindungen vermutlich so gering war, dass er keine deutlichen Auswirkungen auf die be-
rechneten Daten hatte.

Innerhalb der 18 beziehungsweise 19 Proben, in denen der mikrobielle Olabbau untersucht
wurde, lag fiir keine der sechs PAK-Verbindungen die quantifizierte Masse unter dem jewei-
ligen Wert in den Kontrollproben. Somit hat offensichtlich kein mikrobieller PAK-Abbau
stattgefunden.
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Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass der mikrobielle n-Alkanabbau nach zwei Wochen bei einer
Olkonzentration von ¢ = 0,5 g/L (Versuchsansatz 1) zwischen 0 % und 95 % und bei einer
Olkonzentration von ¢ = 0,2 g/L (Versuchsansatz 2) zwischen 74 % und 97 % lag. Dabei ver-
dndert sich die prozentuale Zusammensetzung der untersuchten n-Alkane bezogen auf die
einzelne Substanz unabhingig von der vorliegenden Olkonzentration durch die Abbauaktivi-
tiaten der 19 Bakterienreinkulturen nicht. Des Weiteren konnte herausgearbeitet werden, dass
n-Alkanverbindungen kiirzerer Kettenldnge von allen eingesetzten Bakterienstimmen bevor-
zugt gegeniiber den langkettigen Verbindungen abgebaut werden.

Es konnte bislang kein Zusammenhang zwischen der eingesetzten Bakterienart und der Ab-
bauleistung beobachtet werden. Insgesamt war der prozentuale n-Alkanabbau bei niedrigerer
Olkonzentration (Versuchsansatz 2) hoher. Dabei ist zu beachten, dass durch die Variation der
Olkonzentration zeitgleich eine Variation des Stickstoffanteils im Medium bezogen auf die
eingesetzte Olmasse erfolgte. Bezogen auf das Gewicht der im jeweiligen Ansatz zugefiigten
Olmasse betrug der Stickstoffanteil in Versuchsansatz 1 0,6 % und in Versuchsansatz 2
1,5 %. Fayad und Overton konnten zeigen, dass der mikrobielle n-Alkanabbau nahezu unab-
hingig von der vorliegenden Olkonzentration ist.”> In den dort beschriebenen Experimenten
wurden Olkonzentrationen zwischen 5 g/L und 20 g/L eingesetzt.””! Es ist daher davon aus-
zugehen, dass die Erhéhung der Olkonzentration von 2 g/L auf 5 g/L im Rahmen der hier be-
schriebenen Experimente ebenfalls keinen nennenswerten Einfluss auf das Ausmall des mi-
krobiellen n-Alkanabbaus hat. Vor allem eine Steigerung um zum Teil 90 Prozentpunkte bei
den Reinkulturproben 2 (Rh. erythreus), 11 (Rh. corynebacterioides), 13 und 14 (jeweils Rh.
fascians) ist vermutlich nicht auf die niedrigere Olkonzentration in Versuchsansatz 2 zuriick-
zuftihren. Eine deutliche Steigerung des mikrobiellen n-Alkanabbaus konnte hingegen in
zahlreichen Studien nach der Zugabe von Nihrstoffen beobachtet werden.”"*>*”1 Mit der Er-
hohung der prozentualen Stickstoffmenge um den Faktor 2,5 in Versuchsansatz 2 konnte auch
im vorliegenden Experiment eine Steigerung des mikrobiellen n-Alkanabbaus beobachtet
werden. Entgegen der zuerst getroffenen Annahme ist die Steigerung des n-Alkanabbaus da-
her wahrscheinlich nicht direkt auf die niedrigere Olkonzentration zuriickzufiihren, sondern
vielmehr auf die dadurch bedingte Steigerung der prozentualen Stickstoffmenge bezogen auf
die eingesetzte Olmasse. Eventuell kam es in Versuchsansatz 1 durch das 6linduzierte Bakte-
rienwachstum und den damit einhergehenden Olabbau zu einer Stickstoffmangelsituation, die
in einer Hemmung des n-Alkanabbaus resultierte.

Keine der 19 eingesetzten Bakterienreinkulturen war unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen in der Lage, die sechs untersuchten PAK-Verbindungen abzubauen. Fiir den nicht
stattgefundenen PAK-Abbau sind im Wesentlichen zwei Griinde denkbar. Zum einen besteht
die Moglichkeit, dass unter den ausgewéhlten Bakterien keine Spezies vorhanden ist, die in
der Lage ist, PAK abzubauen. Aus der Literatur ist der PAK-Abbau durch Rhodococcus-
Spezies (Rh. erythropolis sowie nicht ndher klassifizierte Spezies) jedoch durchaus be-
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kannt.®**® Zum anderen ist es denkbar, dass es unter den gegebenen Versuchsbedingungen
zu einer Hemmung des PAK-Abbaus gekommen ist.

Wihrend die in den Versuchsansitzen verwendeten Ammoniumsalze fiir viele Bakterien die
bevorzugte Stickstoffquelle darstellen, konnte in verschiedenen Studien eine Hemmung des
mikrobiellen Olabbaus beim Einsatz von Ammoniumsalzen beobachtet werden.!”*?*'%! Wur-
de eine Menge Ammoniumsalze eingesetzt, die mit der im hier verwendeten Medium ver-
gleichbar ist, wurde beim gleichzeitigen Wirken von alkanabbauenden Bakterien in den Pro-
bengefdfien eine deutliche Abnahme des pH-Wertes um zwei bis drei Punkte aus dem neutra-
len Bereich auf 4,4 bis 5 gemessen.”®*”! Die Produktion von verschiedenen Sduren im mikro-
biellen Alkanabbauprozess ist bekannt, ebenso wie das akkumulierte Auftreten von Fettséu-

(200 Wihrend der mikrobielle Alkanabbau von der pH-Abnahme weitestgehend unbeein-

ren.
flusst blieb, wurde der mikrobielle PAK-Abbau in den genannten Studien deutlich ge-
hemmt.®**! Foght et al. untersuchten sowohl den Einfluss der Stickstoffquelle auf die Ab-
baueffizienz der eingesetzten Bakteriengemeinschaften als auch den gesonderten Einfluss auf
alkan- und aromatenabbauende Bakterienspezies.”” Werden lediglich aromatenabbauende
Bakterien in ein ProbengefdB mit Medium, Ol und einer Néhrstofflésung bestehend aus Nit-
rat, Ammonium und Phosphat gegeben, sinkt der pH-Wert in geringerem Malle (um einen
Punkt) und ein PAK-Abbau findet statt, der sich durch die Zugabe von Nihrstoffen steigern
lasst.”® Es ist demnach weniger die Form der Stickstoffquelle allein, die eine Hemmung des
PAK-Abbaus induziert, sondern vielmehr das gleichzeitige Wirken von alkanabbauenden
Bakterien und die damit verbundene deutliche pH-Wert-Abnahme. Studien, in denen bei den
mikrobiellen Olabbauexperimenten ein Bakterienkonsortium und eine Nihrstofflosung beste-
hend aus Nitrat, Ammonium und Phosphat eingesetzt wurden, bestdtigten die Beobachtung,
dass der Alkanabbau stattfand, wahrend der PAK-Abbau nicht oder nur in geringem Maf3e
festgestellt werden konnte.”'>*”1 In keiner der drei zitierten Studien wurde berichtet, dass der
pH-Wert reguliert beziehungsweise kontrolliert wurde. Es kann daher spekuliert werden, dass
auch hier der geringe PAK-Abbau auf die Zugabe von Ammoniumsalzen und die daraus bei
gleichzeitiger Aktivitit von alkanabbauenden Bakterien resultierende Senkung des pH-Wertes
zurlickzufiihren ist.

In den oben beschriebenen Experimenten wurde ebenfalls Ammonium als Stickstoffquelle
eingesetzt. Der pH-Wert in den Probengefia3en wurde nicht kontrolliert. Es konnte kein PAK-
Abbau beobachtet werden. Die oben genannten Verweise auf die Literatur stellen einen plau-
siblen Interpretationsansatz fiir die Beobachtungen dar. Anhand der im Folgenden beschrie-
benen Untersuchungen soll iiberpriift werden, ob die verwendeten Bakterienreinkulturen unter
angepassten Versuchsbedingungen in der Lage sind, im Ol vorhandene PAK abzubauen, und
inwiefern die eingesetzte Stickstoffquelle in den gegenwirtigen Experimenten hinsichtlich
des PAK-Abbaus eine (hemmende) Rolle spielt.
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3.2.2 Einfluss der Nihrstoffzugabe auf den mikrobiellen Olabbau

Um den Einfluss des Ndhrmediums und der darin vorliegenden Stickstoffquelle auf den mi-
krobiellen PAK-Abbau zu untersuchen, wurden drei ausgewédhlte Bakterienstimme (Probe
Nr. 3 (Rh. erythreus), 10 und 17 (jeweils Rh. fascians)) auf einem Algenmedium {iber einen
Zeitraum von 45 Tagen unter der Zugabe von 5 g/LL Rohdl inkubiert. Das verwendete Algen-
medium enthielt Nitrat als Stickstoffquelle. Bezogen auf das Gewicht der zugefiigten Olmasse
betrug der Stickstoffanteil 0,36 %. Die Nahrstoffe Stickstoff und Phosphor wurden im Ver-
hiltnis 5:1 eingesetzt.

PAK-Analysen
Die PAK-Massen in den Reinkulturen wurden auf die quantifizierten PAK-Massen in der
Kontrollprobe bezogen und die auf diesem Weg ermittelte prozentuale PAK-Abnahme in Ta-

belle 9 dargestellt. Es konnte fiir zwolf Verbindungen eine Abnahme nachgewiesen werden.

Tabelle 9:  Prozentuale Abnahme der PAK-Massen bezogen auf die Kontrollprobe fiir drei ausgewihlte bakte-
rielle Reinkulturen.

Abnahme in %

PAK Probe Nr. 3 Probe Nr. 10 Probe Nr. 17

(Rh. erythreus)  (Rh. fascians) (Rh. fascians)
Naphthalin 30 30 32
2-Methylnaphthalin 60 66 69
1-Methylnaphthalin 72 68 74
1,7-Dimethylnaphthalin 65 61 70
Acenaphthylen 74 69 76
Acenaphthen 28 0 8
Fluoren 57 39 57
Phenanthren 45 24 47
Fluoranthen 38 1 41
Pyren 47 27 46
1-Methylpyren 47 38 54
Chrysen 53 50 51

Aus dem in Tabelle 9 aufgefiihrten Datensatz geht hervor, dass in allen drei Reinkulturproben
ein PAK-Abbau stattgefunden hat. Wahrend die Abbauleistung der Reinkulturen in den Pro-
ben Nr. 3 (Rh. erythreus) und Nr. 17 (Rh. fascians) in etwa vergleichbar ist, ist die des Bakte-
rienstammes in Probe Nr. 10 (RA. fascians) etwas geringer. Die Abnahme der Abbaueffizienz
der Bakterien mit steigender MolekiilgroBe der PAK-Verbindungen war zu erwarten und ent-
[C6ILI0L1 Ayffillig ist der ver-

gleichsweise niedrige Wert der Abnahme von 30 % fiir Naphthalin als kleinstes Molekiil der

spricht den Literaturdaten aus vergleichbaren Experimenten.
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zwoOlf ausgewihlten PAK-Verbindungen. Die geringste Abbauleistung wurde von allen drei
Reinkulturproben fiir Acenaphthen, die hdchste Abbauleistung flir Acenaphthylen erreicht.

Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

Die dargestellten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die drei Reinkulturen in der Lage sind,
eine Auswahl der im Ol vorhandenen PAK abzubauen. Die nachgewiesene Abbauleistung
liegt fiir Probe Nr. 3 (Rh. erythreus) zwischen 28 % und 74 %, fiir die Probe Nr. 10 (RhA.
fascians) zwischen 0 % und 69 % und fiir die Probe Nr. 17 (RA. fascians) zwischen 8 % und
76 %. Die minimale Abbauleistung wurde jeweils fiir Acenaphthen, die maximale fiir Acen-
aphthylen erreicht.

Der nicht nachzuweisende PAK-Abbau im ersten Versuch ist demnach auf die Art der einge-
setzten Stickstoffquelle zuriickzufiihren. Wéhrend im vorhergehenden Abschnitt die hem-
mende Wirkung der eingesetzten Ammoniumsalze auf den PAK-Abbau ausfiihrlich diskutiert
wurde, konnte hier gezeigt werden, dass der Einsatz von Nitrat als Stickstoffquelle einen
PAK-Abbau ermdglicht. Die durch das eingesetzte Nitrat erreichte Stickstoffmenge von
0,36 % bezogen auf das Olgewicht liegt deutlich unter der empfohlenen Mindestmenge von
1 %.1"%% Es ist zu vermuten, dass der nachgewiesene PAK-Abbau der drei Bakterienreinkultu-
ren durch eine Steigerung der zugegebenen Nitratmenge erhoht werden kann. Aus der Litera-
tur ist bekannt, dass der PAK-Abbau immer dann durch die Zugabe von Nahrstoffen gestei-
gert wird, wenn Nitrat als Stickstoffquelle eingesetzt wird oder die Abwesenheit alkanabbau-
ender Bakterien garantiert werden konnte.”®!

Auch der auffallend geringe Abbau von Naphthalin kann eventuell auf die eingesetzten Nihr-
stoffe zuriickgefiihrt werden. Smith et al. fanden beispielsweise heraus, dass das Verhiltnis
von Stickstoff und Phosphor den mikrobiellen Abbau von n-Hexadekan und Phenanthren in

t.[191 Wihrend fiir n-Hexadekan ein maximaler Abbau bei

unterschiedlichem Mal} beeinfluss
einem N:P-Verhiltnis von 7:1 festgestellt werden konnte, wurden fiir den Phenanthrenabbau
Maxima bei einem Verhiltnis von 5:1 sowie 20:1 beobachtet.!'””! In dem hier verwendeten
Algenmedium lag ein N:P-Verhiltnis von 5:1 vor. Es ist durchaus denkbar, dass dieses Ver-
héltnis nicht den optimalen Bedingungen fiir den Naphthalinabbau entspricht. Dartiber hinaus
ist eine Hemmung des mikrobiellen Naphthalinabbaus durch die vorliegende Zusammenset-
zung an PAK denkbar."* In diesem Fall miisste auch in allen weiteren Untersuchungen ein

eher geringer Naphthalinabbau zu beobachten sein.

Wihrend die Verfiigbarkeit von Néhrstoffen sowie das Verhéltnis von Stickstoff zu
Phosphor auch beim Verlassen des LabormaBstabes eine einflussreiche Rolle hinsichtlich des
mikrobiellen Olabbaus spielt, ist der Einfluss der Stickstoffquelle auf den PAK-Abbau nur in
begrenzten Probengefdllen von Bedeutung. Es ist zu erwarten, dass im Freiland die Verdiin-
nungseffekte derart dominant sind, dass eine lokale pH-Wert-Absenkung durch das Wirken
alkanabbauender Bakterien bei gleichzeitiger Verfiigbarkeit von Ammoniumsalzen nicht zu

beobachten sein wird. Im Folgenden soll der Néhrstoffeinsatz unter Freilandbedingungen und
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speziell in Bezug auf das System ,,BioBind*“ vor dem wissenschaftlichen Hintergrund erortert
und diskutiert werden.

Kommt es in einem ndhrstoffarmen beziehungsweise ndhrstofflimitierten Medium zu einem
Olaustritt, verlagern sich die Verhiltnisse von Kohlenstoff zu Stickstoff beziehungsweise von
Kohlenstoff zu Phosphor auf die Seite des Kohlenstoffes. Der ansteigende Kohlenstoff- bei
gleichbleibendem Nihrstoffgehalt wirkt sich hemmend auf das mikrobielle Wachstum aus.!*”
Der einsetzende mikrobielle Olabbau kann innerhalb kurzer Zeit zu einer Nihrstoffmangelsi-
tuation fiihren.!"*” Dieser Nahrstoffmangel wiederum limitiert die mikrobiellen Abbaupro-

zesse. 11

] Die Bereitstellung von Nihrstoffen erscheint demnach zur Stimulation der Ab-
bauprozesse empfehlenswert. Diesbeziiglich variieren die Ergebnisse hinsichtlich der optima-
len Néhrstoffversorgung stark: die Literatur bietet dazu ein breites Spektrum von konkreten
Dosierungsempfehlungen iiber den Ansatz, dass unterschiedliche Bakterienspezies unter-
schiedliche Néhrstoffkonzentrationen bevorzugen, bis zu der Aussage, dass die optimale

[202L.195] Auch scheint die alleinige Zugabe

[104,106

Néhrstoffkonzentration bislang nicht bekannt sei.
von Stickstoff beziehungsweise Phosphor wenig Wirkung zu zeigen. I Roling et al. ka-
men in umfangreichen Experimenten zu der Erkenntnis, dass die Zugabe von Stickstoff und
Phosphor an sich hinsichtlich der Abbausteigerung wichtiger ist als die konkret zugegebene
Menge.'"7) Der Ansatz, Phosphor im Uberschuss einzusetzen, sollte hinsichtlich einer Studie
von LePetit und N‘Guyen iiberpriift werden, in der eine Hemmung des Bakterienwachstums
bei hoher Phosphorzugabe beobachtet werden konnte.”*'*"! In einem 40-tigigen Experiment
konnten Boufadel et al. zeigen, dass es unter den gegebenen Bedingungen hinsichtlich der
Stickstoffzugabe einen Grenzwert gibt, bei dessen Uberschreitung der mikrobielle Olabbau
lediglich zu Beginn des Experimentes schneller verlduft, iiber den gesamten Zeitraum des

41108

Experimentes jedoch nicht mehr Ol abgebaut wir I Ein gleichbleibender mikrobieller

Olabbau bei gesteigerter Nihrstoffzugabe konnte durch weitere Studien untermauert wer-

107191 yWeiterfithrend dazu wurde von Braddock et al. in einem Experiment mit variie-

den.!
rendem Néhrstoffgehalt die Reduzierung der abbauenden Mikroorganismenzahl bei hochstem
Nihrstoffgehalt beobachtet.'°! Hierbei wurde die grofte Mikroorganismenpopulation nach
der geringsten Néhrstoffzugabe nachgewiesen. Neben der Zugabe von Stickstoff und Phos-
phor wird auch die Eisenzugabe als stimulierender Faktor diskutiert.!"'” Der Vollstindigkeit
halber soll an dieser Stelle auch eine Studie erwéhnt werden, die belegt, dass die Néhrstoffsi-
tuation keinen Einfluss auf das Maf des mikrobiellen Olabbaus hat."'"] Kontroverse Ergeb-
nisse wurden auch hinsichtlich der Gewichtung des Einflusses von Temperatur und Néhr-
stoffversorgung publiziert..''*'"*! Dabei konnte sowohl gezeigt werden, dass die Temperatur
die mikrobielle Abbaueffektivitit in stirkerem Mal3e beeinflusst als die Néhrstoffzugabe, als
auch andersherum.''*'"]

Trotz einiger paradox erscheinender Ergebnisse scheint die Zugabe von Stickstoff und Phos-
phor in {iberdachtem MaBe sinnvoll, um den mikrobiellen Olabbau anzuregen und zu unter-
stiitzen. Ein dabei mittlerweile tibliches stchiometrisches Verhiltnis ist C:N:P = 100:5:1.1"'%!

Bei der Verwendung von Néhrstoffen im Labormaf3stab miissen ganz andere, spezifische Kri-
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terien hinsichtlich der Nahrstoffart und -menge berticksichtigt werden als beim Néhrstoffein-
satz im Freiland. Hier ist in jedem Fall im Vorfeld eine fundierte Diskussion notwendig, um
schwere Schidigungen der Umwelt zu vermeiden. Dabei sollte im Falle einer Olhavarie vor
allem eine Schaden-Nutzen-Analyse einer pauschalen Bewertung vorgezogen werden. Die
Modifikation, in der die Néhrstoffe in das marine System eingebracht werden, kann ver-

12911 Als Erginzung zum Einsatz von wasserldslichen anorga-

schiedenste Formen annehmen.|
nischen Salzen wurde die Wirkung von ,,slow-release“~-Diingern untersucht, bei denen die
anorganischen Nahrstoffe von hydrophoben Materialien, zum Beispiel Paraffin oder Pflan-
zendlen, ummantelt eingesetzt werden.”1%! Eine Modifikation, bei der die Néhrstoffe in der
Lage sein sollten, bevorzugt direkt an der Ol-Wasser-Grenzschicht wirken zu konnen, ist die
Form der oleophilen organischen Nahrstoffe. Durch den Einsatz nach der Havarie der Exxon
Valdez am Prinz-William-Sund wurde dabei vor allem die Substanz Inipol EAP 22 be-
kannt.!"*'"! Einzelne Vertreter der oleophilen organischen Diinger wurden auf der Basis na-
tiirlicher Produkte, wie zum Beispiel Fischmehl, gefertigt.!''®!''"! Vor allem in offenen Ge-
wissern, also zum Beispiel auf See, stellen die oleophilen Diingemittel eine attraktive Mog-
lichkeit dar, das Auswaschen der wasserloslichen, anorganischen Nahrsalze zu umgehen.!''™
Neben der Wirksamkeit der verschiedenen Modifikationen sollte vor allem ihre potentielle
Toxizitdt im Fokus der Betrachtung stehen. So haben zum Beispiel hohe Ammoniumkonzen-
trationen, die als Stickstoffquelle in das marine System eingebracht werden, eine toxische

[

Wirkung auf verschiedene, dort lebende Spezies.!'*''”) Um die Eignung inklusive Toxizitit

der die Bioremediation unterstiitzenden Produkte zu iiberpriifen, stehen mehrere Standardme-

12012531 1 jedem Fall ist dariiber hinaus zu beriicksichtigen, dass unter-

thoden zur Verfiigung.!
schiedliche Randbedingungen den Einsatz unterschiedlicher Mittel fordern.!'”! Dabei spielen
zum Beispiel das Kompartiment, in dem das Ol abgebaut werden soll, die Temperatur oder
mechanische Einfliisse, wie Wellengang oder Stromungsprozesse, eine wesentliche Rolle.
Hinsichtlich der geeigneten Nahrstoffeintragung zur Unterstiitzung und Forderung des mikro-
biellen Olabbaus stehen ausfiihrliche Strategien und Empfehlungen zur Verfiigung.!'>

Die Bereitstellung beziehungsweise Eintragung von Nihrstoffen zur Unterstiitzung des mi-
krobiellen Olabbaus im Falle eines Olaustrittes in die marine Umwelt ist basierend auf den
obigen Ausflihrungen vertretbar. Dabei ist die Berlicksichtigung der jeweiligen Randbedin-
gungen und Gegebenheiten von essentieller Bedeutung. Uber die Art und Weise sowie das
MaB der Nahrstoffeintragung sollte jeweils individuell entschieden werden. Dabei sollte eine
Orientierung an bestehenden Empfehlungen erfolgen, um negative Effekte, wie zum Beispiel
die Eutrophierung des jeweiligen Gewdssers, das Induzieren von Algenbliiten oder eine er-
hohte Sauerstoffzehrung bedingt durch zu hoch bemessene Néhrstoffeintragungen, zu ver-

8] Ergianzend dazu gibt der VPS Richtlinien vor, die den Einsatz von Néhrstoffen an

11]

meiden.|

den deutschen Kiisten vorgeben.!
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3.2.3 Charakterisierung der Olabbauleistung von Mikroorganismenge-

meinschaften

Selektionsversuch zur Ermittlung der Olabbaueffizienz von Zweierkonsortien

In einem Selektionsversuch wurde die bakterielle Kultur Nr. 1 (RA. erythreus) mit allen ande-
ren 18 Reinkulturen kombiniert. Das Experiment wurde in OMB-Medium mit Ammonium als
Stickstoffquelle (N:P 1:1) unter der Zugabe von 2 g/L Ol durchgefiihrt. Die Inkubationszeit
betrug zwei Wochen. Beziiglich der n-Alkane wurden vier Verbindungen beispielhaft heraus-
gegriffen (n-C,7, n-Cy1, n-C4 und n-Cs;), um den gesamten Bereich der Zielanalyten (n-Cis
bis n-Cyp) stichprobenartig darzustellen.

Die absolute Verteilung der vier ausgewihlten n-Alkanverbindungen ist flir jedes der 18

Zweierkonsortien in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Absolute Verteilung der vier untersuchten n-Alkanverbindungen (n-C,5, n-C,;, n-Cy4 und n-Cs;)
in pg in den 18 Konsortienproben.

Aus den in Abbildung 16 dargestellten Daten kann die prozentuale Verteilung der vier
n-Alkanverbindungen fiir jede Konsortienprobe berechnet werden. Verglichen mit den Daten
aus Tabelle 6 wird deutlich, dass die prozentuale Verteilung von n-C7, n-C;;, n-Cp4 und n-Cs,
in den Konsortienproben der in den Reinkulturproben entspricht. Je 30 % entfallen auf die
Verbindungen n-C;7, n-C;; und n-Cy4 und etwa 10 % werden durch die Verbindung n-Cs;; re-
prasentiert. Das heif3t, dass auh in den Konsortienproben ein bevorzugter Abbau der kurzket-
tigen n-Alkane stattgefunden hat.
Um die Einzelleistung der Bakterienreinkulturen mit der Abbauleistung im Konsortium zu
vergleichen, erfolgt eine tabellarische Auflistung (siehe Tabelle 10). Die Pfeile in der letzten
Spalte geben den Trend der Abbauleistung an, die durch die Kombination der Bakterienkultu-
ren erzielt werden konnte (— konstante Abbauleistung, 1 gesteigerte Abbauleistung, | redu-
zierte Abbauleistung). Ist die Summe der n-Alkanverbindungen in der Probe des Zweierkon-
43



Ergebnisse und Diskussion

sortiums deutlich niedriger als in den Proben der entsprechenden Reinkulturen, ist sowohl die

Summe der n-Alkanverbindungen als auch die Probennummer fett gedruckt.

Tabelle 10: Summe der vier untersuchten n-Alkanverbindungen (n-C,;, n-C,;, n-Cy4 und n-Cs;) in pg fiir die
bakteriellen Reinkulturen und die Zweierkonsortien. Ist die Summe der n-Alkane in der Probe des
Zweierkonsortiums deutlich niedriger als bei den einzelnen Reinkulturen, ist sowohl die Summe
als auch die Probenbezeichnung fett gedruckt. — konstante Abbauleistung, 1 gesteigerte Abbau-
leistung, | reduzierte Abbauleistung.

Reinkulturen Zweierkonsortien
Summe Summe Tendenz der
Art Probe n-Alkanein pg n-Alkane in pg Probe Abbauleistung

Rh. erythreus 1 8,8

Rh. erythreus 2 4,3 5,0 1.2 —
Rh. erythreus 3 19,5 3,7 1.3 )
Rh. erythreus 4 9,9 9,0 1.4 —
Rh. erythreus 5 4,5 9,9 1.5 !
Rh. erythreus 6 5,5 6,3 1.6 —
Rh. erythropolis 7 17,1 16,1 1.7 —
Rh. erythropolis 8 2,8 6,6 1.8 !
Rh. erythropolis 9 17,6 5,6 1.9 )
Rh. fascians 10 21,2 3.4 1.10 )
Rh. corynebacterioides 11 7,8 3,1 1.11 )
Rh. fascians 12 12,4 7,3 1.12 i
Rh. fascians 13 9,7 5,9 1.13 1
Rh. fascians 14 9,0 5,9 1.14 1
Rh. fascians 15 16,4 4,5 1.15 1
Rh. fascians 16 4.4 11,9 1.16 !
Rh. fascians 17 7,9 5,1 1.17 )
Rh. fascians 18 5.2 7.5 1.18 !
Rh. fascians 19 18,3 8,0 1.19 1

Die Summe der untersuchten n-Alkane liegt in der Reinkulturprobe Nr. 1 mit 8,8 pg vergli-
chen mit den anderen Reinkulturproben im mittleren Bereich. Bei der Kombination mit einer
weiteren Bakterienkultur konnten die folgenden drei Varianten beobachtet werden: 1. die Ab-
bauleistung sinkt (Zunahme der n-Alkansumme; 4 von 18 Proben), 2. die Abbauleistung
bleibt im Wesentlichen konstant (konstante n-Alkansumme; 4 von 18 Proben), 3. die Abbau-
leistung steigt (Abnahme der n-Alkansumme; 10 von 18 Proben). In 10 der 18 Zweierkonsor-
tienproben ist die n-Alkanmasse um mehr als Faktor 1,5 niedriger als bei einer der beiden
kombinierten Reinkulturen alleine. In diesen Proben konnte demnach eine deutliche Abnahme
der summierten n-Alkanmasse basierend auf gesteigerten Abbauprozessen durch die Kombi-
nation zweier Bakterienkulturen erreicht werden. Der prozentuale Abbau in diesen zehn Pro-

ben liegt zwischen 90 % und 96 %. Der prozentuale Abbau fiir alle untersuchten Zweierkon-
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sortienproben sowie der prozentuale Abbau der einzelnen Reinkulturproben ist in Tabelle 11
aufgelistet.

Tabelle 11: Prozentualer n-Alkanabbau fiir die bakteriellen Zweikonsortienproben sowie der prozentuale
n-Alkanabbau in den dazugehorigen Proben der Bakterienreinkulturen.

Reinkulturen Zweierkonsortien
Art Probe n-Alkanabbau in % n-Alkanabbauin % Probe

Rh. erythreus 1 89

Rh. erythreus 2 95 94 1.2
Rh. erythreus 3 76 96 1.3
Rh. erythreus 4 88 89 1.4
Rh. erythreus 5 94 88 1.5
Rh. erythreus 6 93 92 1.6
Rh. erythropolis 7 79 80 1.7
Rh. erythropolis 8 97 92 1.8
Rh. erythropolis 9 78 93 1.9
Rh. fascians 10 74 96 1.10
Rh. corynebacterioides 11 90 96 1.11
Rh. fascians 12 85 91 1.12
Rh. fascians 13 88 93 1.13
Rh. fascians 14 89 93 1.14
Rh. fascians 15 80 95 1.15
Rh. fascians 16 95 85 1.16
Rh. fascians 17 90 94 1.17
Rh. fascians 18 94 91 1.18
Rh. fascians 19 78 90 1.19

Der prozentuale mikrobielle n-Alkanabbau liegt fiir die Reinkulturproben zwischen 74 %
(Probe Nr. 10, RhA. fascians) und 97 % (Probe Nr. 8, Rh. erythropolis). Fiir die 18 Konsortien-
proben konnte innerhalb von zwei Wochen ein n-Alkanabbau zwischen 80 % (Probe Nr. 1.7,
Rh. erythreus und Rh. erythropolis) und 96 % (Probe Nr. 1.3, Rh. erythreus, 1.10, Rh. eryth-
reus und Rh. fascians, und 1.11, Rh erythreus und Rh. corynebacterioides) nachgewiesen
werden. Dem in Tabelle 11 aufgelisteten Datensatz kann entnommen werden, dass bei Kom-
bination zweier Bakterienreinkulturen weder die Tendenz noch das Ausmal} der Abbauleis-
tung einem klar erkennbaren Muster folgen. So konnte zum Beispiel durch die Kombination
von Kultur Nr. 1 (RA. erythreus) mit mittlerer Abbauleistung (89 %) und Kultur Nr. 3 (RA.
erythreus) mit einer vergleichsweise geringen Abbauleistung (76 %) eine sehr gute Abbau-
leistung von 96 % erreicht werden. Umgekehrt flihrte die Kombination mit Kultur Nr. 16 (RA.
fascians), in der eine sehr gute Abbauleistung von 95 % berechnet werden konnte, zu einer
Verminderung der Abbauleistung auf 85 %. Es konnten demnach keine eindeutigen synergeti-

schen Effekte beobachtet werden.
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In keiner der genannten 18 Zweierkonsortienproben konnte der mikrobielle Abbau von
PAK-Verbindungen beobachtet werden. Dies entspricht den Beobachtungen in den Reinkul-
turproben und kann auf derselben Grundlage diskutiert werden (vergleiche Abschnitt 3.2.1).
Basierend auf Literaturergebnissen wird davon ausgegangen, dass der Einsatz von Ammoni-
umsalzen als Stickstoffquelle bei gleichzeitigem Wirken von alkanabbauenden Bakterien zu
einer Hemmung des PAK-Abbaus fiihrte.[***”!

PAK-Analysen mit zehn ausgewéihlten Zweierkonsortien

Es wurden zehn weitere Zweierkonsortien aus den Bakterienreinkulturen zusammengestellt,
bei denen von den Projektpartnern der Universitit Leipzig basierend auf Vorversuchen ein
positiver PAK-Abbau erwartet wurde. Diese Erwartung traf fiir alle zehn Zweierkonsortien
zu. Dabei konnten jeweils fiir fiinf PAK-Verbindungen Abbauerscheinungen nachgewiesen
werden. Bei den tibrigen untersuchten PAK wurde kein Abbau festgestellt.

In Bezug auf die Daten aus den Kontrollproben wurde aus den analysierten PAK-Massen der
prozentuale PAK-Abbau in den zehn Konsortienproben berechnet und in Abbildung 17 dar-
gestellt.
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Abbildung 17: Prozentualer Abbau der fiinf detektierten PAK-Verbindungen, fiir die ein mikrobieller Abbau
quantifiziert werden konnte, fiir zehn ausgewéhlte Zweierkonsortien.

Aus dem in Abbildung 17 dargestellten Datensatz geht hervor, dass in keiner der einzelnen
Konsortienproben fiir alle fiinf PAK-Verbindungen eine maximale oder minimale Abbauleis-
tung quantifiziert werden konnte. Wahrend zum Beispiel fiir die Probe 7.11 (RA. erythropolis,
Rh. corynebacterioides) mit 65 % der hochste Abbauwert fiir 1,7-Dimethylnaphthalin berech-

net wurde, ist der dargestellte prozentuale Abbau von 2-Methylnaphthalin mit 49 % in dieser
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Konsortiumprobe vergleichsweise niedrig. Insgesamt wurden in den Proben sehr unterschied-
liche Werte fiir den PAK-Abbau quantifiziert. Das heif3t, die Abbaueffizienz der Konsortien
bezogen auf die einzelnen Verbindungen variiert.

In Tabelle 12 sind die Minima und Maxima des prozentualen Abbaus fiir die fiinf PAK-
Verbindungen mit der Angabe der zugehdrigen Probenbezeichnung aufgefiihrt.

Tabelle 12: Minima und Maxima des prozentualen Abbaus der fiinf PAK-Verbindungen, die bakteriell abgebaut

wurden.
Abbau in % Abbau in %
Substanz .. :
Minimum Probe Maximum Probe
Naphthalin 17 3.17 54 6.10
2-Methylnaphthalin 32 14.16 72 17.19
1-Methylnaphthalin 62 14.16 87 17.19
1,7-Dimethylnaphthalin 34 5.17 65 7.11
Acenaphthylen 6 5.17 51 6.10

Aus der Auflistung in Tabelle 12 geht hervor, dass die Werte fiir den prozentualen Abbau der
einzelnen PAK-Verbindungen jeweils einen vergleichsweise groBen Bereich umspannen
(zwischen 25 und 45 Prozentpunkten). Der hochste Abbau konnte fiir 1-Methylnaphthalin
beobachtet werden (87 %). Die niedrigsten Werte wurden fiir Acenaphthylen und Naphthalin
berechnet (6 % beziehungsweise 17 %). Bei der Zuordnung der Minima und Maxima zu den
entsprechenden Proben wird deutlich, dass die Minima und Maxima fiir die zwei Methylnaph-
thalinverbindungen jeweils demselben Bakterienkonsortium zugerechnet werden koénnen.
Diese Ubereinstimmung findet sich nicht nur fiir die Bakterienkonsortien, deren Abbauleis-
tung fiir diese Verbindungen minimal beziehungsweise maximal ist, sondern auch fiir die iib-
rigen acht Konsortien. Eine Ubersicht erfolgt in Tabelle 13.

Tabelle 13: Prozentualer Abbau von 2- und 1-Methylnaphthalin fiir zehn bakterielle Zweierkonsortien.

Abbau in %
Probe . .
2-Methylnaphthalin 1-Methylnaphthalin

14.16 32 62

5.17 42 66

7.11 49 72

7.8 53 77
13.18 57 79

3.17 60 79

6.10 63 81

3.15 69 82

7.15 70 83
17.19 72 87
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Eine Staffelung der prozentualen Abbauleistung (in zunehmender Richtung) der zehn unter-
suchten Konsortien fiir 2- und 1-Methylnaphthalin liefert fiir beide Verbindungen dieselbe
Reihenfolge der Probenbezeichnungen. Aus dem in Tabelle 13 aufgefiihrten Datensatz geht
deutlich hervor, dass die Abbauleistung der jeweiligen Bakteriengemeinschaft fiir 1-
Methylnaphtahlin deutlich hoher ist als fiir 2-Methylnaphthalin. Es besteht demnach eine Ab-
bauselektivitdt hinsichtlich der beiden Regioisomere. Aus der Literatur ist eine mikrobielle
Abbauselektivitit beziiglich der Regioisomere von einfachmethyliertem Dibenzothiophen
bekannt.” Die Selektivitit des mikrobiellen PAK-Abbaus ist vermutlich auf die verbin-
dungsspezifische Wirkungsweise der Enzyme zuriickzufiihren, die von den Bakterien produ-
ziert werden, um Sauerstoff in das aromatische Ringsystem der PAK einzubauen.['**!
Basierend auf den Ausfiihrungen in den vorhergehenden Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 kann
davon ausgegangen werden, dass auch im gegenwirtigen Versuchsansatz die verwendete
Stickstoffquelle sowie die Aktivitdt der alkanabbauenden Bakterien zu einer Hemmung des
PAK-Abbaus gefiihrt hat. Auf diese Hemmung kann eventuell der ausschlieliche Abbau der
Naphthalinverbindungen sowie Acenaphthylen zuriickgefiihrt werden. Bei Naphthalin und
Acenaphthylen handelt es sich um die PAK mit der kleinsten MolekiilgroBe. Daher gelten sie
als die am leichtesten mikrobiell abzubauenden Verbindungen, da sich das Mal} der Abbau-
barkeit umgekehrt proportional zur Anzahl der Ringe im Molekiil verhilt.!”!! Obwohl es sich
bei Acenaphthylen und Acenaphthen um zwei Molekiile mit identischer Ringanordnung und
somit identischer Grof3e handelt, konnte lediglich fiir Acenaphthylen ein mikrobieller Abbau
beobachtet werden. Dieser ist vermutlich auf die gesteigerte Aromatizitit von Acenaphthylen
zuriickzufiihren."® Es kann spekuliert werden, dass in den Proben, in denen ein guter PAK-
Abbau nachgewiesen werden konnte, ein vergleichsweise geringer n-Alkanabbau stattgefun-
den hat. Ein geringerer n-Alkanabbau hitte vermutlich eine geringere Absenkung des pH-
Wertes zur Folge und wiirde demnach den PAK-Abbau weniger hemmen. Ein bevorzugter
mikrobieller Abbau von aromatischen Verbindungen, insbesondere von Naphthalin, ist aus
der Literatur durchaus bekannt."”>*”'*! Eventuell wurde durch die Kombination der Bakteri-
enkulturen hinsichtlich des Abbauverhaltens eine Verschiebung der préferierten Substanzen
induziert, die in den zuvor untersuchten Zweierkonsortien (Kombination der Probe Nr. 1 mit
allen anderen 18 Reinkulturen) nicht stattgefunden hat.

PAK-Analysen mit einem mikrobiellen Konsortium

Ein erster Versuch mit dem Dreierbakterienkonsortium ,,G1.10* (Reinkultur Nr. 3 (RA. eryth-
reus) und Nr. 17 (Rh. fascians), im Folgenden bezeichnet als ,,G1%, und Nr. 10 (RA. fascians))
sowie einer Kombination aus Bakterien, einer Alge (A) und einem Cyanobakterienstamm (C)
wurde auf Algenmedium durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen wurden im vorhergehenden
Abschnitt beschrieben (5 g/L Rohdél, Nitrat als Stickstoffquelle, N:P 5:1, 45 Tage Inkubati-
onsdauer). Es wurde lediglich eine Analyse der PAK durchgefiihrt.

Der prozentuale Abbau der einzelnen PAK-Verbindungen durch die Mikroorganismenge-
meinschaften bezogen auf die Kontrollprobe ist in Abbildung 18 dargestellt. In elf Verbin-
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dungen konnte ein PAK-Abbau nachgewiesen werden. Da die prozentuale PAK-Abnahme in
der Probe G1.10AC lediglich unwesentlich {iber oder unter den Werten fiir die reine Bakteri-
engemeinschaft liegt, hatte der Zusatz einer Alge und einer Cyanobakterienkultur zu der Drei-
erbakteriengemeinschaft offensichtlich keinen Einfluss auf den in Abbildung 18 dargestellten
mikrobiellen PAK-Abbau. Es handelt sich bei diesen Variationen vermutlich eher um eine
Schwankung im Fehlerbereich als um einen interpretierbaren Unterschied hinsichtlich der
Abbauleistung.
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Abbildung 18: Vergleichende prozentuale PAK-Abnahme fiir eine Bakteriengemeinschaft bestehend aus drei
Bakterienreinkulturen (G1.10) und die Kombination dieser Gemeinschaft mit einer Alge (A)
und einem Cyanobakterium (C).

Zunichst soll ein Vergleich der in Abbildung 18 dargestellten Daten mit den einzelnen Rein-
kulturproben erfolgen, bei deren Inkubation ebenfalls das Algenmedium als Néhrstoffquelle
sowie eine identische Olkonzentration eingesetzt wurde (vergleiche Abschnitt 3.2.2). Vergli-
chen mit der prozentualen PAK-Abnahme, die fiir diese drei einzelnen Reinkulturen berech-
net werden konnte (vergleiche Tabelle 9), liegen die Werte fiir die durch das Dreierkonsorti-
um erreichte prozentuale Abnahme in demselben Bereich oder niedriger. Fiir die Reinkulturen
konnte der PAK-Abbau fiir zwolf Verbindungen nachgewiesen werden. Die Erhéhung der
Zahl der Bakterienstimme von eins auf drei in der Gemeinschaft fithrt demnach unter den
gegebenen Bedingungen nicht zu einer Verbesserung der PAK-Abbauettfizienz.

Des Weiteren erfolgt ein Vergleich mit den in diesem Abschnitt bereits diskutierten Ergebnis-
sen der Zweierkonsortienproben. Es wird darauf hingewiesen, dass bei diesen Proben Ammo-
nium als Stickstoffquelle sowie eine geringere Olkonzentration (c = 2 g/L) eingesetzt wurde.
Es wurden 28 Proben untersucht, in denen jeweils zwei Bakterienreinkulturen kombiniert
worden sind. Dabei konnte in zehn Proben ein PAK-Abbau nachgewiesen werden. Der Abbau
beschriankte sich auf fiinf Verbindungen (vergleiche Abbildung 17) und konnte somit fiir we-
niger Verbindungen beobachtet werden als bei dem Dreierkonsortium (Abbau von elf Ver-

bindungen). Der prozentuale Abbau der fiinf durch die Zweierkonsortien abgebauten Verbin-
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dungen ist in Abbildung 19 vergleichend fiir das Dreierkonsortium G1.10 sowie fiir die Zwei-
ergemeinschaften dargestellt.
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Abbildung 19: Prozentualer Abbau von fiinf PAK-Verbindungen in einem bakteriellen Dreierkonsortium
(G1.10) und zehn Zweierkonsortienproben.

Aus Abbildung 19 geht hervor, dass lediglich fiir Acenaphthylen in der Probe des Dreierkon-
sortiums ein hoherer Abbau nachgewiesen werden konnte als in allen zehn Proben der Zwei-
ergemeinschaften. Der prozentuale Abbau liegt dabei zwischen 15 und 60 Prozentpunkten
hoher. Diese Abbausteigerung ist nicht eindeutig auf den Einsatz von einer Kombination aus
drei Bakterienreinkulturen zuriickzufiihren, da der PAK-Abbau in den Proben der Zweierge-
meinschaften wahrscheinlich durch die Verwendung von Ammoniumsalzen und den zeit-

9691 Fiir

gleich  stattfindenden  mikrobiellen  n-Alkanabbau  gehemmt  wurde.!
1,7-Dimethylnaphthalin konnte in drei Proben der Zweiergemeinschaften ein geringfiigig ho-
herer Abbau als in der Probe des Dreierkonsortiums beobachtet werden. In den verbleibenden
sieben Proben der Zweiergemeinschaften lag der prozentuale Abbau zwischen 6 und 26 Pro-
zentpunkte unterhalb des Wertes, der flir die Dreiergemeinschaft quantifiziert werden konnte.
Fiir Naphthalin sowie 1- und 2-Methylnaphthalin liegt der Abbau bei nahezu allen Proben der
Zweierkonsortien deutlich (bis zu 20 Prozentpunkte) oberhalb des Wertes aus der Probe der
Dreiergemeinschaft. Lediglich die Minimalwerte fiir Naphthalin und 2-Methylnaphthalin un-
terschreiten den Vergleichswert, der von der Dreiergemeinschaft erzielt werden konnte deut-
lich. Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 angesprochen wurde, konnte diese Differenz auf das un-
terschiedliche Verhiltnis von Stickstoff zu Phosphor, das in den Proben vorlag, zurtickzufiih-
ren sein. Wahrend das N:P-Verhiltnis in den Zweiergemeinschaften bei 1:1 lag, betrug es in

den Proben der Dreierkonsortien 5:1. Es kann spekuliert werden, dass ein N:P-Verhéltnis von
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1:1 speziell den Abbau von Naphthalinverbindungen sowie deren einfachmethylierten Homo-

logen unterstiitzt.!'*>

Untersuchungen mit weiteren Dreierbakteriengemeinschaften mit und ohne Algenzusatz
In einer weiteren Versuchsreihe wurden ergdnzende Dreierkonsortien aus den Reinkulturpro-
ben gebildet. Die Basis der Gemeinschaften bestand aus den Reinkulturen Nr. 3 (RA. ery-
threus) und Nr. 17 (Rh. fascians), im Folgenden als ,,G1° bezeichnet, und wurde jeweils mit
einem weiteren Bakterienstamm (Nr. 5 (RA. erythreus), 7 (Rh. erythropolis), 10, 15 oder 19
(jeweils Rh. fascians)) kombiniert. Die Bakteriengemeinschaften wurden als solche und in
Kombination mit einer Alge untersucht. Die Versuche wurden auf OMB-Medium (Ammoni-
um als Stickstoffquelle, N:P 1:1) unter der Zugabe von 5 g/L. Rohdl {iber einen Zeitraum von
zwei Wochen durchgefiihrt. Fiir die Gemeinschaften G1.5 und G1.19 wurde eine Zeitrei-
henanalyse durchgefiihrt.

Bei der Untersuchung der n-Alkane wurden die Verbindungen n-C;s bis n-Css betrach-

tet. Der n-Alkanabbau betrug in den Proben aller Bakteriengemeinschaften nach einer Ver-
suchsdauer von zwei Wochen 100 %. In den Proben aus der Zeitreihenanalyse konnten ledig-
lich am ersten Tag nach dem Versuchsbeginn n-Alkane quantifiziert werden. Fiir das Konsor-
tium G1.5 konnte nach einem Tag Inkubationsdauer ein n-Alkanabbau von 7 % berechnet
werden. Das Konsortium G1.19 hatte zu diesem Zeitpunkt bereits 19 % der n-Alkane abge-
baut. Bereits am vierten Tag des Versuches konnten keine n-Alkane mehr in den Bakterien-
proben nachgewiesen werden.
Der n-Alkanabbau war bereits bei den Bakteriengemeinschaften bestehend aus zwei Stimmen
durchaus zufriedenstellend, konnte jedoch durch die Kombination aus drei Bakterienkulturen
nochmals gesteigert werden. Durch den vollstdndigen Abbau in allen Proben war es nicht
moglich, den Einfluss des Algeneinsatzes auf die Abbauleistung zu bestimmen. Es wurde
lediglich deutlich, dass der Algenzusatz den n-Alkanabbau nicht deutlich negativ beeinflusst.

Im Rahmen der Zeitreihenanalyse konnte fiir die Gemeinschaften G1.5 und G1.19 (je-
weils Rh. erythreus und Rh. fascians der Abbau von Naphthalin und dessen einfach alkylier-
ten Homologen nachgewiesen werden, der in Abhéngigkeit zur Inkubationszeit steht. Der
prozentuale Abbau dieser drei Verbindungen ist fiir beide Zeitreihenanalysen in Abbildung 20
dargestellt. In den ersten sieben Tagen kann nahezu keine mikrobielle Abbauaktivitit beo-
bachtet werden. Die in Abbildung 20 dargestellten Werte fiir den prozentualen Abbau inner-
halb der ersten sieben Tage des Versuches schwanken im Bereich bis zu maximal 7 %. Es ist
davon auszugehen, dass diese Variationen im Fehlerbereich liegen und somit als zufillige
Schwankungen betrachtet werden sollten. Am elften Tag des Versuchszeitraumes waren die
PAK-Massen fiir beide Gemeinschaften deutlich niedriger als in den vorhergehenden Proben,
sodass bezogen auf die Kontrollprobe ein héherer Abbau berechnet wurde. Im Gegensatz zu
den geringen Schwankungen innerhalb der ersten sieben Versuchstage, zeichnet sich der Ab-
bauwert fiir Tag 11 deutlich ab.
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Abbildung 20: Prozentualer Abbau einzelner PAK-Verbindungen in % fiir G1.5 (links) und G1.19 (rechts) iiber
einen Inkubationszeitraum von elf Tagen.

Mittels t-Test (sieche Abschnitt 5.5) konnte mit einer statistischen Sicherheit von 99 % (98 %
fiir Naphthalin bei G1.5) belegt werden, dass sich der in Abbildung 20 dargestellte Wert fiir
den Abbau an Tag 11 fiir alle drei dargestellten PAK-Verbindungen signifikant von den vor-
hergehenden Werten unterscheidet. Es wird deutlich, dass die Mikroorganismen eine Zeit der
Initialisierung benétigen, bis der mikrobielle PAK-Abbau einsetzt. Diese in der Literatur als
»lag time* bezeichnete Zeitspanne umfasst in der Regel fiinf bis sechs Tage und kann durch
verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel die vorliegende Bakteriendichte, die Oltoleranz der
vorhandenen Bakterien im Freiland, die Art und Menge der Néhrstoffzugabe oder auch das
Auftreten fliichtiger, toxischer Verbindungen, beeinflusst werden.**-104118:126:127]

Aufgrund des mehrfach angesprochenen Einflusses der Stickstoffquelle auf den mikrobiellen
PAK-Abbau kann an dieser Stelle lediglich ein Vergleich mit den in Abschnitt 3.2.1 behan-
delten Reinkulturen sowie mit den zu Beginn dieses Abschnittes behandelten Zweierkonsorti-
en erfolgen. Bei diesen Proben wurde ebenfalls OMB-Medium und somit Ammonium als
Stickstoffquelle eingesetzt. Bei den Zweierkonsortien wurde jedoch mit einer geringeren Ol-
konzentration (2 g/L) gearbeitet. Diese geringere Olkonzentration bedingte eine prozentual
hohere Menge an vorhandenem Stickstoff von 1,5 % bezogen auf die Masse des eingesetzten
Ols. Im gegenwirtigen Versuchsansatz betriigt die verfiigbare Menge Stickstoff lediglich
0,6 %. Bei den Bakterienreinkulturen konnte unter den gegebenen Versuchsbedingungen kein
PAK-Abbau nachgewiesen werden (vergleiche Abschnitt 3.2.1). Bei den Zweierkonsortien
konnte fiir einige Bakteriengemeinschaften (10 von 28) ein Abbau der vier Naphthalinverbin-
dungen sowie von Acenaphthylen beobachtet werden (siehe Abbildung 19). In den verblei-
benden 18 Zweierkonsortien fand kein PAK-Abbau statt. Fiir die Dreiergemeinschaften wur-
de bei drei Verbindungen ein Abbau quantifiziert, der fiir jede dieser drei Verbindungen weit
unterhalb der Werte liegt, die fiir die Zweiergemeinschaften quantifiziert werden konnten
(vergleiche Abbildung 19). Die Differenz liegt dabei ungefahr zwischen 10 und 65 Prozent-
punkten. Die beobachtete Abbauleistung der Dreiergemeinschaften liegt demnach iiber der
Leistung der Reinkulturen (dort konnte kein PAK-Abbau beobachtet werden), aber deutlich
unter der Abbaueffizienz der Zweierkonsortien. Wihrend die Kombination von zwei Bakteri-
enreinkulturen zu einer Abbausteigerung fiihrte, konnte bei der zusitzlichen Ergdnzung um
eine dritte Bakterienkultur eine Abnahme des prozentualen PAK-Abbaus nachgewiesen wer-
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den. Eine durch diese Art der Co-Kultivierung induzierte Verschlechterung der Abbauleistung
kann zum Beispiel auf die toxische Wirkung der Abbauprodukte der anderen vorliegenden
Bakterienstimme oder eine direkte Wachstumshemmung zuriickzufiihren sein.**'?*! Diese
Wachstumshemmung konnte zu einer Verldngerung der ,,lag time* fiihren, sodass es zu einer
Verzogerung des Anfangszeitpunktes des PAK-Abbaus kommt.['*! Es kann vermutet werden,
dass bei einer lingeren Inkubationszeit der PAK-Abbau durch die Dreierkonsortien weiter
angestiegen wire und eventuell Werte erreicht hitte, die mit denen aus den Zweierkonsortien-
proben vergleichbar gewesen wiren. Um diese These stichhaltig zu tiberpriifen, miissten fiir
die Bakteriengemeinschaften Zeitreihenanalysen durchgefiihrt werden, deren Inkubationsdau-
er (deutlich) iiber zwei Wochen liegt. Leider waren wir innerhalb dieses Themenkomplexes
auf die Zuarbeit der Leipziger Kollegen angewiesen, sodass diesbeziiglich keine vertiefenden
Untersuchungen durchgefiihrt worden sind, da diese den Rahmen des Projektes BioBind deut-
lich iiberschritten hitten.

Um einen Eindruck davon zu bekommen, wie die Mikroorganismen mit der Gesamt-
matrix Rohdl umgehen, wurden im Rahmen der Untersuchungen zu der Abbauleistung der
Dreiergemeinschaft mit und ohne Zusatz weiterer Mikroorganismenspezies (Alge und
Cyanobakterium) gravimetrische Analysen durchgefiihrt. So konnte der Masseverlust des
Rohoéls berechnet werden, der auf mikrobielle Abbauaktivititen zuriickzufithren ist. Dabei
werden nicht alle durch mikrobielle Abbauprozesse induzierten molekularen Verdnderungen
erfasst, sondern lediglich diejenigen, die zu der Produktion von fliichtigen Abbauprodukten
oder H,O fiihren. Das beim vollstdndigen mikrobiellen Abbau entstehende CO, sowie fliichti-
ge Zwischenprodukte, zum Beispiel kurzkettige Alkanverbindungen, verdampfen aus dem
System und das entstehende H>O wird durch die Extraktion und anschlieBende Trocknung bei
der Aufarbeitung der Proben nicht erfasst. Die vergleichende Darstellung fiir verschiedene
Mikroorganismengemeinschaften erfolgt in Abbildung 21.
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Abbildung 21: Prozentualer Olabbau bezogen auf die Kontrollprobe basierend auf gravimetrischen Daten fiir
verschiedene Mikroorganismengemeinschaften.
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Der mikrobielle Olabbau fiir die Zweiergemeinschaft G1 (Rh. erythreus, Rh. fascians) betrigt
rund 11 %. Setzt man der Gemeinschaft eine Alge und ein Cyanobakterium hinzu, dndert sich
die Abbauleistung lediglich so geringfiigig, dass kein eindeutig positiver oder negativer Ein-
fluss durch die Erweiterung der Zweierbakteriengemeinschaft durch weitere Mikroorganis-
men festgestellt werden kann. Bei dem Vergleich der iibrigen Dreierkonsortien mit und ohne
Algenzusatz sind die Ergebnisse sehr wechselhaft. Fiir die Gemeinschaften G1.5 und G1.10
(jeweils Rh. erythreus und Rh. fascians) ist die Abbauleistung mit Algenzusatz geringer. Da-
bei sinkt die Abbaueffizienz fiir die Gemeinschaft G1.5 um etwa 20 %, wihrend sie fiir die
Gemeinschaft G1.10 um etwa 40 % abfillt. Fiir das Konsortium G1.7 (Rh. erythreus, Rh.
erythropolis, Rh. fascians) erhoht sich die Abbauleistung etwa um ein Drittel von 7 % auf
10 %. Bei dem verbleibenden Konsortium G1.15 (RA. erythreus, Rh. fascians) zeigt der Al-
genzusatz gar keinen Einfluss auf den ermittelten Olabbau. Der Zusatz weiterer Mikroorga-
nismen (Algen und Cyanobakterien) wirkt sich demnach sehr unterschiedlich auf die Olab-
bauleistung der Bakteriengemeinschaften aus. Lediglich bei der Kombination mit RhA. erythro-
polis in der Gemeinschaft G1.7 ist ein leistungssteigernder Effekt zu beobachten. Die leis-
tungsmindernde Wirkung des Algenzusatzes konnte auf eine verstdrkte Nahrstofflimitierung
durch den Einsatz der phototrophen Spezies zuriickzufiihren sein. In dem Fall wéren Bakte-
rien und die zugesetzte Alge Nahrstoffkonkurrenten.

Ein Vergleich der Abbauleistung der Zweierbakteriengemeinschaft mit der Leistung der Drei-
erkonsortien zeigt, dass die Werte zu 50 % niedriger (G1.7 und G1.17) und zu 50 % hoher
(G1.5 und G1.10) sind als der Wert fiir die Gemeinschaft G1. Eine gesteigerte Abbauleistung
durch die Erginzung einer Zweiergemeinschaft durch eine dritte Bakterienkultur konnte dem-
nach auch bei Betrachtung der Gesamtmatrix Ol nicht ohne Einschrinkungen belegt werden.
Auch hier liegt es nahe, dass das Zusammenwirken der einzelnen Bakterienstimme sowohl
einen positiven als auch einen negativen Effekt auf das Abbauverhalten haben kann.

Um den Olabbau bezogen auf die Inkubationsdauer diskutieren zu kénnen, sind in Abbildung
22 die gravimetrisch ermittelten Ergebnisse der Zeitreihenanalyse fiir die Gemeinschaften
G1.5 und G1.19 dargestellt.
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Abbildung 22: Prozentualer Olabbau bezogen auf die jeweiligen Kontrollprobe fiir G1.5 (links) und G1.19
(rechts) tiber einen Inkubationszeitraum von elf Tagen.
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Fiir beide in Abbildung 22 dargestellten Datensdtze wurde der Trendtest nach Neumann
durchgefiihrt (sieche Abschnitt 5.5). Lediglich fiir den Datensatz der Gemeinschaft G1.19
konnte mit einer statistischen Sicherheit von 95 % belegt werden, dass der prozentuale Olab-
bau bezogen auf die Kontrollprobe iiber den Inkubationszeitraum ansteigt. Da der Anstieg
basierend auf den in Abbildung 22 dargestellten Daten nicht eindeutig als abgeschlossen be-
trachtet werden kann, ist es nicht auszuschlieBen, dass der mikrobielle Olabbau nach elf Ta-
gen lediglich durch das Ende des Versuches abgebrochen wurde. Somit ist der maximal mog-
liche Olabbau durch die Mikroorganismen vermutlich noch gar nicht quantifiziert worden.
Weitere Untersuchungen dazu fanden unter in-situ-Bedingungen (siche Abschnitt 3.3) statt.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnte deutlich gezeigt werden, dass der mikrobielle n-Alkanabbau durch die Kombinati-
on der Bakterienreinkulturen zu Zweiergemeinschaften in tiber 50 % der Proben innerhalb
von einer zweiwdchigen Inkubationszeit gesteigert werden konnte. Dabei lag der prozentuale
n-Alkanabbau zwischen 80 % fiir die Probe Nr. 1.7 (Rh. erythreus, Rh. erythropolis) und
96 % fiir die Proben Nr. 1.3 (Rh. erythreus), 1.10 (Rh. erythreus, Rh. fascians) und 1.11 (Rh.
erythreus, Rh. corynebacterioides). Eine vergleichende Betrachtung der prozentualen Abbau-
leistung von Reinkulturen und Zweiergemeinschaften zeigt, dass keine eindeutigen synergeti-
schen Muster erkennbar sind. Eine Vorhersage der Abbauleistung der Gemeinschaft anhand
der Abbauleistungen der Reinkulturen ist demnach nicht moglich. Des Weiteren konnte keine
Abhiéngigkeit der Abbauleistung von der jeweilig eingesetzten Bakterienart beobachtet wer-
den. Die prozentuale Zusammensetzung der untersuchten n-Alkane verdndert sich durch den
Einsatz der bakteriellen Zweiergemeinschaften nicht. Des Weiteren konnte herausgearbeitet
werden, dass n-Alkanverbindungen kiirzerer Kettenldnge von allen eingesetzten Bakterien-
gemeinschaften bevorzugt gegeniiber den langkettigen Verbindungen abgebaut werden.

Bei der Kombination zu Dreiergemeinschaften konnte fiir fiinf Konsortien gezeigt werden,
dass der n-Alkanabbau nach zwei Wochen bei 100 % lag. Anhand von Zeitreihenanalysen
konnte nachgewiesen werden, dass der Abbau der n-Alkane nach einem Tag fiir die Gemein-
schaft G1.5 7 % und fiir die Gemeinschaft G.19 19 % betrug. Bereits nach vier Tagen waren
unter den gegebenen Versuchsbedingungen 100 % der untersuchten n-Alkane durch die bei-
den Gemeinschaften abgebaut worden.

Bezogen auf den n-Alkanabbau fiihrt die Kombination von Bakterienreinkulturen zu Zweier-
beziehungsweise Dreiergemeinschaften zu einer Steigerung der Abbauleistung.

Bei der Untersuchung der PAK-Abbauleistung durch bakterielle Zweiergemeinschaften unter
der Verwendung von Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle konnte nach zwei Wochen in 10
von 18 Proben der Abbau von fiinf PAK-Verbindungen nachgewiesen werden. Die Abbau-
leistung lag zwischen 6 % fiir Acenaphthylen und 87 % fiir 1-Methylnaphthalin. Im Rahmen
der fiinf abgebauten PAK lagen die Minima und Maxima der prozentualen Abbauleistung
jeweils bei verschiedenen Konsortien, sodass keine klare Tendenz hinsichtlich einer abbau-

starken Gemeinschaft zu erkennen war. Durch die Kombination von Bakterienreinkulturen zu
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Zweiergemeinschaften kann zum Teil eine Steigerung der PAK-Abbauleistung erreicht wer-
den.

Die bakterielle Dreiergemeinschaft aus den Proben Nr. 3 (RA. erythreus), 10 und 17 (jeweils
Rh. fascians) unter Zugabe von Nitratstickstoff zeigte nach einer Inkubationszeit von
45 Tagen einen PAK-Abbau bei elf Verbindungen, der zwischen 20 % fiir Fluoranthen und
60 % fiir Acenaphthylen lag. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen konnte keine Stei-
gerung der Abbauleistung durch die Erhéhung der Bakterienzahl von eins auf drei beobachtet
werden.

Im Rahmen eines Zeitreihenexperimentes mit zwei bakteriellen Dreiergemeinschaften (G1.5
und G1.19, jeweils Rh. erythreus und Rh. fascians) konnte unter der Verwendung von Am-
moniumsalzen als Stickstoffquelle die PAK-Abbauleistung fiir drei Verbindungen bestimmt
werden. Fiir die Gemeinschaft G1.5 lag sie nach elf Tagen Inkubationsdauer zwischen 15 %
fiir 1-Methylnaphthalin und 23 % fiir Naphthalin, fiir die Gemeinschaft G1.19 zwischen 19 %
fiir 1-Methylnaphthalin und 21 % fiir 2-Methylnaphthalin. Insgesamt war die Abbauleistung
der beiden Dreiergemeinschaften deutlich niedriger als bei den untersuchten Zweiergemein-
schaften. Es ist davon auszugehen, dass bei der Erhohung der Bakterienzahl von zwei auf drei
Effekte auftreten, die den PAK-Abbau hemmen.

Bezogen auf den Abbau der PAK kann die Steigerung der Abbauleistung durch die Kombina-
tion mehrerer Bakterienkulturen zu einem Konsortium nicht eindeutig belegt werden. Zum
Teil konnte sogar eine hemmende Wirkung durch den Einsatz von Bakteriengemeinschaften
beobachtet werden.

Anhand von gravimetrischen Untersuchungen wurde keine deutliche Verbesserung durch die
VergroBerung des bakteriellen Konsortiums von zwei auf drei Bakterienkulturen beobachtet.
Der prozentuale Olabbau fiir die Zweiergemeinschaft G1 (Rh. erythreus, Rh. fascians) lag bei
11 %, wihrend der Olabbau fiir vier bakterielle Dreiergemeinschaften zwischen 7 % fiir G1.7
(Rh. erythreus, Rh. erythropolis, Rh. fascians) und 14 % fir G1.10 (Rh. erythreus, Rh. fasci-
ans) lag.

Ein eindeutig leistungssteigernder Effekt durch die Kombination einer Algen- und/oder
Cyanobakterienkultur mit einer bakteriellen Gemeinschaft konnte in keiner Untersuchung
bestdtigt werden.

Wihrend basierend auf den vorgestellten Ergebnissen davon auszugehen ist, dass der
n-Alkanabbau unmittelbar nach der Olzugabe einsetzt, konnte gezeigt werden, dass der mi-
krobielle PAK-Abbau unter den gegebenen Versuchsbedingungen nach acht bis elf Tagen
Inkubationsdauer beginnt.

Die im vorhergehenden Abschnitt formulierte Hypothese beziiglich des hemmenden Einflus-
ses des N:P-Verhiltnisses auf den Abbau von Naphthalin wird durch die vergleichsweise
niedrigen Werte flir den prozentualen Naphthalinabbau in den durchgefiihrten Experimenten
mit entsprechendem N:P-Verhiltnis (5:1) bestitigt. Es wird vermutet, dass die Zugabe von
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Stickstoff und Phosphor im Verhiltnis 1:1 hingegen den Abbau von Naphthalin und dessen
alkylierten Homologen begiinstigt.

Die Werte fiir den prozentualen Abbau von 1-Methylnaphthalin lagen bei allen zehn unter-
suchten Zweierkonsortien zwischen 13 Prozentpunkten und 30 Prozentpunkten hoher als die
entsprechenden Werte fiir den Abbau von 2-Methylnaphthalin. Es konnte demnach fiir die
Regioisomere eine mikrobielle Abbauselektivitit nachgewiesen werden.

Fazit der Untersuchungen zum mikrobiellen Olabbau

Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen war es, aus der Ostsee isolierte Mikroorganismen
sowohl als Reinkulturen als auch in Form von zusammengestellten Gemeinschaften hinsicht-
lich ihrer 6labbauenden Eigenschaften qualitativ und quantitativ zu charakterisieren. Neben
der Bereitschaft der untersuchten Mikroorganismen Ol in einem wissrigen System abzubau-
en, wurde anhand der generierten Ergebnisse deutlich, dass die Zahl und das Ausmal der Ein-
flussfaktoren grof3 sind und deren prizise Bestimmung zum Teil sehr komplex ist. Basierend
auf den durchgefiihrten Untersuchungen erfolgte durch die Projektpartner der Universitit
Leipzig die Zusammenstellung des finalen Mikroorganismenkonsortiums aus Reinkultur Nr. 3
(Rh. erythreus), 10 (Rh. fascians) und 17 (Rh. fascians) sowie einem Algenstamm.

Auch wenn die oben genannte Komplexitit der Einflussfaktoren durch den Transfer ins Frei-
land erweitert wird, bieten die erzielten Ergebnisse eine solide Grundlage, auf der der Einsatz
der isolierten Mikroorganismen zur Unterstiitzung des mikrobiellen Olabbaus unter Realbe-
dingungen vertreten werden kann. Dabei erscheint die maB3volle Zugabe von Stickstoff und
Phosphor zur Unterstiitzung der Abbauaktivititen sinnvoll. Im konkreten Fall konnen die
entwickelten Olbinder eine interessante Moglichkeit bieten, um die einzubringenden Néhr-
stoffe zu fixieren. Dabei ist zu iiberlegen, ob die Néhrstoffe den Mikroorganismen lediglich
auf den Bindern zur Verfligung stehen sollen oder ob ein gezielter Néhrstoffeintrag in das
umliegende System erwiinscht ist, um auch dort den mikrobiellen Olabbau anzuregen und zu
unterstiitzen. Da es bislang wenige Studien gibt, die die Effektivitdt von Bioremediation auf
offener See belegen, ist der gezielte Einsatz von Néahrstoffen auf den Bindern erstrebens-
wert.'"™ Wird durch die Fixierung auf den Bindern eine Abgabe der Nihrstoffe in das umlie-
gende marine System vermieden, wiirden negative Folgeerscheinungen des Néhrstoffeintra-
ges in den Hintergrund treten.

3.3 Olaufnahme der Binder und mikrobieller Olabbau unter
in-situ-Bedingungen
Ziel dieser Experimente war es, den kombinierten Einsatz von Olbindern und Mikroorganis-

men unter in-situ-Bedingungen zu untersuchen, wobei sowohl das Verhalten der Einzelkom-

ponenten als auch deren gegenseitige Beeinflussung im Fokus stand.
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Bezogen auf die Olbinder wurde die Olaufnahme und -abgabe unter freilandihnlichen Bedin-
gungen in Meerwasser und bei verschiedenen Temperaturen bestimmt. Dabei war sowohl die
in der Wasserphase verbleibende Olmasse als auch das von den Bindern gebundene Ol von
Interesse. Die Kombination von Mikroorganismen und Olbindern erfolgte mittels verschiede-
ner Verfahren, deren Eignung und Auswirkungen auf die Bindereigenschaften ebenfalls un-
tersucht wurden.

Hinsichtlich des ausgewdihlten Mikroorganismenkonsortiums lag der Fokus auf der Quantifi-
zierung der Olabbauleistung (Ol als Gesamtmatrix sowie n-Alkane und PAK) in einem frei-
landdhnlichen Milieu und deren Beeinflussung durch die Temperatur und die vorliegende
Néhrstoffsituation. Auch die potentiell 6labbauende Aktivitit der bereits im Ostseewasser
vorhandenen Mikroorganismengemeinschaft sowie deren Wirkung auf das zugegebene Kon-
sortium wurde untersucht. Zudem wurde iiberpriift, ob der mikrobielle Olabbau lediglich in
der Wasserphase oder auch auf den Olbindern stattfindet.

Der Fokus der durchgefiihrten Sauerstoff-, Phosphat- und Ammoniummessungen lag nicht
darauf, Riickschliisse auf mikrobielle Olabbauprozesse zu ziehen. Stattdessen erfolgte die
Uberwachung der genannten Parameter, um zu jedem Zeitpunkt des Experimentes vergleich-
bare Bedingungen fiir den mikrobiellen Olabbau gewihrleisten zu kénnen. Dieses Vorgehen
verringert die Zahl der unbekannten Faktoren, die den mikrobiellen Olabbau beeinflussen und

eventuell storen konnen.

Da ein Oleintrag in die Ostsee zu Untersuchungszwecken nicht bewilligt wurde, konn-

ten die weiterfilhrenden Untersuchungen zur Olaufnahme durch die Binder und zum mikro-
biellen Olabbau nicht direkt im Freiland durchgefiihrt werden. Alternativ dazu wurden Expe-
rimente unter freilanddhnlichen Bedingungen entwickelt, die in sogenannten Mesokosmen
durchgefiihrt wurden. Die Versuchsbedingungen in diesen Mesokosmen lagen im Mittelfeld
zwischen Labor- und Freilandbedingungen und konnten zu jedem Zeitpunkt lediglich einen
Kompromiss darstellen, der die Freilandbedingungen niemals vollstindig repriasentiert. Diese
Art der Versuchsbedingungen wird hier durch den Begriff in-situ beschrieben. Als Mesokos-
men wurden Polyethylentanks (riickstandsfrei, V = 1 m?) bezeichnet, die in ihrem Design auf
die Anforderungen, zum Beispiel die Moglichkeit einer kontaminationsfreien Beprobung des
Wasserkorpers, angepasst wurden.
Es wurden drei Mesokosmenexperimente mit insgesamt 16 verschiedenen Tankansitzen
durchgefiihrt. In den folgenden Abschnitten erfolgt lediglich die Darstellung der Ergebnisse,
die fiir die Behandlung der jeweiligen Fragestellung zielfiihrend ist. Demnach wird nicht in
jedem Abschnitt auf alle 16 Tankansétze eingegangen.

3.3.1 Versuchsaufbau

Die Versuchsbedingungen in den Mesokosmen wurden so gewéhlt, dass die in-situ-

Bedingungen zum einen weitestgehend den Freilandbedingungen entsprachen und zum ande-
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ren jegliche notwendige beziehungsweise unvermeidliche Abweichung von den Freilandbe-
dingungen das System im Mesokosmos und somit die zu generierenden Ergebnisse moglichst
wenig beeinflusste. Eine detaillierte Beschreibung ist in 5.2.4 zu finden.

Basierend auf Zustandsberichten aus der Ostsee wurden die Konzentrationen von Phos-
phat- und Ammoniumionen auf 1 umol/L beziehungsweise 10 pmol/L eingestellt.[lzg] Den
Mikroorganismen wurde demnach eine fiir die Ostsee realistische, im Vergleich mit anderen
Experimenten dieser Art deutlich niedrigere Nihrstoffmenge zur Verfiigung gestellt.!'*” Die
in den Mesokosmen eingesetzte Stickstoffmenge lag um den Faktor 200 niedriger als in dem
von Suni et al. durchgefiihrten Experiment.!"*” Stickstoff wurde in Form eines Ammoni-
umsalzes zugefiihrt. Aufgrund der GrofBe der Mesokosmen und den dadurch bedingten Ver-
diinnungseffekt ist kein hemmender Einfluss auf den PAK-Abbau durch die Art der Stick-
stoffquelle beim gleichzeitigen Wirken verschiedener 6labbauender Mikroorganismen zu er-
warten (vergleiche Abschnitt 3.2).

In jedem der drei Experimente wurde in dem Tank, der lediglich mit Meerwasser be-

fiillt wurde, die Temperatur liber den gesamten Versuchszeitraum aufgezeichnet. Die detail-
lierten Temperatur Daten sind in Abschnitt 5.6.2 dargestellt.
In der folgenden Tabelle 14 ist die Tankiibersicht des ersten Mesokosmenexperimentes darge-
stellt. Die Laufzeit des Experimentes betrug 30 Tage. Die mittlere Temperatur in den Tanks
lag bei 25 °C. Die GroBBe tg bezeichnet die Eintauchzeit der Binder in die Mikroorganismen-
suspension im Rahmen der verschiedenen Auftragungsverfahren (sieche Abschnitt 5.2.4).

Tabelle 14: Tankiibersicht des ersten Mesokosmenexperimentes (tg bezeichnet die Eintauchzeit der Binder in
die Mikroorganismensuspension).

Tank 1 Tank 2 Tank3 Tank 4 Tank 5 Tank 6 Tank 7

Meerwasser X X X X X X X

Rohol X X X X X

Mikroorganismen
(Suspension)

Mikroorganismen X
(ts =24 h)
Mikroorganismen X
(te=25s)
Olbinder X X X X

Tank 1, 2 und 5 wurden als Referenz-/Bezugstanks gefiihrt. In Tank 3 wurde die Olabbauleis-
tung der Mikroorganismengemeinschaft bei einem direkten Eintrag in die Wasserphase unter-
sucht. Die Ergebnisse aus Tank 6 dienten als Grundlage zur Bestimmung der Olaufnahmeka-
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pazitit der Olbinder. Am komplexesten sind die Zusammenstellung in Tank 4 und 7, da die-
sen Mesokosmen sowohl Rohél als auch Olbinder und Mikroorganismen (auf die Olbinder
aufgetragen) zugefiigt wurden. In diesen Tanks wurde die Olaufnahmekapazitit der Binder in
Zusammenhang mit der Olabbauleistung der Mikroorganismen unter Beriicksichtigung des
Auftragungsverfahrens der Organismen auf die Binder ermittelt.

In der folgenden Tabelle 15 ist die Tankiibersicht des zweiten Mesokosmenexperimen-
tes dargestellt. Die Laufzeit betrug vier Tage. Die mittlere Temperatur in den Tanks lag bei
13 °C.

Tabelle 15: Tankiibersicht des zweiten Mesokosmenexperimentes (t; bezeichnet die Eintauchzeit der Binder in
die Mikroorganismensuspension).

Tank 8 Tank 9 Tank 10 Tank 11
Meerwasser X X X
Rohol

Olbinder X
Mikroorganismen (tg = 1 s)

S R I

Tank 8 und 9 dienten als Referenz-/Bezugstanks. In Tank 10 wurde die Olaufnahmekapazitit
der Olbinder bei niedrigeren Temperaturen untersucht. In Tank 11 wurden Binder eingesetzt,
bei denen eine modifizierte Auftragungsmethode der Mikroorganismen angewendet wurde.
Es wurde die Olaufnahmekapazitit der behandelten Binder verglichen mit den unbehandelten
Bindern ermittelt.

In der folgenden Tabelle 16 ist die Tankiibersicht des dritten Mesokosmenexperimentes
dargestellt. Das Experiment wurde in einem Zeitraum von 30 Tagen durchgefiihrt. Die mittle-
re Temperatur in den Tanks betrug 9 °C.

Tabelle 16: Tankiibersicht des dritten Mesokosmenexperimentes (tg bezeichnet die Eintauchzeit der Binder in
die Mikroorganismensuspension).

Tank 12 Tank 13 Tank 14 Tank 15 Tank 16
Meerwasser

X X X
Rohol

Olbinder X
Mikroorganismen (tg = 24 h)

Tl | e

PR R R X

Mikroorganismen (tg = 1 s)
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Die Tanks 12 und 13 dienten als Referenz-/Bezugstanks. In Tank 14 wurde die Olaufnahme-
kapazitit der unbehandelten Binder in einem dritten Temperaturbereich untersucht. In Tank
15 und 16 wurden mit Mikroorganismen versetzte Binder eingesetzt, um den mikrobiellen
Olabbau auf den Bindern zu ermitteln.

Bei der Probennahme fiir die Olanalytik wurden lediglich Einzelproben entnommen.
Aufgrund des Umfanges der jeweiligen Mesokosmenexperimente war weder eine wiederholte
Probennahme der einzelnen Tanks noch eine Parallelfiihrung der jeweiligen Versuchsansitze
realisierbar. Dadurch war die statistische Auswertung der Daten limitiert. Ausreifler und Un-
regelmaBigkeiten konnten im Rahmen des zeitlichen Beprobungsverlaufes des ersten und drit-
ten Experimentes identifiziert werden. Durch die vorhergehenden Laborversuche (siche Ab-
schnitt 3.1 und 3.2) existieren sowohl fiir die Olaufnahmekapazitiit der Olbinder als auch fiir
die Olabbauleistung der Mikroorganismen Erwartungswerte, die eine kritische Bewertung und
Interpretation der erhobenen Daten ermdglichten.

Die Datensétze, die in den folgenden Abschnitten présentiert und diskutiert werden, sind mit
einer statistischen Sicherheit von 99,9 % normalverteilt (David-Test, siche Abschnitt 5.5).

3.3.2 Untersuchungen zu der Sauerstoff- und Nihrstoffsituation

Die Messung der Nahrstoffe erfolgte lediglich im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimen-
tes. Die Néhrstoffsituation wird im Folgenden fiir alle Tanks diskutiert, in denen der mikrobi-
elle Olabbau untersucht wurde (Tank 3, 4 und 7) beziehungsweise die als Referenzproben fiir
die genannten Untersuchungen eingesetzt wurden (Tank 1 und 2).

Die Konzentrationen der gemessenen Parameter im verwendeten Meerwasser betrugen
6,4 mL/L Sauerstoff, 0,14 umol/L Phosphat und 1,25 pmol/L. Ammonium. Diese Konzentra-
tionen entsprechen den dokumentierten Werten zu dieser Jahreszeit und flihren zu einem na-
tiirlichen N:P-Verhiltnis von 21:1."* Nach der Nihrstoffzugabe betrugen die Konzentratio-
nen fiir Phosphat und Ammonium 1,14 umol/L beziehungsweise 10,9 umol/L. Das in den
Mesokosmen vorliegende Verhéltnis von Stickstoff zu Phosphor betrug demnach 23:1.

Ziel der hier beschriebenen Messungen war es, die anfanglich gewéhlte und eingestellte Néhr-
stoffkonzentration durch gezielte Néhrstoffzugaben iliber den Experimentzeitraum nahezu
konstant halten zu konnen, um die Hemmung des mikrobiellen Olabbaus durch eine auftre-
tende Nahrstofflimitierung auszuschlieflen.

Untersuchung der Sauerstoffkonzentration

In Abbildung 23 ist der Verlauf der Sauerstoffkonzentration im ersten Mesokosmenexperi-
ment dargestellt.
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Abbildung 23: Sauerstoffkonzentration in mL/L Meerwasser in den Tanks 1, 2, 3, 4 und 7 des ersten Mesokos-
menexperimentes; zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurden die Messwerte verbunden.

Aus dem in Abbildung 23 dargestellten Datensatz geht hervor, dass die Sauerstoffkonzentra-
tion innerhalb der ersten zehn Tage des Experimentes in allen Tanks abnahm. Tank 1 (Meer-
wasser) dient in der weiteren Betrachtung als Referenztank. Dem vorliegenden Ostseewasser
wurden in diesem Tank lediglich Ammonium- und Phosphatsalze zugesetzt; es wird als unbe-
einflusst angesehen. Die Sauerstoffabnahme um 15 % von 6 mL/L auf 5 mL/L in Tank 1 ist
demnach ausschlieBlich auf die natiirlich vorkommende mikrobielle Aktivitit zuriickzufiih-
ren. In Tank 2 (Meerwasser, Ol) sank die Sauerstoffkonzentration um rund 35 % von 6 mL/L
auf 4 mL/L. In den Tanks 3 (Ol, Mikroorganismen), 4 (Ol, Binder, t; = 2 s) und 7 (Ol, Binder,
tg = 24 h) nahm die Sauerstoffkonzentration um etwa 50 % ab. Die erhohte Sauerstoffabnah-
me in den drei letztgenannten Tanks ist auf eine hohere mikrobielle Aktivitét zuriickzufiihren,
die sich aus der Zugabe des Bakterienkonsortiums in freier Form als Suspension beziehungs-
weise in gebundener Form auf den Bindern ergibt."® Es ist davon auszugehen, dass die mi-
krobielle Aktivitit Olabbauprozesse umfasst und somit die Sauerstoffabnahme als Hinweis

31 Die gesteigerte Sauerstoffabnahme in

auf den mikrobiellen Olabbau gesehen werden kann.
Tank 2 gegeniiber der in Tank 1 deutet darauf hin, dass durch die Olzugabe ein vermehrtes
Bakterienwachstum induziert wurde.!'">”" Auch hier sind mikrobielle Olabbauprozesse durch
das natiirlich vorkommende Konsortium nicht auszuschlief3en.

Bei einer fortgesetzten Abnahme der Sauerstoffkonzentration in den Mesokosmen hétte ein
Wechsel der vorliegenden Bedingungen vom oxischen in den anoxischen Bereich stattgefun-
den. Als Grenzwert wurde dabei eine Sauerstoffkonzentration von 2 mL/L betrachtet. Es ist
davon auszugehen, dass die Versorgung mit Sauerstoff im Freiland in der oberen Wasser-
schicht konstant gewihrleistet ist. Um diese Freilandbedingungen weitestgehend in den Me-
sokosmos zu iibertragen, erfolgte am zehnten Tag des Experimentes die Regulierung der
Pumpenaktivitdt. Daraufhin stieg die Sauerstoffkonzentration in allen Tanks zunéchst an und
sank bis zur letzten Messung an Versuchstag 22 auf einen Bereich zwischen 3 mL/L und
4 mL/L beziehungsweise 5 mL/L in Tank 1 ab.
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Untersuchung der Phosphat- und Ammoniumkonzentration

Um eine sich an den natiirlichen Randbedingungen orientierende, ausreichende Néhrstoffver-
sorgung wihrend der Experimentlaufzeit zu gewihrleisten, wurden die Phosphat- und Am-
moniumkonzentrationen iiberwacht und gegebenenfalls erginzt. In Tank 1 war eine zusitzli-
che Nihrstoffgabe erst nach mehr als zwei Wochen nach Experimentbeginn notwendig. Zu
diesem Zeitpunkt konnte in Tank 1 kein Phosphat mehr nachgewiesen werden. In allen ande-
ren Tanks erfolgte die erste Phosphatzugabe nach acht Tagen und wurde im weiteren Verlauf
wochentlich wiederholt. Die Phosphatkonzentrationen waren zu dem Zeitpunkt vor der Nihr-
stoffzugabe auf einen Wert unter 0,3 umol/L gesunken. Wéhrend in den iibrigen Tanks die
Ammoniumkonzentration zundchst auf dem durch die anfingliche Niahrstoffzugabe einge-
stellten Wert stagnierte, konnte in den ersten drei Tagen in den Tanks 3 und 7 ein Anstieg
beobachtet werden. Dabei stieg die Ammoniumkonzentration in Tank 3 um etwa 40 % an. In
Tank 7 erfolgte eine Steigerung der Konzentration um etwa 25 %. Es kann vermutet werden,
dass dieser Anstieg der Ammoniumkonzentration auf einen Abbau des Phytoplanktons zu-
riickzufiihren ist.!"** Im weiteren Experimentverlauf nahm die Ammoniumkonzentration so
weit ab, dass auch hier in allen Tanks eine Néhrstoffgabe notig war. Die Zugabe von Ammo-
niumsalzen erfolgte zum selben Zeitpunkt und im selben Rhythmus wie die Ergénzung durch
Phosphatverbindungen. Die Ammoniumkonzentration war zu dem Zeitpunkt vor der Nahr-
stoffzugabe auf einen Wert unterhalb von 0,5 umol/L gesunken. Der Nahrstoffverbrauch iiber
die gesamte Experimentlaufzeit ist fiir alle Tanks in Abbildung 24 dargestellt.

B Ammonium ™ Phosphat

[®) 9% .
o [ o
Il 1 1

Néhrstoffverbrauch/(umol/L)
=

Tankl Tank2 Tank 3 Tank 4 Tank 5 Tank 6 Tank 7

Abbildung 24: Ammonium- und Phosphatverbrauch in pymol/L iiber die gesamte Experimentlaufzeit fiir alle
sieben Tanks.

Der in Abbildung 23 dargestellte Verbrauch von Phosphat und Ammonium durch mikrobielle
Aktivitit kann nicht ausschlieBlich als Hinweis auf Olabbauprozesse verstanden werden, da
auch in Tank 1 eine Abnahme der Nihrstoftkonzentration zu verzeichnen war. Um einen po-
tentiellen Unterschied zwischen der mikrobiellen Aktivitdt in Tank 1 verglichen mit der in
den tibrigen Tanks zu tliberpriifen, wurde mittels t-Test (siche Abschnitt 5.5) untersucht, ob
sich das Ausmal} des Verbrauches von Phosphat beziechungsweise von Ammonium in Tank 1

signifikant von dem mittleren Verbrauch in den iibrigen Tanks unterscheidet. Wahrend fiir
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den Phosphatverbrauch kein signifikanter Unterschied innerhalb der Tanks ermittelt werden
konnte, unterscheidet sich der Ammoniumverbrauch in Tank 1 mit einer statistischen Sicher-
heit von 99 % signifikant von dem mittleren Verbrauch in den iibrigen Tanks. Aus der Litera-
tur ist bereits bekannt, dass Stickstoff beim mikrobiellen Olabbau eine zentralere Rolle spielt
als Phosphor, wobei beide Elemente zum Erreichen optimaler Abbaubedingungen vorliegen

sollten 1041061

Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Durch die vermehrte Sauerstoffabnahme um etwa 50 % innerhalb der ersten zehn Versuchsta-
ge in den Tanks, denen Mikroorganismen zugesetzt wurden (Tank 3, 4 und 7), konnten Riick-
schliisse auf die mikrobielle Aktivitit sowie damit verbundene Olabbauprozesse gezogen
werden. Auch in Tank 2 (Meerwasser, Ol) lag die Sauerstoffabnahme mit 35 % (von 6 mL/L
auf 4 mL/L) hoher als in dem Referenztank 1 (15 %, von 6 mL/L auf 5 mL/L). Basierend auf
dieser Beobachtung wird davon ausgegangen, dass in Tank 2 durch den Oleintrag ein ver-
mehrtes Bakterienwachstum induziert wurde, das grundsétzlich einen mikrobiellen Olabbau
zur Folge haben kann. Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen war es mdoglich, eine aus-
reichende Sauerstoffversorgung tiber den gesamten Versuchszeitraum zu gewihrleisten.
Durch die Messungen und kontrollierten Zugaben von Ammonium- und Phosphatsalzen
konnte der jeweilige Verbrauch iiber den Versuchszeitraum quantifiziert werden. Der Ammo-
niumverbrauch lag zwischen 20 umol/L in Tank 1 und 47 pmol/L in Tank 3. Der Phosphat-
verbrauch betrug 2 umol/L in den Tanks 1, 2, 4 und 7 und 4 umol/L in den Tanks 3 und 6.
Der Ammoniumverbrauch war in den tlibrigen Tanks signifikant hoher als in Tank 1. Es sind
keine weiteren Studien bekannt, in denen die von den Mikroorganismen verbrauchte Néhr-
stoffmenge bestimmt wurde. Jedoch wird eine solche Untersuchung empfohlen, wenn der
Einsatz von Diingern zur Unterstiitzung mikrobieller Olabbauprozesse im Freiland diskutiert
wird."? Die hier erzielten Ergebnisse stellen demnach eine fundierte Grundlage dar, auf der
die Verwendung von Nihrstoffen im Freiland zur Unterstiitzung der mikrobiellen Olabbauak-

tivitit nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ diskutiert werden kann.

3.3.3 Untersuchungen zur Olaufnahme durch die Binder

Um die Olaufnahme der Binder im Rahmen der Mesokosmenexperimente umfassend disku-
tieren zu konnen, werden im Folgenden sowohl Proben des Wasserkdrpers als auch die einge-
setzten Binder betrachtet. GemaR der tabellarischen Darstellung in Tabelle 14 bis Tabelle 16
umfasst das erste Experiment die Tanks 1 bis 7, das zweite Experiment die Tanks 8 bis 11 und
das dritte Experiment umfasst die Tanks 12 bis 16.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse werden auch die Tanks miteinbezogen, die zur Er-
mittlung von Blind- und Referenzwerten herangezogen wurden. Daher erfolgt zunichst eine

vergleichende Betrachtung der Tanks 1 (Meerwasser) und 5 (Binder), um die eventuelle Ver-
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falschung der gravimetrischen Messwerte durch organisches Material in der Wasserphase, das
von den Bindern desorbiert wurde, zu {iberpriifen. In der Wasserprobe aus Tank 1 wurde ein
Riickstand von 1,1 mg + 0,4 mg quantifiziert. Dieser Riickstand besteht aus organischem Ma-
terial, Partikeln und Schwebstoffen, die sich in dem verwendeten und lediglich grob gefilter-
ten Ostseewasser (siche Abschnitt 5.2.4) befanden. In der Wasserprobe aus Tank 5, in den
zusétzlich 32 Binder eingebracht worden sind, konnte eine Riickstandsmasse von
1,2 mg + 0,4 mg ermittelt werden. Durch den Eintrag der Binder erhohte sich demnach die
vorliegende Riickstandsmasse nicht. Das heif3t, die Binder desorbieren keine organischen
Verbindungen oder Partikel, die die gravimetrische Olbestimmung aus der Wasserphase be-
einflussen. Im Folgenden wurde der in Tank 5 als Blindwert ermittelte Riickstand von den
Messergebnissen hinsichtlich der Olmasse im Wasserkdrper abgezogen.

Verhalten des Ols in der Wasserphase

Um zunichst das Verhalten des Ols im Mesokosmos beurteilen zu konnen, wurden fiir alle
drei Mesokosmenexperimente die Ergebnisse aus den jeweiligen Tanks verglichen, in denen
neben dem Meerwasser lediglich eine Zugabe von Ol erfolgte. In Abbildung 25 ist die Olmas-
se in den Wasserproben innerhalb der ersten vier Tage des jeweiligen Mesokosmenexperi-
mentes vergleichend fiir die Tanks 2, 9 und 13 dargestellt. Die erste Probennahme erfolgte in
allen drei Tanks zwei Stunden nach der Olzugabe. Die weiteren Proben wurden jeweils im
Abstand von 24 Stunden entnommen.

H ¢ Tank 2 (25 °C) W Tank 9 (13 °C)
2
Tank 13 (9 °C)
1,6 A
|
=]
=
Q
1,3 1
L 2
l T T ? T
0 1 2 3 4
Versuchslaufzeit/Tag

Abbildung 25: Darstellung der Olmasse in g in den Tanks 2, 9 und 13 in den ersten vier Tagen des jeweiligen
Mesokosmenexperimentes.

Aus Abbildung 25 geht hervor, dass in allen Tanks eine Abnahme der Olmasse in den Was-
serproben beobachtet werden kann. Diese Olabnahme ist in Abhéingigkeit von der Temperatur
unterschiedlich stark ausgeprigt. Wihrend in Tank 2 (25 °C) in den ersten drei Tagen die Ol-
masse um rund 40 % abnimmt, betrdgt die Abnahme in Tank 9 (13 °C) in diesem Zeitraum
lediglich 13 %. In Tank 13 (9 °C) ist die Olabnahme mit 2 % nahezu vernachlissigbar gering.
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Die Messungen in Tank 2 und 13 wurden iiber die Anfangsphase des Experimentes hinaus bis
zu den Versuchstagen 21 beziehungsweise 30 fortgefiihrt und bestétigen den in Abbildung 25
zu erkennenden Trend. In Tank 2 betriigt die Olabnahme nach 21 Tagen bereits rund 60 %,
wihrend in Tank 13 nach 30 Tagen lediglich eine Olabnahme von 8 % quantifiziert werden
konnte. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf den jeweiligen Ausgangswert, der in der
ersten Probe des jeweiligen Tanks ermittelt wurde.

Die quantifizierte Olabnahme lisst sich auf Verdampfungsprozesse und/oder Adsorptionser-
scheinungen an der Behilterwand sowie an der Pumpe inklusive Kabel zurilickfiihren. Allein
durch Verdunstungseffekte ist in der Regel in den ersten zwei Tagen nach einem Olaustritt
eine Abnahme um 30 % zu erwarten.!'**! Die mit sinkender Temperatur zuriickgehende Olab-
nahme legt nahe, dass die Verdampfungseffekte den stirksten Einfluss haben, da sie bei hohe-
ren Temperaturen stirker ausfallen als bei niedrigeren.'>*'** Der erste Messwert in Tank 13
liegt in Abbildung 25 etwa 25 % unterhalb der Messwerte aus den Tanks 2 und 9. Es kann
nicht davon ausgegangen werden, dass bei der vorliegenden Temperatur in Tank 13 zu diesem
Zeitpunkt eine stirkere Verdampfung stattgefunden hat, die diese Differenz erkldren konnte.
Vielmehr ist bekannt, dass das Ol mit sinkender Temperatur seine Viskosititseigenschaften

(18191341 Empirische Beobachtungen

verdndert. Die Viskositét steigt mit sinkender Temperatur.
im Umgang mit Olen verschiedener Viskositit zeigten, dass es mit steigender Viskositit ver-
starkt zu Adsorptionseffekten kommt. Diese Annahme wurde bereits in mehreren Studien
belegt.!”®%

halb der untersuchten kapillarartigen Fasern bei gleichzeitiger Zunahme der Oladsorption an
[78

I Choi formulierte bei steigender Viskositit eine Abnahme der Olabsorption inner-
der Faseroberfliche.”™ Somit verhilt sich das Penetrationsverhalten in eine Kapillare anti-
proportional, das Bestreben des Anhaftens an eine Oberfldche proportional zu der vorliegen-
den Viskositit des Ols. Es ist also zu vermuten, dass im dritten Mesokosmenexperiment die
Adsorptionseffekte an der Tankwand und dem Pumpenkabel verstirkt aufgetreten sind. Er-
ginzend dazu ist von einer Verhaltensinderung des Ols wihrend der Probennahme auszuge-
hen. Auf der Grundlage der oben zitierten Studien scheint es plausibel, dass bei niedrigerer
Temperatur und somit steigender Viskositit weniger Ol mithilfe des Probennahmerohres auf-
genommen worden ist. Diese Annahme wiirde die Differenz der Ausgangswerte in Tank 2
und 13 vom ersten Versuchstag in Abbildung 25 erkléren.

Um nun die Vergleichbarkeit der Ausgangswerte in Tank 2 und 9 sowie deren Differenz zu
dem Wert aus Tank 13 einzuordnen, ist ergdnzend ein detaillierter Blick in die Temperaturda-
ten der einzelnen Mesokosmenexperimente notwendig (sieche Abschnitt 5.6.2). Bei den in
Abbildung 25 angegebenen Temperaturen handelt es sich um die jeweiligen durchschnittli-
chen Temperaturen iiber den gesamten Versuchszeitraum. Die Temperatur am ersten Ver-
suchstag betrug im ersten Experiment 20,8 °C, im zweiten Experiment 14,8 °C und im dritten
Experiment 5,6 °C. Die Temperaturen am ersten Versuchstag der ersten beiden Experimente
unterscheiden sich demnach um 6 °C. Die Temperatur am ersten Versuchstag des dritten Ex-
perimentes liegt rund 15 °C unterhalb der des ersten und rund 9 °C unter der des zweiten Ex-
perimentes. Insgesamt unterscheiden sich die Temperaturen am ersten Versuchstag deutlich
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von der mittleren Durchschnittstemperatur des jeweiligen Experimentes. Es wird deutlich,
dass sich die ersten beiden Experimente hinsichtlich der Ausgangstemperatur nicht so stark
voneinander unterscheiden, wie es basierend auf den Angaben zur mittleren Versuchstempe-
ratur erwartet werden konnte. Die Vergleichbarkeit der quantifizierten Olmassen am ersten
Versuchstag beider Experimente ist vor diesem Hintergrund einzuordnen. Im dritten Experi-
ment war die Temperatur am ersten Versuchstag deutlich niedriger, sodass hier die oben er-
lauterten Auswirkungen zu den verdnderten Ad- und Absorptionseigenschaften basierend auf
der temperaturbeeinflussten Viskositdt zum Tragen kommen. Die in Abbildung 25 dargestell-
ten Ergebnisse fungieren in der weiteren Diskussion als Bezugswerte fiir die Berechnung der
Olabnahme in Abhingigkeit von der Binderzugabe.

Untersuchung der Olabnahme im Wasserkérper nach dem Bindereinsatz

Nachdem das Verhalten des ,,unbeeinflussten Ols diskutiert wurde, soll im Folgenden der
Einfluss der Binderzugabe betrachtet werden. Dazu erfolgt in Abbildung 26 die vergleichende
Darstellung der prozentualen Olabnahme im Wasserkdrper nach der Binderzugabe in den
Tanks 6, 10 und 14. Die Berechnung der prozentualen Olabnahme erfolgte dabei jeweils in
Bezug auf die zum jeweiligen Probennahmezeitpunkt gemessenen Referenzwerte aus den
Tanks 2, 9 und 13. Durch diese Bildung von Referenzwerten ist es moglich, die ,,natlirlich®
auftretende Olabnahme, die in Abbildung 25 dargestellt wurde, zu beriicksichtigen. Es erfolg-
te demnach eine Korrektur der Werte aus den Tanks mit Binderzugabe um die Werte aus den
Tanks ohne Binderzugabe. Die erste Probennahme erfolgte in allen Tanks eine Stunde nach
der Binderzugabe, wobei die Binder eine Stunde nach dem Oleintrag in die Tanks eingebracht
wurden.
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Abbildung 26: Olabnahme in % in den Tanks 6, 10 und 14 iiber den gesamten jeweiligen Versuchszeitraum der
drei Mesokosmenexperimente.

Aus der vergleichenden Betrachtung von Abbildung 25 und Abbildung 26 geht hervor, dass
die prozentuale Olabnahme in den in Abbildung 26 dargestellten Tanks in einem deutlichen
Zusammenhang mit der durchgefiihrten Binderzugabe steht. Die Olabnahme ist in allen Tanks
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bereits am vierten Tag der Versuchslaufzeit groBBer als 90 %. Nach einem Versuchszeitraum
von einer Woche schwanken die Werte fiir die Olabnahme im Wesentlichen zwischen 98 %
und 99 %. Besonders auffillig an den ersten Messwerten in Abbildung 26 ist die Diskrepanz
zwischen dem Wert aus Tank 10 verglichen mit den Werten aus Tank 6 und Tank 14. Die
gravimetrischen Analysen der Wasserprobe aus Tank 10 zeigen bereits eine Stunde nach der
Binderzugabe eine Olabnahme im Wasserkorper von iiber 85 %. In Tank 6 liegt der entspre-
chende Wert bei 47 % und in der Probe aus Tank 14 bei 30 %. Unter Verwendung der detail-
lierten, taggenauen Temperaturdaten (siche Abschnitt 5.6.2) ldsst ein Vergleich der Tanks 6
und 10 vermuten, dass die Aufnahmebedingungen bei 15 °C (Tank 10, erster Versuchstag)
eine schnellere Olaufnahme erméglichen als die Bedingungen und damit verbundenen Olei-
genschaften bei einer Temperatur von 21 °C (Tank 6, erster Versuchstag). Nach einer Ver-
suchsdauer von vier Tagen hat sich die Olaufnahme in beiden Experimenten angeglichen.

Aus den Laboruntersuchungen ist bekannt, dass die Olaufnahmekapazitit der Binder direkt
proportional zu der vorliegenden Olfilmschichtdicke ist. Die auf der Wasseroberfliche ver-
fiigbare Olmasse sollte in den Tanks 6 und 10 gemiB den Daten aus den Referenztanks 2 und
9 (vergleiche Abbildung 25) vor der Binderzugabe etwa gleich grofl gewesen sein, sodass eine
Beeinflussung der Olaufnahmekapazitiit durch die vorliegende Olfilmschichtdicke ausge-
schlossen werden kann. Des Weiteren kann der Einfluss der unterschiedlich groBen Olmasse
in den Wasserproben aus den Referenztanks (Nr. 2, 9 und 13), die in Abbildung 25 dargestellt
wurde und die jeweils als BezugsgroBe zur Berechnung der Olabnahme diente, ausgeschlos-
sen werden. In allen Tanks eines jeweiligen Experimentes herrschten identische Bedingungen.
Der Einfluss der Temperatur auf die Viskositit des Ols und auf damit verbundene Ad- und
Absorptionseigenschaften, die zu einer geringeren Olmasse in der Wasserprobe fiihren kon-
nen, wirken sich demnach auf alle Tanks des Experimentes gleichermaflen aus. Die Verwen-
dung von relativen GroBen, wie der prozentualen Olabnahme, beriicksichtigt diese eventuell
auftretenden Unterschiede im jeweiligen Experiment und gewéhrleistet die Vergleichbarkeit
der Daten zwischen den Experimenten.

Fiir die Diskussion der Olaufnahmegeschwindigkeit iiber den ersten Messpunkt hinaus sollen
lediglich die Daten aus den Tanks 6 und 14 herangezogen werden. Die Datenlage aus Tank 10
ist mit zwei Messpunkten fiir eine stichhaltige Diskussion der Geschwindigkeit zu gering. Die
in Abbildung 26 dargestellten Kurven der Olabnahme in Abhiingigkeit der Zeit zeigen, dass
die Olabnahme in Tank 6 (25 °C) schneller verlief als in Tank 14 (9 °C). Wihrend der Maxi-
malwert der Olabnahme in Tank 6 bereits in der Probe vom dritten Versuchstag gemessen
wurde, wurde das Maximum der Olabnahme Tank 14 erst um den siebten Versuchstag er-
reicht. Die unterschiedlichen Olaufnahmegeschwindigkeiten sind demnach auf den Einfluss
der Temperatur zuriickzufiihren. Bei niedrigeren Temperaturen ist die Olaufnahmegeschwin-
digkeit geringer als bei hoheren Temperaturen. Es erscheint plausibel, dass eine durch die
Temperatur bedingte Verinderung der Viskositit des Ols das Aufnahmeverhalten der Binder
beeinflusst. Da die Olaufnahme der Binder nicht nur auf Adsorptionsprozesse an den duBeren
Binderfasern zuriickzufiihren ist, sondern auch auf das Eindringen des Ols in das Binderinne-
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re, wird angenommen, dass dieses Eindringen mit steigender Viskositdt erschwert und
dadurch verlangsamt wird."® Im Gegensatz dazu wird das Anhaften des Ols an den duBleren
Binderfasern mit steigender Viskositit erleichtert.”® In Verbindung mit den in Abbildung 26
dargestellten Ergebnissen wird deutlich, dass das Eindringen des Ols in die Binder beim
Olaufnahmeprozess den geschwindigkeitsbestimmenden Vorgang darstellt. Ist das Ol basie-
rend auf seinen physikalischen Eigenschaften in der Lage, in das Binderinnere einzudringen,
kann eine schnellere Olaufnahme erfolgen, als wenn das Ol zunichst lediglich an den #uBeren
Binderfasern adsorbiert.

Basierend auf den Daten aus allen drei Tanks kann diskutiert werden, ob die Olaufnahme
zwar bei 25 °C schneller erfolgt als bei 9 °C, jedoch ihr Maximum bei 13 °C hat. Um diesen
Interpretationsansatz zu stiitzen und zu iiberpriifen, wéren weitere Experimente zur umfassen-
den Datenerhebung nétig. Im Rahmen solch vertiefender Untersuchungen wiirde sich der An-
satz von Mehrfachbestimmungen empfehlen. Dadurch konnte der Fehler der erhobenen Daten
bestimmt und beriicksichtigt werden. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass
die oben formulierten Erkldrungen lediglich als Deutungsansitze verstanden werden. Eine

Uberinterpretation der Daten soll vermieden werden.

Bei der Betrachtung der Olaufnahme durch die Binder iiber einen Versuchszeitraum von
21 (Tank 6) beziehungsweise 30 Tagen (Tank 14) konnt gezeigt werden, dass eine messbare
Oldesorption, das heif}t ein erneuter Anstieg der im Wasser vorliegenden Olmasse, nicht fest-
gestellt werden konnte. Die dahingehenden Ergebnisse aus den Laboruntersuchungen (siche
Abschnitt 3.1.2) konnten demnach unter in-sifu-Bedingungen bestitigt werden. Die Binder
sind in der Lage einmal gebundenes Ol ohne Desorptionserscheinungen iiber einen etwa ein-
monatigen Zeitraum gebunden zu halten. Des Weiteren soll darauf hingewiesen werden, dass
der im Ostseewasser vorliegende Salzgehalt das Olaufnahmeverhalten der Binder nicht nega-
tiv beeinflusst.

Bestimmung der Olaufnahmekapazitit der Binder mittels Extraktion und Gravimetrie
Nach der Auswertung und Diskussion der Proben aus dem Wasserkorper sollen im Folgenden
die Untersuchungsergebnisse der Binderextraktion herangezogen werden. Bei der Bestim-
mung der Olaufnahmekapazitiit der Binder wurden lediglich die Daten der gravimetrischen
Analyse verwendet. Die Eigenschaften der Olbinder hinsichtlich der n-Alkan- und PAK-
Aufnahme und -Abgabe wurden ausfiihrlich in Abschnitt 3.1 beschrieben und diskutiert.

Die Angaben zu der gebundenen Olmasse pro Binder und der Olaufnahmekapazitit
sowie die extrapolierten Werte fiir die Gesamtzahl der Binder und die prozentual gebundene
Olmenge sind fiir alle drei Mesokosmenexperimente in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Angaben zu der von einem Binder gebundenen Olmasse (n = 3) in g mit Standardabweichung s in g,
zu der Olaufnahmekapazitit in g Ol/g Binder, zu der von der auf die Gesamtzahl der Binder (n = 32)
extrapolierten gebundenen Olmasse in g, zu der prozentual auf die anfinglich zugegebene Olmasse
bezogene gebundene Olmasse in % sowie zu dem Tag der Binderentnahme. In Tank 14 erfolgte die
Entnahme von Einzelbindern an drei Tagen des Experimentes. Bei den Angaben zur gebundenen
Olmasse in Tank 14 handelt es sich um den Mittelwert iiber die drei Entnahmetage.

Tank 6 Tank 10 Tank 14
Olmasse fiir 1 Binder in g 4,0+0,17 4,1 +0,03 3,6 0,2
Olaufnahmekapazitit in g Ol/g Binder 1,6 1,6 1,4
Olmasse fiir 32 Binder in g 128 130 115
Olmenge in % 70 71 62
Tag der Binderentnahme 30 4 11, 18, 30

Im ersten Mesokosmenexperiment erfolgte die Binderentnahme am Ende der Versuchslauf-
zeit nach 30 Tagen. Das Experiment wurde bei einer mittleren Temperatur von 25 °C durch-
gefiihrt. GemiB der in Tabelle 17 aufgefiihrten Daten enthielten die Binder aus Tank 6 (Ol,
Binder) nach 30 Tagen Versuchslaufzeit eine Olmasse von 4,0 g+ 0,17 g pro Binder. Die
Olaufnahmekapazitit betrug 1,6 g Ol/g Binder. Extrapoliert man den Wert fiir die gebundene
Olmasse pro Binder auf die Gesamtmenge der zugegebenen Binder (n = 32), fiihrt das zu ei-
ner gebundenen Olmasse von 128 g. Bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Olmasse sind
demnach 70 % des Ols durch die Binder gebunden worden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass
diese Aussage nicht gleichbedeutend damit ist, dass 30 % des Ols im System verblieben sind.
Basierend auf den oben diskutierten Ergebnissen aus der Analyse der Wasserproben ist davon
auszugehen, dass in den Tanks neben der Olaufnahme durch die Binder vor allem Verdamp-
fungsprozesse zu einer Entfernung des Ols aus der wissrigen und damit fiir die Binder zu-
giinglichen Phase gefiihrt haben. Verdampfung und Olaufnahme durch die Binder kénnen
demnach als konkurrierende Abldufe verstanden werden. Je schneller die eingesetzten Binder
das vorhandene Ol aufnehmen, desto weniger kann von der Wasseroberfliche verdampfen.
Basierend auf den bereits diskutierten Experimenten kann die Desorption des Ols in die Was-
serphase zwar vernachlissigt werden, jedoch ist eine Verdampfung des gebundenen Ols nicht
auszuschlieBen. Auch dieser Pfad stellt demnach einen nicht exakt zu quantifizierenden Ver-
lustweg des Ols aus dem Mesokosmensystem dar. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die
von den Bindern aufgenommene Olmenge unmittelbar nach der abgeschlossenen Olaufnahme
deutlich héher war und im Versuchsverlauf durch Verdampfungsprozesse reduziert wurde.

Im zweiten Mesokosmenexperiment erfolgte die Binderentnahme bereits nach vier Tagen, da
die Olaufnahme basierend auf Untersuchungsergebnissen anderer Projektpartner zu diesem
Zeitpunkt als abgeschlossen angesehen wurde (es wurde keine weitere Gewichtszunahme der
Binder durch eine Wasser-/Olaufnahme mehr festgestellt). Das Experiment wurde bei einer
mittleren Temperatur von 13 °C durchgefiihrt. Die aus Tank 10 entnommenen Binder enthiel-
ten durchschnittlich 4,1 g + 0,03 g Ol. Extrapoliert auf die insgesamt eingesetzte Bindermen-
ge ergibt sich damit eine bindergebundene Olmasse von 130 g, das entspricht rund 71 % des
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anfangs zugegebenen Ols. Die Olaufnahmekapazitit betrug 1,6 g Ol/g Binder. Eine Ubersicht
der genannten Daten erfolgte in Tabelle 17.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Olaufnahme durch die Binder sind demnach in den ersten
beiden Mesokosmenexperimenten nahezu identisch, obwohl die Bedingungen zum Teil vari-
ieren (Versuchszeitraum beziehungsweise Binderentnahmezeitpunkt und Temperatur). Aus
den in Abbildung 26 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass die Olabnahme im ersten
Mesokosmenexperiment nach drei Tagen Versuchslaufzeit nicht mehr wesentlich zugenom-
men hat. Fiir eine vergleichende Annahme wurden im zweiten Mesokosmenexperiment zu
wenige Datenpunkte erhoben, jedoch ist der Wert der Olabnahme am vierten Tag des Expe-
rimentes mit 99,8 % vergleichbar mit den Werten des ersten Experimentes. Eine Steigerung
der Olabnahme im Wasserkorper und demnach eine zunehmende Olaufnahme durch die Bin-
der war nahezu nicht mdglich. In beiden Experimenten war die Olaufnahme durch die Binder
demnach zum jeweiligen Zeitpunkt der Binderentnahme, Tag 30 beziehungsweise Tag 4, ab-
geschlossen. Eine temperaturbedingte Variation der Olaufnahmegeschwindigkeit spielt daher
hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Ergebnisse keine Rolle. Das Zusammenspiel aus unter-
schiedlichem Probenentnahmezeitpunkt und Temperatur konnte lediglich dazu fiihren, dass
von den Bindern aus Tank 6 (25 °C, 30 Tage) mehr aufgenommenes Ol verdampft ist als von
den Bindern in Tank 10 (13 °C, 4 Tage). Es scheint vertretbar, von einer Vergleichbarkeit der
Ergebnisse hinsichtlich der Olaufnahme durch die Binder im Rahmen der ersten beiden Me-
sokosmenexperimente zu sprechen. Die eingesetzten Binder haben in beiden Experimenten
unabhiingig von der vorliegenden Temperatur wihrend der Olaufnahme etwa 70 % der an-
finglich zugegebenen Olmasse gebunden.

Im dritten Mesokosmenexperiment erfolgte die Binderentnahme an den Versuchstagen 11, 18
und 30. Das Experiment wurde bei einer mittleren Temperatur von 9 °C durchgefiihrt. Auf die
vorherrschende Temperatur ist es vermutlich zuriickzufiihren, dass nahezu keine Verdamp-
fungseffekte bezogen auf das eingesetzte Rohdl ermittelt werden konnten (vergleiche Abbil-
dung 25). Es ist daher davon auszugehen, dass auch das von den Bindern aufgenommene Ol
nahezu keinen Verdampfungsprozessen unterlag. Diese Annahme wird durch die vorliegen-
den Messwerte der Binderextraktionen bestitigt. Die Olmassen, die im dritten Mesokosmen-
experiment fiir den jeweiligen Entnahmetag auf den Bindern bestimmt wurden, schwankten in
einem (Fehler-)Bereich von 4 % (siehe Tabelle 19). Es ist keine Olabnahme zwischen dem
ersten und letzten Entnahmetag (Tag 11 und Tag 30) zu beobachten. Durchschnittlich enthiel-
ten die aus Tank 14 entnommenen Binder 3,6 g+ 0,2 g Ol. Extrapoliert auf die insgesamt
eingesetzte Bindermenge ergibt sich damit eine bindergebundene Olmasse von 115 g, das
entspricht rund 62 % des anfangs zugegebenen Ols (siehe Tabelle 17). Die Olaufnahmekapa-
zitit betrug 1,4 g Ol/g Binder.

Die im dritten Mesokosmenexperiment gebundene Olmasse ist demnach um etwa
10 Prozentpunkte geringer als in den ersten beiden Experimenten, wobei die in der Wasser-
phase nachgewiesene Olmasse in derselben GroBenordnung liegt wie in den Tanks der ersten
beiden Experimenten (vergleiche Abbildung 26). Die sich mit der Temperatur verdndernden
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Viskosititseigenschaften des Ols fiihren nicht nur zu einer verlangsamten Olaufnahmege-
schwindigkeit, sondern auch zu einer verminderten Olaufnahmekapazitit der Binder."® Ge-
mil der Ausfiihrungen bezogen auf Abbildung 25 ist bei niedrigeren Temperaturen mit ab-
nehmenden Verdampfungs- und Absorptionserscheinungen sowie einem steigenden Adsorp-
tionsbestreben zu rechnen. Wéhrend im ersten Mesokosmenexperiment die Verdampfung den
konkurrierenden Prozess zur Olaufnahme darstellte, handelt es sich basierend auf dem Tem-
peraturunterschied im dritten Mesokosmenexperiment vermutlich eher um die Adsorption an
Binderfasern und der Behilterwand beziehungsweise an der Pumpe, die als Konkurrenzpro-
zess beriicksichtigt werden sollte. Interessant sind diese unterschiedlichen Konkurrenzprozes-
se auch fiir den Einsatz im Freiland. Wihrend die Verdampfung auf See durch den Wellen-
gang vermutlich noch begiinstigt wird, finden Adsorptionsprozesse im Freiland ausschlieBlich
an Treibgut, Partikeln oder hnlichem statt.!"**) Es ist demnach méglich, dass die durch die
Binder aufnehmbare Olmasse im Freiland bei niedrigeren Temperaturen hoher ist als bei ho-

heren Temperaturen.

Einfluss des Auftragungsverfahrens der Mikroorganismen auf die Bindereigenschaften
Neben der Olaufnahmekapazitit der Binder war auch die Erprobung der unterschiedlichen
Auftragungsverfahren in Bezug auf die Aufbringung der Mikroorganismen auf die Binder ein
wesentlicher Untersuchungsgegenstand der Mesokosmenexperimente. Die Binder wurden je
nach Auftragungsverfahren fiir wenige Sekunden oder mehrere Stunden in eine Mikroorga-
nismensuspension mit definiertem Bakterientiter eingetaucht und gegebenenfalls im An-
schluss getrocknet. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Auftragungsverfahren erfolgt in Ab-
schnitt 5.2.4. Im ersten Mesokosmenexperiment wurden in den Tanks 4 (Ol, Binder, tg =2 s)
und 7 (Ol, Binder, tg=24 h) mit Mikroorganismen versehene Binder eingesetzt. Die Bin-
derentnahme erfolgte nach 30 Tagen (n = 3). Nach der Extraktion der Binder wurde mittels
gravimetrischer Analyse die von den Bindern aufgenommene Olmasse ermittelt.

Die gravimetrische Bestimmung der Olmasse ergab fiir die Binder aus Tank 4 einen
Wert von 1,0 g + 0,04 g. Wird dieser Wert auf die insgesamt eingesetzte Bindermenge von 32
Stiick extrapoliert, ergibt sich eine Olmasse von 32 g. Das entspricht etwa 17 % des anfangs
eingesetzten Ols. Die Olaufnahmekapazitit betriigt 0,4 g Ol/g Binder. Fiir die Binder aus
Tank 7 konnte eine durchschnittlich aufgenommene Olmasse von 0,9 g + 0,06 g pro Binder
ermittelt werden. Nach Extrapolation wurde in diesem Tank eine Olmasse von 29 g durch die
Binder aufgenommen. Das entspricht etwa 16 % des anfiinglich zugefiigten Ols. Hier betrigt
die Olaufnahmekapazitit ebenfalls 0,4 g Ol/g Binder. Eine vergleichende Darstellung der ge-
bundenen Olmasse pro Binder erfolgt in Abbildung 27. Dabei wurden die Ergebnisse aus
Tank 4 und 7 fiir einen umfassenderen Vergleich um das Ergebnis aus Tank 6 (Ol, Binder)

erginzt.
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Abbildung 27: Vergleichende Darstellung der gebundenen Olmasse pro Binder in g (n = 3) in den Tanks 6 (Ol,
Binder), 4 (O}, Binder, t; =2 s) und 7 (Ol, Binder, tz = 24 h) aus dem ersten Mesokosmenexpe-
riment.

Aus Abbildung 27 geht hervor, dass die mit Mikroorganismen behandelten Binder aus den
Tanks 4 und 7 das Ol schlechter aufnehmen als die unbehandelten Binder in Tank 6. Die
Olaufnahme ist dabei ungeféhr um den Faktor 4 geringer. Durch die parallel von den Projekt-
partnern der TU Dresden durchgefiihrte Wiegung der Binder wurde fiir alle drei Bindermodi-
fikationen (unbehandelt, tg =2 s, tg =24 h) etwa eine Stunde nach dem Bindereinsatz eine
deutliche und vergleichbare Gewichtszunahme registriert.!'**! Diese Gewichtszunahme ist auf
eine Ol-/Wasseraufnahme der Binder zuriickzufiihren.!"*®! Anhand der durchgefiihrten Bin-
derextraktionen ist es moglich, lediglich die von den Bindern aufgenommene Olmasse zu er-
mitteln. Aus diesen Extraktionsergebnissen geht hervor, dass die beobachtete Gewichtszu-
nahme lediglich bei den unbehandelten Bindern auf die Olaufnahme zuriickzufiihren ist. Bei
den mit Mikroorganismen versetzten Bindern erfolgte hingegen wahrscheinlich die Aufnahme
von einem groBeren Wasservolumen und lediglich einem geringeren Olvolumen. Durch die
bevorzugte Wasseraufnahme steht in den Bindern weniger Volumen fiir die Olaufnahme zur
Verfiigung, sodass die Olaufnahmekapazitit deutlich herabgesetzt wird (von
1,6 g Ol/g Binder auf 0,4 g Ol/g Binder). Die gesteigerte Bereitschaft zur Wasseraufnahme
kann unter anderem basierend auf unveroffentlichten Ergebnissen der Projektpartner der TU
Dresden auf zwei Ursachen zuriickgefiihrt werden. Bereits wihrend des jeweiligen Auftra-
gungsverfahrens zur Aufbringung der Mikroorganismen werden die Binder mit einer wéssri-
gen Losung behandelt und nehmen zumindest ein geringes Wasservolumen auf.!*® Diese
Wasseraufnahme im Vorfeld begiinstigt die hydrophilen Eigenschaften der Binder und fiihrt
so zu einer deutlich gesteigerten Wasserautnahme beim Einbringen der Binder in das Wasser-
Ol-System.!"**) Des Weiteren ist aus der Literatur bekannt, dass dlabbauende Mikroorganis-

(OLISZ.I38] Bai diesen

men in der Lage sind, oberflichenaktive Substanzen zu produzieren.
Substanzen handelt es sich um Verbindungen mit tensiddhnlichen Eigenschaften. Haften sol-
che Verbindungen auf der Binderoberflache, sind sie vermutlich in der Lage, die hydrophoben
Eigenschaften der Binder zu reduzieren und so eine gesteigerte Wasseraufnahme zu begiinsti-

gen.
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Dartiiber hinaus ist es denkbar, dass auch in den Tanks 4 und 7 eine mit der in Tank 6
vergleichbare Olaufnahme stattgefunden hat, der sich im folgenden Versuchszeitraum ein
erfolgreicher Olabbau durch die auf den Bindern befindlichen Mikroorganismen angeschlos-
sen hat. Auch dieser Vorgang wiirde sowohl die Gewichtszunahme der Binder am Anfang des
Experimentes als auch die geringe extrahierbare Olmasse auf den an Tag 30 entnommenen
Bindern erkldren. Um diesen Ansatz zu iiberpriifen, sollen die Ergebnisse der Wasserproben
aus den Tanks 4 (Ol, Binder, tg =2 s) und 7 (Ol, Binder, tg = 24 h) niher betrachtet werden
(siche Abbildung 28). Um die Ergebnisse hinsichtlich ihrer Aussage einordnen zu koénnen,
erfolgt dazu in Abbildung 28 die erginzende Darstellung der Olmasse in den Wasserproben
aus den Tanks 2 (Meerwasser, Ol) und 6 (O, Binder).

Tank 2 (O1)
1,5 A B Tank 4 (t;=25)
¢ Tank 7 (t;= 24 h)
. ae ® Tank 6 (Binder)
L0 @
© = m ]
0,5 - *
¢ ¢
||
0 . . T . T . T T .
0 5 10 15 20 25

Versuchslaufzeit/Tag

Abbildung 28: Verlauf der detektierten Olmasse in g iiber den gesamten Versuchszeitraum in den Wasserproben
aus den Tanks 2 (Meerwasser, Ol), 4 (Ol, Binder, t; =2 ), 6 (Ol, Binder) und 7 (Ol, Binder,
tg = 24 h) im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes.

Die erste in Abbildung 28 dargestellte Probenentnahme erfolgte eine Stunde nach der Binder-
zugabe. Hier liegen die Werte fiir die detektierte Olmasse in allen drei Tanks, denen Binder
zugesetzt wurden, deutlich tiefer als in Tank 2 (Meerwasser, Ol). Wihrend der Wert fiir die
Olmasse in Tank 6 etwa halb so hoch ist wie in Tank 2, liegt er in den Tanks 4 und 7 etwa um
den Faktor 1,6 niedriger. Das heif3t, direkt nach der Zugabe haben alle Binder zunichst nahe-
zu unbeeinflusst von der durchgefiihrten Vorbehandlung das vorliegende Ol aufgenommen.
Ein unterschiedliches Verhalten wird erst am zweiten Versuchstag deutlich. Wihrend die Ol-
masse in Tank 6 hier bereits einen Wert nahe null anstrebt (0,1 g), liegen die Werte fiir die
Tanks 4 und 7 deutlich dariiber. Dieses Bild bleibt bis zum Ende des Experimentes bestehen.

Die Binder aus Tank 4, die lediglich kurz mit der Mikroorganismenldsung in Kontakt ge-
kommen sind, nehmen das vorhandene Ol innerhalb der ersten zwei Versuchstage gleichblei-
bend auf. Die Olaufnahme erfolgt dabei langsamer als bei den unbehandelten Bindern. Die im
Tank 4 vorhandene Olmasse pendelt sich ab dem zweiten Versuchstag auf einem Niveau von
0,6 g Ol ein. Das entspricht einer Olabnahme von etwa 60 % (bezogen auf den Referenzwert
aus Tank 2). Zu diesem Zeitpunkt betriigt die Olabnahme in Tank 2 etwa 30 %. Das bedeutet,
dass die Olabnahme in Tank 4 tatséichlich auf das Wirken der zugesetzten Binder zuriickzu-
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fiihren ist. Da zu diesem Zeitpunkt noch keine intensive Mikroorganismenaktivitit zu erwar-
ten ist (siche Abschnitt 3.3.4), ist davon auszugehen, dass die Differenz beziiglich der vorlie-
genden Olmasse in den Tanks 2 und 4 durch die Olaufhahme der Binder verursacht wird. Eine
weitere Verdnderung im Kurvenverlauf fiir Tank 4 ergibt sich in der dritten Woche des Expe-
rimentes: Der Wert der detektierten Olmasse sinkt von 0,6 g auf etwa 0,3 g. Basierend auf den
obigen Ausfiihrungen zur Herabsetzung der hydrophoben Eigenschaften der Binder durch den
Einsatz von Mikroorganismen und die darauf zuriickzufiihrende Beobachtung, dass zu diesem
Zeitpunkt keiner der Binder mehr an der Oberfliche schwamm, ist eine erneut einsetzende
Olaufnahme durch die Binder eher unwahrscheinlich. Es erscheint jedoch plausibel, dass die
auf die Binder aufgebrachten Mikroorganismen in die Wasserphase migriert sind. Auch in der
Wasserphase sind die Mikroorganismen nach einer gewissen Initialisierungszeit in der Lage,
das vorliegende Ol erfolgreich abzubauen (sieche Abschnitt 3.3.4). Die Olabnahme, die nach
dreiwdchiger Versuchslaufzeit in der Wasserphase in Tank 4 beobachtet werden konnte, ist
demnach vermutlich auf mikrobielle Abbauprozesse der urspriinglich auf die Binder aufge-
brachten Mikroorganismen zuriickzufiihren.

Einen unterschiedlichen Kurvenverlauf zeigen die Analysenwerte aus Tank 7. Hier verlauft
die Olaufnahme durch die Binder deutlich langsamer. Wihrend die Olaufnahme in Tank 4 am
zweiten Versuchstag abgeschlossen war, dauert die Olaufnahme in Tank 7 offenbar bis zum
siebten Versuchstag an. Zu diesem Zeitpunkt betriigt der Analysenwert fiir die Olmasse im
Wasserkorper etwa 0,5 g. Dieser Wert bleibt bis zur ndchsten Probennahme an Versuchstag
14 konstant und entspricht einer Olabnahme von rund 70 % (bezogen auf den Referenzwert
aus Tank 2). Die Olaufnahme erfolgt demnach langsamer als in Tank 4, jedoch in vergleich-
barem Umfang. Da die Binder bei dem mehrstiindigen Auftragungsverfahren deutlich ldnger
mit der wissrigen Mikroorganismenldsung in Kontakt gekommen sind, haben sie wiahrend der
Eintauchzeit vermutlich sowohl mehr Wasser als auch mehr Mikroorganismen aufgenommen.
Beides fiihrt gemal der obigen Ausfiihrungen dazu, dass die hydrophoben Eigenschaften der
Binder stirker herabgesetzt, die Wasseraufnahme durch die Binder erleichtert und die Olauf-
nahme erschwert werden. Die verlangsamte Olaufnahme der in Tank 7 eingesetzten Binder ist
demnach auf das durchgefiihrte Auftragungsverfahren zuriickzufiihren. Ein vermeintlich be-
ginnender mikrobieller Olabbau in der Wasserphase kann eventuell in der letzten Probe des
Experimentes aus Tank 7 beobachtet werden (Abnahme der Olmasse von 0,5 g auf 0,4 g).

Die Olaufnahme der mit Mikroorganismen behandelten Binder unterscheidet sich in
Abhingigkeit von der Behandlungsdauer hinsichtlich der Olaufnahmegeschwindigkeit. Die
Binder, die iiber einen Zeitraum von 24 Stunden mit der Mikroorganismensuspension behan-
delt wurden, nehmen das Ol deutlich langsamer auf als die Binder, die lediglich wenige Se-
kunden in die Mikroorganismensuspension eingetaucht wurden. Eine abschlieBend verglei-
chende Darstellung der von den Bindern am Ende des Versuchszeitraumes gebundenen Ol-
masse und der prozentualen Olabnahme im Wasserkdrper (bezogen auf den Referenztank 2)
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am Ende des Olaufnahmeprozesses nach zwei Wochen Versuchslaufzeit erfolgt in Abbildung
29.
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Abbildung 29: Vergleichende Darstellung der von den Bindern am Ende des Versuchzeitraumes gebundenen
Olmasse in g (links) und der prozentualen Olabnahme im Wasserkdrper nach zwei Wochen Versuchslaufzeit fiir
die Tanks 6 (01, Binder), 4 (Ol, Binder, t; = 2 s) und 7 (Ol, Binder, t; = 24 h).

Aus den in Abbildung 29 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass die Olaufnahmeleistung
der behandelten Binder unabhéngig von dem durchgefiihrten Auftragungsverfahren ver-
gleichbar ist. Jedoch ist sie verglichen mit der ermittelten Olaufnahme der unbehandelten
Binder um den Faktor 4 niedriger. Im Wasserkorper hingegen liegt die prozentuale Olabnah-
me nach zwei Wochen Versuchslaufzeit in den Tanks 4 und 7 lediglich um den Faktor 1,5
niedriger als in Tank 6 (unbehandelte Binder). Es wurde gezeigt, dass die Olaufnahme durch
die Binder in allen Tanks zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen war. Basierend auf den Ergeb-
nissen aus den Wasserproben ist zu vermuten, dass die von den behandelten Bindern aufge-
nommene Olmasse unmittelbar am Ende des Olaufnahmeprozesses (nach zwei Wochen Ver-
suchszeit) deutlich hoher war als die nach 30 Tagen Versuchslaufzeit bestimmte Olmasse. Es
ist davon auszugehen, dass auf den behandelten Bindern zwischen der abgeschlossenen
Olaufnahme und dem Ende der Versuchszeit mikrobielle Abbauprozesse stattgefunden haben,
durch die die auf den Bindern quantifizierbare Olmasse reduziert wurde. Die Olaufnahme der
behandelten Binder ist demnach zwar geringer als die der unbehandelten, aber nicht in dem
Mal, wie es nach der Binderextraktion vermutet werden konnte.

Untersuchung des modifizierten Auftragungsverfahrens

Basierend auf den Ergebnissen aus dem ersten Mesokosmenexperiment wurde fiir das zweite
Experiment das angewendete Auftragungsverfahren zur Aufbringung der Mikroorganismen
auf die Binder modifiziert. Dabei war das Ziel, einen Kompromiss zu finden, bei dem zwar
Mikroorganismen auf die Binder aufgebracht, jedoch die hydrophoben Eigenschaften der
Binder moglichst wenig herabgesetzt werden. Dazu wurde sowohl die Eintauchzeit verkiirzt
als auch der Bakterientiter der Mikroorganismenlosung reduziert (siche Abschnitt 5.2.4).

In Abbildung 30 ist die prozentuale Olabnahme in den Wasserproben aus den Tanks 10
(01, Binder) und 11 (Ol, Binder, tg = 1 s) im Rahmen des zweiten Mesokosmenexperimentes
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dargestellt. Die prozentuale Olabnahme wurde fiir jeden Probennahmezeitpunkt in Bezug auf
den jeweiligen Referenzwert aus Tank 9 (Meerwasser, Ol) berechnet. Die Probennahme er-
folgte eine Stunde nach der Binderzugabe sowie zum Abschluss des Experimentes am vierten
Versuchstag.
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Abbildung 30: Darstellung der Olabnahme in % in den Tanks 10 (Ol, Binder) und 11 (Ol, Binder, t; = 1 s) eine
Stunde nach der Binderzugabe sowie an Tag 4 des zweiten Mesokosmenexperimentes.

Aus dem in Abbildung 30 dargestellten Datensatz geht hervor, dass die Olabnahme eine
Stunde nach der Binderzugabe in der Wasserprobe aus Tank 10 (87 %) um 13 Prozentpunkte
héher ist als in Tank 11 (74 %). Am vierten Versuchstag hat der Wert fiir die Olabnahme in
beiden Tanks nahezu den Wert 100 % erreicht (99,8 % in Tank 10 beziehungsweise 99,9 % in
Tank 11). In beiden Tanks ist der verbleibende Olanteil im Wasserkdrper demnach vernach-
lassigbar gering. Basierend auf den obigen Ausfithrungen zu Abbildung 25 kann davon aus-
gegangen werden, dass sich die quantifizierte Olabnahme auf das Wirken der eingesetzten
Binder zuriickfiihren lisst. Die Olaufnahme der behandelten Binder ist gemiB der Darstellung
in Abbildung 30 etwas langsamer als die der unbehandelten Binder. Bereits am vierten Tag
des Experimentes sind die erzielten Ergebnisse der eingesetzten Bindermodifikationen jedoch
vergleichbar. Das verdnderte Auftragungsverfahren scheint also den Kompromiss zwischen
der Mikroorganismenaufbringung und der Bewahrung der hydrophoben Bindereigenschaften
zu erfiillen.

Fiir die unbehandelten Binder, die in Tank 10 eingesetzt wurden, konnte eine prozentua-
le Olaufnahme von 71 % berechnet werden. Die Olaufnahmekapazitit lag bei
1,6 g Ol/g Binder. Eine detaillierte Auffiihrung der Daten der aus Tank 10 enthommenen und
extrahierten Binder erfolgte im Rahmen der oben erliuterten Untersuchungen zur Olaufnah-
meleistung der Binder (vergleiche Tabelle 17). Fiir die behandelten Binder aus Tank 11 konn-
te eine durchschnittlich aufgenommene Olmasse von 4,9 g+ 0,6 g Ol pro Binder ermittelt
werden. Extrapoliert auf die Gesamtzahl der Binder ergibt das eine insgesamt aufgenommene
Olmasse von 155 g. Das entspricht etwa 84 % des anfiinglich eingesetzten Rohéls. Die Olauf-
nahmekapazitit betrigt somit 2 g Ol/g Binder. Die Binder wurden nach vier Tagen Versuchs-
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laufzeit entnommen und extrahiert. In diesem Zeitraum ist kein nennenswerter mikrobieller
Olabbau auf den Bindern zu erwarten. Eine vermeintliche Steigerung der Olaufnahmeleistung
um 13 Prozentpunkte durch die Behandlung mit Mikroorganismenldsung (tg = 1 s) erscheint
unwahrscheinlich und konnte im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen im dritten Meso-
kosmenexperiment nicht belegt werden (siche Abschnitt 3.3.4., Tabelle 19).

Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

In der Wasserphase der Mesokosmen war unabhingig von der Umgebungstemperatur (9 °C
bis 25 °C) vier Tage nach der Binderzugabe weniger als 10 % des eingesetzten Ols nachweis-
bar. Nach einer Woche schwankte dieser Wert zwischen 1 % und 2 %. Innerhalb der ersten
sieben Versuchstage verlief die Olaufnahme bei 9 °C langsamer als bei 25 °C. Die Olaufnah-
mekapazitit der Binder betrug bei 25 °C 1,6 g Ol/g Binder (t = 30 Tage), bei 13 °C ebenfalls
1,6 g Ol/g Binder (t = 4 Tage) und bei 9 °C 1,4 g Ol/g Binder (t = 30 Tage). Es wurde heraus-
gearbeitet, dass sowohl die Olaufnahmegeschwindigkeit als auch die Olaufnahmekapazitit
der Binder durch die steigende Viskositit des Ols bei abnehmender Temperatur reduziert
werden. Es ist davon auszugehen, dass diese Reduzierung im Wesentlichen auf das erschwer-
te Eindringen des Ols in das Binderinnere zuriickzufiihren ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Binder weder bindereigene Substanzen noch gebundenes
Ol iiber einen Versuchszeitraum von einem Monat desorbierten. Der vorliegende Salzgehalt
in den Mesokosmen beeinflusste das bekannte Ad- und Desorptionsverhalten der Binder
nicht.

Wihrend die Desorptionseigenschaften der Binder unter Labor- und in-situ-Bedingungen ver-
gleichbar sind, zeigten die Binder in den Mesokosmen ein zum Teil verdndertes Absorptions-
verhalten. Die Olaufnahmegeschwindigkeit unter in-situ-Bedingungen war deutlich langsamer
als unter Laborbedingungen. Withrend die Olaufnahme im Mesokosmos nach etwa vier Tagen
abgeschlossen war, betrug diese Zeitspanne im Labor 30 Minuten. Diese Abnahme der Olauf-
nahmegeschwindigkeit ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Bewegung der Binder
im Mesokosmos weitaus geringer war als im LabormaBstab. Zudem fand keine Uberspiilung
der Binder mit der Ol-/Wasserphase statt.

Die Olaufnahmekapazitit der mit Mikroorganismen behandelten Binder betrug bei einer
Eintauchzeit von 24 Stunden und bei tg=2s jeweils 0,4 g Ol/g Binder (t=30 Tage). Es
konnte gezeigt werden, dass die Auftragung der Mikroorganismen als wéssrige Suspension
die hydrophoben Eigenschaften der Binder reduzierte. Dadurch erhohte sich die Wasserauf-
nahme durch die Binder, wihrend die Olaufnahmeleistung abnahm. Gleichzeitig verlangsam-
te sich die Olaufnahmegeschwindigkeit. Diese Effekte nahmen mit steigender Eintauchzeit
und steigender Mikroorganismenzahl auf den Bindern zu.

Durch eine Reduzierung der Bakterienzahl in der Eintauchsuspension sowie durch die Ver-
kiirzung der Eintauchzeit auf tz =1 s konnte die Olaufnahmekapazitit auf 2 g Ol/g Binder
(t =4 Tage) erhoht werden und lag somit im Bereich der unbehandelten Binder. In der Was-
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serphase konnten eine Stunde nach der Binderzugabe bei den unbehandelten Bindern noch
13 %, bei den behandelten Bindern noch 26 % des Ols nachgewiesen werden. Nach vier Ta-
gen konnten in beiden Tanks lediglich Olspuren (0,2 % beziehungsweise 0,1 %) quantifiziert
werden. Die Olaufnahme der behandelten Binder erfolgte demnach geringfiigig langsamer,
war aber nach vier Tagen genauso effizient wie bei den unbehandelten Bindern.

Dariiber hinaus ist zum einen zu vermuten, dass auf den behandelten Olbindern ein mikrobiel-
ler Olabbau stattgefunden hat. Zum anderen konnte herausgearbeitet werden, dass die Mikro-
organismen wahrscheinlich in der Lage sind, von den behandelten Bindern in die Wasserpha-

se zu migrieren und das dort vorhandene Ol abzubauen.

Nach aktuellem Kenntnisstand wurde lediglich von Suni et al. ein dhnliches Experiment
durchgefiihrt, bei dem ebenfalls Mesokosmen vergleichbarer GroBe eingesetzt wurden.!*”
Als 6lbindendes Material wurden dabei Baumwollfasern als natiirliches Bindemittel sowie ein
synthetisches Sorbens auf Polypropylenbasis eingesetzt.!'*” Da bereits in Abschnitt 3.1.1 eine
ausfiihrliche Diskussion der verschiedenen Bindemittel erfolgte, soll an dieser Stelle auf einen
dahingehenden Vergleich der Experimente verzichtet werden. Beziiglich der Kombination

von Olbindemitteln und dlabbauenden Mikroorganismen sind keine weiteren Studien bekannt.

3.3.4 Olabbau durch Mikroorganismen in Meerwasser

Um den Olabbau durch das eingesetzte Mikroorganismenkonsortium umfassend zu bewerten
und zu diskutieren, wurden verschiedene Proben betrachtet. Das verwendete Konsortium
wurde in zwei verschiedenen Formen eingesetzt (als Suspension und aufgetragen auf die Bin-
der) und in zwei verschiedenen Kompartimenten (Wasserphase und Binder) mittels verschie-
dener Analysentechniken hinsichtlich seiner Olabbaufihigkeit untersucht. Im ersten Meso-
kosmenexperiment erfolgte in Tank 3 der direkte Einsatz der Mikroorganismen in der Was-
serphase. In allen weiteren und darauffolgenden Ansdtzen wurden die Organismen zunéchst
auf die Binder aufgetragen und dann in dieser Form in das Mesokosmensystem eingebracht.
Dabei wurde zwischen drei Auftragungsverfahren unterschieden, die hinsichtlich der Lange
der Eintauchzeit (Zeit, in der sich die Binder in der Mikroorganismensuspension befinden)
und der aufgebrachten Bakterienzahl variierten (siche Abschnitt 5.2.4). Das Maf des Olab-
baus wurde sowohl in der Wasserphase als auch auf den Bindern direkt gravimetrisch und
mittels Gaschromatografie untersucht. Dabei wurden verschiedene Proben (Wasserproben

und Binder) zur Ermittlung von Referenzwerten verwendet.

Gravimetrische Untersuchung des mikrobiellen Olabbaus in der Wasserphase

Zunichst soll eine vergleichende Betrachtung von Tank 2 (Meerwasser, Ol) und Tank 3 (Ol,
Mikroorganismen) durchgefiihrt werden. Dazu ist die in den entnommenen Wasserproben
ermittelte Olmasse der entsprechenden Tanks iiber den gesamten Versuchszeitraum in Abbil-
dung 31 dargestellt. Eine ausfiihrliche Beschreibung des Kurvenverlaufes fiir Tank 2 erfolgte
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bereits im Rahmen der Ausfiihrungen zu Abbildung 25 in Abschnitt 3.3.3 und soll an dieser
Stelle nicht wiederholt werden. Auf die erneute Darstellung des Datensatzes konnte jedoch in
Hinblick auf die vergleichende Betrachtung der Ergebnisse aus Tank 3 nicht verzichtet wer-
den. In beiden Tanks fanden Prozesse wie Verdampfungs- oder Adsorptionseffekte, zum Bei-
spiel an der Behilterwand, statt. Idealerweise kann davon ausgegangen werden, dass das
Ausmal dieser Effekte in beiden Tanks nahezu identisch war, da beide Tanks identischen

Bedingungen ausgesetzt waren.
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Abbildung 31: Darstellung der Olmasse in g im Wasserkdrper der Tanks 2 (Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikro-
organismen) im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes. Die Abkiirzung ,,MO* steht fiir
Mikroorganismen.

Aus der Darstellung in Abbildung 31 geht hervor, dass die Abnahme der Olmasse innerhalb
der ersten drei Versuchstage in beiden Tanks vergleichbar war. Es ist zu beachten, dass je-
weils lediglich Einzelbestimmungen durchgefiihrt wurden. Eine gewisse Schwankung der
Werte kann demnach dem Fehlerbereich zugeschrieben werden und soll an dieser Stelle nicht
weiter interpretiert werden. Doch auch vor diesem Hintergrund ist ab dem siebten Versuchs-
tag eine unterschiedliche Entwicklung der beiden in Abbildung 31 dargestellten Kurven zu
erkennen. Wéhrend die Datenpunkte aus Tank 2 einen Grenzwert anzustreben scheinen,
nimmt die Olmasse in Tank 3 bis zum letzten Versuchstag weiterhin ab. Wihrend die Olmas-
se in Tank 2 iiber den gesamten Versuchszeitraum um rund 60 % bezogen auf den Wert der
ersten Probe abnimmt, wird in Tank 3 eine Abnahme von rund 85 % erreicht. Diese Differenz
ist auf den Einsatz der Mikroorganismenkultur zurlickzufithren. Die Aktivitit der zugefiigten
Bakteriengemeinschaft ist gemédfl Abbildung 31 etwa ab dem siebten Versuchstag zu be-
obachten und nimmt im weiteren Experimentverlauf sichtlich zu. Das ausgewihlte Mikroor-
ganismenkonsortium benétigt demnach eine etwa einwdchige Initialisierungszeit (,,lag time*),
vermutlich um sich zu vermehren.!""'"® Nach dieser Zeitspanne ist es in der Lage, das im
Meerwasser vorhandene Rohdl lediglich unter Bereitstellung ostseetypischer Ammonium-
und Phosphatkonzentrationen nachweisbar abzubauen.
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n-Alkananalysen zum mikrobiellen Olabbau in der Wasserphase

Im Folgenden werden die Ergebnisse der n-Alkananalysen im Rahmen des ersten Mesokos-
menexperimentes vorgestellt und diskutiert. Es werden die Ergebnisse der Analyse der
n-Alkane n-C;s bis n-C4 sowie der isoprenoiden Verbindungen Pristan und Phytan présentiert
und diskutiert.

In den Tanks 1 (Meerwasser) und 5 (Binder) des ersten Mesokosmenexperimentes konnten
keine n-Alkanverbindungen quantifiziert werden. Das hei3t zum einen, dass im Meerwasser
keine als Blindwert nachzuweisende Hintergrundkonzentration vorlag. Zum anderen wird
deutlich, dass die eingesetzten Binder keine der untersuchten n-Alkanverbindungen in nach-
weisbarer Konzentration an die Wasserphase abgegeben haben.

Fiir die Tanks 2 (Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorganismen) des ersten Mesokosmenexpe-
rimentes erfolgt zundchst in Abbildung 32 eine vergleichende Betrachtung der summierten
n-Alkanverbindungen. Dabei wird die Summe der quantifizierten Massen der Verbindungen
n-Cys bis n-Cyg dargestellt. Die n-Alkanverbindungen mit einer kiirzeren Kettenldnge (n-C;s
bis n-Cy4) konnten fiir alle Versuchstage lediglich unregelméafBig vereinzelt und im Bereich der
Nachweisgrenze (xng = 1 pg) detektiert werden. Wahrscheinlich unterlagen diese Verbindun-
gen starken Verdampfungseffekten und waren bereits nach wenigen Tagen vollstindig aus der
Wasserphase des Mesokosmensystems in die Luftphase iibergegangen. Es ist bekannt, dass
im Falle eines Olaustrittes in die Wasserphase die Konzentrationen der n-Alkane stark durch
Verdampfungseffekte beeinflusst werden, da diese Verbindungen eine schlechte Loslichkeit

[

im Wasser aufweisen.!*”'*”) Malmquist et al. beobachteten in einem achttéigigen Experiment

das Verdampfen der n-Alkane n-C;; bis n-C,; sowie der Verbindungen Pristan und Phy-

‘[an.[139

I Dieses Ergebnis entspricht der hier beschriebenen Beobachtung und verdeutlicht, dass
die Verwendung von Pristan und Phytan als Biomarker zum Nachweis des mikrobiellen
Olabbaus in den durchgefiihrten Mesokosmenexperimenten nicht geeignet war. Die Interpre-
tationen hinsichtlich des mikrobiellen Olabbaus in den Mesokosmen werden sich daher auf
die vergleichende Betrachtung von und in Bezug auf Kontrollproben stiitzen. n-Alkane mit
einer Kettenldnge grofler C,, scheinen unter den gegebenen Versuchsbedingungen wenig und
unabhingig ihrer Kettenlinge durch Verdampfungseffekte beeinflusst zu werden.*'*!!

Die in Abbildung 32 dargestellte Abnahme der summierten n-Alkanverbindungen in
den Wasserproben aus den Tanks 2 und 3 dhnelt sich im groben Verlauf. Beide Kurven be-
schreiben eine fortlaufende Abwirtsbewegung tliber den gesamten Versuchszeitraum. Diese
deutliche Abnahme der summierten n-Alkanverbindungen konnte fiir beide Tanks mittels
Trendtest nach Neumann (sieche Abschnitt 5.5) mit einer statistischen Sicherheit von 99 % als
Trendbewegung bestitigt werden. Der detaillierte Verlauf der Kurven unterscheidet sich je-
doch.

In Tank 2 erfolgte bereits in den ersten beiden Versuchstagen eine Abnahme der n-Alkane um
37 % von 18 mg auf 12 mg. Danach stagnierte der Wert iiber den achten Versuchstag hinaus

und bildete ein tempordres Plateau. Nach zwei Wochen der Versuchslaufzeit ist erneut eine
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Abnahme der summierten n-Alkanmassen in Tank 2 zu erkennen, die sich in der dritten Wo-
che des Experimentes weiter fortsetzte. Zu diesem Zeitpunkt waren in der Wasserprobe aus
Tank 2 noch 7 mg n-Alkane (n-Cys bis n-Cy49) quantifizierbar. Das entspricht 36 % der am
ersten Versuchstag detektierten Masse.
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Abbildung 32: Summie{te Masse dpr n-Alkane n-C,s bis n-Cyo in mg in den Wasserproben der Tanks 2 (Meer-
wasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorganismen) im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes. Die
Abkiirung ,,MO* steht fiir Mikroorganismen.

Es kann vermutet werden, dass die fiir Tank 2 in Abbildung 32 dargestellte Abnahme der
n-Alkane innerhalb der ersten Versuchstage lediglich auf Verdampfungsprozesse zuriickzu-
fiihren ist. Diese Prozesse waren nach drei Tagen im Wesentlichen abgeschlossen, sodass sich
der Wert fiir die summierten n-Alkanverbindungen auf einem zeitweilig stabilen Niveau be-
fand. Nach etwa zwei Wochen Versuchslaufzeit schien ein neuer Prozess zu beginnen, der
eine wiederholte n-Alkanabnahme zur Folge hatte. Prinzipiell kdnnte zu diesem Zeitpunkt
erneut die Verdampfung eine Rolle spielen. Aus den Daten der Temperaturaufzeichnungen
aus Tank 1 geht keine Steigerung der Temperatur in diesem Zeitraum hervor (siehe Abschnitt
5.6.2). Es ist jedoch zu bedenken, dass die Pumpenleistung an Tag 10 des Versuchszeitraumes
gesteigert wurde (vergleiche Abschnitt 3.3.2, Abbildung 23). Es erscheint unwahrscheinlich,
dass eine minimale Steigerung der Pumpenaktivitit eine solch langanhaltende erneute Ver-
dampfung der n-Alkanverbindungen auslost. Es ist eher zu vermuten, dass die beobachtete
Abnahme der n-Alkanverbindungen zwischen der ersten und zweiten Versuchswoche auf
Abbauaktivititen der im Ostseewasser natiirlich vorkommenden Mikroorganismen zuriickzu-
fiihren ist. Das Wachstum der 6labbauenden Spezies wird durch den Oleintrag stimuliert.!'>"!!
Nach einer gewissen Zeit des Wachstums liegt eine ausreichend grofle Bakterienzahl vor, so-
dass Abbauprozesse in den Messergebnissen deutlich werden. Diese Vermutung wird durch
die Ergebnisse der Sauerstoff- und Néhrstoffmessungen untermauert, die in Abschnitt 3.3.2
diskutiert wurden. Sowohl der Sauerstoff- als auch der Ammoniumverbrauch sind jeweils in
Tank 3 am hochsten. Diese Beobachtung ldsst auf eine hohe mikrobielle Aktivitét schlie3en,

die wiederum auf das zugesetzte Mikroorganismenkonsortium zuriickzufiihren ist.['"110410¢]
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Der Sauerstoff- und der Ammoniumverbrauch in Tank 2 ist geringer als in Tank 3, jedoch
jeweils hoher als in Tank 1, in dem sich lediglich Meerwasser befand und der als ,,unbeein-
flusst™ angesehen wird. Es ist demnach auch in Tank 2 eine erhohte mikrobielle Aktivitit der
natiirlich im Ostseewasser vorkommenden Mikroorganismengemeinschaft zu beobachten.

Auch in Tank 3 beschreibt die Kurve innerhalb der ersten drei Versuchstage einen steilen Ab-
fall. Jedoch nahm die summierte n-Alkanmasse auch im weiteren Versuchszeitraum wenn
auch gemaéBigter so doch gleichbleibend ab. Am Ende des Versuchszeitraumes lagen noch
2 mg n-Alkanverbindungen (n-Cjs bis n-Cyp) vor. Das entspricht 9 % der am ersten Versuchs-
tag detektierten Masse. Die Kurven fiir beide Tanks liegen demnach in den ersten drei Tagen
iibereinander, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die beeinflussenden Prozesse in
dieser Zeit fir beide Tanks identisch waren. Verdampfungsprozesse traten unmittelbar nach
dem Oleintrag auf und sollten in beiden Tanks in vergleichbarem AusmalB stattgefunden ha-
ben. Nach einer Woche Versuchslaufzeit bis zum Ende des Versuchszeitraumes verlaufen die
Kurven nahezu parallel, wobei die Werte fiir Tank 3 zwischen 4 mg und 6 mg niedriger sind
als in Tank 2. Auch hier kann vermutet werden, dass die ablaufenden Prozesse identisch, je-
doch in Tank 3 stirker ausgeprdgt waren. Diese Vermutung stiitzt die oben formulierte These,
dass auch in Tank 2 mikrobielle Olabbauprozesse stattgefunden haben. Zudem ist es wahr-
scheinlich, dass es in Tank 3 zu einer Uberlagerung von Verdampfungs- und Abbauprozessen
kam, da die n-Alkanabnahme an keinem Punkt des Kurvenverlaufes stagniert. In Tank 3 wur-
de zu Beginn des Experimentes das ausgewihlte 6labbauende Mikroorganismenkonsortium
zugesetzt. Es ist zum einen denkbar, dass dieses Konsortium in der Lage ist, die vorhandenen
n-Alkane effektiver abzubauen als die natiirlich im Ostseewasser vorkommende Gemein-
schaft. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass es zu Uberlagerungen oder sogar synerge-
tischen Effekten durch die Kombination aus dem zugesetzten Konsortium und der natiirlich
vorkommenden Gemeinschaft kam. Auch in diesem Fall wére eine gesteigerte Abnahme der
n-Alkanverbindungen in Tank 3 gegeniiber den Prozessen in Tank 2 eine logische Konse-

quenz.

Nachdem die Masse der n-Alkanverbindungen als Summe dargestellt und diskutiert
wurde, erfolgt in Abbildung 33 eine detaillierte Darstellung der Einzelverbindungen fiir Tank
2 und 3. Dazu wurde jeweils die prozentuale Abnahme der Masse jeder einzelnen Verbindung
bezogen auf die erste gemessene Probe am ersten Versuchstag berechnet und aufgetragen.
Nach acht Tagen lag der n-Alkanabbau in Tank 2 zwischen 18 % (n-Cs;) und 41 % (n-Cyy).
Der Abbau schwankt innerhalb der in Abbildung 33 dargestellten Verbindungen, folgt jedoch
keiner deutlichen Trendbewegung. Der Trendtest nach Neumann (siehe Abschnitt 5.5) liefert
auf einem Signifikanzniveaus von 99,9 % ein negatives Ergebnis. Einen anderen Verlauf zei-
gen die Kurven mit den Werten, die fiir das Ende der Versuchslaufzeit berechnet wurden.
Hier dhnelt sich der Verlauf der in Abbildung 33 dargestellten Sdulen fiir Tank 2 und 3. Fiir
Tank 2 ist eine deutliche Verringerung der Abnahme mit steigender Kettenlinge der
n-Alkanverbindung zu erkennen. Der Wert fiir die Verbindung n-C,s betrigt 70 %, wihrend
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der Abbau fiir n-Cyg bei 35 % liegt. Fiir Tank 3 betrdgt der prozentuale Abbau der Verbindun-
gen von n-Cys bis n-Cj; jeweils liber 90 %. Ab der Verbindung n-Cs; nimmt der Wert fiir den
prozentualen Alkanabbau ab, bis er fiir die Verbindung n-Cy4y einen Wert von 68 % erreicht
hat.
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Abbildung 33: Prozentualer n-Alkanabbau bezogen auf die jeweils erste gemessene Probe in den Tanks 2
(Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorganismen (MO)) fiir die n-Alkane von n-Cys bis n-Cyo im
Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes. Fiir Tank 2 wird der prozentuale n-Alkanabbau
nach 8 Tagen sowie am Ende des Versuchszeitraumes nach 30 Tagen dargestellt. Fiir Tank 3 er-
folgt lediglich die Darstellung am Ende des Versuchszeitraumes.

In mehreren Studien konnte belegt werden, dass die mikrobielle Abbaubarkeit der n-Alkane
mit steigender Kettenlinge abnimmt.!"®""'**! Setti et al. unterscheiden bei den n-Alkanverbin-
dungen hoherer Kettenldnge zwischen zwei Gruppen, wobei die erste von den Verbindungen
mit einer Kohlenstoffatomzahl von C;7 bis Cyg und die zweite von den Verbindungen mit ei-
ner Kettenlinger grofer Cog reprisentiert wird.!'*? Wihrend die erste Gruppe von Verbindun-
gen bei dem Einsatz einer Pseudomonas-Spezies ein konstantes Abbaumuster zeigt, hingt der
Abbau der zweiten Verbindungsgruppe von der Kettenldnge der Molekiile ab und sinkt mit

1.1%] Basierend auf dem in Abbildung 33 dargestellten Daten-

steigender Kohlenstoffatomzah
satz ist davon auszugehen, dass die in den Tanks 2 und 3 vorliegenden Mikroorganismen (na-
tiirlich vorkommende Gemeinschaft und zugesetztes Konsortium) ein dhnliches Verhaltens-
muster zeigen. Der Vergleich der beiden Datensétze aus Tank 2 zeigt, dass innerhalb der ers-
ten Versuchswoche andere Prozesse fiir die n-Alkanabnahme verantwortlich waren als in der
verbleibenden Versuchslaufzeit. Somit kann die in Zusammenhang mit Abbildung 32 formu-
lierte These bestétigt werden. Die gleichformige Abnahme der n-Alkanverbindungen unab-
hingig von der Kettenlinge macht deutlich, dass der quantifizierte n-Alkanverlust innerhalb
der ersten Woche des Versuchszeitraumes auf Verdampfungseffekten basiert. Die erneute
kettenlangenabhéngige n-Alkanabnahme am Ende des Versuchszeitraumes ist demnach auf
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mikrobielle Abbauprozesse durch die natiirlich im Ostseewasser vorkommende Bakterienge-
meinschaft zuriickzufiihren. Es ist somit mdglich, die Ursache der n-Alkanabnahme anhand
der Abnahmemuster zuzuordnen.

PAK-Analysen zum mikrobiellen Olabbau in der Wasserphase

Von den Zielanalyten der PAK konnte in den Tanks 1 (Meerwasser) und 5 (Binder) lediglich
Naphthalin detektiert werden. Die Naphthalinmasse in Tank 1 betrug 8 ug =3 pg, in Tank 5
lag der Messwert bei 11 pg+ 5 ug. Die Mittelwerte wurden auf der Grundlage aller Proben
ermittelt, die im Versuchszeitraum aus dem jeweiligen Tank entnommen und analysiert wor-
den sind. Die mittlere Naphthalinmasse aus Tank 1 wurde in den folgenden Berechnungen zur
Blindwertkorrektur verwendet. Der oben angegebene Wert aus Tank 5 wurde nicht blindwert-
korrigiert. Da er in derselben Grofenordnung wie der Blindwert liegt, heilt das, dass die ein-
gesetzten Binder keine Verbindung der untersuchten PAK desorbiert und an die Wasserphase
abgegeben haben.

Es erfolgt der Vergleich der ermittelten PAK-Messwerte aus den Tanks 2 (Meerwasser, Ol)
und 3 (Ol, Mikroorganismen). In den Wasserproben aus diesen Tanks konnten von den 24
untersuchten PAK 13 Verbindungen nachgewiesen werden. Fiir alle nachgewiesenen Verbin-
dungen ist die prozentuale Abnahme innerhalb der ersten drei Versuchstage in beiden Tanks
in Tabelle 18 aufgefiihrt.

Tabelle 18: Prozentuale PAK-Abnahme der 13 detektierten Verbindungen innerhalb der ersten drei Versuchs-
tage des ersten Mesokosmenexperimentes bezogen auf die erste Probennahme in den Tanks 2
(Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorganismen (MO)).

_ PAK-Abnahme in %
Verbindung R .
Tank 2 (Ol) Tank 3 (Ol, MO)

Naphthalin 85 82
2-Methylnaphthalin 47 42
1-Methylnaphthalin 39 41
1,7-Dimethylnaphthalin 38 33
Acenaphthylen 42 40
Acenaphthen 41 37
Fluoren 39 31
Phenanthren 35 29
Fluoranthen 35 24
Pyren 38 28
1-Methylpyren 35 39
Chrysen 27 23
Benzo[b]fluoranthen 32 22

85



Ergebnisse und Diskussion

Aus Tabelle 18 geht hervor, dass die quantifizierten Werte flir die prozentuale PAK-Abnahme
innerhalb der ersten drei Versuchstage in beiden Tanks in einer &dhnlichen GroBenordnung
liegen und sich um maximal 11 Prozentpunkte unterscheiden (Fluoranthen). Basierend auf der
Probennahmetechnik ist ein Fehlerbereich von + 15 % bezogen auf den jeweiligen Messwert
durchaus realistisch. Die Differenzen zwischen den in Tabelle 18 aufgefiihrten Werten liegen
innerhalb dieses Fehlerbereiches. Die Werte fiir Tank 3 sind mit zwei Ausnahmen (1-
Methylnaphthalin und 1-Methylpyren) kleiner als die Werte fiir Tank 2. Auch diesem Sach-
verhalt soll keine weitere Gewichtung beigemessen werden, da er vermutlich auf eine durch
die Probennahmetechnik bedingte Schwankung der entnommenen Olmasse zuriickzufiihren
ist. Fiir beide Datensétze konnte mittels statistischer Berechnungen (Trendtest nach Neumann,
siche Abschnitt 5.5) auf einem Signifikanzniveau von 99 % gezeigt werden, dass die Abnah-
me mit steigender MolekiilgroBe signifikant zuriickgeht.

Die prozentuale Abnahme der einzelnen PAK bewegt sich in derselben Gréenordnung wie
die prozentuale Abnahme der Gesamtmatrix Ol, die in Abbildung 31 dargestellt wurde. In den
Tanks 2 und 3 liefen innerhalb der ersten drei Versuchstage dhnliche Prozesse ab, sodass so-
wohl die Hohe der Abnahmerate als auch das Abnahmemuster der detektierten Verbindungen
vergleichbar ist. Basierend auf der vergleichbaren PAK-Abnahme in beiden Tanks ist davon
auszugehen, dass die prozentuale Abnahme innerhalb der ersten drei Versuchstage ausschlie3-
lich auf Verdampfungseffekte zuriickzufiihren ist. Ein mikrobieller Olabbau durch die natiir-
lich im Ostseewasser vorkommende Bakteriengemeinschaft ist in diesem Zeitraum nicht zu
H8127) Der deutlich hohere Verlust von Naphthalin (82 % bezichungsweise 85 %)
basiert vermutlich auf der erhdhten Fliichtigkeit dieser Verbindung verglichen mit den {ibri-

erwarten.

gen Zielanalyten. Der vollstindige Verlust von Naphthalin, der bereits nach wenigen Ver-
suchstagen auftreten kann, ist dabei nicht untypisch."'**'**! Der umgekehrt proportionale Zu-
sammenhang von Massenabnahme und Molekiilgrofle kann ebenfalls auf Verdampfungser-
scheinungen zuriickgefiihrt werden.[**'*!]

Eine Verdnderung der prozentualen PAK-Abnahme in den Tanks 2 und 3 ist nach einer Wo-
che Versuchslaufzeit zu beobachten. Naphthalin ist zu diesem Zeitpunkt in keinem der beiden
Tanks mehr nachweisbar. Die prozentuale Abnahme der einfachmethylierten Homologe liegt
in beiden Tanks jeweils tiber 90 %. Der prozentuale Verlust des zweifachmethylierten Homo-
logs betrdgt 77 % in Tank 2 beziehungsweise 79 % in Tank 3. Die Abnahme dieser vier Ver-
bindungen ist demnach in beiden Tanks nach wie vor vergleichbar, allerdings ist nun eine
deutliche Abhéngigkeit der Abnahmerate von dem Mal} der Methylierung zu erkennen. Je
hoher die Zahl der Methylketten ist, desto niedriger ist die Abnahme der jeweiligen Verbin-
dung. Diese Abhingigkeit wurde in verschiedenen Studien bei gezielten Untersuchungen zum
Verdampfungsverhalten von PAK in Rohdl beobachtet.”*'*!] Die diesbeziiglich vergleichba-
ren Werte in den Tanks 2 und 3 lassen auch hier darauf schlie3en, dass die die PAK-Abnahme
bedingten Prozesse in beiden Tanks ebenfalls vergleichbar sind. Es ist davon auszugehen,
dass die Verdampfung den dominierenden Faktor reprasentiert.
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Ein anderes Bild liefert die Betrachtung der Ergebnisse fiir die {ibrigen neun Verbindungen,
deren prozentualer Verlust in Abbildung 34 dargestellt ist.
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Abbildung 34: Prozentuale Abnahme der PAK-Massen innerhalb der ersten siecben Versuchstage bezogen auf
die jeweils erste gemessene Probe in den Tanks 2 (Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorganismen
(MO)) im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes. Die Fehlerbalken wurden basierend auf
einer Abschétzung des Fehlerbereiches eingetragen und umfassen jeweils + 15 % des jeweiligen
Messwertes.

Wihrend die prozentuale Abnahme der Massen der in Abbildung 34 dargestellten PAK-
Verbindungen innerhalb der ersten drei Versuchstage in den Proben aus Tank 2 und 3 ver-
gleichbar war (vergleiche Tabelle 18), ist nun ein Unterschied zu erkennen, der, mit Ausnah-
me von 1-Methylpyren, mit steigender Molekiilgroe immer deutlicher wird. Die PAK-
Abnahme in Tank 3 ist deutlich héher als die in Tank 2. Die Differenzen zwischen den Wer-
ten der beiden diskutierten Tanks, die in Tabelle 18 aufgefiihrt sind, wurden auf den vermut-
lich ausgeprigten Fehlerbereich der Messwerte zurlickgefiihrt. Dabei wurde von einem
Fehlerbereich von + 15 % bezogen auf den jeweiligen Messwert ausgegangen. Dieser hypo-
thetische Fehlerbereich wurde ebenfalls auf den in Abbildung 34 dargestellten Datensatz an-
gewendet. Mit Ausnahme von Acenaphthylen liegt auch unter Beriicksichtigung dieses
Fehlerbereiches ein Unterschied zwischen den Abnahmewerten in den Tanks 2 und 3 vor. Da
beide Tanks ansonsten identischen Randbedingungen ausgesetzt waren, kann davon ausge-
gangen werden, dass die am siebten Versuchstag detektierte verstirkte PAK-Abnahme in
Tank 3 auf die Aktivitit des zugesetzten mikrobiellen Konsortiums zuriickzufiihren ist. So-
wohl die Fliichtigkeit der PAK als auch ihre Abbaubarkeit durch mikrobielle Aktivitdt nimmt
mit steigender MolekiilgroBe ab.”'**!*!] Da jedoch die Verdampfung mit dem Oleintrag be-
ginnt, wihrend dem mikrobiellen Olabbau eine gewisse Initialisierungszeit vorausgeht, ist es
wahrscheinlich, dass bei Naphthalin und seinen Homologen sowie eventuell bei Acenaphthy-
len die Verdampfungseffekte liber die Verluste durch den mikrobiellen Abbau dominieren. Je
geringer das Bestreben der Verbindung ist, zu verdampfen, desto deutlicher ist der Einfluss
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des zugesetzten Mikroorganismenkonsortiums in Tank 3 zu erkennen (siehe Abbildung 34).
Verdampfung und mikrobieller Abbau konnen fiir die genannten Verbindungen innerhalb der
ersten sieben Versuchstage als Konkurrenzprozesse betrachtet werden.

Prinzipiell kommt noch ein weiterer Interpretationsansatz fiir die unterschiedlichen Abnahme-
raten in den Tanks 2 und 3 in Frage. Es ist durchaus mdoglich, dass es in Tank 2 nach einer
Woche Versuchslaufzeit durch die natiirlich im Ostseewasser vorkommende Mikroorganis-
mengemeinschaft zu Olabbauprozessen kam. Wihrend das Wachstum dieser mikrobiellen
Gemeinschaft erst durch den Oleintrag stimuliert wurde, wurde das System in Tank 3 bereits
zu Versuchsbeginn gezielt mit einer hohen Konzentration eines nachweislich 6labbauenden
Mikroorganismenkonsortiums versetzt.!'**") Basierend auf der zu erwartenden geringeren
Zahl 6labbauender Bakterien in Tank 2, ist davon auszugehen, dass Abbauprozesse langsamer
und somit in dem untersuchten Zeitrahmen auch in geringerem Ausmaf} verlaufen als in Tank
3.

Auf der Grundlage des vorliegenden Datensatzes kann nicht eindeutig belegt werden, worauf
die PAK-Abnahme in Tank 2 zuriickzufiihren ist. Es kann jedoch gezeigt werden, dass nach
einer Woche Versuchslaufzeit, die PAK-Abnahme in Tank 2 und 3 unterschiedlich ausgeprigt
ist. Dabei ist die gesteigerte PAK-Abnahme in Tank 3 auf die Aktivitdt des zugesetzten Mik-
roorganismenkonsortiums zuriickzufiihren.

Am Ende der Versuchslaufzeit ist in Tank 3 keine PAK-Verbindung mehr nachweisbar. In
Tank 2 konnten lediglich Massen fiir fiinf vier- beziehungsweise fiinfkernige Verbindungen
detektiert werden. Die kleineren Verbindungen waren auch hier nicht mehr nachweisbar. Die
Verluste fiir Fluoranthen, Pyren, 1-Methylpyren, Chrysen und Benzo[b]fluoranthen liegen
zwischen 49 % und 56 %. Der vollstindige Verlust der acht ,.kleinen* Verbindungen (zwei-
und dreikernige Verbindungen) ist entweder auf eine vollstindige Verdampfung zuriickzufiih-
ren oder auf eine Uberlagerung aus Verdampfung und mikrobieller Abbauaktivitit durch die
natiirlich vorliegende Gemeinschaft (Tank 2) beziehungsweise das zugesetzte Mikroorganis-
menkonsortium (Tank 3). Die vollstindige Abnahme der ,,groBen* Verbindungen (vier- und
flinfkernige Verbindungen) in Tank 3 wird aufgrund der mikrobiellen Abbauprozesse durch
das zugesetzte Konsortium beobachtet. Unabhéngig davon ob die PAK-Abnahme durch Ver-
dampfungs- und Abbauprozesse induziert wurde, ist kein deutlicher Unterschied des Abnah-
memusters bekannt.”"**'*!! Beide Prozesse finden umgekehrt proportional zur Molekiilgrofe
der PAK statt.”’* Ob eine bevorzugte Abnahme der methylierten Homologe mit steigendem
Mal} der Methylierung stattfindet, wird sowohl in Bezug auf Verdampfungsprozesse als auch
hinsichtlich der bakteriellen Abbaubarkeit unterschiedlich beobachtet.!”"**!*!143] Eg ist dem-
nach nicht méglich, die ermittelten PAK-Abnahmen anhand des Abnahmemusters der 13 de-
tektierten Verbindungen auf Verdampfungs- oder mikrobielle Abbauprozesse zuriickzufiih-
ren. Lediglich durch den Vergleich der Abnahmeraten in den Tanks 2 und 3 kénnen die hohe-
ren Werte in Tank3 der gesteigerten mikrobiellen Aktivitdt durch das zugesetzte Konsortium

zugeordnet werden.
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n-Alkan- und PAK-Analysen zur Migration der Mikroorganismen

In Abbildung 28 des vorhergehenden Abschnitts wurde anhand der im Wasserkorper detek-
tierten Olmasse vermutet, dass die auf die Binder aufgebrachten Mikroorganismen in der La-
ge sind, in die Wasserphase zu migrieren und das dort vorhandene Ol abzubauen. Um diese
These zu tliberpriifen, wurde in Abbildung 35 die prozentuale Abnahme der n-Alkane n-Cjs
bis n-C49 in der Wasserphase fiir die Tanks 4 (Ol, Binder, tg =2 s), 6 (Ol, Binder) und 7 (O],
Binder, tg =24 h) {iber den gesamten Versuchszeitraum von 30 Tagen bezogen auf die erste
Probe dargestellt. Da die Zuordnung des Peaks fiir die Verbindung n-Cs; in diesem Datensatz
aufgrund von Uberlagerungen im Chromatogramm nicht eindeutig vorgenommen werden
konnte, erfolgt die Darstellung in Abbildung 35 ohne diese Verbindung.

Die Datenpunkte fiir die Proben aus Tank 6 verlaufen zunéchst auf einem konstanten Niveau.
Schwankungen treten bei den Verbindungen auf, die eine Kohlenstoffzahl groBBer Css aufwei-
sen. Die Werte fiir die n-Alkanabnahme in den Tanks 4 und 7, in denen mit Mikroorganismen
behandelte Binder eingesetzt wurden, zeigen einen anderen Verlauf. Hier sinken die Daten-
punkte mit steigender Kettenldnge der untersuchten n-Alkanverbindungen um rund 35 Pro-
zentpunkte. Mittels statistischer Testverfahren (Trendtest nach Neumann, siche Abschnitt 5.5)
wurde diese optische Einschitzung {iberpriift. Auf einem statistischem Niveau von 99,9 %
konnte belegt werden, dass es sich bei dem Verlauf der Datenpunkte aus Tank 6 nicht um eine
Trendbewegung handelt, wihrend die Werte fiir die prozentuale Alkanabnahme in den Tanks
4 und 7 einem Trend folgen.
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Abbildung 35: Prozentuale n-Alkanabnahme am Ende der Versuchslaufzeit (Tag 30) bezogen auf die jeweils
erste gemessene Probe in der Wasserphase der Tanks 4 (Ol, Binder, tz = 2 s), 6 (Ol, Binder) und
7 (01, Binder, t; =24 h) fiir die n-Alkane 7-Cys bis n-C4 (ohne n-Cs,) im Rahmen des ersten
Mesokosmenexperimentes.

Gemadl der Darstellung in Abbildung 35 erreicht die Abnahme der n-Alkane in Tank 6 am
Ende des Versuchszeitraumes nahezu 100 %. Die im anfinglich zugegebenen Ol vorhandenen
n-Alkanverbindungen wurden mit der Gesamtmatrix Ol von den unbehandelten Bindern auf-

genommen und so unabhéngig ihrer Kettenldng aus dem Wasserkorper von Tank 6 entfernt.
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Ein dem Olabbau durch die natiirlich im Ostseewasser vorkommende mikrobielle Gemein-
schaft vorausgehendes Wachstum der Mikroorganismen, wurde vermutlich aufgrund der zu
geringen in der Wasserphase verbliebenen Olmengen nicht induziert. Daher werden in Tank 6
keine Abnahmemuster der n-Alkane beobachtet, die auf eine erhohte mikrobielle Aktivitit
zurlickzufiihren sind.

In den Tanks 4 und 7 erfolgte die Olabnahme deutlich langsamer und weniger effektiv. Dieses
Verhalten der mit Mikroorganismen behandelten Binder im ersten Mesokosmenexperiment
wurde im vorhergehenden Abschnitt im Rahmen der Ausfiihrungen zu Abbildung 27 und Ab-
bildung 28 umfassend diskutiert. Die Abhéngigkeit der prozentualen n-Alkanabnahme von
der Kettenléinge der Verbindungen, die am Ende des Versuchszeitraumes beobachtet werden
kann, unterstiitzt die Vermutung, dass in der Wasserphase der Tanks 4 und 7 ein mikrobieller
Olabbau stattgefunden hat."® Diese mikrobiellen Abbauprozesse kénnen sowohl auf das na-
tirlich vorkommende Mikroorganismenkonsortium im eingesetzten Ostseewasser zuriickzu-
fiihren sein als auch auf das mit den Bindern eingesetzte Mikroorganismenkonsortium. Es ist
zum einen denkbar, dass dazu eine Migration der Mikroorganismen von den Bindern in die
Wasserphase erfolgte. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass der mikrobielle Abbau der
in der Wasserphase vorhandenen n-Alkanverbindungen an der Grenzfliche zwischen den
Bindern und dem im Wasser befindlichen Olfilm stattgefunden hat. Ein Vergleich mit der
n-Alkanabnahme in Tank 2, die in Abbildung 33 dargestellt und eindeutig auf mikrobielle
Abbauaktivititen durch die natlirlich vorkommende Gemeinschaft zuriickgefiihrt wurde,
zeigt, dass die Werte fiir die Abnahme der n-Alkane in Tank 4 und 7 zwar hoher, jedoch in
derselben GroBenordnung liegen wie in Tank 2. In Tank 2 setzte der mikrobielle Olabbau
zwischen der ersten und der zweiten Versuchswoche ein, in Tank 4 und 7 jeweils nach zwei
Wochen Versuchslaufzeit (vergleiche Abbildung 28). Obwohl der mikrobielle Abbau des Ols
in Tank 4 und 7 spéter begann, ist die prozentuale n-Alkanabnahme vergleichbar mit den
Werten aus Tank 2. Diese Beobachtung ldsst darauf schlie3en, dass in Tank 4 und 7 ein kom-
binierter Olabbau durch die natiirlich vorkommende Mikroorganismengemeinschaft und das
auf den Bindern zugesetzte Konsortium stattgefunden hat. Die auf die Binder aufgebrachten
Mikroorganismen sind demnach in der Lage, die in der Wasserphase verbliebenen n-Alkane

abzubauen.

Auf eine ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse der PAK-Analysen fiir die Tanks 4, 6
und 7 soll an dieser Stelle verzichtet werden. In Tank 6 (Ol, Binder) konnte bereits am dritten
Versuchstag keine der Zielverbindungen mehr nachgewiesen werden. Es kann davon ausge-
gangen werden, dass diese vollstindige Abnahme auf die Aufnahme durch die Binder sowie
Verdampfungseffekte zuriickzufiihren ist. Somit ist eine vergleichende Darstellung mit den
Ergebnissen aus den Tanks 4 und 7, in denen die mit Mikroorganismen behandelten Binder
eingesetzt wurden, nur bedingt mdglich. Die PAK-Abnahme in den Tanks 4 und 7 wird so-
wohl durch die Olaufnahme der Binder als auch durch Verdampfungs- und eventuell stattfin-
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dende mikrobielle Olabbauprozesse beeinflusst. Eine klare Zuordnung ist dabei aus oben ge-
nannten Griinden nicht méglich (vergleiche Diskussion zu Abbildung 34).

Untersuchungen zum mikrobiellen Olabbau auf den Bindern

Im dritten Mesokosmenexperiment wurde der mikrobielle Olabbau auf den Olbindern durch
die im Vorfeld mittels Auftragungsverfahren aufgebrachten Mikroorganismen untersucht.
Dazu wurden in Tank 15 nochmals Binder eingebracht, bei denen das lange Auftragungsver-
fahren mit einer Eintauchzeit von 24 h angewendet worden ist. In Tank 16 wurden Binder
untersucht, auf die die Mikroorganismen nach dem kurzen, modifizierten Auftragungsverfah-
ren (tg = 1 s) aufgebracht worden sind. Eine detaillierte Beschreibung der Auftragungsverfah-
ren befindet sich in Abschnitt 5.2.4. Die Binderentnahme erfolgte nicht nur zum Abschluss
des Experimentes (Tag 30), sondern ebenfalls an den Versuchstagen 11 und 18. Es ist davon
auszugehen, dass die Olaufnahme zum Zeitpunkt der ersten Binderentnahme in allen drei
Tanks abgeschlossen war (siche Abschnitt 3.3.3).

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der gravimetrischen Analyse fiir die Binder aus den Tanks
15 (Ol, Binder tz =24 h) und 16 (Ol, Binder t; = 1 s) verglichen mit den Daten fiir Tank 14
(Ol, Binder) aufgefiihrt. Die aufgefiihrten Daten zeigen, dass die Messwerte fiir Tank 14
schwanken, sodass keine Zu- oder Abnahme der Olmasse von der ersten zur letzten Proben-
nahme zu erkennen ist. Der Mittelwert betrégt 3,6 g+ 0,2 g. Der Fehlerbereich innerhalb der
drei ermittelten Werte fiir Tank 14 umfasst demnach + 4 %. Dieser Wert fiir den Fehler wird
in der folgenden Diskussion auch fiir die Tanks 15 und 16 angenommen. Der Fehlerbereich
umfasst neben Schwankungen hinsichtlich der individuellen Olaufnahme durch die einzelnen
Binder auch eventuelle Verdampfungserscheinungen.

Tabelle 19:  Olmasse in g, die mittels gravimetrischer Analyse fiir jeweils einen Binder aus den Tanks 14 (01,
Binder), 15 (Ol, Binder, tz =24 h) und 16 (Ol, Binder, t;z = 1 s) ermittelt werden konnte. Die Bin-
derentnahme erfolgte an den Versuchstagen 11, 18 und 30 des dritten Mesokosmenexperimentes.

Ol in g pro Binder (n= 1)

Versuchstag Tank 14 Tank 15 Tank 16
(unbehandelt) (te =24 h) (te=15)

11 3,7 3.4 3,5

18 3.4 2,7 3.4

30 3,6 2,5 3,1

Die in Tabelle 19 aufgefiihrten Messwerte fiir Tank 15 zeigen eine deutliche Abnahme der
Olmasse auf den Bindern von 3,4 g bei der ersten auf 2,5 g bei der letzten Probennahme. Das
entspricht einer prozentualen Olabnahme um 28 % bezogen auf den Ausgangswert an Ver-
suchstag 11. Dieser Wert liegt auBBerhalb des ermittelten Fehlerbereiches und ist somit auf die
Aktivitdt der auf den Bindern aufgebrachten Mikroorganismen zuriickzufiihren. Die in Tank
15 eingesetzten Binder wurden mittels des langen Auftragungsverfahrens (tg = 24 h) mit Mik-

roorganismen versetzt. Auch in Tank 16 ist eine Olabnahme auf den Bindern zu beobachten,
91



Ergebnisse und Diskussion

allerdings umfasst diese lediglich einen Bereich von 0,4 g. Das entspricht einer prozentualen
Abnahme von 10 %. Auch dieser Wert liegt aullerhalb des Fehlerbereiches. Es ist demnach
davon auszugehen, dass auch nach der kurzen, modifizierten Behandlung der Binder mit dem
Mikroorganismenkonsortium (tg = 1 s) ein mikrobieller Olabbau auf den Bindern stattgefun-
den hat. Jedoch ist dieser vom Umfang her deutlich geringer als bei den Bindern, auf denen
die Mikroorganismengemeinschaft mittels mehrstiindigem Verfahren aufgebracht wurde.

Ein Vergleich mit den Daten aus Tank 11 (Ol, Binder, tg = 1 s) im zweiten Mesokosmenexpe-
riment zeigt, dass die Olaufnahme pro Binder dort nach vier Tagen um 1,4 g hdher war als die
berechnete Olmasse auf den Bindern in Tank 16 nach elf Tagen. Basierend auf den vorherge-
henden Labor- und Mesokosmenexperimenten (siche Abschnitt 3.2 sowie aktueller Abschnitt)
konnte gezeigt werden, dass der mikrobielle Olabbau durch das eingesetzte Konsortium frii-
hestens nach einer Woche begann. Da der Startzeitpunkt des mikrobiellen Olabbaus auf den
Bindern nicht ermittelt wurde, besteht die Moglichkeit, dass bereits vor der ersten Binderent-
nahme am elften Versuchstag Abbauprozesse auf den Bindern in Tank 16 stattgefunden ha-
ben, sodass ein Teil des Ols durch die Mikroorganismen abgebaut und bei der durchgefiihrten
Berechnung nicht erfasst wurde. Dariiber hinaus muss die unterschiedliche Temperatur des
zweiten und dritten Mesokosmenexperimentes beriicksichtigt werden, die in Tank 16 zu einer
verminderten Olaufnahmekapazitit der Binder fiihrte. Die Differenz hinsichtlich der aufge-
nommenen Olmasse in Tank 11 (2. Mesokosmenexperiment) und Tank 16 (3. Mesokosmen-
experiment) ist demnach sowohl auf eine temperaturbedingte verminderte Olaufnahmekapazi-
tit als auch auf mikrobielle Olabbauprozesse zuriickzufiihren.

Eine vergleichende Betrachtung der Daten aus Tank 15 mit den Daten aus Tank 7 (1. Meso-
kosmenexperiment) zeigt, dass der mikrobielle Olabbau auf den Bindern mit abnehmender
Temperatur langsamer verlduft. Diese Abhingigkeit ist aus der Literatur bekannt.>**"!1*] In
beiden Tanks wurden Binder eingesetzt, die liber 24 Stunden mit der Mikroorganismensus-
pension behandelt wurden. Nach 30 Tagen konnten auf den Bindern aus Tank 7 1,6 g Ol we-
niger quantifiziert werden als auf den Bindern aus Tank 15 (vergleiche Abschnitt 3.3.3, Ab-
bildung 27). Das erste Mesokosmenexperiment wurde bei durchschnittlich 25 °C durchge-
fiihrt, wihrend bei dem dritten Experiment durchschnittlich 9 °C herrschten. Auf diesen Tem-
peraturunterschied ist die Differenz beziiglich der gemessenen Olmasse auf den Bindern im
ersten und dritten Mesokosmenexperiment zuriickzufiihren.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die vergleichende Betrachtung der Tanks 2 (Meerwasser, Ol) und 3 (Ol, Mikroorga-
nismen) konnten zundchst sowohl die 6labbauenden Eigenschaften des eingesetzten Mikroor-
ganismenkonsortiums als auch die Reaktion der natiirlich im Ostseewasser vorkommenden
mikrobiellen Gemeinschaft bestimmt werden.

Nach 30 Tagen Versuchszeit waren bei einer mittleren Temperatur von 25 °C in Tank 2 noch
40 % des Ols in der Wasserphase nachweisbar, wihrend in Tank 3 noch 15 % detektiert wur-
den. Es konnte demnach gezeigt werden, dass das zugefiigte Mikroorganismenkonsortium
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nach einer Initialisierungszeit von einer Woche und bei einer fiir die Ostsee typischen Néhr-
stoffversorgung in der Lage ist, das vorhandene Ol abzubauen.

Im Rahmen der n-Alkananalysen konnte herausgearbeitet werden, dass die Verwendung von
Pristan und Phytan als Biomarker aufgrund von Verdampfungseffekten bei den gegebenen
Versuchsbedingungen nicht geeignet waren. Die summierten n-Alkane (1n-Cys bis n-Cqgp) wa-
ren nach 30 Tagen im Wasserkdrper von Tank 2 zu 36 % nachweisbar, in Tank 3 konnten 9 %
der summierten Verbindungen detektiert werden. Anhand des Verlaufes der n-Alkanabnahme
in Tank 3 ist zu vermuten, dass der n-Alkanabbau durch das zugefiigte Mikroorganismenkon-
sortium bereits drei Tage nach der Olzugabe einsetzte. Bei der detaillierten Betrachtung der
n-Alkane (n-Cys bis n-Cyo) lag die Abnahme in Tank 2 nach acht Tagen zwischen 18 % fiir
n-Cs; und 41 % fiir n-Cy und zeigte beziiglich der Kettenlange keinen Trend. Nach 30 Tagen
konnte sowohl in Tank 2 als auch in Tank 3 eine solche Trendbewegung nachgewiesen wer-
den. Die Abnahme lag in Tank 2 zwischen 35 % fiir n-C4p und 70 % fiir n-C,s und in Tank 3
zwischen 68 % fur n-C4p und tber 90 % fir n-C,s. Basierend auf diesem unterschiedlichen
Abnahmemuster der n-Alkane in Tank 2 konnte gezeigt werden, dass zundchst Verdamp-
fungseffekte aufgetreten sind, denen Abbauprozessen durch die natiirlich im Ostseewasser
vorkommende Mikroorganismengemeinschaft folgten. Diese Abbauprozesse setzten nach
etwa zwei Wochen Versuchslaufzeit ein.

Die PAK-Abnahme im Wasserkorper der Tanks 2 und 3 konnte fiir 13 Verbindungen nach-
gewiesen werden. Innerhalb der ersten drei Tage war die prozentuale Abnahme in beiden
Tanks vergleichbar (Tank 2: zwischen 27 % fiir Chrysen und 85 % fiir Naphthalin, Tank 3:
zwischen 22 % fiir Chrysen und 82 % fiir Naphthalin) und auf Verdampfungseffekte zuriick-
zuftihren. Nach einer Woche waren Naphthalin und dessen methylierte Homologe lediglich in
Spuren nachweisbar. Die Abnahme der iibrigen Verbindungen lag in Tank 2 zwischen 20 %
fiir Benzo(b)fluoranthen und 65 % fiir Acenaphthylen und in Tank 3 zwischen 46 % fiir Chry-
sen und 76 % fiir Acenaphthen. Zu diesem Zeitpunkt hat der PAK-Abbau durch das zugesetz-
te mikrobielle Konsortium in Tank 3 begonnen. Nach 30 Tagen lagen in Tank 2 lediglich die
vier- und flinfkernigen Verbindungen vor, deren prozentuale Abnahme zwischen 49 % fiir
Benzo(b)fluoranthen und 56 % fiir Fluoranthen lagen. In der Wasserphase von Tank 3 konn-
ten keine PAK mehr nachgewiesen werden.

Es wurde gezeigt, dass der Abbau der n-Alkane durch das zugegebene Mikroorganismenkon-
sortium eher einsetzt als der PAK-Abbau, jedoch entgegen der Laborergebnisse weniger ef-
fektiv verlauft. Die natiirlich im Ostseewasser vorkommende mikrobielle Gemeinschaft be-
ginnt etwa zwei Wochen nach dem Oleintrag, die n-Alkane abzubauen. Ein PAK-Abbau kann
vermutet, jedoch nicht eindeutig belegt werden.

Nach 30 Tagen lag die Abnahme der n-Alkane im Wasserkorper von Tank 6 (Binder)
zwischen 89 % fiir n-Cs6 und 100 % fiir n-Cyp. Die n-Alkanaufnahme durch die Binder erfolg-
te unabhdngig von der Kettenlédnge. In den Tanks, in denen die mit Mikroorganismen behan-
delten Binder eingesetzt wurden, lag die n-Alkanabnahme zwischen 52 % fiir n-Cs; und 82 %
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fiir n-Cys (tg = 2 s) beziehungsweise zwischen 44 % fiir n-C;9 und 79 % fiir n-Cys (tg = 24 h).
Die n-Alkanabnahme nahm mit steigender Kettenldnge der Verbindungen ab und ist demnach
auf mikrobielle Abbauprozesse in der Wasserphase zuriickzufiihren. In einem Vergleich mit
den Daten aus Tank 2 (Meerwasser, Ol) konnte gezeigt werden, dass die auf die Binder auf-
gebrachten Mikroorganismen in der Lage sind, in der Wasserphase vorliegendes Ol abzubau-
en.

Der mikrobielle Olabbau auf den mit Mikroorganismen behandelten Bindern ist umso effekti-
ver, je mehr Mikroorganismen im Auftragungsverfahren auf den Binder aufgebracht wurden.
Uber einen Zeitraum von 20 Tagen nahm die Olmasse pro Binder, der mittels 24-stiindigem
Auftragungsverfahren mit Mikroorganismen versetzt wurde, von 3,4 g auf 2,5 g ab. Bei einer
Eintauchzeit von 1 Sekunde in eine Suspension mit geringerer Bakterienzahl im Rahmen des
Auftragungsverfahrens betrug die Olabnahme im genannten Zeitraum pro Binder lediglich
0,4 g. Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass der auf den Bindern stattfindende mik-
robielle Olabbau bei wirmeren Temperaturen deutlich effektiver verlduft als bei Temperatu-

ren unterhalb von 10 °C.

Fazit der Experimente unter in-situ-Bedingungen

Ziel der durchgefiihrten Experimente war es, sowohl die Olbinder als auch die 6labbauenden
Mikroorganismen einzeln und in Kombination beziiglich ihrer Eigenschaften unter in-situ-
Bedingungen qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Die generierten Ergebnisse ermog-
lichen die fundierte Planung eines Einsatzes der Olbinder und/oder des 6labbauenden Mikro-
organismenkonsortiums zur aussichtsreichen Bekimpfung einer Olhavarie. Die auszubrin-
gende Bindermenge kann dabei unter Beriicksichtigung des Einflusses durch die vorliegende
Temperatur und die gemiB VPS zu erwartende Olfilmschichtdicke kalkuliert werden. Dabei
gilt es dariiber hinaus, einen sinnvollen Kompromiss zu finden, bei dem sowohl Ausbringung
als auch Bergung der Bindermenge realisierbar sind und gleichzeitig eine zufriedenstellende
Reinigungsleistung zu erwarten ist. Die natiirlich stattfindenden Olabbauprozesse in der Ost-
see konnen durch die Ausbringung des charakterisierten Mikroorganismenkonsortiums als
Suspension oder in direkter Kombination mit den Olbindern unterstiitzt und beschleunigt
werden. Anhand der erzielten Ergebnisse ist es mdoglich, eine fundierte Abschitzung der
Nahrstoffmenge durchzufiihren, die bendtigt wird, um einer Nihrstofflimitierung bedingt
durch das induzierte Bakterienwachstum und die mikrobiellen Olabbauprozesse entgegenzu-
wirken, ohne das Okosystem Ostsee zusitzlich zu belasten. Bei einem kombinierten Einsatz
von Olbindern und Mikroorganismen sollte die Auftragung des Mikroorganismenkonsortiums
idealer Weise direkt bei der Binderproduktion erfolgen, da Variationen bestimmter Parameter
des Auftragungsverfahrens, zum Beispiel der Eintauchzeit und der Bakterienzahl in der Ein-
tauchsuspension, einen deutlichen Einfluss auf die Reinigungsleistung der Olbinder haben.
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4  Zusammenfassung

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Verbundprojektes BioBind (,,Luftgestiitzte Beseitigung
von Verunreinigungen durch Ol mit biogenen Bindern*) durchgefiihrt. Ziel des Projektes war
es, durch die Kombination verschiedener Komponenten ein System zu entwickeln, das beste-
hende Liicken im Bereich der marinen Olbekimpfung schlieBt. Dabei lag der Fokus sowohl
auf der umweltschonenden und kostengiinstigen Bekimpfung kleiner Oleintrige (Ve < 50 t)
als auch auf dem potentiellen Einsatz des Systems in kiistennahen Flachwassergebieten und
Okologisch sensiblen Regionen.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen neuartige, biologisch abbaubare Olbinder auf Holzbasis
sowohl qualitativ als auch quantitativ hinsichtlich ihres Olaufnahme- und -abgabeverhaltens
im wiissrigen System zu charakterisieren. Zum anderen wurde die Olabbauleistung von aus
der Ostsee isolierten, Oltolerierenden Mikroorganismen bestimmt. Die klassifizierten Bakte-
rienarten wurden dabei als Reinkulturen und in Form von definierten Gemeinschaften unter-
sucht. Das abschlieBende Ziel war der einzelne und kombinierte Einsatz von Olbindern und
einer ausgewihlten Mikroorganismengemeinschaft unter in-situ-Bedingungen sowie die Cha-
rakterisierung der durch diese Kombination bedingten Vorgénge. Des Weiteren wurde unter
in-situ-Bedingungen iiberpriift, ob und wie das mikrobielle Okosystem der Ostsee auf einen
Oleintrag reagiert. Bei allen Untersuchungen wurde zum einen das Ol als Gesamtmatrix be-
trachtet, zum anderen wurden zwei klassische Schadstoffgruppen der Olanalytik, n-Alkane
und PAK, quantifiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Binder bei entsprechender Dosierung in der Lage
sind, 99 % einer ausgebrachten Olmenge aus dem wissrigen System aufzunehmen. Die einge-
setzte Olmenge orientierte sich dabei an den Vorgaben des VPS fiir kleine Olhavarien
(V <50t). Die Reinigungsleistung liegt fiir das Ol als Ganzes und die darin enthaltenen
n-Alkane und PAK in derselben Gréenordnung. Wihrend die Reinigungsleistung der Binder
von ihrer Dosierung abhiingt, steht die Olaufnahmekapazitiit in Abhiingigkeit zur Temperatur
und der vorliegenden Olfilmschichtdicke. Bei sinkender Temperatur steigt die Viskositit des
Ols, sodass zwar die Adsorption an den auBenliegenden Binderphasen erleichtert, jedoch das
Eindringen in das Binderinnere erschwert wird. Dadurch sinkt sowohl die Olaufnahmege-
schwindigkeit als auch die -kapazitit. Die Olaufnahmekapazitiit ist auBerdem direkt proporti-
onal zu der Olfilmschichtdicke. Bei einem Wert von dg; = 0,3 mm konnte eine Olaufnahme-
kapazitit von 2,2 g Ol/g Binder ermittelt werden. Die maximale Olaufnahmekapazitiit von
2,7 g Ol/g Binder wird demnach bei einer Olfilmschichtdicke von etwa 0,4 mm erreicht. Die
Olaufnahmegeschwindigkeit ist nicht nur direkt proportional zur Temperatur, sondern auBer-
dem abhingig von der Binderbewegung in der Wasserphase. Findet eine Uberspiilung der
Binder mit der Ol-/Wasserphase statt, ist die Olaufnahme nach 30 Minuten abgeschlossen.
Werden die Binder hingegen lediglich leicht auf der Wasseroberfldche bewegt, verldngert sich

dieser Prozess je nach Temperatur auf einen Zeitraum von vier bis sieben Tagen. Da die
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Olaufnahme exponentiell verlduft, konnte unter in-situ-Bedingungen gezeigt werden, dass der
untersuchte Wasserkorper durch einen Bindereinsatz innerhalb von vier Tagen unabhingig
von der Temperatur von 90 % des ausgebrachten Ols befreit werden konnte.

Nach einer Verweildauer von 20 Tagen im wissrigen System unter konstanter mechanischer
Belastung desorbierten weniger als 5 % der aufgenommenen Olmasse inklusive n-Alkane und
PAK von den Bindern. Bei einer leichten Binderbewegung konnte auch nach einer Verweil-
dauer von 30 Tagen weder eine Desorption von Binderbestandteilen noch eine Olabgabe der
Olbeladenen Binder in die Wasserphase nachgewiesen werden.

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass alle 19 untersuchten
Bakterienstimme unabhiingig von den eingesetzten Olkonzentrationen in der Lage waren, die
im Ol vorhandenen n-Alkane (n-C;5 bis n-Cy9) abzubauen. Dabei fand ein bevorzugter Abbau
der kurzkettigen Verbindungen statt. Der Abbau der n-Alkane kann durch die Zugabe von
Néhrstoffen sowie durch die Kombination der Mikroorganismen zu Zweier- bezichungsweise
Dreiergemeinschaften gesteigert werden. Fiir ausgewéhlte Gemeinschaften (bestehend aus Rh.
erythreus und Rh. fascians) konnte unter Laborbedingungen bereits nach vier Tagen ein voll-
standiger Abbau der n-Alkane nachgewiesen werden. Es konnte in keinem Experiment ein
Zusammenhang zwischen der Hohe der Abbauleistung und einer Bakterienart herausgearbei-
tet werden. Auch eindeutige synergetische Effekte, die eine Voraussage der Abbauleistung
des Konsortiums anhand der Abbauleistungen der Reinkulturen ermdglichen, wurden nicht
beobachtet. Die Erginzung der bakteriellen Gemeinschaft durch eine Algen- beziehungsweise
Cyanobakterienkultur zeigte keine leistungssteigernden Effekte.

Im Rahmen der Laborexperimente konnte herausgearbeitet werden, dass die Verwendung von
Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle bei gleichzeitigem Wirken von alkanabbauenden Mik-
roorganismen zu einer Hemmung des mikrobiellen PAK-Abbaus fiihrt. Diese Hemmung ist

P69 Eine Steigerung der

wahrscheinlich auf eine Absenkung des pH-Wertes zuriickzufiihren.
Abbauleistung durch die Kombination mehrerer Bakterienkulturen zu einem Konsortium
konnte weder anhand der PAK-Analysen noch in Bezug auf die Gesamtmatrix Ol eindeutig
belegt werden. Zum Teil wurde eine hemmende Wirkung durch den Einsatz von Bakterien-
gemeinschaften beobachtet. Unter in-situ-Bedingungen verlief der PAK-Abbau durch das
ausgewdhlte Mikroorganismenkonsortium (Rh. erythreus, Rh. fascians sowie ein Algen-
stamm) effektiver als der Abbau der n-Alkane. Nach 30 Tagen konnten noch 9 % der
n-Alkanverbindungen, jedoch keine PAK mehr im Wasserkdrper nachgewiesen werden. Dar-
iiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die sogenannten ,,lag time* (Zeit, bis der mikrobielle
Abbau einsetzt) fiir den Abbau der n-Alkane mit etwa drei Tagen kiirzer ist als fiir den PAK-
Abbau, bei dem sie etwa sieben Tage betriigt. Der mikrobielle Olabbau fand unter in-situ-
Bedingungen im Meerwasser statt, wobei den Mikroorganismen lediglich ostseetypische
Nahrstoffmengen (N und P) zur Verfligung standen, deren Verbrauch quantifiziert wurde.
Neben der Art und Menge der Nihrstoffversorgung beeinflusst auch das N:P-Verhéltnis die
mikrobielle Abbauleistung.
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Anhand der Untersuchungen unter in-situ-Bedingungen konnte herausgearbeitet werden, dass
die Auftragung der Mikroorganismen auf die Olbinder fiir einen kombinierten Einsatz beider
Komponenten unter definierten Bedingungen stattfinden sollte. Sowohl die Bakterienzahl in
der Eintauchlosung als auch die Eintauchzeit haben einen unmittelbaren Einfluss auf die
Olaufnahmeleistung der Binder. Die genannten Parameter wurden so bestimmt (Bakterientiter
410" kbE/mL, tg = 1 s), dass die Reinigungsleistung der behandelten Binder der der unbehan-
delten entsprach. Die aufgebrachten Mikroorganismen sind zum einen in der Lage, in die
Wasserphase zu migrieren und das dort verbliebene Ol abzubauen. Zum anderen findet zu-
sitzlich ein mikrobieller Olabbau auf den Bindern statt, der bei wirmeren Temperaturen
(T =25 °C) effektiver verlduft als bei Temperaturen unter 10 °C.

Unter in-situ-Bedingungen konnte dariiber hinaus belegt werden, dass die Aktivitdt der natiir-
lich im Ostseewasser vorkommenden mikrobiellen Gemeinschaft durch einen Oleintrag ge-
steigert wird. Anhand unterschiedlicher Abnahmemuster der n-Alkane konnte gezeigt werden,
dass die natiirliche Gemeinschaft etwa zwei Wochen nach dem Oleintrag mit dem Abbau der
n-Alkanverbindungen (n-C,s bis n-Cy49) beginnt. Dabei werden bevorzugt die Verbindungen
mit kiirzerer Kettenldnge abgebaut. Ein PAK-Abbau konnte vermutet, jedoch nicht eindeutig

nachgewiesen werden.

Die generierten Ergebnisse bilden zum einen eine belastbare Grundlage fiir eine Ein-
satzempfehlung der Olbinder und/oder des dlabbauenden Mikroorganismenkonsortiums zur
Bekidmpfung einer Olhavarie und zum anderen ermdglichen sie eine fundierte Einsatzplanung
unter Beriicksichtigung wesentlicher Parameter wie Temperatur oder das ausgetretene Olvo-
lumen. Die Olaufnahmekapazitit der Olbinder ist verglichen mit synthetischen Sorbenzien
um den Faktor zwei bis zehn geringer, jedoch kann im Falle eines Oleintrages (V< 50 t) mit
einer realisierbaren Bindermenge eine Reinigungsleistung von 99 % erzielt werden, ohne dass
eine zusitzliche Belastung fiir das marine Okosystem entsteht.**) Durch ihre feste Form
ermdglichen die Binder eine praktikable Bergung (seeseitig oder landseitig), die basierend auf
der mindestens 30-tigigen Olbindefihigkeit auch erst mehrere Tage nach der Binderausbrin-
gung erfolgen kann. Das Ol wird demnach nicht nur gebunden und an einer weiteren Ausbrei-
tung gehindert, sondern wird groBtenteils aus dem marinen Okosystem entfernt. Der Einsatz
eines indigenen, dlabbauenden Mikroorganismenkonsortiums nach einer Olhavarie unterstiitzt
und beschleunigt die natiirlich auftretenden mikrobiellen Olabbauprozesse in der Ostsee. Eine
fundierte Abschitzung der Nihrstoffmenge, die unter Berilicksichtigung der ostseetypischen
Konzentrationen und der tatséichlich fiir den mikrobiellen Olabbau benétigten Menge erfolgen
kann, sowie die Fixierung der Néhrstoffe auf den Bindern ermdglicht eine Unterstiitzung der
mikrobiellen Olabbauprozesse bei gleichzeitiger Minimierung der negativen Folgeerschei-
nungen eines Nahrstoffeintrages.
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S  Anhang

5.1 Verwendete Chemikalien

Alle bei der Aufarbeitung der Proben verwendeten Chemikalien werden inklusive Reinheits-
grad und Hersteller in den folgenden Tabellen 20 bis 23 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Ubersicht der bei der Aufarbeitung der Proben verwendeten Chemikalien mit Angaben zum Rein-
heitsgrad und Hersteller.

Chemikalie Reinheit in % Hersteller Anmerkung
Dichlormethan Picograde, >99,5 LGC Standards  stabilisiert mit Amylen
zur Riickstandsanalyse
n-Hexan Picograde, zur >99 LGC Standards
Riickstandsanalyse
n-Heptan Picograde, zur >97 LGC Standards
Riickstandsanalyse
Toluol SupraSolv®, fiir die  keine Angabe Merck
Gaschromatografie
Aceton Picograde, zur Riick- >99 LGC Standards
standsanalyse
Natriumsulfat wasserfrei zur >99 Merck
Analyse EMSURE® ACS,

ISO, Reag. Ph. Eur.

Kieselgel 60 reinst, fiir die keine Angabe Merck 0,063-0,200 mm
Sdulenchromatografie (70-230 mesh ASTM)
Aluminiumoxid 90 aktiv keine Angabe Merck 0,063-0,200 mm
neutral (Aktivitatsstufe I), (70-230 mesh ASTM)

fiir die Sdulenchromatografie

Tabelle 21: Ubersicht der verwendeten Standardldsungen zur PAK-Analyse mit Angaben zum Reinheitsgrad
und Hersteller. a: PAH-Mix 9, ¢ = 10 mg/L, in Cyclohexan; b: je ¢ = 10 mg/L, in Cyclohexan; c:
PAH-Mix 6, ¢ = 10 mg/L, in Cyclohexan; d: PAH-Mix 9 deuterated, ¢ = 10 mg/L, in Cyclohexan;
e: ¢ =10 mg/L, in Cyclohexan.

Substanz Reinheit in % Hersteller
Naphthalin® 99,5 Dr. Ehrenstorfer
Acenaphthylen® 97 Dr. Ehrenstorfer
Acenaphthen® 99,5 Dr. Ehrenstorfer
Fluoren® 99,5 Dr. Ehrenstorfer
Phenanthren® 99,5 Dr. Ehrenstorfer
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Fortsetzung Tabelle 21.
Substanz Reinheit in % Hersteller
Anthracen® 99,5 Dr. Ehrenstorfer
Fluoranthen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Pyren® 99 Dr. Ehrenstorfer
Benz(a)anthracen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Chrysen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Benz(b)fluoranthen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Benz(k)fluoranthen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Benz(a)pyren® 99 Dr. Ehrenstorfer
Indeno(1,2,3-c,d)pyren” 99,5 Dr. Ehrenstorfer
Dibenzo(a,h)anthracen® 99 Dr. Ehrenstorfer
Benz(g,h,i)perylen’ 99,3 Dr. Ehrenstorfer
1-Methylnaphthalin® 98 LGC Standards
2-Methylnaphthalin® 98 LGC Standards
1,7-Dimethylnaphthalin® 99 LGC Standards
9-Methylanthracen® 98 LGC Standards
9,10-Dimethylanthracen® 99 LGC Standards
1-Methylpyren® 99 LGC Standards
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen” 98 LGC Standards
5-Methylchrysen® 95 LGC Standards
ds-Naphthalin® 98,6 Dr. Ehrenstorfer
ds-Acenaphthylen® 98,5 Dr. Ehrenstorfer
dg-AcenaphthenGl 98.2 Dr. Ehrenstorfer
dg-FluorenGl 97.6 Dr. Ehrenstorfer
le-Phenanthrend 98.4 Dr. Ehrenstorfer
le-An‘[hracend 97.8 Dr. Ehrenstorfer
le—Fluoranthend 98,5 Dr. Ehrenstorfer
dlo-Pylrend 97,9 Dr. Ehrenstorfer
d;»-Benz(a)anthracen® 98,2 Dr. Ehrenstorfer
d;»-Chrysen* 98,1 Dr. Ehrenstorfer
d12-Benz(b)ﬂu0ranthend 97.6 Dr. Ehrenstorfer
d12-Benz(k)ﬂu0ranthend 97,7 Dr. Ehrenstorfer
dlz-Benz(a)pyrenGl 97,2 Dr. Ehrenstorfer
di»-Indeno(1,2,3-c,d)pyren® 97 Dr. Ehrenstorfer
d,4-Dibenzo(a,h)anthracen® 98,4 Dr. Ehrenstorfer
di»-Benz(g,h,i)perylen’ 98,5 Dr. Ehrenstorfer
dio-1-Methylnaphthalin® 98 LGC Standards
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Tabelle 22: Ubersicht der verwendeten Standardldsungen zur n-Alkananalyse mit Angaben zum Reinheitsgrad

und Hersteller. a: TRPH Standard New Jersey, in Dichlormethan/Kohlenstoffdisulfid (9:1); b:

Feststoff.
Substanz Konzentration in mg/L
o Hersteller
+ Vertrauensbereich in mg/L

n-Cis" 201,0+ 1,0 LGC Standards
n-Ci6" 200,8+ 1,0 LGC Standards
n-C7* 200,6 = 1,0 LGC Standards
Pristan® 200,8+ 1,0 LGC Standards
n-Cig" 201,0+£ 1,0 LGC Standards
Phytan® 200,6 + 1,0 LGC Standards
n-Cio° 200,2+ 1,0 LGC Standards
n-Coo” 200,8 £ 1,0 LGC Standards
n-Co? 200,6 £ 1,0 LGC Standards
n-Co? 200,4 £+ 1,0 LGC Standards
n-Cp3® 200,2+ 1,0 LGC Standards
n-Cos* 200,8 £ 1,0 LGC Standards
n-Cos" 200,1 £ 1,0 LGC Standards
n-Cos" 200,6 £ 1,0 LGC Standards
n-Cy7" 200,4+ 1,0 LGC Standards
n-Cog® 200,6 = 1,0 LGC Standards
n-Cpo” 200,24+ 1,0 LGC Standards
n-Csq” 200,4+ 1,0 LGC Standards
n-Csz* 200,8+ 1,0 LGC Standards
n-Cs" 200,8 £ 1,0 LGC Standards
n-Cs3® 200,2+ 1,0 LGC Standards
n-Css® 200,4+ 1,0 LGC Standards
n-Css" 200,6 £ 1,0 LGC Standards
n-Csg" 200,4+ 1,0 LGC Standards
n-Csz7* 200,2+ 1,0 LGC Standards
n-Csg® 200,6 = 1,0 LGC Standards
n-Csq" 200,8+ 1,0 LGC Standards
n-Cao” 200,6 = 1,0 LGC Standards

5-a-Androstan’

Reinheit: 99,7 %

Sigma Aldrich
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Tabelle 23: Ubersicht der verwendeten Substanzen zur Nihrstoffanalyse.

Substanz Reinheit in % Hersteller
Phenol zur Analyse ACS, Reag. Ph. Eur. >99,5 Merck
Nitroprussid-Natrium-Dihydrat [ Dinatriumpen- 99,1 Merck
tacyanonitrosylferrat(Ill)-Dihydrat] zur Analyse
ACS, Reag. Ph. Eur.
Trichlorisocyanurséure zur Synthese 100,2 Merck
tri-Natriumcitrat-Dihydrat zur Analyse EMSURE® 99,0-101,0 Merck
ACS, ISO, Reag. Ph. Eur.
Natriumhydroxid Plitzchen zur Analyse (max. 99 Merck
0,0002 % Kalium) EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph.
Eur.
Ammoniumchlorid zur Analyse EMSURE® ACS, 99,0-100,5 Merck
ISO, Reag. Ph. Eur.
Schwefelsdure (95-97 %) zur Analyse EMSURE® 95,0-97,0 Merck
ISO
Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat, zur Analyse >99 Merck
ACS, ISO, Reag. Ph. Eur
Kaliumantimon(II)-oxidtartrat-Hemihydrat reinst >99 Merck
L(+)-Askorbinsdure AnalaR NORMAPUR 99,0-100,5 VWR-BDH

PROLABO

Kaliumdihydrogenphosphat wasserfrei (prim. Kali- >99,5 Merck
umphosphat) Suprapur
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat zur Analyse ACS 99,0-101,0 Merck
Kaliumiodid zur Analyse EMSURE® ISO, Reag. Ph. >99,5 Merck
Eur.
Starke 16slich zur Analyse ISO keine Angabe Merck
Kaliumiodat zur Analyse CS, ISO, Reag. Ph. Eur. 99,7-100,4 Merck
Natriumthiosulfat-Pentahydrat zur Analyse 99,5-101,0 Merck

EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph. Eur.
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5.2 Probennahme und -aufbereitung

Informationen zum allgemeinen Schema der Probenaufarbeitung sowie zur Reinigung der
Extrakte tiber dem Doppelsdulensystem befinden sich in Abschnitt 2.2.

5.2.1 Standardlosungen

Die Bezeichnung, Zusammensetzung und Konzentration der im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendeten Standardlosungen sind in den folgenden Tabellen 24 bis 26 aufgefiihrt.

Fiir die Herstellung der internen Standardlosung wurde zunidchst eine Losung von
5-a-Androstan angesetzt. Dafiir wurden 28,5 mg 5-o-Androstan in 10 mL n-Heptan geldst
(,,Andro1*). Von dieser Stammldsung Androl wurde ein Aliquot von 250 pL entnommen und
mit n-Heptan auf ein Volumen von 5 mL aufgefiillt, sodass eine Konzentration von
c = 142,65 mg/L erreicht wurde (,,Andro2*). Die interne Standardlosung enthélt alle als inter-
ne Standards verwendeten Substanzen und wird im Folgenden als “IS gesamt* bezeichnet.

Die Zusammensetzung ist in Tabelle 24 aufgefiihrt.

Tabelle 24: Zusammensetzung der internen Standardldsung IS gesamt; die Angabe der Konzentration bezieht
sich auf die Konzentration der jeweiligen Substanz in der internen Standardldsung IS gesamt.

Chemikalie VinpL c (IS gesamt) in mg/L
Andro2 200 2,85
PAH-Mix 9 deuterated 1000 1
djo-1-Methylnaphthalin 1000 1
n-Heptan 7800

Die zur Quantifizierung verwendete Standardlésung wird im Folgenden als ,,IntEx* bezeich-
net. Diese Losung enthidlt sowohl die Zielanalyten als auch die massenmarkierten Substanzen
beziehungsweise die als interne Standards verwendeten Verbindungen. Fiir die Herstellung
der IntEx-Losung wurde zunéchst eine Stammldsung angesetzt, die lediglich die polyzykli-
schen aromatischen Kohlenwasserstoffe enthielt (,,PAK1%). Die Zusammensetzung dieser
Stammldsung PAKI ist in Tabelle 25 aufgelistet.
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Tabelle 25: Zusammensetzung der PAK-Stammldsung PAK 1; die Angabe der Konzentration bezieht sich auf
die Konzentration der jeweiligen Substanz in der Stammldsung PAK1.

Chemikalie VinpuL ¢ (PAK1) in mg/L
PAH-Mix 9 deuterated 500 1
d;o-1-Methylnaphthalin 500 1
PAH-Mix 9 500 1
PAH-Mix 6 500 1
1-Methylnaphthalin 500 1
2-Methylnaphthalin 500 1
n-Heptan 2000

Die Zusammensetzung der Standardldsung IntEx ist in Tabelle 26 aufgefiihrt.

Tabelle 26: Zusammensetzung der Standardlosung IntEx; die Angabe der Konzentration bezieht sich auf die
Konzentration der jeweiligen Substanz in der Standardlésung IntEx.

Chemikalie Vin pL ¢ (IntEx) in mg/L
Andro2 350 5
TRPH Standard New Jersey 250 5
PAK1 500 0,05
n-Heptan 8900

5.2.2 Olbinder

Die folgenden Informationen beziehen sich auf den Abschnitt 3.1. Im Rahmen der durchge-
fiihrten n-Alkan- und PAK-Analysen wurde jeweils ein Summenparameter bestimmt. Bei den
Ergebnissen der n-Alkanmessungen wurden dazu die Massen der n-Alkane n-C;s bis n-Csg
sowie die isoprenoiden Verbindungen Pristan und Phytan summiert. Die n-Alkane mit der
Kettenlidnge n-Cs9 und n-Cy9 konnten nicht in allen Proben sicher nachgewiesen werden. Da-
her wurden diese beiden Verbindungen in dem Summenparameter nicht beriicksichtigt.

Zur Erstellung des PAK-Summenparameters wurde die Masse von dreizehn nachgewiesenen
Verbindungen summiert (Naphthalin, 2-Methylnaphthalin, 1-Methylnaphthalin, 1,7-
Dimethylnaphthalin, Acenaphthylen, Acenaphthen, Fluoren, Phenanthren, Fluoranthen, Py-
ren, 1-Methylpyren, 7,12-Dimethylbenzo(a)anthracen, Chrysen).

Absorption

Fiir die Absorptionsversuche mit einer Binderbelegung von b = 0,4 (siche Abschnitt 3.1.1)
wurden die Olbinder (OELB 8) auf eine Kantenléinge von 25 mm x 25 mm zugeschnitten. In
ein Becherglas (V =800 mL) wurden 230 mL deionisiertes Wasser und 2 g Rohol gegeben.
Es wurden jeweils Triplikate angesetzt. Fiir die Bestimmung des Blindwertes wurde in einer
zusitzlichen Probe auf die Rohdlzugabe verzichtet. Nach der Befiillung der Bechergliser
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wurden diese mit Aluminiumfolie abgedeckt und 30 Minuten stehen gelassen, damit sich ein
Gleichgewicht zwischen der Ol- und der Wasserphase einstellen konnte. Nach dieser Zeit
wurden fiinf Binderstiick mit einer Pinzette vorsichtig auf die Wasseroberfldche beziehungs-
weise den Olfilm gelegt. Die Bechergliser wurden erneut abgedeckt und 30 Minuten,
60 Minuten beziehungsweise 90 Minuten bei 90 Bewegungen/Minute geschiittelt. Die Ver-
suchsdauer fiir den Blindwert betrug 90 Minuten. Nach dem Schiitteln wurden die Binder
entfernt und die wéssrige Phase in einen Scheidetrichter liberfiihrt und mit 500 puL der inter-
nen Standardlosung IS gesamt versetzt. Die Extraktion der wissrigen Phase wurde zweimal
mit je 10 mL Dichlormethan und einmal mit 10 mL n-Hexan durchgefiihrt. Von den getrock-
neten und eingeengten Extrakten (V = 1 mL) wurden 500 pL in ein Probengldschen bekannter
Masse iiberfiihrt und offen in den Abzug gestellt. Fiir die gravimetrische Bestimmung erfolgte
das Wiegen bis zur Massekonstanz. Je 400 uL der getrockneten Extrakte wurden iiber einem
Doppelsdulensystem gereinigt. Von dem eingeengten Eluat wurden fiir die n-Alkanmessung
500 pL entnommen und auf 100 pL eingeengt. Fiir die PAK-Messung wurden dem eingeeng-
ten Eluat 100 pL entnommen und mit 700 uL n-Heptan verdiinnt.

Um auch das an der Becherglaswand anhaftende Ol zu erfassen, wurde pro Versuchsdauer je
ein Becherglas zweimal mit je 10 mL Dichlormethan und einmal mit 10 mL n-Hexan gespiilt.
Die Spiillésungen wurden vereint, getrocknet und eingeengt. 800 uL wurden fiir die gravimet-
rische Analyse verwendet und 100 pL gemeinsam mit 400 pL der internen Standardldsung IS
gesamt auf die Doppelsdule gegeben. Nach der Reinigung wurde mit dem Eluat genauso ver-
fahren wie fiir die Extrakte der Wasserphase beschrieben.

Fiir die Absorptionsuntersuchungen mit einer Binderbelegung von b= 0,1 (siche Ab-
schnitt 3.1.1) wurden die Olbinder (OELB 8) auf eine Kantenlinge von 28 mm x 28 mm zu-
geschnitten. In ein Becherglas (V = 800 mL) wurden 230 mL deionisiertes Wasser und 0,2 g
beziehungsweise 2 g Rohdl gegeben. Fiir jede Masse wurden Duplikate angesetzt. Als Blind-
wert wurde zusétzliche eine Probe ohne Zugabe von Rohdl mitgefiihrt. Nach der Befiillung
der Bechergldser wurden diese mit Aluminiumfolie abgedeckt und 30 Minuten stehen gelas-
sen, damit sich ein Gleichgewicht zwischen der Ol- und der Wasserphase einstellen konnte.
Nach dieser Zeit wurde jeweils ein Binderstiick mit einer Pinzette vorsichtig auf die Wasser-
oberfliche beziehungsweise den Olfilm gelegt. Die Bechergliser wurden erneut abgedeckt
und 60 Minuten bei 90 Bewegungen/Minute geschiittelt. Nach dem Schiitteln wurden die
Binder entfernt und die wéssrige Phase in einen Scheidetrichter {iberfiihrt. Um auch das an
der Becherglaswand anhaftende Ol zu erfassen, wurden die Bechergliser jeweils mit dem
Extraktionsmittel gespiilt, bevor dieses in den Scheidetrichter gegeben wurde und die Extrak-
tion der wéssrigen Phase erfolgte. Die Extraktion wurde zweimal mit je 10 mL Dichlormethan
und einmal mit 10 mL n-Hexan durchgefiihrt. Die Extrakte wurden getrocknet, jedoch nicht
eingeengt. 1500 pL wurden fiir die gravimetrische Analyse verwendet. Beim Einsatz von
0,2 g Rohol wurden 300 pL des Extraktes gemeinsam mit 400 pL der internen Standardlo-
sung IS gesamt auf die Doppelsdule gegeben. Beim Einsatz von 2 g Rohdl wurden an dieser
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Stelle 75 uL des Extraktes mit 400 pL der internen Standardlosung IS gesamt gereinigt. Die
Eluate wurden genauso behandelt wie im vorhergehenden Experiment (Absorptionsuntersu-

chungen mit b = 0,4) beschrieben.

Desorption

Fiir die Desorptionsuntersuchungen (siehe Abschnitt 3.1.2) wurden die zugeschnittenen Ol-
binder (OELB 8, 28 mm x 28 mm) jeweils mit 1,2 g Rohol versetzt. Es wurden fiinf verschie-
dene Versuchsansitze (Del-De5) gefiihrt. Fiir die Ansdtze Del bis De3 wurden je 230 mL
deionisiertes Wasser und drei 6lgetrankte Binderstiicke in ein Becherglas (V = 800 mL) gege-
ben. Fiir die Ansdtze De4 und De5 wurden die Becherglédser jeweils mit 230 mL deionisier-
tem Wasser und fiinf 6lgetrankten Binderstiicken befiillt. Fiir die Ansétze De3 bis De5 wurden
Proben zur Blindwertbestimmung mitgefiihrt, bei denen mit dlfreien Binderstiicken gearbeitet
wurde. Die Becherglidser wurden mit Aluminiumfolie abgedeckt und mit 90 Bewegun-
gen/Minute unter Ausschluss von direkter Sonneneinstrahlung bei konstanter Raumtempera-
tur geschiittelt. Die Versuchsansidtze wurden zu unterschiedlichen Zeiten abgebrochen:
tp=1h, t=15h, 3 =24 h, t4=10d, ts =20 d. Fiir jede Versuchslaufzeit wurden Triplikate
angesetzt. Nach der jeweiligen Versuchslaufzeit wurden die Binder mit einer Pinzette entfernt
und die wissrige Phase in einen Scheidetrichter iiberfiihrt. Um auch das an der Becherglas-
wand anhaftende Ol zu erfassen, wurden die Bechergliser der Versuchsansitze De4 und De5
jeweils mit dem Extraktionsmittel gespiilt, bevor dieses in den Scheidetrichter gegeben wurde
und die Extraktion der wissrigen Phase erfolgte. Die Extraktion der wéssrigen Phase wurde
zweimal mit je 10 mL Dichlormethan und einmal mit 10 mL n-Hexan durchgefiihrt. Die Ex-
trakte wurden getrocknet, jedoch nicht eingeengt. 1500 uL. wurden fiir die gravimetrische
Analyse verwendet. Fiir die weiteren Olanalysen wurden 400 pL des Extraktes mit 400 pL
der internen Standardlésung IS gesamt gereinigt. Von dem eingeengten Eluat (V =1 mL)
wurden fiir die PAK-Messung 50 pL entnommen und mit n-Heptan auf 800 pL verdiinnt. Fiir
die n-Alkanmessung wurden 800 pL Eluat auf 400 pL eingeengt. Um auch in den Ansdtzen
Del bis De3 das an der Becherglaswand anhaftende Ol zu erfassen, wurde je ein Becherglas
zweimal mit je 10 mL Dichlormethan und einmal mit 10 mL n-Hexan gespiilt. Mit den Spiil-
16sungen wurde ebenso verfahren wie fiir die Extrakte der Wasserphase beschrieben.

5.2.3 Mikroorganismen

Die folgenden Informationen beziehen sich auf den Abschnitt 3.2. Bei den Olabbauversuchen
mit Mikroorganismen wurde eng mit den Projektpartnern von der Universitit Leipzig zusam-
men gearbeitet. Die Mikroorganismenisolation wurde nach der Probennahme von den Biolo-
gen aus Leipzig durchgefiihrt. In Leipzig wurden auch alle im Folgenden behandelten Proben
angesetzt und extrahiert.'*®) Die weitere Aufarbeitung der Proben (Trocknung, Reinigung,
Vorbereitung auf die Messung) sowie die Messung wurde am Leibniz-Institut flir Warnemiin-
de durchgefiihrt.
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Bei den Olabbauversuchen wurde von den Projektpartnern aus Leipzig mit zwei verschiede-
nen Medien gearbeitet, deren Grundlage filtriertes Ostseewasser (Porengréfle 0,2 um) dar-
stellte. Zum einen wurde ein OMB-Medium (Nahrboden fiir 6labbauende Meeresbakterien)
verwendet. Dieses Medium setzte sich aus 750 mL Ostseewasser, 250 mL destilliertem Was-
ser, 0,5 g NH4Cl, 0,5 g K,HPO4 und 1 g Na,HPO4 zusammen.!"*” Der pH-Wert wurde auf 7,6
eingestellt. Als zweites Medium wurde ein ndhrstoff- und spurenelementreiches Algenmedi-
um folgender Zusammensetzung verwendet: 750 ml Ostseewasser, 250 ml destilliertes Was-
ser, 1 g KNOs, 0,2 g K;HPO4, 0,2 g MgSO4-7H,0, 0,15 g CaCl,, 0,2 g NaHCOs, 16,9 pg
MnSO4-4H,0, 13 pg Na,MoO4-2H,0, 10 pg Co(NO3),-6H,0, 5 pug CuSO4-5H,0, 10 pg
H;BOs, 10 ug ZnS04-7H,0, 13,8 pg FeSO,4 7H,0 und 18,6 pgNa,-EDTA.["*! Die Inkubatio-
nen fanden grundsétzlich in der Dunkelheit statt, um lichtinduzierte Abbauprozesse ausschlie-
en zu konnen. Die Versuchsgefidlle wurden wéhrend der Inkubationszeit auf einem Orbital-
schiittler mit 170 Bewegungen/Minute geschiittelt. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur
(20 °C) durchgefiihrt.

Einfluss der Olkonzentration

Die folgenden Informationen beziehen sich auf den Abschnitt 3.2.1. Die einzelnen Bakterien-
stimme (19 Reinkulturen) wurden fiir drei Tage auf festem OMB-Medium mit Pyruvat kulti-
viert. In den Versuchsgefidlen wurde mit einer Suspension des OMB-Mediums gearbeitet.
4,8 mL dieser Suspension wurden mit 200 pL. Bakteriensuspension und 25 pL. Rohdl
(c=5 g/L) beziehungsweise 10 uL Rohdl (c =2 g/L) versetzt. Das Roholaliquot wurde auf
der Waage hinzugegeben und die genaue Masse bestimmt und notiert. Die Probengefille
wurden mit einem Wattestopfen verschlossen und zwei Wochen inkubiert. Im Rahmen des
Versuchsansatzes mit der hoheren Olkonzentration (c =5 g/L) wurden drei Kontrollproben
angesetzt, denen keine Mikroorganismen zugesetzt wurden, wobei eine dieser Proben direkt
nach dem Versuchsstart extrahiert wurde. Die Extraktion erfolgte einmal mit 5 mL n-Hexan.
Im Rahmen des Versuchsansatzes mit der niedrigeren Olkonzentration (¢ =2 g/L) wurden
sechs Kontrollproben angesetzt, denen keine Mikroorganismen zugesetzt wurden, wobei drei
dieser Proben direkt nach dem Versuchsstart extrahiert wurden. Die Extraktion erfolgte
zweimal mit je 5 mL Dichlormethan. Von den getrockneten Extrakten beider Versuchsansitze
wurden fiir jede Probe 400 uLL gemeinsam mit 150 pL der internen Standardlosung IS gesamt
auf das Doppelsdulensystem gegeben und gereinigt. Von dem eingeengten Eluat (V =1 mL)
wurden fiir die n-Alkanmessung 800 pL des Extraktes auf 50 pL eingeengt. Fiir die PAK-
Messung wurden 100 pL mit n-Heptan auf 250 pL verdiinnt.

Einfluss der Nihrstoffzugabe

Um den Einfluss des Ndhrmediums zu ermitteln (siehe Abschnitt 3.2.2), wurden drei Reinkul-
turen (Probe Nr. 3, 10 und 17) unter Verwendung von je 5 mL des Algenmediums sowie
25 uL Rohdl (¢ =5 g/L) tiber einen Zeitraum von 45 Tagen inkubiert. Das Rohdlaliquot wur-
de auf der Waage hinzugegeben und die genaue Masse bestimmt und notiert. Die Probengefa-
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e wurden wihrend der Inkubationsdauer mit einem Wattestopfen verschlossen. Neben den
Proben wurden zwei Kontrollproben angesetzt, von denen eine direkt nach dem Versuchsstart
extrahiert wurde. Die Extraktion wurde einmal mit 10 mL n-Hexan durchgefiihrt. Von dem
getrockneten Extrakt wurden 400 uL gemeinsam mit 400 pL der internen Standardlosung IS
gesamt auf das Doppelsdulensystem gegeben und gereinigt. Von dem eingeengten Eluat
(V=1 mL) wurden 100 pL mit 700 pL n-Heptan fiir die PAK-Messung verdiinnt.

Mikroorganismengemeinschaften

Fiir die Experimente mit den Zweierkonsortien (siche Abschnitt 3.2.3) wurden die einzelnen
Bakterienstimme (19 Reinkulturen) fiir drei Tage auf festem OMB-Medium mit Pyruvat kul-
tiviert. In den Versuchsgefialen wurde mit einer Suspension des OMB-Mediums gearbeitet.
4,8 mL dieser Suspension wurden mit 200 uL Bakteriensuspension (je 100 pL/Reinkultur)
und 10 puLL. Rohdl (c =2 g/L) versetzt. Das Rohoélaliquot wurde auf der Waage hinzugegeben
und die genaue Masse bestimmt und notiert. Die Probengefd3e wurden mit einem Wattestop-
fen verschlossen und zwei Wochen inkubiert. Es wurden sechs Kontrollproben angesetzt, de-
nen keine Mikroorganismen zugesetzt wurden, wobei drei dieser Proben direkt nach dem
Versuchsstart extrahiert wurden. Die Extraktion erfolgte zweimal mit je 5 mL Dichlormethan.
Von den getrockneten Extrakten wurden 400 uL gemeinsam mit 150 pL der internen Stan-
dardlosung IS gesamt auf das Doppelsidulensystem gegeben und gereinigt. Von dem einge-
engten Eluat (V=1 mL) wurden fiir die n-Alkanmessung 800 uL. des Extraktes auf 50 pL
eingeengt. Fiir die PAK-Messung wurden 100 pL mit n-Heptan auf 250 pL verdiinnt.

Fiir die Experimente mit den Dreierkonsortien beziehungsweise den Mikroorganismen-
konsortien unter Zusatz von Cyanobakterien und Algen (siehe Abschnitt 3.2.3) wurden die
Mikroorganismengemeinschaften in ein Versuchsgefd3 mit 25 mL OMB-Medium und 125 pL
Rohdl (c =5 g/L) gegeben. Die Rohdlzugabe erfolgte auf der Waage, die genaue Masse wur-
de notiert. Die Inkubationszeit betrug zwet Wochen. Es wurden zwei Kontrollproben ange-
setzt, von denen eine direkt nach dem Versuchsbeginn extrahiert wurde. Fiir zwei ausgewéhl-
te Mikroorganismengemeinschaften wurde eine Zeitreihenanalyse durchgefiihrt. Dafiir wur-
den acht Proben mit Mikroorganismen und fiinf Kontrollproben angesetzt. Eine Kontrollprobe
wurde zu Beginn des Versuches extrahiert. Die Extraktion von je zwei Mikroorganismenpro-
ben und einer Kontrollprobe erfolgte an den Tagen 1, 4, 7 und 11 nach Versuchsbeginn. Die
Extraktion wurde mit 50 mL Dichlormethan durchgefiihrt. Von dem getrockneten Extrakt
wurden 400 pL mit ebenfalls 400 pL der internen Standardlésung IS gesamt auf das Doppel-
sdulensystem gegeben und gereinigt. Von dem eingeengten Eluat wurden fiir die
n-Alkanmessung 500 pL entnommen und auf 100 pL eingeengt. Fiir die PAK-Messung wur-
den 100 pL entnommen und mit 700 pL n-Heptan verdiinnt.. Fiir die gravimetrische Analyse
wurden 25 mL in ein Probengldschen bekannter Masse tiberfiihrt, das offen unter dem Abzug
gelagert wurde, bis das Losungsmittel vollstindig verdampft war. Danach erfolgte das Wie-

gen an der Feinwaage bis zur Massekonstanz.
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5.2.4 Experimente unter in-situ-Bedingungen

Fiir die Mesokosmenexperimente (siche Abschnitt 3.3) wurden riickstandsfreie Polyethylen-
tanks verwendet. Zwei der Tanks sind in Abbildung 36 zu sehen. Die Tanks hatten eine Hohe
und einen Durchmesser von etwa 1 m. Daraus ergibt sich eine Fliche von F = 0,72 m? Die
Tanks waren mit lichtdurchldssigen Deckeln verschlieBbar. Etwa 10 cm oberhalb des Tank-
bodens war ein Ventil mit Silikonschlauch zur Wasserentnahme angebracht.

Abbildung 36: Foto zweier Mesokosmentanks an Deck des FS Elisabeth Mann Borgese.

Versuchsbedingungen und Voruntersuchungen

Um eine minimale Durchmischung der Wassersédule zu gewihrleisten, wurden kleine, filterlo-
se Tauchpumpen (18 V) an ihrer Kabelverbindung iiber den Rand in die Tanks gehingt. Mit-
tels Zeitschaltuhr wurde der Intervallbetrieb geregelt, da die Pumpen fiir den Dauerbetrieb
iiber mehrere Wochen nicht geeignet waren. Um die Vergleichbarkeit der Tanks zu bewahren,
wurden die Pumpen zentral geregelt, sodass sich Effekte, die sich aus der Variation der Pum-
penleistung ergeben, auf alle Tanks auswirken. Der Auslass der Pumpen wurde schriag Rich-
tung Wasseroberfldche gerichtet, sodass das Wasser an der Stelle, an der der gepumpte Was-
serstrahl auftraf, minimal konvex gewolbt war. Von der Wolbung breiteten sich kreisformig
leichte Wellen aus (siche Abbildung 37).

Abbildung 37: Geoffneter Mesokosmos mit Meerwasser gefiillt (links); Wasseroberfliche im Mesokosmos bei
eingeschalteter Pumpe (rechts).

Um die Notwendigkeit einer Behandlung der Tankwénde zur Vermeidung von Adsorptionset-
fekten zu iiberpriifen, erfolgte die optische Bewertung der Oladsorption iiber einen Zeitraum
von fiinf Tagen. Dazu wurden 200 mL Rohdl in einen mit Wasser gefiillten Tank gegeben.
Das genannte Olvolumen ergibt nach der Ausbreitung einen Olfilm mit einer Schichtdicke
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von dg; = 0,3 mm. Es konnten iiber den Beobachtungszeitraum keine tibermafBigen Adsorpti-
onseffekte an der Tankwand oder der Pumpe beobachtet werden. Daher wurde auf eine Be-
handlung der Tankwénde, zum Beispiel mit Teflonspray, verzichtet, um den Eintrag zusitzli-
cher Fremdstoffe in den Mesokosmos zu vermeiden.

Die schwarze Farbe der Tanks trigt dazu bei, dass es wihrend der Experimentlaufzeit bei in-
tensiver Sonneneinstrahlung zu einer Erwdrmung des Wasserkorpers kommt. Um das Authei-
zen der Tanks weitestgehend zu vermeiden, wurden die Tanks von auB3en mit Isolierfolie be-
klebt. Von einer Regulierung der Temperatur in den Tanks wurde abgesehen.

Um den Blindwert der verwendeten Tanks zu ermitteln, wurde ein Tank mit Meerwasser von
der Mole in Warnemiinde befiillt. Unmittelbar danach erfolgte die erste Probennahme. Weite-
re Probennahmen erfolgten an den Tagen 2, 5, 7 und 9 nach dem Versuchsbeginn. Dazu wur-
de jeweils im Vorfeld mit einem Metallrithrer der Wasserkdrper durchmischt. Fiir die Proben-
nahme wurde ein Becherglas zunichst mit dem im Tank befindlichen Meerwasser gespiilt.
Nach dem Spiilen wurde eine Wasserprobe entnommen. Ein Volumen von 230 mL wurde
zweimal mit je 10 mL Dichlormethan und einmal mit 10 mL n-Heptan extrahiert. Die Extrak-
te wurden vereint, getrocknet und filtriert. Nach dem Einengen auf 500 pL. wurde das Extrakt
mit 25 pL der internen Standardldsung IS gesamt versetzt und auf PAK und n-Alkane unter-
sucht. Dabei wurde nichts detektiert, das die geplanten Messungen (Detektion von n-Alkanen
und PAK, gravimetrische Analyse des Olriickstandes) stéren oder verfilschen wiirde.

Des Weiteren wurde mittels Blindwertbestimmung iiberpriift, in welchem Umfang bei der
Binderextraktion, Bestandteile aus den Bindern selbst herausgelost werden. Dafiir wurden
drei Binder zweimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Danach erfolgte die Zerkleine-
rung der Binder mit einem Spatel sowie eine erneute, dreimalige Extraktion mit je 50 mL
Dichlormethan. Die Extrakte wurden jeweils {iber eine Glasnutsche mit ausgeglithtem Glasfa-
serfilter (1,6 um) filtriert. Die Extrakte wurden vereint und getrocknet. Nach dem Trocknen
erfolgte eine erneute Filtration. Nach dem Einengen auf ein Volumen von 50 mL wurde ein
Aliquot von 45 mL in ein gereinigtes Probengefdll bekannten Gewichtes tiberfiihrt, die ver-
bleibenden 5 mL dienten als Riickstellprobe. Es wurde eine gravimetrische Bestimmung der
Olmasse durchgefiihrt. Dabei wurde in den Extrakten ein Riickstand von 29,5 mg+ 1,7 mg
ermittelt. Dieser Riickstand setzt sich vermutlich aus den organischen Extraktstoffen des Hol-

zes, wie zum Beispiel Fetten, Wachsen oder Harzen, zusammen.!'*!

Versuchsdurchfithrung

Die Tanks wurden bis zu einer Fiillstandshohe von 40 cm mit Meerwasser aus der Mecklen-
burger Bucht (Experiment 1) beziehungsweise von der Mole in Warnemiinde (Experimente 2
und 3) gefiillt; das entspricht einem Volumen von 290 L. Das Meerwasser wurde im Vorfeld
filtriert, wobei die Porengroe des Filters 63 pm betrug. So konnte die natiirliche Zusammen-
setzung aus Mikroben und Plankton bewahrt und Partikel und grobe Verunreinigungen konn-
ten zuriickgehalten werden. Die Salinitdt betrug jeweils 10. Um eine minimale Durchmi-

schung des Wasserkorpers zu gewéhrleisten, wurden Pumpen (18 V) in die Tanks gehéngt,
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die in Intervallschaltung betrieben wurde. Die Regelung erfolgte zentral und wurde gegebe-
nenfalls so angepasst, dass zu jedem Zeitpunkt der Experimente eine ausreichende Sauer-
stoffversorgung bei oxischen Bedingungen (¢ > 2 mL/L) gewihrleistet werden konnte. Unmit-
telbar nach der Befiillung mit Meerwasser erfolgte die Zugabe der Néhrstoffe (NazPO, und
NH4Cl), sodass fiir Ammonium eine Konzentration von 10 pumol/L und fiir Phosphat eine
Konzentration von 1 umol/L vorlag. Um die jeweilige Konzentration {iber den Versuchszeit-
raum zu bewahren, erfolgte bei Bedarf erneut die Zugabe der genannten Nahrstoffe. Mit den
Nahrstoffen wurde in Tank 3 500 mL einer Mikroorganismensuspension mit einem Bakteri-
entiter von 7-10® kbE/mL (koloniebildende Einheiten/mL) gegeben.!'*” Bei den verwendeten
Mikroorganismen handelte es sich im ersten Mesokosmenexperiment um ein Dreierbakteri-
enkonsortium, im zweiten Mesokosmenexperiment wurde die Bakteriengemeinschaft um
zwei phototrophe Organismen, eine Alge und ein Cyanobakterium, erginzt.'*! Nach einer
Stunde erfolgte die Rohdlzugabe. Um einen Olfilm von 0,3 mm zu erzeugen, wurden 184 g
Rohol (Russian Export Blended) in die entsprechenden Tanks (sieche Tabelle 14-Tabelle 16)
gegeben. Die Olmasse wurde im Vorfeld in TeflongefiBe eingewogen, aus denen eine nahezu
quantitative Uberfiihrung in die Tanks moglich war. Nach einer weiteren Stunde wurden die
Olbinder hinzugefiigt. Dabei erfolgte die Zugabe von 32 Olbindern pro Tank, um eine Bin-
derbelegung von b =0,11 zu erreichen. Bei einzelnen Tanks (siche Tabelle 14-Tabelle 16)
wurden Binder eingesetzt, auf die im Vorfeld Mikroorganismen aufgebracht worden waren.

£.1%) Im ersten Mesokosmenexperi-

Dazu wurden zwei verschiedene Verfahren angewende
ment wurde ein Teil der Binder, unmittelbar bevor sie in die Tanks gegeben wurden, fiir
2 Sekunden in eine Mikroorganismensuspension getaucht (7-10° kbE/mL, tz =2 s). Die Ein-
tauchzeit wurde ab dem zweiten Mesokosmenexperiment auf 1 Sekunde verkiirzt. AuBerdem
wurde der Bakterientiter der Eintauchsuspension auf 4-10” kbE/mL reduziert. Bei der zweiten
Auftragungsmethode wurden die Binder fiir 24 Stunden in eine Mikroorganismensuspension
getaucht und danach bei Raumtemperatur getrocknet. Die Anzahl der aufgebrachten Bakterien
betrug durchschnittlich 1,6:10° kbE/g Binder. Die Auftragung der Mikroorganismen wurde
von den Projektpartnern der Universitit Leipzig durchgefiihrt.

Pro Experiment erfolgte jeweils in dem Tank, der lediglich mit Meerwasser befiillt wurde, die

Aufzeichnung der Temperatur.

Das erste Experiment wurde Anfang Juli 2013 an Bord der FS Elisabeth Mann Borgese
begonnen. Nach drei Tagen wurden die Mesokosmen an Land gebracht und das Experiment
auf dem Geldnde der Universitidt Rostock zu Ende gefiihrt. Insgesamt betrug die Laufzeit des
Experimentes 30 Tage.

Das zweite Experiment wurde im September 2013 auf dem Geldnde der Universitit Rostock
durchgefiihrt. Die Laufzeit betrug vier Tage.
Das dritte Experiment wurde im Februar 2014 auf dem Geldnde der Universitit Rostock in
einem Zeitraum von 30 Tagen durchgefiihrt.
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Nihrstoffbestimmung

Die folgenden Informationen beziehen sich auf den Abschnitt 3.3.2. Um die Nahrstoff- und
die Sauerstoffkonzentration im Rahmen des ersten Mesokosmenexperimentes zu iiberwachen,
erfolgte die erste Probennahme direkt nach der Befiillung der Tanks. Die zweite Probennahme
wurde nach der Zugabe der Nahrstoffe (siehe ,,Versuchsdurchfiihrung®) durchgefiihrt. Inner-
halb der ersten drei Tage wurden alle zwolf Stunden Wasserproben zur Néhrstoff- und Sauer-
stoffbestimmung entnommen. Im weiteren Verlauf des Experimentes erfolgte die Proben-
nahme wochentlich. Dazu wurden etwa 600 mL Wasser aus einem Ventil mit Silikonschlauch
unmittelbar iiber dem Tankboden entnommen. Die Wasserproben wurden unfiltriert verwen-
det, fiir die weitere Bearbeitung geteilt, mit den fiir die jeweilige Messung bendtigten Rea-
genzien versetzt und analysiert. Fiir die Probennahme zur Sauerstoftbestimmung wurde der
Silikonschlauch bis auf den Boden der Probengefille (bekanntes Volumen) gefiihrt. Unter
Vermeidung von Luftblasen wurde solange Wasser in das Probengefdl3 gefiillt, bis sich der
Inhalt etwa dreimal erneuert hatte. Der Schlauch wurde bei flieBendem Wasser langsam aus
dem Probengefil gezogen.!'*"!

Die Aufarbeitung der Proben fiir die Sauerstoffbestimmung wurde wie folgt durchge-
fiihrt.!"*% Zur Fixierung des Sauerstoffes wurden die Proben direkt nach dem Abfiillen mit je
0,5 mL Mangan-Reagenz (400 g Manganchlorid in 1 L deionisiertem Wasser) und alkalischer
Iodidlosung (500 g Natriumhydroxid und 300 g Kaliumiodid werden getrennt in deionisier-
tem Wasser zu je 500 mL gelost und anschlieBend vermischt) versetzt und nach dem Ver-
schlieBen des ProbengefdBles 1 Minute geschiittelt. Die fixierten Proben wurden im Dunkeln
aufbewahrt und nach 1-12 wurde die Bestimmung fortgesetzt. Die Probe wurde mit 0,5 mL
50 %-iger Schwefelsdure versetzt und bis zum Auflésen des Niederschlages bei geschlosse-
nem Probengefdl umgeschwenkt. Die angesduerte Probe wurde quantitativ in das Titriergefal3
tiberfiihrt.

Die Aufarbeitung der Proben fiir die Ammoniumbestimmung wurde wie folgt durchge-
fiihrt."*”) 35 mL der unfiltrierten Wasserprobe wurden mit 1 mL Phenolreagenz (8,75 g Phe-
nol und 100 mg Nitroprussidnatrium in 250 mL deionisiertem Wasser) versetzt und ver-
mischt. Unmittelbar danach erfolgte die Zugabe von 1 mL Trion (0,625 g Trichlorisocyanur-
sdure in 250 mL alkalischem Citratpuffer (280 g Natriumcitrat und 22 g Natriumhydroxid in
800 mL deionisiertem Wasser)). Die Probe wurde kriftig geschiittelt und mindestens sechs
Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
Es wurde ein Blindwert bestimmt, bei dem anstelle der Wasserprobe deionisiertes Wasser
eingesetzt wurde. Dieser Blindwert wurde von allen Messwerten abgezogen.

Die Aufarbeitung der Proben fiir die Phosphatbestimmung wurde wie folgt durchge-
fiihrt."*”) 50 mL der unfiltrierten Wasserprobe wurden mit 1 mL Mischreagenz versetzt. Fiir
das Mischreagenz wurden 250 mL Molybdatreagenz und 710 mL kalte 50 %-ige Schwefel-
sdure unter Umschwenken vermischt und anschlieBend mit 40 mL Antimonreagenz versetzt.
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Fiir das Molybdatreagenz wurden 100 g Ammoniummolybdat zu 1 L Lésung in deionisiertem
Wasser gelost. Fiir das Antimonreagenz wurden 2,7 g Antimonkaliumtartrat in 200 mL einer
50 %-igen Schwefelsdure gelost. Nach dem kurzen Umschwenken der Probe wurde der Trii-
bungsblindwert gemessen. Nach dem Messen wurde die Probe quantitativ in das Reaktionsge-
faf tberfiihrt und mit 0,5 mL Askorbinsdureldsung (8 g Askorbinséure in 100 mL deionisier-
tem Wasser) versetzt. Nach einer Stunde wurde der Messwert ermittelt. Analog zur Ammoni-
umbestimmung wurde ein Blindwert mitgefiihrt und berticksichtigt.

Olanalytik

Die folgenden Informationen beziehen sich auf die Abschnitte 3.3.3 und 3.3.4. Um die Ol-
masse in der Wassersdule der Mesokosmen zu bestimmen, erfolgte die erste Probennahme
grundsétzlich zwei Stunden nach der Rohodlzugabe beziehungsweise eine Stunde nach der
Binderzugabe (siehe ,,Versuchsdurchfiihrung®). Im Rahmen des ersten Mesokosmenexperi-
mentes erfolgte die weitere Probennahme innerhalb der ersten drei Tage alle 24 Stunden.
Weitere Proben wurden an Tag 7, 14 und 21 des Experimentes entnommen. Im zweiten Me-
sokosmenexperiment stellte die zweite Probennahme am vierten Tag des Experimentes zu-
gleich die abschlieende dar. Im dritten Mesokosmenexperiment wurden nach der ersten Pro-
bennahme zusétzlich an Tag 4, 11, 18 und 30 des Experimentes Wasserproben entnommen.
Die Probennahme erfolgte mithilfe eines Teflonrohres (6 =4 cm), das am unteren Ende mit
einem Stahlstopfen verschlossen werden konnte, in den eine Stahlstange geschraubt war. Fiir
die Beprobung der Wassersdule wurde die Stahlstange samt Stopfen in den jeweiligen Tank
getaucht, bis der Stopfen den Grund beriihrte. Der Teflonzylinder wurde dann iiber die Stahl-
stange senkrecht durch die Wassersédule gefiihrt, auf den Stahlstopfen gedriickt und somit ver-
schlossen. Das obere Ende des Teflonrohres konnte mithilfe eines Teflonstopfens verschlos-
sen werden, sodass die Proben unter Ausschluss von Kontaminationen ins Labor tberfiihrt
werden konnte. Fiir jeden Tank wurde ein separates Probennahmegerit verwendet, um Kreuz-
kontaminationen zu verhindern. Im Labor wurden die Wasserproben so schnell wie moglich
in einen Scheidetrichter iiberfiihrt. Das Probenvolumen variierte zwischen 360 mL und
380 mL. Das exakte Volumen wurde notiert und bei den finalen Berechnungen beriicksichtigt.
Sowohl der Teflonzylinder als auch die Stahlstange wurden mit dem Extraktionsmittel ge-
spiilt, um anhaftendes Ol vollstindig in den Scheidetrichter zu iiberfithren. Die Extraktion der
Wasserproben wurde zweimal mit je 20 mL Dichlormethan und einmal mit 20 mL n-Hexan
durchgefiihrt. Nach dem Trocknen wurden die Extrakte auf 6 mL eingeengt. Fiir die Gravi-
metrie wurden davon 4 mL entnommen. Fiir die gaschromatografischen Untersuchungen
wurden 20 pL des jeweiligen Extraktes gereinigt. Vor der Reinigung wurden mit dem Extrakt
400 pL der internen Standardlosung IS gesamt auf das Doppelsdulensystem gegeben.

Neben der Beprobung der Wassersédule erfolgte auch eine Beprobung der eingesetzten
Olbinder. Dabei wurden in den ersten beiden Mesokosmenexperimenten jeweils drei Binder
pro Tank und Entnahmezeitpunkt entnommen, im dritten Experiment erfolgte lediglich die

Entnahme eines Binders pro Tank. Im ersten Mesokosmenexperiment erfolgte die Binderent-
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nahme 30 Tage nach Experimentbeginn. Im zweiten Mesokosmenexperiment wurden die
Binder an Tag 4 des Experimentes entnommen. Im dritten Mesokosmenexperiment wurde die
Binderentnahme an Tag 11, 18 und 30 des Experimentes durchgefiihrt. Nach der Entnahme
wurden die Binder fiir maximal eine Woche bei 5 °C in riickstandsfreien Plasikboxen gela-
gert. Fiir die Aufarbeitung wurden die Binder zweimal mit je 50 mL Dichlormethan extra-
hiert. Danach erfolgte die Zerkleinerung der Binder mit einem Spatel sowie eine erneute,
dreimalige Extraktion mit je 50 mL Dichlormethan. Die Extrakte wurden jeweils iiber eine
Glasnutsche mit ausgegliihtem Glasfaserfilter (1,6 um) filtriert. Die Extrakte wurden vereinigt
und getrocknet. Nach dem Trocknen erfolgte eine erneute Filtration. Nach dem Einengen auf
ein Volumen von 50 mL wurde ein Aliquot von 45 mL in ein gereinigtes Probengefdl3 be-
kannten Gewichtes liberfiihrt, die verbleibenden 5 mL dienten als Riickstellprobe. Es wurde
lediglich eine gravimetrische Bestimmung der Olmasse durchgefiihrt.

5.3 Messmethode

5.3.1 Ol als Gesamtmatrix (Gravimetrie)

Um das Ol als Gesamtmatrix zu quantifizieren, wurde die Gravimetrie als nicht-spezifisches
Verfahren angewendet. Dazu wurde ein definiertes Aliquot der getrockneten Extrakte im Ab-
zug gelagert, bis die Konstanz der Probenmasse erreicht war. Die Bestimmung der Masse
erfolgte an einer kalibrierten Feinwaage. Um Kontaminationen durch Anhaftungen an der
Probenglaswand zu vermeiden, wurde mit Handschuhen gearbeitet.

5.3.2 n-Alkane (GC-FID)
Die n-Alkananalyse erfolgte an einem GC-FID (Thermo Scientific, Trace GC Ultra). Es wur-

de eine Sdule von 30 m Linge mit einem Durchmesser von 0,25 mm und einer Filmdicke von
0,25 um eingesetzt (DB-5MS, Agilent). Das Temperaturprogramm startete bei 40 °C. Diese
Temperatur wurde fiir zwei Minuten gehalten. Es folgte ein Temperaturanstieg von 8§ °C/min,
bis eine Temperatur von 320 °C erreicht worden war. Dieser Wert wurde fiir 15 Minuten kon-
stant gehalten. Als Trigergas wurde Wasserstoff verwendet. Der Gasfluss war konstant und
betrug 1 ml/min. Mittels Split/Splitlos-Injektion wurde ein Probevolumen von 1 pL injiziert.
Die Temperatur des Injektors betrug 250 °C. Die Erfassungszeit umfasste 52 min. Der FID
wurde bei einer Temperatur von 325 °C betrieben.

In Tabelle 27 und Tabelle 28 sind die Retentionszeiten der im Rahmen der n-Alkananalyse
gemessenen Verbindungen mit Angabe der Standardabweichung (n = 24) aufgelistet. Neben
den n-Alkanen n-C;s bis n-C4p wurden die isoprenoiden Biomarker Pristan und Phytan sowie
das Androgen 5-a-Androstan gemessen. In Abbildung 38 ist ein Chromatogramm der 29 un-
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tersuchten Verbindungen dargestellt. In Abbildung 39 erfolgt die detaillierte Darstellung, der
n-Alkane n-C¢ bis n-Cy9 sowie der Biomarker Pristan und Phytan.

Tabelle 27, Tabelle 28: Retentionszeiten der im Rahmen der n-Alkananalyse gemessenen Verbindungen in
Minuten + Standardabweichung s in Minuten (n = 24).

Verbindung Retentionszeit in Verbindung Retentionszeit in
min + s in min min + s in min
n-Cis 16,06 + 0,01 n-Cy; 26,86 £ 0,01
n-Cis 17,20 = 0,01 n-Copg 27,55 + 0,01
n-Ci7 18,28 + 0,01 n-Copo 28,22 + 0,01
Pristan 18,36 = 0,01 n-Cs 28,86 = 0,01
n-Cig 19,32 + 0,01 n-Cs; 29,49 + 0,01
Phytan 19,43 + 0,01 n-Cs; 30,10 = 0,01
n-Cog 20,30 £ 0,01 n-Css 30,75 £ 0,01
n-Cyo 21,25 £ 0,01 n-Csy 31,48 = 0,01
5-a-Androstan 21,68 + 0,01 n-Css 32,29 + 0,01
n-Cay 22,15 + 0,01 n-Cse 33,22 +£ 0,01
n-Ca 23,01 = 0,01 n-Csy 34,29 £ 0,01
n-Caps 23,84 + 0,01 n-Csg 35,55 = 0,01
n-Coq 24,64 + 0,01 n-Cso 37,02 £ 0,01
n-Css 25,41 = 0,01 n-Cy 38,75 £ 0,01
n-Cas 26,15 £ 0,01
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Abbildung 38: Chromatogramm der im Rahmen der n-Alkananalyse gemessenen 29 Verbindungen
(GC-FID).
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Abbildung 39: Detaillierte Darstellung der n-Alkane n-C,4 bis n-C;9 sowie der Biomarker Pristan und Phytan im
Chromatogramm (GC-FID).

5.3.3 PAK (GC/MS)

Die Messung der PAK erfolgte an einem GC/MS-System (Thermo Trace GC, Thermo Auto-
mass [II MS). Es wurde bei 70 eV im positiven lonenmodus gearbeitet. Die Chromatografie
wurde mit einer 60 m langen Kapillarsdule mit einem Durchmesser von 0,25 mm und einer
Filmdicke von 0,25 um durchgefiihrt (DB-5MS, Agilent). Die Ofentemperatur startete bei
50 °C. Diese Temperatur wurde fiir dreieinhalb Minuten gehalten. Es folgte zunichst ein
Temperaturanstieg von 12 °C/min, bis eine Temperatur von 190 °C erreicht worden war. Da-
rauffolgend stieg die Temperatur mit einer Rate von 5 °C/min bis auf 300 °C. Dieser Wert
wurde fiir 25 Minuten konstant gehalten. Als Trigergas wurde Helium verwendet. Der Gas-
fluss betrug 1,5 ml/min. Mittels temperaturprogrammierter Verdampfung (PTV) und Split-
Injektion wurde ein Probevolumen von 2 pL injiziert. Bei der Detektion mittels MS wurde die
ausgewihlte Ionenaufzeichnungsfunktion (SIM-Modus) angewendet. In Tabelle 29 sind die
Hauptmassen der nativen und massenmarkierten PAK-Verbindungen sowie deren Retentions-
zeiten aufgefiihrt.

Tabelle 29: Hauptmassen und Retentionszeiten der im Rahmen der PAK-Analyse gemessenen Verbindungen

in Minuten (GC/MS).

Verbindung Hauptmasse Retentionszeit in min
dg-Naphthalin 136 14,15
Naphthalin 128 14,2
2-Methylnaphthalin 142 15,59
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Fortsetzung Tabelle 29.

Verbindung Hauptmasse Retentionszeit in min
d;o-1-Methylnaphthalin 152 15,73
1-Methylnaphthalin 142 15,8
1,7-Dimethylnaphthalin 156 17,13
d¢-Acenaphthylen 158 17,6
Acenaphthylen 152 17,64
ds-Acenaphthen 162 17,98
Acenaphthen 154 18,06
dg-Fluoren 174 19,36
Fluoren 166 19,45
djo-Phenanthren 188 22,42
Phenanthren 178 22.5
djo-Anthracen 188 22,62
Anthracen 178 22,69
9-Methylanthracen 192 25,41
9,10-Dimethylanthracen 206 28,31
djo-Fluoranthen 212 27,13
Fluoranthen 202 27,21
djo-Pyren 212 28,11
Pyren 202 28,2
1-Methylpyren 216 30,77
d>-Benz(a)anthracen 240 33,71
Benz(a)anthracen 228 33,82
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen 256 38,88
d;>-Chrysen 240 33,86
Chrysen 228 33,99
5-Methylchrysen 242 36,08
d>-Benz(b)fluoranthen 264 38,76
Benz(b)fluoranthen 252 38,89
d>-Benz(k)fluoranthen 264 38,91
Benz(k)fluoranthen 252 39,03
di>-Benz(a)pyren 264 40,42
Benz(a)pyren 252 40,56
di2-Indeno(1,2,3-c,d)pyren 288 47,54
Indeno(1,2,3-c,d)pyren 276 47,73
d;4-Dibenzo(a,h)anthracen 292 47,72
Dibenzo(a,h)anthracen 278 47,98
di»-Benz(g,h,i)perylen 288 49,54
Benz(g,h,i)perylen) 276 49,78
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5.3.4 Nahrstoffe (Titration und Fotometrie)

Die geloste Sauerstoffkonzentration wurde unter Anwendung des Winkler Verfahrens quanti-
fiziert.!"”*">! Die Quantifizierung erfolgte iiber eine Redoxtitration mit Stirkeindikator. Die
angeséduerte Probe wurde mit 0,02 N Thiosulfatldsung titriert, bis die braunlich-gelbe Farbe
nahezu verschwunden war. Dann wurden 3-5 Tropfen Starkelosung (1 g l6sliche Stéirke in
100 mL deionisiertem Wasser) zugesetzt und bis zur Entfarbung des entstandenen blauen Iod-
Starke-Komplexes titriert.

Die Titerbestimmung der Thiosulfatldsung erfolgte vor jeder Messreihe. Dazu wurden 10 mL
einer 0,02 N Kaliumiodatlosung mit 35 mL deionisiertem Wasser und 1 mL Schwefelséure
(50 %) vermischt. Danach wurden 10 mL einer 5 %-igen Kaliumiodidldsung zugegeben und
das Gefal} vorsichtig geschwenkt. Unmittelbar darauf wurden zunichst 9 mL der 0,02 N Thio-
sulfatlosung und dann 3-5 Tropfen der Stirkelosung dazugegeben. Dann erfolgte die Titration

bis zum Farbumschlag von blau nach farblos.

Die in den Wasserproben vorliegenden Ammoniumionen wurde gemaf3 der Berthelot
Reaktion als Indophenolblau fotometrisch nachgewiesen und quantifiziert.">*'*% Dabei wird
ein Summenparameter aus Ammoniumionen und Ammoniak bestimmt. Der Messwert wurde
bei 630 nm gegen deionisiertes Wasser mit einer 5 cm-Kiivette gemessen. Zur Quantifizie-

rung wurde eine Eichkurve erstellt (Stammlosung aus Ammoniumchlorid).

Die gelosten Phosphationen wurde ebenfalls fotometrisch nachgewiesen und quantifi-
ziert, indem sie zu Molybdanblau umgesetzt wurden.!**'>* Dabei werden sowohl die anorga-
nischen Phosphationen (Orthophosphat) erfasst als auch geringe Mengen labil gebundener
Phosphorséureester. Sowohl der Triibungsblindwert als auch der finale Messwert wurden bei
885 nm gegen deionisiertes Wasser in einer 5 cm-Kiivette gemessen. Die Quantifizierung
erfolgte mithilfe einer Eichkurve (Stammldsung aus Kaliumdihydrogenphosphat).

5.4 Qualititssicherung

5.4.1 Wiederfindungsraten

Um die Qualitét einer Methode zu beurteilen, konnen die Wiederfindungsraten ermittelt wer-
den. Dazu wird eine analytfreie Probe mit Matrix zu Beginn der Aufarbeitung mit einer Stan-
dardlosung bekannter Konzentration dotiert. Die Wiederfindungsraten konnen dann zum ei-
nen nach Gleichung 1 aus dem Verhéltnis der gemessenen Konzentration und der bekannten
zugesetzten Konzentration berechnet werden.!®! Zum anderen kann fiir die Berechnung das

Verhiltnis aus dem Messsignal der dotierten Probe und dem Signal einer unmittelbar vor der
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Messung mit dem gleichen Gehalt dotierten Referenzlosung gebildet werden (siehe Gleichung

2).16%]

¢ emessen
WFR = ="22-100%

Cdotiert

M
WFR — Probe

Re ferenz

-100%

Gl 1

Gl 2

Um die potentiellen Verluste bei der Probenaufarbeitung einer Rohdlprobe abschétzen zu

konnen, wurden die Wiederfindungsraten der internen Standardsubstanzen bestimmt. Auf-

grund der hohen Analytenkonzentrationen in dem verwendeten Rohdl, wurde nach der Ex-

traktion lediglich ein so kleines Aliquot weiterverwendet, dass die Standardzugabe erst nach

der Extraktion erfolgen konnte (siche Abschnitt 5.2). Die nach Gleichung 2 berechneten Wie-

derfindungsraten liegen in Tabelle 30 vor.

Tabelle 30: Wiederfindungsraten in % mit Standardabweichung s in % der internen Standardsubstanzen.

Verbindung Wiederfindungsrate
in% £sin %
dg-Naphthalin 101 £ 8
djo-1-Methylnaphthalin 109+ 7
ds-Acenaphthylen 104+ 6
dg-Acenaphthen 100+ 5
ds-Fluoren 105+ 4
dio-Phenanthren 108 = 1
djo-Anthracen 110+ 1
djo-Fluoranthen 103+ 1
djo-Pyren 118+ 1
di>-Benz(a)anthracen 89+ 1
dj>-Chrysen 101+ 2
d;>-Benz(b)fluoranthen 104 + 2
d;>-Benz(k)fluoranthen 101 + 2
d>-Benz(a)pyren 99+ 2
d;>-Indeno(1,2,3-c,d)pyren 97+ 2
dj4-Dibenzo(a,h)anthracen 96+ 2
di2-Benz(g,h,i)perylen 107+ 3
5-a-Androstan 92+ 5

Die in Tabelle 30 aufgefiihrten Wiederfindungsraten liegen mit Ausnahme von Pyren fiir alle

untersuchten Verbindungen im Bereich von 100 % + 10 %. Fiir Pyren liegt die Wiederfin-
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dungsrate bei 118 %. Die berechneten Werte zeigen, dass weder bei der Reinigung der Probe
iiber dem Doppelsdulensystem noch beim Einengen am Rotationsverdampfer wesentliche
Verluste der zu analysierenden Verbindungen auftreten.

5.4.2 Linearitit

Um die im Rahmen der jeweiligen Messung erhaltenen Signale (Peakfldchen) in Konzentrati-
onen beziehungsweise absolute Massen umzurechnen, bedarf es einer Kalibrierung. Welches
Regressionsmodell dabei am besten geeignet ist, kann statistisch iiberpriift werden. Um die
Giiltigkeit des linearen Regressionsmodells zu sichern, wurde der Anpassungstest nach Man-
del durchgefiihrt. Bei diesem Testverfahren wird sowohl die Reststandardabweichung fiir das
lineare als auch fiir das quadratische Anpassungsmodell berechnet. Es wird die Differenz der
Varianzen gebildet und diese durch die Reststandardabweichung des quadratischen Regressi-

onsmodells dividiert (sieche Gleichung 3).

2 n —-2)-s* —(n —=3)-s’
py DS D0 S,
s s

y.x,2 y.X,2

Der Tabellenwert entspricht dabei den Werten der F-Tabelle. Ist der Priifwert kleiner als oder

genauso groB wie der Tabellenwert, gilt die Linearitit als gesichert.!'”]

n-Alkane

Um zu tiberpriifen, in welchem Bereich Messsignal und Analytenkonzentration bei dem ein-
gesetzten Gerit in einem linearen Zusammenhang stehen, wurde ein 10-Punkt-Kalibrierung
von 0,1 mg/L bis 50 mg/L angesetzt und gemessen. Auf jedem Kalibrierniveau wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. In der Kalibrierlosung waren die n-Alkane n-C;s bis n-Cag
sowie die Biomarkersubstanzen Pristan und Phytan enthalten. Des Weiteren wurde jedem
Kalibrierstandard die Verbindung 5-o-Androstan in konstanter Konzentration hinzugefiigt.
Fiir alle Verbindungen sind die Messdaten im linearen Bereich normalverteilt (siche Glei-
chung 10). Fiir die Residuen konnte kein Trend nachgewiesen werden (siehe Gleichung 21).
Mittels Mandel-Test (siehe Gleichung 3) konnte die Eignung des linearen Regressionsmodells
fiir die n-Alkane n-C;s bis n-C,s sowie fiir Pristan und Phytan im Konzentrationsbereich von
0,1 mg/L bis 10 mg/L nachgewiesen werden. Eine Ausnahme bildeten dabei die Verbindun-
gen n-Cyy bis n-Cy3. Hier beschrinkte sich die statistisch abgesicherte Linearitdt jeweils auf
den Bereich von 0,1 mg/L bis 5 mg/L oder von 1 mg/L bis 10 mg/L. Bei den Verbindungen
n-Cys bis n-C4 umfasst der lineare Bereich eine Konzentrationsspanne von 0,1 mg/L bis
50 mg/L. Beziiglich der Flichen und Konzentrationen wurden die jeweiligen Quotienten aus
der n-Alkanverbindung und 5-a-Androstan gebildet.
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Das Messgerét misst im angegebenen Bereich mit einer statistischen Sicherheit von 99 % li-
near. Die im Folgenden analysierten Proben wurden daher nach Moglichkeit auf ein Konzent-
rationsniveau innerhalb des statistisch gepriiften Bereiches eingestellt.

PAK

Um den linearen Bereich der PAK-Messung zu ermitteln, wurde eine 10-Punkt-Kalibrierung
von 1 pug/L bis 500 pg/L angesetzt und gemessen. Auf jedem Kalibrierniveau wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. In der Kalibrierlosung waren die 16 von der U.S. EPA
benannten PAK sowie 8 alkylierte PAK enthalten. Des Weiteren wurden jedem Kalibrierstan-
dard die deuterierten Homologe der 16 von der U.S. EPA benannten PAK sowie
djo-1-Methylnaphthalin in konstanter Konzentration hinzugefiigt. Fiir alle Verbindungen sind
die Messdaten im linearen Bereich normalverteilt (sieche Gleichung 10). Fiir die Residuen
konnte kein Trend nachgewiesen werden (sieche Gleichung 21). Mittels Mandel-Test (siche
Gleichung 3) konnte die Eignung des linearen Regressionsmodells in einem definierten Kon-
zentrationsbereich nachgewiesen werden. Dabei wurden beziiglich der Flichen und Konzent-
rationen die Quotienten der Daten fiir native und massenmarkierte Substanzen gebildet. Eine

Auflistung des linearen Bereiches fiir die nativen PAK-Verbindungen erfolgt in Tabelle 31.
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Tabelle 31: Auflistung des linearen Bereiches der PAK-Messung in pg/L fiir die 24 untersuchten Verbindungen.

Verbindung Linearer Bereich in pg/L
Naphthalin 1-500
2-Methylnaphthalin 1-500
1-Methylnaphthalin 1-200
1,7-Dimethylnaphthalin 1-200
Acenaphthylen 1-200
Acenaphthen 1-200
Fluoren 1-200
Phenanthren 1-200
Anthracen 1-200
9-Methylanthracen 1-200
9,10-Dimethylanthracen 1-200
Fluoranthen 1-200
Pyren 1-200
1-Methylpyren 1-200
Benz(a)anthracen 1-200
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen 1-200
Chrysen 1-200
5-Methylchrysen 1-500
Benz(b)fluoranthen 1-200
Benz(k)fluoranthen 1-200
Benz(a)pyren 1-500
Indeno(1,2,3-c,d)pyren 1-500
Dibenzo(a,h)anthracen 1-500
Benz(g,h,1)perylen) 1-500

Das Messgerit misst mit einer statistischen Sicherheit von 99 % im angegebenen Bereich li-
near. Die im Folgenden analysierten Proben wurden daher nach Mdéglichkeit auf ein Konzent-
rationsniveau innerhalb des statistisch gepriiften Bereiches eingestellt.

5.4.3 Quantifizierung

Ist der Zusammenhang zwischen Messsignal und Analytenkonzentration linear, wird die Ana-
lytenkonzentration in der Probe mithilfe der Geradengleichung berechnet (sieche Gleichung
4) .11

X="— Gl 4
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Eine Alternative stellt die Verwendung von massenmarkierten, internen Standards dar. In die-
sem Fall wird sowohl der Kalibrierung in Losungsmittel als auch der zu untersuchenden Pro-
be dasselbe Volumen der internen Standardldsung zugesetzt. Fiir die Erstellung der Kalibrier-
geraden wird dann der Quotient aus der Fliche der nativen Substanz und der Flache des mas-
senmarkierten Standards gegen den Quotienten aus der Konzentration der nativen Substanz
und der Konzentration des massenmarkierten Standards aufgetragen. Die Kalibriergeraden-
gleichung, die daraus folgend fiir die Berechnung der Analytenkonzentration in der Probe
verwendet wird, ist in Gleichung 5 angegeben.

ySubs

Vis
xSubs = [T

-a
‘X GLS5

Durch die Verwendung von internen Standards werden zum Beispiel Verluste bei der Aufar-
[157]

beitung oder Volumenfehler bei der Injektion der Probe in das Messgerét korrigiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden interne Standards verwendet. Die Quantifizierung
erfolgte mittels 1-Punkt-Kalibrierung. Eine Kalibrierung iiber den gesamten linearen Kon-
zentrationsbereich erfolgte in regelméfBigen Abstdnden, um die Voraussetzungen fiir die Ver-
tretbarkeit der 1-Punkt-Kalibrierung zu iiberpriifen. Innerhalb einer Kalibrierung kann fiir
jedes gemessene Konzentrationsniveau das Verhéltnis von Messsignal (y-Wert) und Konzent-
ration (x-Wert) berechnet werden. Dieses Verhiltnis beschreibt die Steigung B in diesem Ka-
librierpunkt. Ist das Verhéltnis von y- und x-Wert fiir die Zahl der Kalibrierpunkte dhnlich,
konnen Regressionsparameter fiir eine lineare Anpassung berechnet werden. Dabei werden
die Regressionsparameter in der Regel so gewihlt, dass die Fehlerquadratsumme der Residu-
en moglichst gering ist. Das bedeutet wiederum, dass die Abweichung der einzelnen Kali-
brierpunkte von der Regressionsgeraden moglichst gering ist. Mithilfe der Regressionspara-
meter ist es nun mdoglich, mit einem gemessenen Informationswert (y-Wert) die zugehorige
Konzentration (x-Wert) ndherungsweise innerhalb des linearen Messbereiches zu berechnen
(siehe Gleichung 4 und 5). Je néher die Kalibrierpunkte an der Regressionsgeraden liegen, das
heillt, je schmaler die Vertrauensbinder der Regression sind, desto richtiger ist die Berech-
nung der Konzentration. Eine 1-Punkt-Kalibrierung ist demnach dann gewéhrleistet, wenn
sowohl die zur Quantifizierung verwendeten Standardsubstanzen als auch die in der Probe
vorliegenden Analyten beziiglich der Konzentration innerhalb des linearen Bereiches liegen
und wenn die Vertrauensbinder der Kalibrierung zur Bestimmung des linearen Bereiches
moglichst schmal sind.

Zu Beginn sowie am Ende einer jeden Messserie wurden je zwei Standards IntEx ge-
messen, in der sowohl die nativen als auch die massenmarkierten Verbindungen in Lésungs-
mittel vorlagen. Im Verlauf der Messserie erfolgte jeweils nach sechs Proben die erneute

Messung von zwei Standardproben (IntEx). Die Standards enthielten alle untersuchten Sub-
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stanzen sowie die verwendeten massenmarkierten, internen Standardsubstanzen in definierter
Konzentration. Dabei wurde die Konzentration so gewéhlt, dass sie innerhalb des linearen
Bereiches der Messmethode lag. Mithilfe der Daten aus den Messungen der Standardldsungen
IntEx wurde der Regressionsparameter  berechnet. Dabei wurden die Mittelwerte der Fla-
chen fiir native und massenmarkierte Substanzen iiber die gesamte Messserie verwendet (sie-
he Gleichung 6).

M Std,Subs

M
ﬁKal — Std IS Gl 6

cStd,Subs

Csia,is

Der Regressionsparameter o, der Achsenabschnitt, wird ndherungsweise gleich null gesetzt.
Es ist davon auszugehen, dass bei einer Konzentration von null lediglich das Hintergrundrau-
schen gemessen wird. Dieses Hintergrundrauschen bildet im Chromatogramm die Basislinie.
Da die Integration der Peaks lediglich bis auf die Basislinie erfolgt, kann der Achsenabschnitt
im Rahmen der Quantifizierung vernachléssigt werden. Die Berechnung der Analytenkon-

zentration erfolgte demnach geméal Gleichung 7.

X subs Vs X = —y—ls'xls Gl 7
B M st .subs
M Std, IS
Cs1d.Subs
Csta.is

5.4.4 Interne Standards

Um die Richtigkeit der Korrektur mithilfe von internen Standards gewdhrleisten zu kdnnen,
muss Uberpriift werden, inwieweit sich native und massenmarkierte Substanzen gleich verhal-
ten. Dazu wird das Verhéltnis aus der Wiederfindungsrate der zu untersuchenden Substanz
und der Wiederfindungsrate des zur Korrektur eingesetzten internen Standards gebildet (siche
Gleichung 8). Der so ermittelte Quotient kann als relative Wiederfindungsrate bezeichnet

werden.

WFR
WFR,, = W—” -100% Gl 8

IS

Idealerweise sollte die relative Wiederfindungsrate bei 100 % liegen.

123



Anhang

Bei der Auswahl der Substanzen, die im Rahmen dieser Arbeit als interne Standardver-

[154-156) 111y Rahmen

bindungen genutzt wurden, erfolgte eine Orientierung an Literaturangaben.
der n-Alkananalyse wurde die Verbindung 5-a-Androstan als interner Standard verwendet. Im
Chromatogramm zeigte diese Verbindung keine Uberlagerung mit einem der Zielanalyten.
Der zugehorige Peak konnte basisliniengetrennt dargestellt werden.

Fiir die Quantifizierung der PAK wurde eine Standardlosung eingesetzt, in der die deuterier-
ten Homologe der 16 von der U.S. EPA benannten Verbindungen vorlagen. Die Quantifizie-
rung der alkylierten Verbindungen erfolgte mithilfe der zugehorigen nicht-alkylierten, deute-
rierten Standardsubstanz. Lediglich fiir die alkylierten Naphthalinverbindungen wurde
djo-1-Methylnaphthalin verwendet. Durch die Anwendung des SIM-Modus war eine eindeu-
tige, storfreie Messung der nativen und massenmarkierten Verbindungen problemlos moglich.
Um Verluste, die durch die einzelnen Schritte der Aufarbeitungsmethode hervorgerufen wer-
den, mithilfe der internen Standards beriicksichtigen zu konnen, sollte die Zugabe der Stan-
dardlosung moglichst unmittelbar nach der Probennahme erfolgen. Aufgrund der hohen Ana-
lytenkonzentrationen im Ol war in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimen-
ten jeweils eine starke Verdiinnung der Proben notwendig, sodass die Standardzugabe erst vor
dem Reinigungsschritt erfolgte.

Die relativen Wiederfindungsraten wurden fiir die Extraktion aus drei verschiedenen Medien
(Leitungswasser, Ostseewasser, Nahrmedium) und fiir die Elution von dem Doppelsdulensys-
tem (Reinigungsschritt) bestimmt. Fiir die Extraktion wurden 100 mL des jeweiligen Medi-
ums mit 250 pL Standardldsung versetzt und zweimal mit je 10 mL n-Heptan-Toluol-
Gemisch (9:1) extrahiert (sieche Abschnitt 5.2). Die Extrakte wurden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet. Die Elution erfolgte gemd3 Abschnitt 2.2. Alle Proben wurden am Rotationsver-
dampfer auf ein Endvolumen von V =500 pL eingeengt. Es wurden jeweils drei Parallelpro-
ben angesetzt und aufgearbeitet. Die Messung erfolgte wie in Abschnitt 5.3 beschrieben.

n-Alkane

In Tabelle 32 sind die relativen Wiederfindungsraten der n-Alkane n-C,s bis n-Cs9 sowie Pris-
tan und Phytan mit Standardabweichung angegeben. Aufgrund von Stérungen im Chromato-
gramm konnten die Daten fiir die Verbindung n-C, nicht ausgewertet werden. Im Rahmen
des Elutionsexperimentes konnten lediglich die Daten fiir die Verbindungen n-C;s bis n-Css
verwendet werden.
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Tabelle 32: Relative Wiederfindungsraten in % mit Standardabweichung s in % (n = 3) der n-Alkane n-C;s bis
n-Cs9 sowie von Pristan und Phytan. Als interne Standardsubstanz wurde 5-a-Androstan verwen-
det. Im Rahmen des Elutionsexperimentes konnten lediglich die Datem der Verbindungen n-Cis
bis n-Cs5 verwendet werden.

WFR in % £ s 1n %

Verbindung Leitungs- Ostsee- Néhr- Elution
wasser wasser medium

n-Cis 83 £11 83+ 7 87+ 0,3 77 £11
n-Cig 91+ 8 89+ 4 93+ 1 84+ 6
n-Ci7 81+ 2 80+ 1 80+ 0,03 77+ 1
Pristan 83+ 3 &1+ 2 81+ 0,1 75+ 1
n-Cig 91+ 1 91+ 1 90 + 0,2 87+ 1
Phytan 98 + 1 97+ 1 96 + 0,3 91+ 1
n-Ciog 84+ 2 83+ 1 82+ 1 77+ 2
n-Cy 85+ 4 84+ 1 85+ 04 78 £ 1
n-Cy; 94+ 3 93+ 0,2 94+ 0,3 76 £ 1
n-Cy, 91+ 6 82+ 2 80+ 3 79 £ 2
n-Cps 84+ 4 82+ 1 81+ 1 80+ 1
n-Cyq 84+ 4 82+ 1 82+ 0,2 78 £ 1
n-Cys 103+ 4 93+ 0,3 102+0,3 98 + 1
n-Cyg 84+ 3 83+ 04 83+ 1 82+ 1
n-Cyy 85+ 1 79+ 2 86+ 1 80+ 1
n-Cog 83+ 2 81+ 2 82+ 1 83+ 2
n-Coo 86+ 3 84+ 2 84+ 1 85+ 2
n-Cs 88+ 2 85+ 2 88+ 1 90=+3
n-Cs; 93+ 2 89+ 1 93+ 1 94 + 4
n-Cs, 94+ 1 91+ 1 94+ 1 100+ 6
n-Cs; 103+ 2 96+ 2 99+ 1 105+ 7
n-Csq 101 £ 2 94+ 3 9+ 2 110+ 7
n-Css 107+ 3 100+ 2 103+3 110+ 6
n-Cse 101+ 3 95+ 4 95+ 2
n-Cs7 101+ 5 95+ 3 94+ 2
n-Csg 93+ 5 87+ 3 88 £2
n-Csg 101 £ 6 90+ 4 89 £2

Anhand der in Tabelle 32 aufgefiihrten Daten wird deutlich, dass die Verwendung von einer
Substanz fiir die Korrektur von 28 Verbindungen lediglich einen Kompromiss darstellen
kann. Bei den meisten Verbindungen fiihrt die Verwendung von 5-0-Androstan als internem
Standard zu einer Unterschitzung der vorliegenden Konzentration (WFRe < 100 %). Es wird
ebenfalls deutlich, dass sich die relativen Wiederfindungsraten in den drei verwendeten Medi-

en nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Das Verhalten der n-Alkanverbindungen so-
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wie Pristan und Phytan im Vergleich zu 5-a-Androstan wird demnach nicht deutlich durch die
verwendeten Medien beeinflusst. Die Werte fiir die relativen Wiederfindungsraten in den vier
dargestellten Versuchsreihen liegen zwischen 75 % und 110 %. Diese berechneten Werte
werden als tolerierbar angesehen und konnen bei der Auswertung der Versuchsdaten beriick-
sichtigt werden.

PAK
In Tabelle 33 sind die relativen Wiederfindungsraten mit Standardabweichung fiir die analy-
sierten PAK-Verbindungen aufgefiihrt.

Tabelle 33: Relative Wiederfindungsraten in % mit Standardabweichung s in % (n = 3) der 24 untersuchten
PAK-Verbindungen.

WFRe1in % £ s in %

Verbindung Leitungs- Ostsee- Nahr- Elution
wasser wasser medium
Naphthalin 97+ 2 98+ 3 9+ 4 96+ 3
2-Methylnaphthalin 94+ 2 9 + 1 9+ 3 100 + 2
1-Methylnaphthalin 95+ 5 9+ 1 98 £ 2 99+ 2
1,7-Dimethylnaphthalin 109+ 7 110+ 8 104+ 1 107+ 4
Acenaphthylen 94+ 4 97+ 1 102+ 1 100+ 3
Acenaphthen 92+ 3 97+ 0,4 96 + 2 96 £ 3
Fluoren 98+ 0,2 96+ 1 96+ 0,3 93+1
Phenanthren 90+ 2 89+ 04 91+ 1 91+1
Anthracen 99+ 3 100 £ 1 96 + 0,3 97+ 1
9-Methylanthracen 94+ 6 95+ 1 91+ 1 99+ 4
9,10-Dimethylanthracen 127+ 2 129 +11 105+ 4 97+ 1
Fluoranthen 98+ 1 101+ 0,1 101+ 2 97+ 0.4
Pyren 101+ 3 99+ 1 99+ 1 98 £ 2
1-Methylpyren 144+ 8 152+ 3 144+ 2 130+ 7
Benz(a)anthracen 94+ 5 97+ 04 100+ 2 97+ 1
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen 126 £10 137+ 6 115+ 2 108 £ 8
Chrysen 98+ 5 102+ 1 102+ 2 104+ 1
5-Methylchrysen 101 £ 3 93+ 2 94+ 2 100 £ 1
Benz(b)fluoranthen 87+ 1 91+ 1 89+ 1 92+ 2
Benz(k)fluoranthen 89+ 1 92+ 1 92+ 2 93+ 1
Benz(a)pyren 135+ 4 136 £ 0,3 136+ 3 120+ 6
Indeno(1,2,3-c,d)pyren 104+ 2 99 + 2 101+ 4 93+2
Dibenzo(a,h)anthracen 95+ 1 9+ 1 97+ 1 95+ 2
Benz(g,h,i)perylen) 104+ 3 104 + 1 102+ 1 96 + 2
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Ein GroBteil der in Tabelle 33 aufgelisteten relativen Wiederfindungsraten liegen im Bereich
von 100 % £ 10 %. Eine deutliche Abweichung von diesem Bereich tritt bei den Verbindun-
gen  9,10-Dimethylanthracen,  1-Methylpyren,  7,12-Dimethylbenz(a)anthracen  und
Benz(a)pyren auf. Fiir die 16 von der U.S. EPA benannten PAK wurde jeweils das deuterierte
Homolog als interne Standardsubstanz verwendet. Die in Tabelle 33 vorliegenden Daten zei-
gen deutlich, dass das Verhalten von nativer und der entsprechenden massenmarkierten Sub-
stanz wahrend der Aufarbeitung und Messung sehr dhnlich ist. Eine Ausnahme stellt dabei die
Verbindung Benz(a)pyren dar. Fiir die alkylierten PAK-Verbindungen wurde jeweils die
nicht-alkylierte, massenmarkierte PAK-Verbindung als interne Standardsubstanz verwendet.
Lediglich fiir die Naphthalinverbindungen wurde d;o-1-Methylnaphthalin zur Korrektur ver-
wendet. Das unterschiedliche Verhalten der akylierten PAK im Vergleich zu den nicht-
alkylierten Verbindungen zeigt sich durch die hohen relativen Wiederfindungsraten der Ver-
bindungen 9,10-Dimethylanthracen, 1-Methylpyren und 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen. Hier
wiirde die Korrektur mittels interner Standards bei der Berechnung der Konzentration zu einer
Uberschiitzung fiihren, die bei der Auswertung der Versuchsdaten beriicksichtigt werden

muss.

5.4.5 Blindwerte

Um das Auftreten von falsch-positiven Messungen bedingt durch Hintergrundkontaminatio-
nen zu vermeiden, wurden in allen durchgefiihrten Versuchsansitzen die Blindwerte erfasst.
Blindwerte konnen zum Beispiel durch Riickstinde auf den verwendeten Materialien, Verun-
reinigungen in den verwendeten Chemikalien, Verschleppungen oder Eintragungen tiiber die
Laborluft auftreten. Um die Blindwerte zu quantifizieren, wurde in jedem Versuchsansatz
(mindestens) eine Probe ohne die Zugabe von Ol angesetzt. Bei den Nihrstoffmessungen
wurde in den Blindwertproben deionisiertes Wasser anstelle von Ostseewasser eingesetzt. Die
Blindwertproben wurden ansonsten beziiglich weiterer Chemikalienzugaben genauso behan-
delt wie die iibrigen Proben. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte parallel. Lagen die Blind-
werte in einem Versuchsansatz oberhalb der Nachweisgrenze, wurden sie bei den Berechnun-
gen der librigen Messwerte des Ansatzes beriicksichtigt (Blindwertkorrektur).

5.4.6 Nachweisgrenze

Nachweis- und Bestimmungsgrenze stellen Grenzwerte dar, die den unteren Arbeitsbereich
statistisch absichern. Entspricht die Analytenkonzentration einer Probe der Nachweisgrenze,
so wird die Konzentration in 50 % der Messungen dem Blindwert zugeordnet.[®” Wihrend es
sich bei der Nachweisgrenze um eine qualitative Gro3e handelt, stellt die Bestimmungsgrenze
eine quantitative Grofle dar. Sie entspricht der minimalen Analytenkonzentration einer Probe,

die mit einer definierten Prézision sicher quantifiziert werden kann.!”"
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In der Chromatografie ist die Berechnung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze {iber das
Signal-Rausch-Verhiltnis tiblich. Fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze wird dabei ein Sig-
nal-Rausch-Verhiltnis von drei und fiir die Bestimmungsgrenze von neun empfohlen.!"*”) Den
linearen Zusammenhang zwischen Messsignal und Messgrof3e voraussetzend bildet das Sig-
nal-Rausch-Verhiltnis einer Probe mit bekannter Konzentration die Grundlage der Berech-

nung (siche Gleichung 9).!'**

3-x

- GL9
e = SIN).

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden fiir jede Messung individuell mit der jewei-
ligen Gerétesoftware berechnet und bei der Auswertung der Daten beriicksichtigt.

5.5 Datenvorbehandlung und statistische Grundlagen

Alle verwendeten Datensdtze wurden zunichst mit dem David-Test auf Normalverteilung
gepriift. Dazu wurde das Verhéltnis von Spannweite und Standardabweichung gebildet (siche
Gleichung 10). Dieses Verhiltnis stellte den Priifwert dar. Die Tabellenwerte bilden die obere
und untere Schranke des Zuldssigkeitsbereiches. Liegt der Priifwert zwischen diesen Schran-
ken, ist die Normalverteilung des Datensatzes statistisch abgesichert.[®”)

PW:M GL 10
s

Bei Bedarf wurde der verwendete Datensatz auf Ausreifler gepriift. Dazu wurde der
Grubbs-Test angewendet. Ausreiflerverddchtig sind prinzipiell das Minimum und das Maxi-
mum eines Datensatzes. Um den Priifwert zu ermitteln, wurde der Betrag der Differenz aus
ausreilerverddchtigem Wert und Mittelwert gebildet und durch die Standardabweichung divi-
diert (siehe Gleichung 11).

x*—)_c‘
PV =—- Gl 11

N

Ist der Priifwert groBer als der Tabellenwert, gilt der verddchtige Wert statistisch gesichert als

AusreiBer.[*’]
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Im Rahmen der Datenauswertung wurden verschiedene statistische Testverfahren an-
gewendet, die im Folgenden mit der verwendeten Formel sowie entsprechenden Literaturver-
weisen aufgefiihrt werden sollen.

Um den signifikanten Unterschied zweier Mittelwerte zu priifen, wurde der t-Test angewendet
(siche Gleichung 12). Voraussetzung flir den t-Test ist die Homogenitét der Varianzen.

PW = %~ % SRR Gl 12
\/(nl—l).sf+(n2—1)-s§ n,+n,

(n, +n,=2)

Die Mittelwerte unterscheiden sich signifikant, wenn der Priifwert groBer ist als der Tabel-
[159]
Tt.

lenwe

Sollten mehr als zwei Mittelwerte auf ihren signifikanten Unterschied getestet werden,
wurde die Homogenitit der Varianzen zwischen den Werten (zw) und innerhalb der Werte
(in) mittels F-Test iiberpriift (siche Gleichung 13 bis Gleichung 18).

0..
Szzw fzw .
PW =—r= 0 ' mit f., =m-1 und f, =n—m Gl. 13-Gl. 15
Sin. in.
S
0, =>.(s3-f) mitf =n 1 Gl. 16, Gl. 17
u X .. 2 X .. 2
sz_=Z(Z W (22%) Gl 18
= n, n

Mittels Residualanalyse konnte die Eignung einer Anpassung im Rahmen einer Korrela-
tion liberpriift werden. Die Residuen wurden aus der Differenz des Messwertes (Informati-
onswert) und des aus der Gleichung der gewéhlten Anpassung berechneten Wertes berechnet
(siche Gleichung 19).1”

diff, =y, =y, Gl. 19

Der t-Test wurde ebenfalls verwendet, um den signifikanten Unterschied eines Mittel-
wertes (n > 3) gegeniiber einem anderen Wert (n = 1) zu iiberpriifen. Dazu wurde der Betrag
der Differenz beider Werte durch die Standardabweichung dividiert und mit der Wurzel der
Zahl der Messwerte multipliziert (siche Gleichung 20).
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PW=M~JZ Gl. 20
S

Ist der Priifwert kleiner als der Tabellenwert, ist die Richtigkeit des Analysenwertes statistisch
159]

gesichert.!

Um einen Datensatz (n>4) hinsichtlich eines Trends zu untersuchen, wurde der
Neumann-Test angewendet. Dazu wurde das Verhéltnis aus sukzessiver Differenzstreuung
und Varianz gebildet (siehe Gleichung 21).

n—1

Dz z(xi —Xin )2
PW :_2:—f=1 : Gl 21
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Es liegt mit statistischer Sicherheit ein Trend vor, wenn der Priifwert kleiner ist als der Tabel-
lenwert.[*”]

5.6 Zusatzliche Informationen

5.6.1 Charakterisierung des verwendeten Ols

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt, bei denen Rohol
eingesetzt wurde (Handelsname: ROHOL REB 1). Es wurden drei Olproben gemiB der An-
gaben in Abschnitt 5.2 aufgearbeitet und hinsichtlich der n-Alkan- und PAK-
Zusammensetzung analysiert. Dazu wurden 100 mL deionisiertes Wasser mit 100 uL Ol ver-
setzt und kréftig geschiittelt. Nach 10 min erfolgte die Extraktion mit einem Gemisch aus
n-Heptan und Toluol (9:1). Die Extraktion wurde zweimal mit je 10 mL Extraktionsmittel
durchgefiihrt. Die Extrakte wurden vereint und iiber Natriumsulfat getrocknet. Von dem ge-
trockneten Extrakt wurden 100 pL mit 400 pL interner Standardlosung IS gesamt auf die
konditionierte Doppelsdule gegeben und gereinigt. Das gereinigte Eluat wurde am Rotations-
verdampfer auf 1 mL eingeengt. Fiir die n-Alkananalyse wurden 500 puL des Extraktes noch-
mals eingeengt, bis ein Zielvolumen von 100 pL erreicht war. Fiir die PAK-Analyse wurden
100 pL mit 700 pLL n-Heptan in ein Messvial tiberfiihrt.In den folgenden Tabellen 34 und 35
sind die Konzentrationen der n-Alkane und PAK in ng Substanz/pL Ol mit Standardabwei-
chung angegeben.
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Tabelle 34, Tabelle 35: Konzentration der analysierten n-Alkane sowie Pristan und Phytan im verwendeten

Rohél in ng n-Alkan/pL Ol mit Standardabweichung s in ng/uL (n = 3).

¢ in ng n-Alkan/uL Ol

Verbindung

Verbindung

¢ in ng n-Alkan/uL Ol

+sinng/ulL +sinng/ulL
n-Cis 4132 + 590 n-Cyy 861 + 66
n-Cie 3610 = 413 n-Copg 722 + 69
n-Cy7 2890 + 328 n-Cpo 752 + 73
Pristan 1730 + 226 n-Cs 545 + 58
n-Cig 3327 £ 293 n-Cs) 488 + 46
Phytan 2671 + 213 n-Csp 299 + 36
n-Co 2343 + 269 n-Css 251 £ 27
n-Cao 2736 + 346 n-Csq 221 £ 17
n-Csy 2308 = 272 n-Css 241 £ 30
n-Ca 2006 + 224 n-Csg 158 + 21
n-Cps 1807 = 224 n-Cs; 123 + 18
n-Coq 1651 = 205 n-Csg 114 =+ 5
n-Css 2612 + 252 n-Csg 108 +
n-Cog 1289 + 126

Tabelle 36: Konzentration der analysierten PAK-Verbindungen im verwendeten Rohél in ng PAK/uL Ol mit
Standardabweichung s in ng/puL (n = 3).

Verbindung Konzentration in
ng PAK/uL Ol £ s in ng/pL

Naphthalin 322+ 20
2-Methylnaphthalin 605 + 48
1-Methylnaphthalin 586+ 51
1,7-Dimethylnaphthalin 391 + 28
Acenaphthylen 13+ 03
Acenaphthen 13+ 1
Fluoren 52+ 5
Phenanthren 128+ 11
Fluoranthen 6+ 04
Pyren 10+ 1
1-Methylpyren 7+ 1
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen 97+ 1
Chrysen 10+ 1
Benz(b)fluoranthen 9+ 0,01
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5.6.2 Temperaturdaten der Mesokosmenexperimente

In den folgenden Abbildungen 40 bis 42 sind die detaillierten Temperaturdaten der drei ME-
sokosmenexperimente dargestellt. Die automatische Messung erfolgte alle 5 Minuten und
wurde jeweils in dem Tank aufgezeichnet, der lediglich mit Meerwasser befiillt wurde.

35

31 A

27 A

23

Temperatur/°C

19

15

I 5 10 15 20 25 30
Versuchslaufzeit/Tag

Abbildung 40: Detailliertes Temperaturprofil des ersten Mesokosmenexperimentes. Die Messung erfolgte alle 5
Minuten in Tank 1.

18

16 -

14 1

Temperatur/°C
o

1 2 3 4
Versuchszeit/Tag

Abbildung 41: Detailliertes Temperaturprofil des zweiten Mesokosmenexperimentes. Die Messung erfolgte alle
5 Minuten in Tank 8.
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Temperatur/°C

1 5 10 15 20 25 30
Versuchszeit/Tag

Abbildung 42: Detailliertes Temperaturprofil des dritten Mesokosmenexperimentes. Die Messung erfolgte alle
5 Minuten in Tank 12.
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