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1 Kurzbericht

1.1 Ausgangslage des Vorhabens

Olkatastrophen schadigen durch verungliickte Olfrachter, geplatzte Pipelines oder Verkehrsunfallen nicht
nur das Okosystem der Meere, sondern auch das Okosystem an Land [1]. Meist handelt es sich um frei-
gesetztes Rohdl, Schwerdél oder Dieselkraftstoff, welches hauptsachlich durch chemische Dispergatoren
[2], Verbrennung oder mechanische Abtragung der Bindemittel [3] beseitigt wird. Die auf den verschmutz-
ten Standort aufgetragenen Bindemitteln und Dispergatoren werden abgetragen und in Mtlldeponien ver-
brannt. Dadurch ergeben sich allerdings negative Auswirkungen auf die Umwelt (bspw. CO,-Emissionen)
[4]. Das Ziel des Innovationssprints ist die Entwicklung einer nachhaltigen und einfach handhabbaren Me-
thode zur biologischen Sanierung von Olkontaminationen unter Einsatz hydrocarbonoklastischer Bakteri-
en (hcB). Hierbei ist insb. das marine dlabbauende Bakterium Alcanivorax borkumensis (A. borkumensis)
interessant, da es eine Vielzahl an Enzymen zum Kohlenwasserstoffabbau [5] verfugt und Biotenside als
nattrliche Emulgatoren produziert [6]. Das Projekt strebt an, eine umweltfreundliche Lésung fiir die Be-
seitigung von Olkatastrophen zu schaffen, um so den Einsatz chemischer Dispergatoren und die damit
verbundenen negativem Umweltauswirkungen zu minimieren. Die Antragssteller verfligen gemeinsam
Uber die notwendige Expertise und besitzen ausgepragte Kompetenzen im Bereich der Mikrobiologie,
Bakterienkultivierung, dem Scale-Up von Kultivierungsverfahren, der chemischen Umweltanalytik sowie
dem Produktdesign und der Produktentwicklung.

1.1.1. Urspriingliche Aufgabenstellung

Das Ziel des Projekts "BactOilEx" ist die Entwicklung und Im-
plementierung einer biologischen Methode zur effizienten Be-
seitigung von Olkontaminationen. Durch den gezielten Einsatz
des biologischen Potentials hcB sollen umweltfreundliche L6-
sungen geschaffen werden, welche herkdmmliche Methoden
der Olbekampfung revolutionieren und dabei 6kologische,
wirtschaftliche und gesellschaftliche Aspekte harmonisieren.

Gesamtziel des Innovations-
sprints

Die GMBU verfolgt das Ziel, analytische Verfahren auf dem
Prinzip der Chromatographie zu entwickeln, um den Abbau
von Ol in diversen Matrizes nachweisen zu kénnen. Zudem
wird die GMBU Expertise im Bereich der Skalierung biotech-
Beitrag des Teilprojekts A nologischer Kultivierungs-/Aufarbeitungsverfahren einbringen,
um praxisrelevante Anwendungskonzepte abzuleiten. Der Fo-
kus liegt in der Entwicklung eines skalierbaren Konservie-
rungsverfahrens zur Generierung lagerfahiger und biologisch
aktivierbarer Bakterienpraparationen.

Die BSH bringt Kompetenzen in der Anzucht und Kultivierung
prokaryotischer Organismen ein, um Parameter zur Gewahr-
leistung effizienter Wachstums-/Olabbauraten von hcB zu er-
arbeiten. Zudem besteht ein relevantes Aufgabenpaket darin,
Methoden zu entwickeln, um die Kultivierung auf festen Ober-
flachen zu realisieren und effiziente Olabbauraten zu gewéhr-
Beitrag des Teilprojekts B leisten. Als potentieller Verwerter verfolgt die BSH das Ziel,
die biologische Unbedenklichkeit des Verfahrens sicherzustel-
len,um eine breitenwirksame Anwendung realisieren zu kon-
nen. Mit dem Erfolg des Projektes sollen sowohl technische
als auch soziale Errungenschaften resultieren, welche zur ge-
meinschaftlichen Losung globaler Probleme beitragen.
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1.1.2. Urspriingliche wissenschaftliche und/oder technische Arbeitsziele

Geplante konkrete Arbeitsziele: Gesamtprojekt

- Optimierung der Bakterienkultivierung im Labormal3stab

- Bewertung und Quantifizierung der Olabbauleistung durch chromatographische Methoden

- Bakterienkultivierung in Flussigkeit (Szenario Wasser) und festen Oberflachen (Szenario Strafe)
- Etablierung geeigneter Konservierungsmethoden zur Stabilisierung und besseren Handhabung
Geplante konkrete Arbeitsziele: Teilprojekt A

- stabile Kultivierung im Chemostatbetrieb Giber einen Zeitraum von > 2 Wochen

- biologische Aktivitat nach Konservierung >60 % (vgl. vor der Konservierung)

- Lagerungsstabilitat bei 4 °C weist max. Aktivitatsverlust von 20 %/Monat auf

- Lagerungsstabilitat bei -20 °C weist max. Aktivitatsverlust von 25 %/Jahr auf

Geplante konkrete Arbeitsziele: Teilprojekt B

- Olabbaurate in Wasser von 70 % im Zeitraum von max. 14 Tagen

- Kultivierungsoptimum bei Olgehalt von > 5 g/L

- Wachstumseffizienz auf porosen Feststoffen mind. 70 % (vgl. Kultivierung in Flussigkeit)

1.1.3. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Der Einsatz von hcB als biologische Alternative zu konventionellen Olbeseitigungsverfahren stellt einen
aktuellen Forschungsansatz dar. Bisherige Projekte haben sich auf das marine Okosystem und auf die
Immobilisierung von dlabbauenden Bakterien auf biogenen Olbindern beschrénkt. BactOilEx beschaftigte
sich zusatzlich mit der Kultivierung von Bakterien auf Feststoffen. Ferner sollte die diverse Zusammenset-
zung von Olen beriicksichtigt werden, um die Anwendung in vielfaltigen Umgebungen zu gewéhrleisten.
Ziel des Projekts in die Konzeption eines lagerfahigen und anwenderfreundlichen Produkts.

Das marine Kohlenwasserstoff-abbauende Bakterium A. borkumensis steht zunehmend im Fokus der
Forschung. Es baut vor allem lineare und verzweigte Alkane ab, wahrend in Kombination mit anderen
Bakterien auch aromatische und zyklische Kohlenwasserstoffe effizient verstoffwechselt werden kénnen.
Kultivierungsbedingungen wie Medium, Licht und Temperatur werden gezielt optimiert, um ein effizientes
Wachstum zu erméglichen. Aktuelle Patente befassen sich mit Olbindung, Olabbau und Bioremediation.
Weitere Ansétze untersuchen das Wachstum von hcB auf StraRen-&hnlichen Oberflachen (Gesteine oder
porose Materialien) sowie lagerstabile Nahrstoffkonzentrate auf Glycerinbasis, die das Wachstum von
hcB fordern. Im Projekt BactOilex sollte ein Nahrmedium entwickelt werden, das den effektiven Olabbau
durch hcB und die gemeinsame Kultivierung verschiedener Stamme ermdglicht. Die Projektpartner haben
in den vergangen Jahren in Form von FuE-Arbeiten sowie weiteren Dienstleistungen Know-How und
Kompetenzen im Bereich der Bakterienkultivierung, dem Scale-Up von Kultivierungsverfahren und der
chemischen Analytik in Umweltproben aufgebaut. Als mikrobiologischer Dienstleister verfiugt die BSH
Uber den Zugang zu einem weiten Spektrum mikrobiologischer Kulturen und ist befugt mit Organismen
bis zur Schutzstufe L3** zu arbeiten (Bakterien, Pilze, Hefen). Die GMBU konnte als Forschungseinrich-
tung viele Kompetenzen im Bereich des Up- und Downstream mikrobiologischer Kultivierungsprozesse
einbringen, welche im Rahmen des Projektes fiir das Scale-Up der Bakterienkulturen angewendet wurde.

1.2 Ablauf des Vorhabens

Die erste Aufgabe des Innovationssprints war die Etablierung der Stammhaltung und Kultivierung von
hcB im Labormaf3stab. Hierfir wurden A.borkumensis, Rhodococcus ruber und Bacillus subtilis ausge-
wahlt und deren Kultivierung im geeigneten Nahrmedium (ONR7a) optimiert (BSH). Zu Beginn wurden
nach der Gewahrleistung einer stabilen Kulturfiilhrung mit A. borkumensis erste Konservierungsversuche
mittels Lyophilisation durchgefiihrt (GMBU). Ab Oktober 2024 wurden die Kultivierungsanforderungen der
hcB im Labormafstab optimiert sowie FTIR- und GC-Messungen zur Quantifizierung der Olabbaurate
durchgefuhrt (BSH, GMBU). Zeitgleich wurde die hcB-Kultivierung auf pordsen Oberflachen etabliert
(GMBU). Ab Q4 2024 wurden erneut konservierte Versuchschargen mittels Lyophilisation hergestellt und
diese eingehend hinsichtlich Zellvitalitdt nach kurz- und langfristiger Lagerung untersucht (GMBU, BSH).

GMBU e. V./BSH GmbH Seite 3



Offentlicher Sachbericht Innovationssprint BactOilEx

Die Ergebnisse der Versuche und auch neuartige Erkenntnisse aus begleitenden Analysemal3nahmen
wurden im Rahmen eines Anwenderworkshops in Q3 2025 vorgestellt und prasentiert. Ferner erfolgte die
Veroffentlichung von Zwischenergebnissen im Rahmen einer offentlichen Posterprasentation. Im AP 4
wurde die bereits im Labormaf3stab etablierte Verfahrensfiihrung auf eine nicht-sterile und damit realitats-
nahe Anwendungsumgebung Ubertragen (BSH). Versuchsbegleitend erfolgte die Quantifizierung der
Olabbauleistung mittels Chromatographie (GMBU). Zum Ende des Innovationssprints wurde eine praxis-
taugliche Anwendungsvorschrift zur Sanierung kontaminierter Oberflachen konzipiert (GMBU) und die
wichtigsten Projektergebnisse im offentlichen Kontext kommuniziert (BSH).

1.3 Ergebnisse des Vorhabens

1.3.1. Wesentliche Ergebnisse

Im Verlauf des Projekts konnten zahlreiche Erkenntnisse in Bezug auf mikrobiologische, analytische aber
auch praparative Arbeiten gesammelt werden. Der direkte und interdisziplinare Austausch der Partner
kann dabei als wesentlicher Erfolgsfaktor herausgestellt werden. Initial wurden Kultivierungsbedingungen
fur A. borkumensis gegenuber den Angaben der Literatur optimiert, wobei max. Wachstumsraten unter
Anwendung von modifiziertem ONR7a-Medium (zusatzlich HEPES, héhere Konzentration an Phosphat-
und Ammoniumionen) bei pH 7,6 und 30 °C erzielt wurden. Die Kultivierung auf pordsen Oberflachen
zeigte ein differenziertes Bild. Wahrend bei Zugabe von n-Hexadecan als priméare Kohlenstoffquelle im
Medium geringere Wachstumsraten erzielt wurden (nur 57 % der Wachstumsrate), fiihrte die Kultivierung
auf pordsen Oberflachen unter Nutzung von Kohlenwasserstoffgemischen, Paraffin und auch Rohdl zu ei-
nem deutlich gesteigerten Wachstum (2- bis 4-fach).

Ein weiterer wichtiger Meilenstein war die Konservierung der Bakterien in Form eines handhabbaren und
damit pulverférmigen Produkts mit einer hohen Restvitalitdt und einem max. Revitalisierungspotential. In
den Versuchen wurden diverse Substanzgemische als Kryoprotektantien getestet. Abschlie3end wurde in
mehrfachen unabhangigen Chargen bestatigt, dass die Lyophilisation unter Nutzung eines Gemisches
aus Saccharose : Magermilch (15 % : 5 %) ideal zur Konservierung von A. Borkumensis geeignet war.
Diese Konservierungsform zeigte eine deutlich bessere Rehydrierbarkeit und nach 10 Tagen Lagerung
bei —20 °C bzw. 4 °C eine bakterielle Restvitalitat von rund 60 %. Die Olabbauraten waren verglichen zu
den dbrigen Anséatzen sehr hoch, sodass innerhalb von 24 h eine Reduktion des Anteils linearer n-Alkane
um 97 % bei Kultivierung von A. borkumensis in modifiziertem ONR7a-Medium mit 1 % Roh6l beobachtet
wurde. Bei der Kultivierung von A. borkumensis mit 1% Hexadecan konnte der Gesamtgehalt an linearen
n-Alkanen um 67 % gesenkt werden. Zusatzlich wurden molekularbiologische Analysen durchgefihrt. Im
Rahmen einer Genexpressionsanalyse sollte untersucht werden, inwiefern sich die Expression von am
Olabbau beteiligten Genen in lyophilisierten und nicht-lyophilisierten Proben im Verlauf der Kultivierung
andert. Hierbei wurden beobachtet, dass an Tag 1 eine deutlich héhere Expression des Transkripts von
alkk in der lyophilisierten Bakterienprobe als in der Frischkultur nachzuweisen war. An Tag 6 nahm die
Genexpressionsrate in den lyophilisierten und nicht-lyophilisierten Proben deutlich ab, was im direkten
Zusammenhang mit der limitierten Substratverfigbarkeit begriindet werden konnte.

1.3.2. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Fur die breitenwirksame Kommunikation und Prasentation der Projektergebnisse wurde mit dem kommu-
nalen Verband Weinberg Campus e. V. zusammengearbeitet, um die Projektergebnisse sowie den
Grundgedanken des Vorhabens zu verbreiten. Im Rahmen der PHARMATEC 2025 ergab sich fir die
BSH die Mdglichkeit, die bis dahin gewonnen Erkenntnisse fur Fachpublikum und interessierte Teilneh-
mer im Rahmen eines praktischen Anwenderworkshops mit Livedemonstration vorzustellen. Seitens der
GMBU wurde im Rahmen der AP 1.3 und 2.5 ein Unterauftrag fur die Durchfiihrung von Referenzanaly-
sen mittels GC sowie zur praparativen Aufbereitung von Produktfraktionen vergeben.

Die BSH hat im Rahmen des AP 4.1 einen anteiligen Unterauftrag fir molekularbiologische Analysen zur
Bewertung der mikrobiologischen Aktivitat vergeben, welche als Referenzmethode zu jenen im Projekt
durchgefuihrten mikro- und molekularbiologischen Charakterisierungen diente. Die Analyse potentieller
Sekundarpopulationen, welche im Zuge der nicht-sterilen Kulturfihrung auftreten und gegebenenfalls
Einfluss auch die Olabbauraten verursachen kénnten, erfolgte nach Etablierung der hierfir erforderlichen
Kompetenz durch den Antragssteller.
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2 Eingehende Darstellung
2.1 Durchgefiihrter Arbeitsplan

abgeschlossen

nicht abgeschlossen
nicht durchgefuhrt
Arbeitspaket Partner
1.1. Inkulturnahme und Archivierung von hcB BSH O |a
1.2. Recherche_ z_u relevanten 9IWpen SOV\(.Ie Erarbeitung von Me- BSH ol o
thoden zur Kultivierung auf porésen Oberflachen
1.3 Erarbeitung Methoden zur Definition der Ol-Komposition mit- GMBU e.V. olo
tels HPLC-RI
14. Erprobyng geeigneter Konservierungsmethoden fur bakteriel- GMBU e.V. ol g
le Suspensionskulturen
2.1..Systemat|sche Analyse. idealer Kultivierungsbedingungen im BSH ol g
sterilen LabormaRstab (Medium, Temperatur, pH-Wert)
_2.2. l.thersuchur)g_en der Olapbaurate Qer E.;.akt.erlenstamme unter BSH ol o
idealisierten Kultivierungsbedingungen in Fliussigkultur
2.3. Vorbereitung poroser. Materialien zu.r Untersuchung der BSH ol o
Wachstumsraten unter praxisrelevanten Bedingungen
2.4. Quantifizierung der stammspezifischen Ol-Abbaueffizienz GMBU e.V. O |a
2.5. Erz.a.rbeltung el.r_1er Methode zur. Quantifizierung des. Olabbau GMBU e.V. ol o
auf pordsen Oberflachen und analytische Versuchsbegleitung
3.1 Untgrsuchung von Konservierungsmethoden fiir Bakterien- GMBU e.V. ol o
suspensionen und Herstellung von Versuchschargen
32 Charakterisierung der biologischen Vltalltat.konsewlerter Bak- BSH ol o
terienkulturen (Versuchschargen) nach Renaturierung
3.3. Analyse der Skalierbarkeit von Konservierungsprotokollen
V.
und Herstellung von Testchargen im kleintechnischen Maf3stab GMBU e.v [MHH
3.4. I.'-.’aram.etererprobung zur Renaturierung konservierter Bakteri- BSH olo
enpraparationen aus Testchargen (AP 3.3)
4:1. Durf:hfuhrung ml!(l’ObIO|OgISCh€I’ PI-Abbauversuche unter BSH ol o
nicht-sterilen Praxisbedingungen auf porésen Feststoffen
4.2. Herstelll_J.ng konsgrwertgr Pilotchargen und analytische Be- GMBU e.V. ol o
wertung der Olabbauleistung in relevanter Umgebung
5.1. Erarbeitung einer Anwendungsvorschrift zur Sanierung konta-
minierter Oberflachen unter Nutzung konservierter Bakterienpra- | GMBU e.V. OO
parationen
5.2. Kommunikation Projektergebnisse/Verfahrensdemonstration BSH OO
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AP 1.1: Inkulturnahme und Archivierung hcB

Zu Beginn des Projektes wurde als Referenzorganismus zur Etablierung grundlegender mikrobiologischer
Arbeiten mit hcB das Bakterium A. borkumensis ausgewahlt und fur diverse Kultivierungsversuche ver-
wendet. Der Mikroorganismus zahlt mit seiner Fahigkeit, ein breites Spektrum an Kohlenwasserstoffen
verwerten zu kdnnen, zu den wichtigsten erdélabbauenden Bakterien. Besonders gut verwertet werden
unverzweigte n-Alkane sowie einzelne Bestandteile heterogener Gemische wie Rohdle. A. borkumensis
weist die biologische Sicherheitsstufe L1 auf. Als weitere kohlenwasserstoffabbauende Bakterien wurden
R. ruber und B. subtilis ausgewahlt. Der Stamm R. ruber DSM 7512 kann ebenso effizient aliphatische
Kohlenwasserstoffe (z.B. n-Alkane) im Bereich C10 bis C17 verwerten. Auch B. subtilis verfugt Gber die
Fahigkeit, aliphatische Kohlenwasserstoffe im Bereich C8 bis C20 abzubauen. Hierbei bildet es sog.
Biosurfactants, um hydrophobe Substanzen besser zuganglich zu machen. Zeitgleich zu AP 1.1 wurde
das AP 2.1 bearbeitet. Letzteres beschaftigte sich mit der Analyse idealer Kultivierungsbedingungen im
sterilen Labormalstab (Medium, Temperatur, pH-Wert), dessen Ergebnisse fur die Inkulturnahme der
drei Bakterienstamme relevant sind. Die Ergebnisse der Versuche und die abgeleiteten Erkenntnisse zu
idealen Kultivierungsbedingungen sind im Abschnitt ,Arbeitspaket 2.1.“ erlautert. In Hinblick auf die Co-
Kultivierung sollten alle drei Bakterienstamme in gleichem Nahrmedium kultiviert werden. Da es sich bei
A. borkumensis um ein halophiles Bakterium handelt, sollte ein salzhaltiges Kulturmedium ausgewahlt
und die Kompatibilitdt mit R. ruber und B. subtilis getestet werden. Alle Bakterien wurden im optimalen
Kulturmedium ONR7a aufgenommen und bei 30°C sowie einem pH-Wert von 7,6 kultiviert. Fir die Archi-
vierung der Kulturen wurden fliissige Ubernachtkulturen in Glycerol aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert.

AP 1.2: Recherche zu relevanten Oltypen sowie Erarbeitung von Methoden zur Kultivierung auf
porésen Oberflachen

Im Rahmen der Literaturrecherche wurden physikalischen und chemischen Eigenschaften verschiedener
Kohlenwasserstoffe analysiert, die exemplarisch fir typische Kontaminationen mariner und terrestrischer
Okosysteme beschrieben werden. Dabei lag der Fokus auf folgenden Substanzen:

* n-Hexadecan (CisHss), ein gesattigter, linearkettiger Kohlenwasserstoff (n-Alkan), der haufig in
Diesel und Schwerél vorkommt. Der Kohlenwasserstoff gilt als gut abbaubar durch marine hcB.

* Rohdl, ein natirlich vorkommendes, hochkomplexes Gemisch aus geséttigten, aromatischen und
zyklischen Kohlenwasserstoffen unterschiedlicher Kettenl&ngen

e Cyclohexan (Ce¢Hi.), ein flichtiger und zyklischer Kohlenwasserstoff mit geringerer Viskositat,
haufig Bestandteil von Benzin

* Pristan (CisHao), €in verzweigter Isoprenoid-Kohlenwasserstoff, typisch fir biologisch abgeleitete
Fraktionen im Erddl

Auf Basis der Recherchen wurden die genannten Kohlenwasserstoffe beschafft und fur orientierende
Versuche zur Bewertung des Abbaus jener verwendet. Ferner wurden analytische Methoden fir den
Nachweis der Reinsubstanzen evaluiert. Ein Ziel des Projektes war zudem die Kultivierung von hcB auf
porésen Oberflachen. Dies hat im Gegensatz zur herkémmlichen Kultivierung in Nahrmedium den Vorteil,
dass eine hdhere Oberflache pro Volumen erzielt werden kann. Dadurch bleiben die Feuchtigkeit oder
auch Substrate langer erhalten, wodurch Mikroorganismen leichter Biofilme bilden. Exemplarisch wurden
als porése Materialien Schwamme, Kunststoffe, Aktivkohle, Bimsstein oder auch Holzspéne betrachtet.
Allerdings muss bei der Auswahl der porésen Oberflache darauf geachtet werden, dass diese keinerlei
negativen Einfluss auf chemische Rahmenbedingungen des Nahrmediums ausiiben. Eine Ubersicht tiber
verschiedene pordse Oberflachen sowie deren Vor- und Nachteile fir die geplante Kultivierung von hcB
im Zweiphasensystem ist in Tabelle 1 zusammengefasst. Jede porése Oberflache bringt spezifische Vor-
und Nachteile mit sich, weshalb bei der Auswahl stets die individuellen Rahmenbedingungen beachtet
werden mussten. Im Projektfokus standen insb. die Kriterien Nachhaltigkeit, kostenglinstige Materialien,
gute Verfligbarkeit und ein geringer Einfluss auf die chemischen Grundbedingungen des Kulturmediums.
Aus Basis der Recherchen wurden Holzspéane als geeignete pordse Oberflaiche ausgewahlt.
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Tabelle 1: Ubersicht relevanter poréser Oberflichen sowie deren Vor- und Nachteile im Zuge der
Kultivierung von Mikroorganismen im Zweiphasensystem

Material Vorteile Nachteile
. sehr porés mit hoher innerer Oberflache, mechanisch instabil und leicht zersetzbar,
Schwamme . N . I .
gutes Wasserspeichervermogen, flexibel schnelle Kontamination mdglich
porose definierte Porengrof3e, geringes Gewicht | Umweltbelastung durch Kunststoffe, hydro-
Kunststoffe formbar & kostengunstig phobe Eigenschaften moglich
Bimsstein nattrlich vorkommend, hoher Porenanteil, Mineralien freisetzbar - pH-Einfluss,
Mikrorauigkeit fordert Haftung von Partikeln mechanisch weniger stabil
. hohe spezifische Oberflache, sehr hohe |mdgliche pH-Modifikation, bricht leicht in feine
Aktivkohle . o . . " X
Adsorptionskapazitat, chemisch vielseitig Partikel
. naturlich & nachwachsend, gute Wasser- leicht zersetzbar, beeinflusst ggf. den pH-
Holzspéane . . L . .
aufnahme, mikrobielle Haftung begtinstigt Wert (bei Nadeln / harzigen Holzarten)

AP 1.3: Erarbeitung Methoden zur Definition der Ol-Komposition mittels HPLC-RI

Die HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) ist eine analytische Methode, die Komponenten
eines komplexen Gemischs aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften trennt und zur Quantifizierung von
Reinsubstanzen bzw. spez. Analyten genutzt werden kann. Bei Rohdlen, welche diverse Kohlenwasser-
stoffe oder Lipide beinhalten, kann mit Hilfe der HPLC die Zusammensetzung charakterisiert werden. Die
HPLC-RI beinhaltet zusatzlich einen Refraktometer-Detektor, um den Brechungsindex (RI) in der mobilen
Phase zu erfassen. Durch die Signalanderung kann ein Chromatogramm aufgezeichnet werden. Fir die
Bestimmung der Zusammensetzung von Rohdlen ist dies von Vorteil, da auch komplexe Olgemische aus
linearen, verzweigten oder zyklischen Alkanen, quantitativ analysiert werden kdnnen. Im Rahmen des
Projektes wurde die Methode fir Reinsubstanzen getestet, wobei sich herausstellte, dass die Analyten
aufgrund der Polaritat und Volatilitat mitunter schwer unter Verwendung ahnlicher Lésemittel zu trennen
waren. Die Analyse der Substanzen nach der Trennung sollte grundlegend auf Basis der chemischen Ei-
genschaften erfolgen, sodass eine Detektion via Refraktometer erforderlich war. Die zur Kultivierung aus-
gewahlten Kohlenwasserstoffe konnen in der HPLC nur unter Nutzung von apolaren Lésemitteln getrennt
werden, welche im Zuge der Detektion ebenfalls gemessen wurden. Die dhnliche Retention fiihrte dazu,
dass keine eindeutige Diskriminierung der Analyten- und Lésemittelpeaks erfolgen konnte, sodass die
Quantifikation der Reinsubstanzen auf Basis gaschromatographischer Methoden erfolgte. Die Versuche
zur Analyse der chemischen Komposition von Rohdlen setzte eine intensive Probenvorbereitung voraus,
um insb. teerartige Substanzklassen im Vorfeld der Analysen zu fallen, da diese die Methode aber auch
die Integritat der Messgerate und Saulen gefahrden. Im Zuge mehrfacher Anséatze zur Fallungen konnte
keine hinreichende Abtrennung sichergestellt werden, sodass die eineindeutige Charakterisierung spez.
Substanzklassen in Rohélen nicht mittels HPLC erfolgen konnte. Vor dem Hintergrund wurden ebenfalls
gaschromatographische Methoden in Zusammenarbeit mit dem Unterauftragnehmer etabliert. Diese
konnten im Laufe des Projektes standardisiert werden und dienten fortan als Quantifikationsmethode im
Bei der Gaschromatographie wird die Probe verdampft und in eine Trennsaule injiziert. Mit Hilfe eines
Tragergases wird die Probe transportiert und, aufgrund von Wechselwirkungen mit einzelnen Komponen-
ten der stationaren Phase, in die einzelnen Bestandteile zerlegt. Die Retentionszeit (Zeitspanne von In-
jektion bis zur Detektion) unterscheidet sich dann je nach zerlegter Komponente. Bei der GC-MS kom-
men die aufgetrennten Komponenten nacheinander in ein Massenspektometer und werden dort in lonen
zerlegt, welche dann nach ihrer Massen-Ladungsverhaltnis sortiert werden. Im Zuge der Fragmentierung
entstehen spez. Muster, welche mit Datenbanken abgeglichen werden kdnnen, um die Substanzen zu
identifizieren. Fir die Analyse komplexer Gemische wie Rohdél ist die GC-MS somit besonders geeignet.
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AP 1.4: Erprobung geeigneter Konservierungsmethoden fiir bakterielle Suspensionskulturen

Im AP wurden zunachst unterschiedliche Konservierungsmethoden flir bakterielle Suspensionskulturen
eruiert und mit den angestrebten technologischen Funktionalitdten abgeglichen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 ersichtlich.

Tabelle 2: Zusammenfassung méglicher Konservierungsmethoden

Methode Dauer Schutzmittel Anmerkung
—20°C Tiefktihlung | Wochen bis Monate Glycerin, DMSO Fur viele i;aer:;ne ausrer-
—80 °C Tiefkiihlung | Monate bis Jahre Glycerin, DMSO Standard in Laboren

Zucker, Proteine (Milchpulver),
Glycerin, Glutamat

Flissigstickstoff Jahrzehnte Glycerin, DMSO Sehr stabil, teuer

Lyophilisierung Jahre Raumtemperatur méglich

Ziel des Projekts war die Entwicklung einer stabilen und einfach handhabbaren Methode zur Verwendung
von heB zur Olbeseitigung. Die dafiir zu etablierende Konservierungsmethode sollte daher nachhaltig und
unabhangig von aufReren Einflissen sein sowie ein leichtes Handling fir den Gebrauch durch fachlich
nicht ausgebildetes Personal garantieren. Die Lyophilisation ist ein Verfahren, bei dem Bakterien zuerst
eingefroren und dann unter Vakuum getrocknet werden, sodass das Wasser direkt sublimiert. Dadurch
kénnen die Zellen lange gelagert werden, oft sogar bei Raumtemperatur, ohne ihre Struktur oder Aktivitat
zu verlieren. Lyo- bzw. Kryoprotektoren wie Zucker oder Milchpulver schiitzen die Zellen zusétzlich und
machen die Kulturen transportierbar und stabil. Die Zugabe entsprechender Komponenten ist essentiell,
um die Integritat der Organismen im Zuge der Einfrier- und Auftauprozesse im hohen Mal3e zu sichern.
Im Projekt wurden Kombinationen an Lyoprotektantien in diversen Konzentrationen getestet und deren
Protektionseffizienz im Zuge Lyophilisation von hcB getestet. Eine Zusammenstellung der getesteten
Substanzkombinationen ist der folgenden Tabelle zu enthehmen.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Zusammensetzung der getesteten Lyoprotektantien

Abkiirzung Zusammensetzung des Lyoprotektant
L1 Glycerin : Saccharose : Magermilchpulver (10% : 10% : 5%)
L2 Glycerin : Saccharose (20% : 10%)
L3 Saccharose (10%)
L4 Glycerin : Saccharose : Magermilchpulver (20% : 10% : 5%)
L5 Saccharose : Magermilch (15% : 5%)
L6 Saccharose : Magermilch (10% : 5%)
L7 ohne

Pro Lyophilisat wurden 45 mL einer A. borkumensis-Bakteriensuspension (OD600: 0,8) pelletiert und im
jeweiligen Schutzmittel suspendiert. Nach der Lyophilisation wurden die Vials dunkel bei 4°C gelagert und
nach 20 Tagen die Zellvitalitat Uberpruft. Hierfur wurden die Lyophilisate im modifizierten ONR7a-Medium
rehydriert und die Zellaktivitat mit Hilfe eines Resazurin-Plattenassays bestimmt. Die Fluoreszenzwerte
der Assays wurden nach Blankkorrektur im Verhdltnis zur Positivkontrolle relativiert und in Abbildung 1
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die Zusammensetzungen der getesteten Lyoprotektoren essentiell
fur die bakterielle Aktivitat nach Resuspendierung war. Der beste Schutz wurde unter Verwendung von
L5, gefolgt von L4 und L6 ermittelt und flihrte zu einer Restaktivitat von 75 - 80 % verglichen zu der nicht
lyophilisierten Positivkontrolle. Eine geringe protektive Wirkung wurden dagegen in L1 beobachtet. Die
Zellen wiesen lediglich eine Restaktivitéat von 25 % auf. In diesem ersten Experiment wurde ersichtlich,
dass die Kombination aus Saccharose und Magermilch eine positive Schutzwirkung beim Lyophilisieren
hervorrufen konnte. Die Testung verschiedener Schutzmittelkompositionen wurde im AP 3.1 wiederholt
und optimiert. Dartiber hinaus sollte Gberprift werden, inwiefern sich verschiedene Lagertemperaturen
sowie eine kurz-(bis 10 Tage) oder langfristige (>50 Tage) Lagerung der Lyophilisate auf die Zellvitalitat
auswirkt.
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Abbildung 1: Testung der Schutzwirkung von Lyoprotektantien im Zuge der Lyophilisation von hcB. Die Lyophilisate (L1 - L7) wur-
den fir 20 Tage bei 4°C gelagert und die Restzellvitalitit Uber ein Resazurin-Plattenassay Uberprift.
Legende: L1: Glycerin : Saccharose : Magermilchpulver (10% : 10% : 5%); L2: Glycerin : Saccharose (20% : 10%); L3: Saccharo-
se (10%); L4: Glycerin : Saccharose : Magermilchpulver (20% : 10% : 5%); L5: Saccharose : Magermilch (15% : 5%); L6: Saccha-
rose : Magermilch (15% : 5%), L7: ohne Kryopotektant

AP 2.1: Systematische Analyse idealer Kultivierungsbedingungen im sterilen Labormaf3stab (pH-
Wert, Medium, Temperatur)

Im AP sollten optimale Wachstumsbedingungen in Bezug auf die Mediumzusammensetzung, Kohlen-
stoffquelle, Temperatur und pH-Wert zur Maximierung der Wachstumsraten von A. borkumensis eruiert
werden. Hierfir wurden zunéchst nach Literaturrecherche drei verschiedene Kulturmedien ausgewahilt:

* ONR7a-Medium
* AB (A. borkumensis-Medium)
* BMB (Bacto Marine Broth)

Die Basis aller Kulturmedien bildeten verschiedene Salze wie Natrium-, Magnesium- und Kalziumchlorid.
Als Kohlenstoffquelle dient Pyruvat. Wahrend das AB-Medium wenige Komponenten enthalt, weisen die
beiden anderen Medien mehr Spurenelemente auf wie bspw. Strontiumchlorid oder Silikatverbindungen.
Drei verschiedene Kulturmedien ONR7a, AB-Medium und BMB sowie eine Kontrolllésung mit Wasser
wurden mit A. borkumensis beimpft und fir 4 Tage inkubiert. Nach 4 Tagen wurde die optische Dichte
photometrisch bei 600 nm bestimmt (Abbildung 2). Die Ergebnisse verdeutlichten, dass A. borkumensis
im ONR7a-Medium die beste Wachstumsrate zeigte. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde
deshalb mit diesem Medium gearbeitet.

Vergleich BMB, AB & ORN7a Medium [+1% Puruvat]

0,8
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o OMR7a
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Abbildung 2: Wachstumsraten von A. borkumensis in Kulturmedien ONR7a, AB und BMB. Als KohIenstoﬁdueIIe diente in allen
drei Medien 1 % Pyruvat. Als Kontrollldsung wurde Wasser mit 1 %-igen Pyruvatzusatz verwendet.
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Im nachsten Schritt sollte das bakterielle Wachstum mit Ol und Pyruvat eruiert werden. Darliber hinaus
wurde ein modifiziertes ONR7a-Medium verwendet, welches im Vergleich zur Originalrezeptur mehr
Phosphat und Ammonium enthielt. Durch den Zusatz vom Pufferstoff HEPES kann eine bessere Stabilitéat
des pH-Wertes erreicht werden (Zusammensetzung siehe Anhang). Die Ergebnisse in Abbildung 3 ver-
deutlichten, dass die Kulturen im modifizierten ONR7a-Medium eine hdohere Wachstumsrate aufwiesen.
Wahrend Bakterien im Originalmedium eine max. OD von 2 erreichten, wurden unter Nutzung des mod.
Mediums eine OD von 3 bzw. 7 ermittelt. Ferner zeigten die Kulturen im mod. ONR7a-Medium + 0,1 %
Pyruvat + 2 % Ol mit einer OD von 7 die hichste finale Zelldichte, sodass fiir weitere Versuche das mod.
ONR7a-Medium verwendet werden sollte.

Vergleich ONR7a und Mod-ONR7a
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6.00 Bakterien)
Konftrolle (ONR7a ohne Bak-
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= Mod-ONRT7a [0.05% Pyruvat +
8 4,00 0.5% OI]
o 300 == Mod-ONR7a [0,1% Pyruvat +
o 204 O]
2,00 —b— ONR7a [0.05% Pyruvat + 0.5%
1.00 o 3
ONRTa[0,1% Pyruvat + 2% OI]
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Tage nach Beimpfen (d)

Abbildung 3: Vergleichende Kultivierung von A. borkumensis in Mod-ONR7a sowie originalen ONR7a-Medium mit Zusatz an Pyru-
vat und Ol.

Zur weiteren Optimierung wurde die hdchste Zelldichte bei unterschiedlicher Temperatur und pH-Werten
bei Kultivierung im Mod-ONR7a ermittelt. In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben zum optimalen
pH-Wert einer A. borkumensis-Kultur. Fir den verwendete Bakterienstamm hat sich herausgestellt, dass
die besten Wachstumsbedingungen bei einem pH-Wert von 7,6 und einer Temperatur von 30°C lagen.
Nach 3 Tagen konnte eine max. ODgoo VOn ~4 erzielt werden. Bei geringerer Kultivierungstemperatur
konnte diese Zelldichte erst an Tag 4 erreicht werden (siehe Abbildung 4).

Zelldichte bei unterschiedlicher Temperatur und pH-Werten

Alcanivorax borkumensis

== 20°C —pH 7,6
20°C —pH 8,0
20°C—pH 8,5
°C—-pHT.6

== 30°C — pH 8,0
30°C—-pH 8,5

0D 600 nm

Tage [d]

Abbildung 4: Optimierung der Temperaturen und pH-Werte im Zuge der Kultivierung von A. borkumensis. Es fand eine Kultivie-
rung bei 20°C bzw. 30°C sowie pH-Werten von jeweils 7,6, 8,0 und 8,5 statt.
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AP 2.2: Untersuchungen der Olabbaurate der Bakterienstimme unter idealisierten Kultivierungs-
bedingungen in Fliissigkultur

Ein weiterer wesentliche Bestandteil des Projekts war die Quantifizierung der Olabbaurate durch hcB. Zur
Bewertung des relativen Olabbaus in Abhangigkeit der Zeit wurde A. borkumensis in Nahrmedium mit
1 % Rohol bzw. 1 % n-Hexadecan kultiviert. Nach definierten Zeitpunkten wurde die Gasphase Uber die
FTIR-Spektroskopie analysiert. Mit Hilfe der etablierten FTIR-Messung kann das Absorptionsspektrum
der Proben in einem Wellenzahlbereich von ungefahr 650 - 4000 cm™ aufgezeichnet werden. Fir diesen
Versuch sind die Signale im Bereich 2400 cm™ (CO;) sowie 2800 - 3000 cm™ (Alkane) relevant.

In Abbildung 5 sind die FTIR-Absorptionsspektren im Zuge derer Kultivierung von A. borkumensis mit 1 %
Rohol (A) bzw. 1 % n-Hexadecan (B) dargestellt. Die Ergebnisse in Abbildung 5A zeigten, dass nach 24 h
eine geringe Alkan-Absorptionsbande im Bereich 2800 - 3000 cm™ zu erkennen war. Von den initialen
100 % der Alkanfraktion sind nach 24 h lediglich 3 % verblieben. Gleichzeitig zeigte sich bei 2400 cm™
der fur CO. charakteristische Peak und wies eine 4,45-fach héhere Absorption im Vergleich zum Beginn
der Kultivierung auf. Das Spektrum in Abbildung 5B zeigte, dass zu Beginn (0 h) eine hohe Absorption
der Alkane im Bereich 2800 - 3000 cm™ zu verzeichnen war. In Bezug auf die absolute Intensitéat wies der
Peak eine ca. 10-fach hohere Absorption im Vergleich zur Kultivierung mit Rohdl als Kohlenstoffquelle
auf. Die Absorptionsbande bei 2400 cm™ fur CO: ist hach 24 h ca. 1,4-fach hdher als zu Beginn, wéhrend
die Alkan-Absorption um ca. 70 % reduziert wurde.

Die beobachtete geringere Alkan-Absorption im FTIR-Spektrum bei der Kultivierung von A. borkumensis
mit Rohdl im Vergleich zu reinem n-Hexadecan lasst sich durch die komplexe Zusammensetzung des
Rohols erklaren. Rohdl stellt ein heterogenes Gemisch von linearen, verzweigten und zyklischen Alkanen
und aromatischen Kohlenwasserstoffen dar, deren C-H-Schwingungen im mittleren Infrarotmessbereich
unterschiedlich stark ausgepragt sind. Da die FTIR-Absorption priméar auf charakteristischen C-H-Banden
basiert, fuhrte die Variation der Struktur zu einer insgesamt niedrigeren Signalintensitat im Alkanbereich
(2800 - 3000 cm™) als bei n-Hexadecan. Die starkere CO,-Emission nach 24 h bei der Rohélkultivierung
im Vergleich zu n-Hexadecan kann auf den zeitgleichen Abbau verschiedener Kohlenwasserstoffe durch
A. borkumensis zurtickgefuihrt werden. Wahrend die Oxidation eines einzelnen, homogenen Alkans wie
n-Hexadecan eine geringe Menge CO; freisetzt, ermdglicht die Bereitstellung komplexer Alkangemische
eine metabolisch flexible Stoffwechselaktivitat und damit die simultane Mineralisierung diverser Kohlen-
wasserstoffe. Dadurch steigt die Gesamt-CO,-Produktion innerhalb des gleichen Zeitraums deutlich an.
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Abbildung 5: FTIR-Absorptionsspektrum der Kultivierung A. Borkumensis. A) + 1 % Rohdl zum Zeitpunkt nach Oh und 24h. B) +
1 % n-Hexadecan zum Zeitpunkten nach Oh und 24h. Bei Vorhandensein von langkettigen Alkanen sind Peaks im Wellenzahlbe -
reich 2800 - 3000 cm™* zu verzeichnen. CO; ist als Peak zwischen 2200 - 2400 cm™ erkennbar.

AP 2.3: Vorbereitung pordser Materialien zur Untersuchung der Wachstumsraten unter praxisrele-
vanten Bedingungen

Zur Vorbereitung des Experiments wurden Holzspane als pordse Oberflache ausgewahlt. A. borkumensis
wurde unter den zuvor festgelegten Standardbedingungen kultiviert. Die Kultivierung erfolgte jeweils mit
und ohne Holzspane. A. borkumensis wurd0.9e mit vier Kohlenwasserstoffen versetzt: Rohél, Paraffindl,
n-Hexadecan und ein Kohlenwasserstoffgemisch bestehend aus Cyclohexan, n-Hexadecan und n-Pris-
tan.
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Als Kontrolle diente das Medium mit Kohlenwasserstoffen und Spénen. Die Ergebnisse Abbildung 6 zu
entnehmen. Mit Ausnahme der Kohlenstoffquelle n-Hexadecan zeigten die Bakterien in Gegenwart der
Holzspane ein besseres Wachstum als ohne Spéane. Unter Zugabe von n-Hexadecan wurde hingegen in
Anwesenheit der Spéane ein vermindertes Wachstum beobachtet. Die max. ODgoo-Werte wurden unter
Nutzung von n-Hexadecan (3,5) beobachtet. Eine Begriindung kénnte darin liegen, dass n-Hexadecan
als langes, unverzweigtes Alkan, bevorzugt von A. borkumensis abgebaut wird. Die Kultur konnte diese
Kohlenwasserstoffe auch ohne feste Tragermaterialien effizient metabolisieren. Holzspane kénnten den
Abbauprozess sogar erschweren. Erddl, Paraffindl und das Kohlenwasserstoffgemisch stellten hingegen
nicht bevorzugte Substanzklassen dar, wobei feste Tragermaterialien den Abbau begtnstigten.

Wachstumsverlauf +/- Spane, mit 1% 3-Kohlenwasserstoff-

Wachstumsverlauf +/- Spane, mit 1% n-Hexadecan
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Abbildung 6: Kultivierung von A. borkumensis mit und ohne Holzspane und unter Zugabe verschiedener Kohlenwasserstoffe im
zeitlichen Verlauf von 4 Tagen. Jeder Kohlenwasserstoff wurde als Kontrolle (ohne Bakterien), mit und sowohl ohne Spéane kulti-
viert.

AP 2.4: Quantifizierung der Ol-Abbaueffizienz, AP 2.5: Methodenerarbeitung zur Quantifizierung
des Olabbau auf porésen Oberflichen und analytische Versuchsbegleitung

Im Zuge der AP 2.4 und 2.5 sollte die Ol-Abbaueffizienz quantifiziert werden. Als Versuchsansatz wurde
vergleichend eine Kultur aus lyophilisierten Bakterien sowie eine Frischkultur angesetzt und je mit 1 %
Pyruvat (Kontrolle), 1 % Hexadecan sowie 1% C-Gemisch (Cyclohexan, n-Hexadecan, n-Pristan). Alle
Ansatze wurden in drei biologischen Replikaten fur insg. 6 Tage kultiviert (Abbildung 7). Es erfolgte eine
tagliche Probenahme zur Bestimmung der Bakteriendichte und Quantifizierung der Olabbauleistung.

Kultur aus Frischkultur
lyophilisierten (Nicht
Bakterien lyophilisiert)

VA AN AN

1% Pyruvat 1% Hexadecan 1% C-Gemisch 1% Pyruvat 1% Hexadecan 1% C-Gemisch

Abbildung 7: Versuchsansatz zur Bestimmung der stammspezifischen Ol-Abbaueffizienz. Es wurde sowohl eine Frischkultur sowie
eine Kultur aus lyophilisierten Bakterien hergestellt und mit 1 % Pyruvat, 1 % n-Hexadecan und 1 % C-Gemisch versetzt (n=3).
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Zur Quantifizierung der Olabbauleistung wurden die Ansétze zunachst mittels HPLC analysiert. Wahrend
der Probenvorbereitung erfolgte eine Fallung in polarem Ldsungsmittel, wodurch ein Teil der stérenden
Bestandteile entfernt werden konnte. Nach der Fallung blieb eine verunreinigte Kohlenwasserstofflésung
zurlick, die sich nicht fir die HPLC-Analyse eignete. Die Lésung bestand Uberwiegend aus geséttigten
Kohlenwasserstoffen. Obwohl diese grundsétzlich iber HPLC analysiert werden kénnen, waren die Rah-
menbedingungen in diesem Fall nicht optimal, weshalb eine alternative Analysemethode genutzt wurde.
Als geeignete Alternative bot sich die Headspace-Gaschromatographie (GC). Bei dieser Methode werden
leicht fliichtige Bestandteile der Probe durch Erwarmen in die Dampfphase Uberfuhrt und dort analysiert.
Ein wesentlicher Vorteil dieser Technik ist, dass stérende Partikel wie Farbstoffe oder thermische Abbau-
produkte in der Losung zurlickbleiben und den Analyseprozess nicht beeintrachtigen. In Abbildung 8 sind
die untersuchten Suspensionen dargestellt, bestehend aus lyophilisierten Bakterien sowie einer Frisch-
kultur, jeweils erganzt mit 1 % Pyruvat. Die Probenahme erfolgte an den Tagen 0, 1, 2, 3 und 4. Es zeigte
sich, dass sowohl im lyophilisierten als auch im frischen Zustand ein Abbau von Pyruvat innerhalb von 24
Stunden nach Ansatz des Experiments erfolgt. In den Proben zum Zeitpunkt O dpi sind deutliche Peaks
bei Retentionszeiten von etwa 300 s sowie circa 400 s zu erkennen. Bereits nach 24 Stunden ist kein klar
identifizierbarer Pyruvat-Peak mehr nachweisbar. Nach zwei Tagen erscheinen die Peaks um eine Re-
tentionszeit von 300 s deutlich abgeflacht beziehungsweise leicht verschoben. Dies deutet darauf hin,
dass zusatzlich weitere Inhaltsstoffe metabolisiert wurden.
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Abbildung 8: Gaschromatografische Analyse der Bakterienanséatze mit 1% Pyruvat, vorbereitet aus lyophilisierten Bakterien sowie
einer Frischkultur. Beprobt wurde an den Tagen 0 dpi (direkt nach Experimentalansatz), sowie 1, 2, 3 und 4 dpi.

In den GC-Analysen der Fermentationsanséatze konnten weder fur n-Hexadecan noch fir die spezifischen
Komponenten des C-Gemischs Peaks detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten die entsprechenden
Stocklésungen (Kontrolle) reproduzierbare Signale, was grundséatzlich die Funktionalitat der analytischen
Methode bestatigt. Das Ausbleiben von detektierbaren Kohlenwasserstoffen in den Kulturproben ist auf
physikalisch-chemische Effekte im Kultursystem zuriickzufiihren. Problematisch waren die hydrophoben
Eigenschaften der eingesetzten Substrate (n-Hexadecan, Pristan). Eine homogene Verteilung im wassri-
gen Medium war durch die starke Phasenbildung erschwert. Es ist anzunehmen, dass die Probenahme
trotz vorheriger Homogenisierung tberwiegend aus der wassrigen Phase erfolgte, wahrend sich die Koh-
lenwasserstoffe in einer separaten Olphase oder an GefaRoberflachen befanden. Dadurch waren die
Substrate in den analysierten Proben nicht enthalten und konnten im GC nicht detektiert werden.
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Abbildung 9: Gaschromatografische Analyse der Bakterienansatze mit 1% Hexadecan (A) und 1% C-Gemisch (B), vorbereitet
aus lyophilisierten Bakterien sowie einer Frischkultur. Beprobt wurde an den Tagen 0 dpi (direkt nach Experimentalansatz), sowie
1, 2, 3 und 4 dpi. Zuséatzlich sind die Verlaufe der Kontrollen (Hexadecan und C-Gemisch ohne Bakterien) aufgezeigt.

Genexpressionsanalyse der Acyl-CoA-Synthetase (alkK) in A. borkumensis

Als zusétzliche Methode zur Validierung der Effizienz des Olabbaus durch A. borkumensis wurde digitale
PCR (dPCR) angwendet. Eine dPCR quantifiziert DNA oder RNA absolut, indem die Probe in Partitionen
aufgeteilt wird, welche unabhangig in der Gesamtheit gemalR des Prinzips einer quantitativen Echtzeit
PCR analysiert werden. Im Zuge der Analyse erfolgt die quantitative Analyse hinsichtlich der spezifischen
Amplifikation des Zielmolekuls, sodass die Molekulzahl bestimmt werden kann. Die Molekilanzahl kann
nachfolgend verwendet werden, um Rickschlisse auf die Expression abzuleiten. Die durchgefiihrten
Analysen der Genexpression relevanter Gene zeigte, welche Stoffwechselwege bei der Verwertung von
Kohlenwasserstoffen in A. borkumensis aktiviert werden. Dies lieferte Einblicke in die Mechanismen des
Kohlenwasserstoffabbaus und die Regulation des bakteriellen Energiestoffwechsels. Fir die Analysen
wurden neben dem Transkript von alkK, welches eine Acyl-CoA-Synthethase und Ligase kodiert, eine
Vielzahl weiterer Transkripte des Olabbaus analysiert (Ubersicht in Abbildung 10).
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Quelle: Schneiker et al. [2006]: Genome sequence of the ubiquitous hydrocarbon-degrading marine bacterium Alcanivorax borkumensis. In: Nature
Biotechnology 24: 997-1004

Abbildung 10: Ubersicht analysierter Transkripte von A. borkumensis mit Bezug zum Abbau von Kohlenwasserstoffen

Zur Genexpressionsanalyse wurde A. borkumensis zunachst im etablierten Nahrmedium mit jeweils 1 %
Pyruvat oder 1 % Alkangemisch (Cyclohexan:n-Hexadecan:Pristan im Verhaltnis 1:1:1) kultiviert und zu
verschiedenen Zeitpunkten beprobt. Fiir die Genexpressionsanalyse wurde eine RNA-Isolation zu den
Zeitpunkten 1 dpi und 6 dpi durchgefihrt. Die isolierte RNA wurde enzymatisch in cDNA transkribiert und
als Template in der dPCR verwendet. Im Zuge der Expressionsanalyse wurden die ermittelten Daten der
am Kohlenstoffabbau beteiligten Gene im Vergleich zu den Refenzgenen Gyrase und einer 16S-rRNA
normiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 11 dargestellt. Es wird deutlich, dass an
Tag 1 eine erhthte Genexpression in der lyophilisierten Probe gegentber den nicht-lyophilisierten Proben
nachgewiesen werden konnte. An Tag 6 war ist leichter Riuckgang der Genexpression zu verzeichnen,
was auf die reduzierte Substratverfigbarkeit zuriickgefihrt werden konnte. Die Ergebnisse bestatigen,
dass alkK als ein Schlusselgen im Olabbau fungiert. Die Ergebnisse der weiteren untersuchten Gene
zeigte, dass ebenfalls Veranderungen gegentber der Kontrolle sowie in Abhangigkeit der Zeitpunkte der
Analyse resultierten. Die héchste Variabilitat wurde jedoch fiir alkkK nachgewiesen.
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Abbildung 11: Expression der Acyl-CoA-Synthetase (alkK) verschiedener Ansatze in A. borkumensis. Als Kontrolle, auf welche die
Genexpressionsdaten normiert wurden, diente NL-C 1 dpi. Legende: L=Lyophilisiert, NL=Nicht lyophilisiert, C=Alkangemisch, P=Py-
ruvat, 1 dpi=1 Tag nach Ansatz, 6 dpi=6 Tage nach Ansatz

Arbeitspaket 3.1- 3.4: Untersuchung von Konservierungsmethoden fiir Bakteriensuspensionen
und Herstellung von Versuchschargen; Charakterisierung der biologischen Vitalitat konservierter
Bakterienkulturen (Versuchschargen) nach Renaturierung; Analyse der Skalierbarkeit von Kon-
servierungsprotokollen und Herstellung von Testchargen im kleintechnischen MaRstab; Parame-
tererprobung zur Renaturierung konservierter Bakterienpraparationen aus Testchargen (AP 3.3)

Aufgrund des inhaltlichen Aufbaus und der Uberschneidungen zwischen den AP 3.1 bis 3.4 werden deren
Ergebnisse gemeinsam beschrieben. In AP 1.4 wurde ein erster Konservierungsversuch durchgefihrt
und fuihrte zur Evaluierung geeigneter Kryoprotektantien. In einem erneuten Experiment sollte nun die
Schutzwirkung verschiedener Lyoprotektoren validiert werden.
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Die herzustellenden Lyophilisate wurden bei drei Temperaturen (-20°C, 4°C, 25°C) gelagert und die Vita-
litat der konservierten Bakterienpraparate nach kurzer- (<10 Tage) und langfristiger (>50 Tage) Lagerung
Uberprift. Nach dem Erreichen einer spez. Zelldichte (ODswo: 0,8) wurde die Vorkultur zentrifugiert und
das Zellpellet in der Lyoprotektorlésung aufgenommen. Folgende Mischungen wurden fiir den erneuten
Versuch ausgewahilt:

L1: Lyoprotektor 1 (Glycerin:Saccharose:Magermilch 10 % : 10 % : 5 %)
L2: Lyoprotektor 2 (Saccharose:Magermilch 15 % : 5 %)
ohne: ohne Lyoprotektor (nur Medium) — Negativkontrolle

Alle in Lyoprotektor aufgenommenen Bakterien wurden tiefgefroren und anschlieRend lyophilisiert. Nach
der Lyophilisation wurde die Vitalitat der pulverisierten Bakterien nach kurzfristiger (10 Tage) sowie lang-
fristiger (> 50 Tage) Lagerung uberpriift. Zur Uberpriifung der Zellvitalitait wurde ein Resazurinassay
durchgefiihrt, bei dem das nicht-fluoreszierende Resazurin durch aktive Zellen zum Fluoreszenzfarbstoff
Resorufin reduziert wird. Niedrige Fluoreszenzwerte bedeuten geringe Zellviabilitaten, wéhrend hohe
Werte auf metabolisch aktive Zellen hindeuten.

Die Zellviabilitat lyophilisierter Bakterien wurde nach kurz- (10 d) und langfristiger Lagerung (>50 d) bei
unterschiedlichen Temperaturen (-20 °C, 4 °C, 25 °C) mittels Resazurin-Assay untersucht und in Abbil-
dung 12 dargestellt. Es zeigte sich, dass unter Anwendung des Lyoprotektors 2 die héchste Zellviabilitat
beobachtet werden konnte. Nach kurzer Lagerung bei -20°C bzw. 4°C zeigte sich eine Restviabilitat von
~ 60 %. Nach langfristiger Lagerung konnte eine Restviabilitat von ~ 40 % erreicht werden. Die bei 25 °C
gelagerten Kulturen wiesen eine deutlich reduzierte Zellvitalitat auf. Diese Lagerungsform ist daher nicht
empfehlenswert. Die hohe Restviabilitat von 80 %, welche im AP 1.4 erreicht wurde, konnte in diesem
Versuch nicht bestétigt werden. Dies kann durch Abweichungen der Konzentration bzw. im Mischverhalt-
nis der Lyoprotektoren, unvollstandiges Auflésen der Bakterien beim Rehydrieren (insb. bei glycerolhalti-
gem Lyoprotektor) oder auf den physiologischen Zustand der Bakteriensuspension vor der Lyophilisation
zurlickgefuihrt werden.
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Abbildung 12: Uberpriifung der Zellviabilitét lyophilisierter Bakterien nach kurz- und langfristiger Lagerung. Vor der Lyophilisation
wurden pelletierte Bakterien in jeweils drei verschiedene Lyoprotektoren aufgenommen. Lyophilisierte Bakterien wurden kurzfristig
(10 Tage) und langfristig (>50 Tage) bei -20 °C, 4 °C und 25 °C gelagert und die Zellviabilitat im Resazurinassay uberpruft.

Da die Kultivierung und anschlieRende Lyophilisierung im Labormaf3stab vielversprechende Ergebnisse
lieferten, wurde A. borkumensis im nachsten Schritt in gréRerem MalRstab kultiviert und konserviert. Zu
diesem Zweck erfolgte zunéchst eine Kultivierung in einem 5-Liter-Ansatz. Die Bakterien wurden bis zu
einer optischen Dichte von ODgg von 0,9 kultiviert. AnschlieBend wurden Kulturen zentrifugiert und die
Pellets in den zuvor beschriebenen Ansatzen (L1, L2, ohne Lyoprotektor) resuspendiert und lyophilisiert.
Die Lyophilisate wurden im mod. ONR7a-Medium rehydriert. Als C-Quelle wurden vergleichend Anséatze
unter Nutzung des zuvor beschriebenen Alkangemisches, Rohdl und Pyruvat (Wachstumskontrolle) mit je
1 % Volumenanteil angefertigt. Die Wachstumskinetik der lyophilisierten Ansétze sowie einer Frischkultur
wurde Uber einen Zeitraum von 24 h erfasst und vergleichend in Abbildung 13 dargestellt. Dabei konnte
im Ansatz L2 und unter Zugabe von Pyruvat nach 24 h die hdchste Wachstumsrate beobachtet werden.
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Abbildung 13: Wachstumskinetik lyophilisierter A. borkumensis-Ansétze (L1, L2, Medium) und einer Frischkultur Gber 24 h in Mod-
ONR?7a unter Zugabe von Pyruvat, Alkangemisch oder Rohdl (je 1 %).

Bei Zugabe des Alkangemisches wiesen alle Ansétze ein deutlich verzégertes Wachstum auf. Nach 24 h
lag die ODeggo in allen Fallen bei etwa 0,2. Unter Rohdlzugabe erreichte die Frischkultur nach 24 h eine
ODsoo von 0,4, wahrend in den Ubrigen Ansatzen Werte < 0,3 beobachtet wurden. Die Lyophilisierung
stellt zusammengefasst eine geeignete Methode zur Konservierung von A. borkumensis dar, wobei die
Effizienz mafl3geblich vom eingesetzten Lyoprotektor abhangt. In mehreren Versuchen konnte gezeigt
werden, dass das Gemisch aus Saccharose und Magermilch (L2) die beste Schutzwirkung vermittelte,
sodass nach Rehydrierung ein schnelles und mit Frischkulturen vergleichbares Wachstum nachgewiesen
werden konnte. Gleichzeitig wies das verlangsamte Wachstum auf Alkanen und Rohdl darauf hin, dass
lyophilisierte Zellen eine verlangerte Adaptationsphase haben, was auf beeintrachtigte metabolische
Stoffwechselaktivitdten schlieRen lasst.

Arbeitspaket 4.1: Durchfiihrung mikrobiologischer Ol-Abbauversuche unter nicht-sterilen Praxis-
bedingungen auf porésen Feststoffen und Arbeitspaket 4.2: Herstellung konservierter Pilotchar-
gen und analytische Bewertung der Olabbauleistung in relevanter Umgebung

Zur Untersuchung des mikrobiellen Ol-Abbaus unter nicht-sterilen Bedingungen auf Feststoffen, wurde
ein Saulenmodell etabliert, das sandige Sedimentbedingungen unter kontinuierlicher Nahrstoffzufuhr im
Kreislaufprinzip simuliert. Als Substrat bzw. Wachstumsoberflache diente quarzbasierter Sand, der vor
Versuchsbeginn homogen mit biozidfreiem Biodiesel versetzt wurde, um eine definierte Ausgangsbelas-
tung mit organischem Kohlenstoff zu erzeugen. Der sandige Substratgemisch wurde anschlieBend in eine
vertikale Versuchssaule eingebracht, deren Konstruktion einen geschlossenen Kreislaufbetrieb durch die
Installation einer Kreispumpe ermdglichte. Zur Initiierung des biologischen Abbaus wurde die S&ule mit
einer lyophilisierten Kultur des Bakteriums A. borkumensis aus AP 3 inokuliert (10* cfu pro kg Sand).
Uber ein Pumpsystem wurde kontinuierlich eine mineralische Nahrlosung durch die Saule zirkuliert, um
die Versorgung der Kultur mit essenziellen Nahrstoffen und Kohlenstoff sicherzustellen und zudem die
physikochemischen Bedingungen im System zu homogenisieren. Der Versuch wurde kontinuierlich Gber
einen Zeitraum von 4 Wochen durchgefuhrt. Im wochentlichen Intervall wurden Proben aus dem Zentrum
des Saulensystems entnommen, um den zeitlichen Verlauf des Olabbaus im System zu quantifizieren.
Die analytische Bestimmung der verbleibenden Kohlenwasserstofffraktionen erfolgte unter Nutzung der
etablierten Methode mittels GC. Die Daten dienten der Bewertung der Abbaurate und der mikrobiellen
Aktivitat unter den gewahlten Bedingungen.
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Abbildung 14: Experiment zur Analyse der Olabbaurate von A. borkumensis unter nicht-sterilen Praxisbedingungen auf Feststoffen.
Quarzfreier Sand wurde mit biozidfreiem Biodiesel behandelt und in eine Reaktorséule gegeben. Es wurde A. borkumensis mit einer
Endkonzentration von 10 cfu pro kg Sand zugegeben und in einem Kreislauf mit ONR7a-Medium gepumpt. Einmal wochentlich wurde
eine Probe zur Bestimmung der Bakteriendichte und zur Quantifizierung des Olabbaus mit Hilfe von GC entnommen.

Zur GC-Analyse wurde der 1 g des kontaminierten Bodens mit 1 ml Hexan fur 30 Minuten extrahiert und
1 pl des Extrakts fir die Analyse verwendet (Abbildung 14). Folgende GC-Parameter wurden im Zuge der
Analysen etabliert und standardisiert fur alle Proben genutzt:

Gaschromatograph  GC DANI 1000 mit Split-/Splitless-Injektor und Flammenionisationsdetektor (FID)
Trennsaule HT8, 12 m x 0,22 mm

Tragergas Argon, Konstantflussmodus bei 2 mL/min

Temperatur Start bei 50 °C (1 min), Heizrate 20 °C/min auf 300 °C, Haltezeit 5 min
Injektor 300 °C, Splitless-Modus (1 min)

Detektor (FID) 300 °C, Wasserstoff: 0,8 bar, Luft: 1,0 bar

Zu Testzwecken wurde eine Lésung von 0,01 g Diesel in 1 ml Hexan hergestellt und vergleichend mit den
Bodenproben aus Woche 0, Woche 1 und Woche 4 analysiert.
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Abbildung 15: Entwicklung der Bakteriendichte im zeitlichen Verlauf des Saulenexperiments unter kontinuierlicher Nahrstoffzufuhr.
Dargestellt ist die Bakteriendichte in logio(Zellen/kg Sand) tber einen Zeitraum von 4 Wochen.
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Abbildung 16: Gaschromatografisch bestimmte Biodieselkonzentrationen (GC-FID) im Saulenexperiment Uber einen Zeitraum von 4
Wochen. Die Proben wurden aus dem Feststoffbereich der Saule entnommen, welche mit A. borkumensis inokuliert und kontinuier-
lich mit mineralischer Nahrlésung durchstromt wurde. Als Vergleich wurde eine Dieselprobe (schwarzer Verlauf) als Kontrolle zu den
Proben der Woche 0 (griin), Woche 1 (blau) und Woche 4 (rot) analysiert.

Wie in Abbildung 16 erkenntlich, zeigten die GC-Analysen bereits in Woche 0, d.h. direkt nach Experi-
mentalstart, keine nachweisbaren Mengen an Biodiesel im Verhaltnis zur Dieselkontrollprobe. Auch im

weiteren Verlauf konnte keine signifikante Veranderung festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass

der Biodiesel unter den gewahlten Bedingungen nicht im Sandmatrixsystem zuriickgehalten wurde. Im

Gegensatz dazu nahm die Bakteriendichte im Verlauf des Experiments deutlich zu und erreichte Werte

von bis zu 2 x 10° Zellen (Abbildung 15). Dies deutet darauf hin, dass eine hohe mikrobielle Aktivitat so-
wie grundsatzlich geeignete Wachstumsbedingungen im System vorhanden waren. Grundsatzlich war ein

biologisches Abbaupotenzial fiir organische Substrate gegeben. Die fehlende Nachweisbarkeit des Bio-

diesels bei gleichzeitig starkem Biomassewachstum deutet eher darauf hin, dass Auswaschungsprozesse

infolge der kontinuierlichen Durchstromung die Substratverfligbarkeit maf3geblich beeinflusst haben. Die

chemischen Analysen sprechen dafir, dass das Substrat noch im System verteilt vorlag und noch nicht

abgebaut wurde. Hinzukommt auch in diesem Versuch die starken hydrophoben Eigenschaften der ein-

gesetzten Kohlenwasserstoffe, in Folge dessen es zu einer schlechten Durchmischung gekommen ist.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Auswaschungseffekte sowie eine geringe Bioverfiigbarkeit des

hydrophoben Substrats den Abbau maRgeblich beeinflusst haben. Zukiinftige Arbeiten sollten daher das

Versuchsdesign anpassen, bspw. durch reduzierte Durchflussraten oder Batch-Systeme. Dariiber hinaus

kénnten MaRnahmen zur Verbesserung der Bioverfligbarkeit zur Klarung der Abbauprozesse beitragen.

Arbeitspaket 5.1: Erarbeitung einer Anwendungsvorschrift zur Sanierung kontaminierter Oberfla-
chen unter Nutzung konservierter Bakterienpraparationen

Auf Grundlage der durchgefihrten Experimente und der daraus gewonnenen Erkenntnisse wurde eine
praxisorientierte Anwendungsvorschrift erstellt, welche die Vorgehensweise sowie zuséatzliche Hinweise
zur Anwendung und Lagerung der entwickelten Bakterienpraparation zur Sanierung mit Ol kontaminierter
Oberflachen zusammenfasst. Diese ist im Anhang 1 des Dokumentes dokumentiert.

Arbeitspaket 5.2: Kommunikation der Projektergebnisse/Verfahrensdemonstration

Die Ergebnisse des Projekts BactOilEx wurden auf verschiedenen Tagungen und Veranstaltungen einem
breiten Fachpublikum prasentiert. Die Vorstellung erfolgte durch Fachvortrage als auch Posterbeitrage,
um unterschiedliche Zielgruppen anzusprechen und den wissenschaftlichen Austausch zu foérdern. Der
Posterbeitrag, welcher im Zuge der Mitgliederversammlung des LifeSciens Clusters Sachsen-Anhalt im
Jahr 2025 prasentiert wurden ist in Anhang 2 ersichtlich. Eine zentrale Rolle spielte BactOilEx auf der
Fachtagung PHARMATEC Halle 2025, auf der das Projekt als Kernthema unter Vorstellung seiner Ziele
und wesentlicher Projektergebnisse vorgestellt wurde. In der Veranstaltung fand ein Anwenderworkshop
statt, welcher neben der GMBU e. V. durch QIAGEN und Agilent Technologies unterstutzt wurde.
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Im Zuge des Workshops wurden dem Publikum Geratedemonstrationen im Live-Betrieb angeboten, wo-
bei Proben und experimentelle Versuchsansétze fokussiert auf das Projekt BactOilex ausgelegt wurden.
Im Zuge des Workshops wurden Wachstumskinetiken von A. borkumensis in Abhangigkeit unterschiedli-
cher Quellen von Kohlenstoff gemaf der etablierten Protokolle aufgezeichnet. Die Durchfiihrung der Ana-
lysen erfolgte durch die Projektpartner und in Abstimmung mit dem Geratehersteller Agilent Technolo-
gies. In Folge der Wachstumskinetik erfolgte zudem die Analyse der entstandenen Stoffwechselprodukte
mittels FTIR direkt vor dem Auditorium. Parallel wurden Genexpressionsdaten identifizierter Transkripte
des Olabbaus im Verlauf der Kultivierung und in Abh&ngigkeit der vorherigen Kryokonservierung von A.
borkumensis unter Nutzung der Technologie der digitalen PCR der Firma QIAGEN ermittelt. Die Prapara-
tion der Proben, die Durchfiihrung der Kultivierungsexperimente sowie die Erarbeitung des experimentel-
len Set-Ups erfolgte durch die Projektpartner und wurde im engen Austausch mit den Gerateanbietern
festgelegt. Im Zuge der Veranstaltung wurde der Lauf der dPCR live vor dem Publikum gestartet und
nach Finalisierung ebenfalls direkt ausgewertet. Dies ermdglichte den Teilnehmenden, die Funktionswei-
se und Potentiale der Gerate direkt nachzuvollziehen und gezielt Fragen stellen zu kdnnen. Dabei stand
die Projektidee von BactOilex stets im Fokus und bildete die gemeinsame Diskussionsgrundlage aller
Teilnehmenden. Somit konnte ein sehr breites Feld an Zielgruppen angesprochen werden, was den Pro-
jektpartnern die Mdglichkeit bot, die publikums- und breitenwirksame Kommunikation der Projektergeb-
nisse zu gewahrleisten. Begleitende Diskussionsrunden sowie informelle Gesprache boten die Gelegen-
heit, wertvolles Feedback aus der Fachcommunity einzuholen und neue Impulse fir die weitere Projektar-
beit zu erhalten. Insgesamt trugen die Tagungen und Veranstaltungen somit mafR3geblich zur Sichtbarkeit
und Verbreitung der Ziele und der Projektergebnisse bei und ermdglichten die Vernetzung mit potentiell
relevanten Akteuren in der Zukunft.

Abbildung 15: Vorstellung des Innovationssprints "BactOilEx" auf der Fachtagung PHARMATEC 2025 in Halle (Saale). Wahrend der
Veranstaltung wurden Wachstumskinetiken (Agilent Technologies) und Genexpressionsdaten (Qiagen) live erfasst und unmittelbar
ausgewertet. Dies ermoglichte den Teilnehmenden, die Funktionsweise der eingesetzten Geréate direkt nachzuvollziehen und einen
anschaulichen Einblick in die Relevanz des Projekts zu gewinnen.
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2.2 Erreichte Meilensteine

Meilensteine Gesamtprojekt

Beschreibung: messbare Zielparameter,
Steuerungsfunktion

Nr.

geplanter
Monat

realer
Monat

Erlauterung

(planabweichend/nicht erreicht)

Methode zur Kultivierung hcB auf hete-
rogenen Olquellen funktionell umgesetzt
und stammsp. Abbaupotentiale unter
Laborbedingungen validiert

10

10

Praktische Erprobung des zu entwi-
ckelnden Verfahrens in relevanter Ein-
satzumgebung ist erfolgt und vorberei-
tende Malnahmen zur Verfahrensbe-
wertung und branchenwirksamen Kom-
munikation der Projektergebnisse wer-
den vorbereitet

16

16

Meilensteine Teilprojekt A

Beschreibung: messbare Zielparameter,
Steuerungsfunktion

Nr.

geplanter
Monat

realer
Monat

Erlauterung

(planabweichend/nicht erreicht)

Methoden zur analytischen Bewertung
von Olproben im Labor etabliert, quanti-
fizierbare Abbauprodukte festgelegt und
Standardmethoden validiert

Skalierungsversuche zur Anzucht hcB
im Labormafistab abgeschlossen und
Protokolle zur Konservierung bioaktiver
Bakterienpraparationen funktionell an-
wendbar

12

12

Meilensteine Teilprojekt B

Beschreibung: messbare Zielparameter,
Steuerungsfunktion

Nr.

geplanter
Monat

realer
Monat

Erlauterung

(planabweichend/nicht erreicht)

Mikrobiologische Vorarbeiten zur Kulti-
vierung hcB abgeschlossen und Kaultivie-
rungsparameter unter Laborbedingun-
gen optimiert

Kultivierung hcB auf porosen Festkor-
pern etabliert und fur systematische Er-
probungsversuche unter praxisrelevan-
ten Bedingungen bereit

12

12
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2.3
23.1

Erreichte Ergebnisse
Erreichung der Gesamtziele

Gesamtziel des
Innovationssprints

Das Ziel des Projekts "BactOilEx" ist
die Entwicklung und Implementierung
einer biologischen Methode zur effizi-
enten Beseitigung von Olkontaminati-
onen. Durch den gezielten Einsatz
des biologischen Potentials hcB sollen
umweltfreundliche Lésungen geschaf-
fen werden, die die herkdmmlichen
Methoden der Olbekampfung revoluti-
onieren und gleichzeitig 6kologische,
wirtschaftliche und gesellschaftliche
Aspekte in Einklang bringen.

Im Innovationssprint wurde eine Methode
entwickelt, um hcB in ein handhabbares
und lagerfahiges Bakterienpraparat zu
Uberfiihren. Das Projekt BactOilEx konnte
sein Ubergeordnetes Ziel, eine biologische
und umweltfreundliche Methode zur effizi-
enten Beseitigung von Olkontaminationen
zu entwickeln, erfolgreich umsetzen. Die
Etablierung von Konservierungsverfahren
ermdglichte die Generierung bioaktiver
Bakterienpraparate, welche bei Einhaltung
definierter Lagerungsbedingungen stabil
sind. Somit konnte eine handhabbare und
zugleich anwenderfreundliche Lésung zur
Gewadhrleistung einer Anwendung unter
praxisrelevanten Bedingungen geschaffen
werden, die das biologische Potential von
hcB fur breite Anwenderkreise zuganglich
macht und auch nach léngerer Lagerung
erhalten bleibt. In praxisnahen Versuchen
an einer Bodensaule konnte die Olabbau-
rate von hcB erneut bestatigt und damit
die Wirksamkeit des Ansatzes validiert
werden. Ergdnzend wurde eine konkrete
Anwendungsvorschrift erarbeitet, die den
Einsatz von hcB bei Olkontaminationen in
den Szenarien Wasser und Strale bzw.
Boden beschreibt. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse, dass hcB ein hohes Potenzial
besitzen, um herkdmmliche Methoden der
Olbekampfung zu erganzen oder perspek-
tivisch zu ersetzen und dabei 6kologische,
wirtschaftliche sowie gesellschaftliche An-
forderungen in Einklang zu bringen.

Beitrag des
Teilprojekts A

Der Beitrag der GMBU e. V. besteht
darin, die Expertise in der Entwicklung
analytischer Testverfahren auf dem
Prinzip der Chromatographie zu ein-
zubringen, um damit den Ol-Abbau in
diversen Matrizes nachzuweisen. Zu-
dem wird die GMBU e. V. Expertise im
Bereich der Skalierung biotechnologi-
scher Kultivierungs/Aufarbeitungsver-
fahren nutzen, um maf3geblich zur Er-
arbeitung praxisrelevanter Anwen-
dungskonzepte beizutragen. Fokus
der Entwicklungsarbeiten liegt zudem
in der Entwicklung eines skalierbaren
Konservierungsverfahrens zur Gene-
rierung handhabbarer, lagerfahiger
und biologisch aktivierbarer Bakterien-
praparationen.

Nach erfolgreicher Etablierung der hcB im
Labormafistab wurde die Kultivierung der
Bakterien bis auf einen Mal3stab von 5 L
skaliert. Dabei wurden die Olabbauraten
und die Effizienz der etablierten Methoden
zur Konservierung erprobt. Im Zuge der
Experimente wurde die Lyophilisation mit
Kryoptektantien als geeignet identifiziert.
Hierbei wurde die hdchste Effizienz bzw.
die beste Konservierung der Bioaktivitat
unter Nutzung eines auf Saccharose und
Magermilch basierten Gemischs erzielt.
Die praparierten hcB wiesen selbst nach
langfristiger Lagerung Aktivititen > 60 %
auf, was fir den Kohlenwasserstoffabbau
ausreichte. Auf Grundlage der gewonnen
Erkenntnisse wurde eine Anwendungsvor-
schrift verfasst.
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Beitrag des
Teilprojekts B

Die BSH bringt ihre Kompetenzen in
der Anzucht und Kultivierung proka-
ryotischer Organismen im Projekt ein,
um Parameter fir die Gewéahrleistung
effizienter Wachstums- und Olabbau-
raten von hcB zu erarbeiten. Zudem
besteht ein wesentlicher Fokus der
BSH darin, Methoden zu etabliere, um
die Kultivierung der Bakterien auf fes-
ten Oberflachen zu realisieren, wobei
eine effiziente Olabbaurate angestrebt
wird. Als potentieller Verwerter tragt
das Unternehmen die Aufgabe, die
biologische Unbedenklichkeit im Zuge
der Anwendung des Verfahrens durch
Dritte zu bertcksichtigen und bei der
Erarbeitung von Anwendervorschriften
einzubringen, um die breitenwirksame
Anwendung zu gewahrleisten. Unter
Berucksichtigung der MaRnahmen soll
bei Projekterfolg auf technischer als
auch sozialer Ebene ein messbarer
Fortschritt geschaffen werden, der zur
gemeinschaftlichen Ldsung globaler
Probleme beitragt.

Die BSH konnte hcB erfolgreich und unter
optimierten Bedingungen Kkultivieren. Es
handelte sich bei den Testorganismen um
L1-Stamme, welche in dieser Form in der
Umwelt vorkommen, sodass der Umgang
und Kultivierung unbedenklich war. Aus
der Nutzung der Kulturen in der Umwelt
kann kein unmittelbares Risiko bzw. kein
erkennbarer Schaden abgeleitet werden,
der die Nutzung einschranken wirde. Die
Olabbaurate der hcB wurde gaschromato-
graphisch sowie Uber FTIR ermittelt und
quantifiziert. Der Gehalt lineare n-Alkane
in Rohdl konnte innerhalb von 24 h um bis
zu 97 % in Anwesenheit von Kulturen des
hcB A. borkumensis reduziert werden. Die
Kultivierung der hcB auf porésen Oberfla-
chen wurde im Modell realisiert und die
Olabbauleistung ermittelt. Die Ergebnisse
des Projekts sowie weiterer experimentell
ermittelter Daten wurden im Rahmen von
Fachvortragen und Posterprasentationen
mit einem Publikum diverser Fachgruppen
geteilt und diskutiert, wodurch nachhaltig
eine breitenwirksame Kommunikation des
Projektes, dessen Ziele und der aus dem
Projekt erarbeiteten Mehrwerte erfolgte.
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2.3.2

Erreichung der wissenschaftlichen und/oder technischen Arbeitsziele

Geplante konkrete Arbeitsziele: Gesamtprojekt

Erfiillung

Optimierung Bakterienkultivierung LabormalR3stab

Es wurden diverse Experimente hinsichtlich pH-
Wert, Nahrmedienzusammensetzung und Tem-
peratur durchgefiihrt, um die Effizienz wahrend
der Kultivierung von hcB zu evaluieren. Im Zuge
der Analysen wurden optimierte Parameter fest-
gelegt, und fortan als Standard angewendet.

Bewertung, Quantifizierung Olabbauleistung durch
chromatographische Methoden

Die Quantifizierung des Olabbaus konnte unter
Anwendung gaschromatographischer Methoden
etabliert werden und wurde standardmaRig im
Zuge der Kultivierungsexperimente genutzt.

Bakterienkultivierung in Flissigkeit (Szenario Was-
ser) und festen Oberflachen (Szenario Stral3e)

Die Kultivierung des hcB A. borkumensis wurde
erfolgreich in flissiger Umgebung und auf fester
Oberflache (Bodenséaule) durchgefiihrt.

Etablierung Konservierungsmethoden zur Stabili-
sierung und besseren Handhabung

Die Lyophilisation wurde als geeignete Methode
zur Konservierung von hcB etabliert. In diesem
Zusammenhang wurden Kryoprotektantien zur
Stabilisierung der Bakterien erprobt, sodass die
Reaktivierung durch Zugabe von N&hrmedium
ermdglicht wurde. Der handhabbare Einsatz fir
die Behandlung von Umweltverschmutzungen in
Wasser und auf Stral3en kann somit umgesetzt
werden.

Geplante konkrete Arbeitsziele: Teilprojekt A

Erfiillung

stabile Kultivierung (Chemostatbetrieb) tUber einen
Zeitraum von > 2 Wochen

Eine Kultivierung im stabilen Chemostatbetrieb
konnte kontinuierlich Uber einen Zeitraum von
4 Wochen erreicht werden.

biologische Aktivitdt nach Konservierung >60 %
(vgl. vor der Konservierung)

Nach Kkurzfristiger Lagerung von konservierten
Bakterienpraparationen bei -20 °C wurde eine
biologische Restaktivitat von 62 % erreicht. Die
Lagerung der Praparate bei 4°C/25°C fluhrte zu
einer Restviabilitdt von 58% bzw. 44%.

Lagerungsstabilitét bei 4 °C weist max. Aktivitats-
verlust von 20 %/Monat auf

Bei 4°C resultierte eine Lagerungsstabilitdt mit
einem Aktivitatsverlust von 20% (Lyoprotektor 1)
bzw. 14% (Lyoprotektor 2) nach 40 Tagen.

Lagerungsstabilitat bei -20 °C weist max. Aktivitats-
verlust von 25 %/Jahr auf

Bei -20°C resultierte nach 40 Tagen ein Verlust
der Bioaktivitat von 16 % (Lyoprotektor 1) bzw.
20 % (Lyoprotektor 2). Die Bewertung des Akti-
vitatsverlust nach Lagerung tber 1 Jahr konnte
im Rahmen der Projektlaufzeit nicht untersucht
werden.

Geplante konkrete Arbeitsziele: Teilprojekt B

Erfiillung

Olabbaurate in Wasser von 70 % im Zeitraum von
max. 14 Tagen

Die angestrebte Olabbaurate wurde bei Zugabe
der artifiziellen Kohlenstoffquellen erreicht.

Kultivierungsoptimum bei Olgehalt von > 5 g/L

In Versuchen wurde die Kultivierung bis zu einer
max. Olkonzentration von 2 g/L durchgefiihrt, da
bei hoheren Konzentrationen kein vollstandiger
Abbau nachgewiesen werden konnte.

Wachstumseffizienz auf pordsen Feststoffen mind.
70 % (vgl. Kultivierung in Flissigkeit)

Die Wachstumseffizienz auf pordsen Feststoffen
konnte aufgrund der Verunreinigung durch die
festen Materialien mit unzureichender Prazision
quantifiziert werden, sodass keine zuverlassigen
Aussagen zur Wachstumseffizienz méglich sind.

Zusatzliche oder neue Arbeitsergebnisse, die im Projektverlauf entstanden sind:

Genexpressionsanalyse der Acyl-CoA-Synthetase (alkK) in A. borkumensis: erhéhte Genexpressionsrate
des Gens alkK in lyophilisierter Bakterienprobe im Vergleich zur Frischkultur
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24 Verwertung

2.4.1 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses

Das Projekt ,BactOIlEx" konnte wesentliche Grundlagen fiir die Entwicklung einer biologischen Methode
zur effizienten Beseitigung von Olkontaminationen schaffen und das im Antrag formulierte Gesamtziel in
zentralen Punkten erfillen. Die erzielten Ergebnisse belegen sowohl den technischen Nutzen als auch
das 6kologische, wirtschaftliche und gesellschaftliche Verwertungspotenzial des entwickelten Verfahrens
und der zugrundeliegenden Technologie. Ein wesentlicher Mehrwert lag in der erfolgreichen Optimierung
der Kultivierungsbedingungen von A. borkumensis. Durch die Anpassung des ONR7a-Mediums konnten
erhéhte Wachstumsraten erzielt werden. Diese gewonnenen Erkenntnisse sind unmittelbar verwertbar fur
die Skalierung und Weiterentwicklung von Produktionsprozessen biologisch aktiver Bakterienpréaparate.

Ein zentraler Projekterfolg ist die Entwicklung eines leicht handhabbaren, konservierten und lagerfahigen
Bakterienpraparats mit hoher Restvitalitat. Die Lyophilisation unter Nutzung definierter Formulierungen
aus Saccharose in Kombination mit Magermilchpulver erwies sich als geeignete Konservierungsmethode
und ermdglichte die praktikable Lagerung sowie eine gute Rehydrierbarkeit der Bakterien in Medium. Die
nachgewiesene Restvitalitdt von rund 60 % nach Lagerung bei 4 °C bzw. —20 °C stellt einen relevanten
Schritt in Richtung Praxistauglichkeit und spaterer Marktfahigkeit dar. Die hohe nachweisbare Effizienz
des Olabbaus unterstreicht den tkologischen Nutzen der Technologie. Die deutliche Reduktion linearer
n-Alkane innerhalb kurzer Zeitraume belegt das Potenzial von A. borkumensis fiir den Einsatz bei realen
Olkontaminationen. Erganzend lieferten die molekularbiologischen Analysen wichtige Erkenntnisse zur
Funktionsweise der konservierten Praparate. Die Expression des Schliisselgens alkK in lyophilisierten
Proben zu Beginn der Anwendung deutete auf eine insgesamt verstarkte metabolische Aktivitat in Folge
der Rehydrierung hin und belegte zudem die unmittelbare Aktivitat ohne initiale Wachstumslimitationen.
Dieses Wissen ist fir die Optimierung von Anwendungsszenarien und Dosierungsstrategien von hohem
praktischen Wert.

Die Ergebnisse des Projekts sind insbesondere fir kommunale und infrastrukturelle Anwendungen von
Bedeutung, etwa bei der Sanierung kleinerer Olkontaminationen auf Stralen oder im Wasserbereich. Die
im Projekt entwickelte Anwendungsvorschrift stellt hierflir eine erste, direkt verwertbare Grundlage dar.
Perspektivisch erdffnet dies Kooperationsméglichkeiten mit Kommunen, Verkehrsbetrieben und Entsor-
gungsunternehmen und ermdglicht eine unterstiitzende und umweltfreundliche Alternative zu chemischen
oder mechanischen Reinigungsverfahren.

Die wissenschaftliche Kommunikation und Offentlichkeitsarbeit war ein zentraler Aspekt im Innovations-
sprint BactOIilEx. Durch die Zusammenarbeit mit dem Weinberg Campus e. V., dem Life Science Cluster
Sachsen-Anhalt sowie die Prasentation der Ergebnisse im Rahmen eines Anwenderworkshops auf der
PHARMATEC 2025 wurde der Wissenstransfer zwischen Forschung, Praxis und Offentlichkeit gefordert.
Zudem stellte der Workshop eine ganzlich neue Prasentationsform dar, welche auf viel Zuspruch aus
dem Auditorium gestof3en ist und die Relevanz des Themas praxisbezogen widerspiegeln konnte. Diese
transparente Kommunikation tragt zur gesellschaftlichen Akzeptanz biotechnologischer Losungsansatze
bei und bildet eine wichtige Voraussetzung fiir eine wirtschaftliche und regulatorische Umsetzung. Somit
leisten die im Projekt erzielten Ergebnisse einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung nachhaltiger, biologi-
scher Verfahren zur Olbekampfung. Sie schaffen eine belastbare Grundlage fiir weitere Entwicklungs-
und Zulassungsschritte und eréffnen konkrete Perspektiven fir die spéatere praktische und wirtschaftliche
Verwertung der Technologie.

2.4.2 Fortschritt Dritter auf dem Gebiet des Vorhabens

Im Zeitraum des Innovationssprints (01/2024-11/2025) wurden Studien zu hcB (insb. A. borkumensis)
veroffentlicht. Keine der Arbeiten hatte direkten Einfluss auf den Innovationssprint, sodass begonnene
Versuche nicht abgebrochen werden mussten. Die Studie von Karmainski et al. (2024) liefert allerdings
sehr ahnliche Erkenntnisse wie die des Innovationssprints. Ein zentraler Bestandteil des Innovations-
sprints war die Optimierung der Kultivierungsbedingungen. Das Kulturmedium ONR7a konnte durch die
Zugabe von HEPES sowie hdheren Konzentrationen von Phosphat- und Ammoniumionen verbessert
werden, um hohere Zelldichten und damit einen effizienteren Kohlenwasserstoffabbau zu erzielen. In der
Studie von Karmainski et al. (2024) wurde ein vergleichbarer Ansatz verfolgt.
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Durch die Variation der Stickstoffquelle und variable C/N-Verhaltnisse konnte die Biosurfactantproduktion
im Vergleich zur herkdmmlichen Kultivierungsstrategie deutlich gesteigert werden [7]. Die Ergebnisse des
Innovationssprints stimmen mit denen der Studie Uiberein und zeigen, dass Prozesssteuerungsstrategien
wie C/N-Optimierung, alternative Stickstoffquellen und pH-Stabilisierung die Produktivitat und Wirtschaft-
lichkeit erheblich verbessern kénnen. Wesentlich fir die aktuelle Forschung sind die Fortschritte in der
Validierung und Analyse der Biosurfactant-Biosynthese durch Cui et al. (2025). In den Arbeiten wurde der
biochemische Syntheseweg der Biosurfactants aufgeklart, wodurch ein weitreichendes Verstandnis der
molekularen Mechanismen des mikrobiellen Olabbaus gewonnen wurde [8]. Ferner wurde bestétigt, dass
A. borkumensis nicht nur auf Ole reagiert, sondern auch friihzeitig bestimmte Plastiktypen und andere
Oberflachen besiedelt [9]. Die Daten unterstreichen die Relevanz der hcB und zeigen, dass weiterhin ein
umfangreicher Forschungsbedarf besteht und die Ideen des Innovationssprints nicht ausgeschopft sind.
Ferner gab es im Verlauf des Projektes keine Gesetzesdnderungen oder veranderte gesellschaftliche
Rahmenbedingungen, die den Projektverlauf beeinflusst hatten.

2.4.3 Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen der Ergebnisse

* Posterbeitrag zu relevanten Ergebnissen, welcher im Rahmen der Mitgliederversammlung des
Life Science Clusters Sachsen-Anhalt 2025 prasentiert wurde, ist im Anhang 2 dargestellt

* Vortrag mit Ergebnisvorstellung sowie Generierung neuer Ergebnisse in Zusammenarbeit mit
Agilent Technologies Deutschland GmbH und QIAGEN GmbH im Rahmen der PHARMATEC
2025 Halle, 27. & 28.08.2025, Halle/Saale

2.4.4 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Da die GMBU e. V. als gemeinnitzige Forschungseinrichtung keine Grundfinanzierung erhalt, kdnnen
Projekte, wie der durchgefuhrte Innovationssprint nicht ohne Férdermittel umgesetzt werden. Das Projekt
BactOilex stellte ein aufwandiges und risikobehaftetes Vorhaben dar, was somit nur durch die DATIpilot-
Forderung des BMBF (neu: BMFTR) realisiert werden konnte. Auch die BSH war als Unternehmen auf
die staatliche Forderung angewiesen, da das Vorhaben technisch und wissenschattlich risikoreich war.
Die Arbeiten hatten seitens des Unternehmens nicht auf eigenes Risiko durchgefiihrt werden kénnen.

Mit Hilfe der DATIpilot-Forderung des BMBF konnten zahlreiche Erkenntnisse gewonnen und Ergebnisse
generiert werden. So wurden die Kultivierungsbedingungen von A. borkumensis optimiert. Die Bakterien
konnten erfolgreich kryokonserviert und dadurch mit regenerierbarer Bioaktivitit préapariert werden. Diese
Konservierungsform ist interessant, um dlabbauende Bakterien aber auch andere Kulturen in Pulverform
zu konservieren. Im Falle der verwendeten hcB kdnnen die Préparationen nach simpler Regenerierung in
Form einer Rehydrierung mit Kulturmedium zur Beseitigung von Olverschmutzungen genutzt werden. Die
zur Etablierung der Methoden und zum Nachweis der Olabbauleistung durchgefiihrten Versuche waren
im vollen Umfang erforderlich, um die Projektziele zu erreichen. Die geleistete Projektarbeit der Partner
kann somit im vollen Umfang als angemessen eingestuft werden. Im Zuge des Projektes und der damit
verbundenen Experimentalplanung und -durchfihrung liefen nicht alle Versuche von Beginn an positiv.
Da die hcB wie A. borkumensis neu in die interne Stammsammlung aufgenommen werden mussten und
keine Erfahrungswerte vorlagen, waren mehrere Anlaufe erforderlich, um die optimalen Kultivierungs-
bedingungen zu ermitteln. Auch bei den ersten Konservierungsversuchen mussten Chargen verworfen
werden, da die Lyoprotektoren wahrend der Lyophilisierung schdumten und zu erheblichen Verlusten
fuhrten. Ohne die finanzielle Unterstitzung der DATIpilot-Forderung des BMBF hétten viele der Versuche
nicht wiederholt und keine verwertbaren Ergebnisse erzielt werden kénnen. Zusammenfassend kann fur
beide Antragssteller bestatigt werden, dass die vollstandige Notwendigkeit und Angemessenheit bezogen
auf die geleistete Projektarbeit vorlag.
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Anhang

Anhang 1: Anwendungsvorschrift

&) )

Einsatz 6labbauender Bakterien zur Beseitigung von
Olverschmutzungen in Wasser und auf festen Oberflichen

Anwendungsvorschrift

Zweck

Die Anwendungsvorschrift beschreibt das fachgerechte und sichere Vorgehen bei Nutzung 6labbauender
Mikroorganismen zur Unterstiitzung der biologischen Entfernung und Reduktion von Olverunreinigungen
auf Gewasseroberflachen und StralRen. Ziel ist ein kontrollierter, regelkonformer und sicherer Einsatz der
Mikroorganismen im Rahmen einer zulassigen Umweltmanahme.

Geltungsbereich

» Einsatz durch geschulte Fachkrafte oder autorisierte Umwelt- bzw. Sanierungsdienste.

* Anwendung ausschlie3lich mit zugelassenen, nicht pathogenen mikrobiellen Produkten.

»  Gilt fur feste Oberflachen (z. B. Stral3en) und Wasseroberflachen, sofern behdrdlich erlaubt.
Verantwortlichkeiten

*  Fachpersonal fuhrt Vorbereitung, Anwendung und Nachsorge durch

« Einsatzleitung / Betriebsverantwortliche Giberwachen ordnungsgemafe Durchfiihrung, Dokumen-
tation und Einhaltung gesetzlicher Vorgaben

* Sicherheitsbeauftragte prifen Schutzmalnahmen und Gefahrdungsbeurteilung
Materialien

* Lyophilisierte 6labbauende Bakterien in Vial (10 % Bakterien in Lyoprotektor; 10 g Lyophilisat;
optische Dichte der Bakterien vor Lyophilisation: 0,3)

*  ONR7a-Nahrmedium (Volumen: 1000 ml)
* Dosierléffel (10 mg), Messbecher (50 ml)
*  Personliche Schutzausriistung (Schutzhandschuhe, Schutzbrille)
*  Geréate zur Applikation (z. B. Spruiheinheit, Auftragshilfen)
* Auffang- und Entsorgungsbehélter fur Einsatzriickstande
* Dokumentationsunterlagen
Sicherheits- und SchutzmafRhahmen
* Vor Einsatz Gefahrdungsbeurteilung durchfihren.
* Kontakt mit Haut, Augen und Atemwegen vermeiden.
* Nichtin Schutzgebiete, Abflisse, Gewasser einleiten, sofern behérdlich nicht explizit genehmigt.
*  Nur zugelassene Mikroorganismen verwenden.
* Riuckstande ordnungsgemal aufnehmen, sammeln und nach geltenden Vorschriften entsorgen.

* Bei gro3flachigen oder umweltsensiblen Einsatzen vorab Behodrden informieren.
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Anwendung
1. Rehydrierung des Produkts

* Ein Dosierléffel (10 mg) des Lyophilisats mit 50 ml Nahrmedium versetzen und mischen, sodass
eine anwendungsfahige Suspension entsteht

« Die Homogenisierung erfolgt unter hygienischen Bedingungen und ausschlie3lich mit sauberer
Ausristung

2. Aktivierungsphase

* Nach der Rehydrierung wird die Bakteriensuspension fiir 15 Minuten inkubiert, sodass die Kultur
in einen bioaktiven Zustand uberfuhrt werden kann

3. Applikation auf die betroffene Oberflache
» Die Suspension wird gleichmaRig auf dlverschmutzte Flache ausgebracht (z.B. mit Spriiheinheit)

* Fur feste Flachen (z. B. Stral3en) wird die Umgebung abgesichert, um Verkehr und Personen zu
schutzen

«  Auf Gewassern erfolgt die Auftragung entsprechend behdrdlich erlaubter Methoden
4, Inkubations- und Kontaktzeit
« Die mikrobiologische Wirkung entfaltet sich iber die Dauer von 48 h

e Wahrend der Inkubationszeit ist die behandelte FlAche vor Stérungen zu schiitzen, zudem muss
auf Witterungsbedingungen geachtet werden (im Fall von Nutzung auf Straf3en ist die behandelte
Stelle moglichst abzudecken)

5. Aufnahme und Nachbehandlung

* Nach Ablauf der Inkubationszeit werden Uberschiissige Flussigkeiten oder Reststoffe gemaf den
Umwelt- und Entsorgungsvorschriften aufgenommen

* Gegebenenfalls erfolgt eine Nachkontrolle oder Wiederholung der Anwendung

st

Feste Oberflichen Wasser
1. Rehydrierung des Produkts 1. Rehydrierung des Produkts =
1 Dosierléffel (10 mg) 50 ml 1 Dosierl6ffel (10 mg) 52) r/nl
Lyophilisat Néhrmedium Lyophilisat Nahrmedium
2. Aktivierungsphase 2. Aktivierungsphase

15 Minuten :
15 Minuten

3. Auftragung der Suspension 3. Zugabe der Suspension

« fur 2 Liter
kontaminiertes Wasser

4. Einwirkzeit

O 4. Einwirkzeit

(48)  48Stunden ™~

S @ 48 stunden

’(, Absperrung der ) -

1 t behandelten Fiache If Absperrung der
1 behandelten Féche

Nach Ablauf der Einwirkzeit Uberschuissige Fliissigkeiten abnehmen
Ggf. Nachkontrolle oder Wiederholung der Anwendung notwendig

GMBU e. V./BSH GmbH Seite 29



Offentlicher Sachbericht Innovationssprint

BactOilEx

Anhang 2: Poster
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Projektziele & Motivation

Olverschmutzungen stallen waltwait ein erhabliches Umweltproblem dar.
Ziel des Projekts BactQilEx war die Entwicklung einer biologischen, um-
wieltfreundlichen Methode zur Samierung olhaltiger Kontaminationen in
den Meeren unter Einsatz hydrocarbonoklastischer Bakterien {hcB). Im
Mittelpunkt stand die Optimierung von Kultivierung, Konservierung und
Einsatzfihigheit der Bakterien, um eine nachhaltige Alternative zu chemi-
schen Dispergatoren zu schaffen. Im Rahmen eines Workshops (Abb. 1),
der am 27.08.25 aut der PHARMATEC-HALLE 2025 mit der QIAGEN GmbH
(QIAGEN) und Agilent Technalogies Deutschland GmbH (agilent) durchge-
fihrt wurde, sind folgende Ergebnisse erarbeitet warden:

Abbildung 1: Workshop am 27 08 25 auf der PHRARMATEC-HALLE 2025

Kultivierung & Wachstumsoptimierung

Im Vorfeld mussten die optimalen Kultivierungsbedingungen ermittelr
werden, Als Modellorganismus wurde Alcanivaraw borkumensis (A borku-
mensls) gewshit Die hbchsten Wachstumsraten, gemessen mit dem Agl-
lent BioTek Synergy H1 Microplate Reader, zeigten sich im modifiziertes
OMRTa mit 2usatzlichem MH.CL Phosphaten & HEPES und 1% Pyruvat bei
ainem pH-Wert von 7,6 und 30°C Medientemperatur. Ein stetes Wachstum
konnte auch bei Zugabe won 1946 Rohdl erzielt werden (Abb. 2).
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Abbiidung 2: Wach inetik von A bark it urdér Tugabe werschiedener
Kemponenben: hellgrin: Pyruvel, bravn: Atkangemisch, grin: Rohdl: feweils 1%

Konservierung & Vitalitdt

BactOilEx- Biologische Sanierung von Olkontaminationen
durch hydrocarbonoklastische Bakterien

Lia Bluhm?, Dr. Christoph Kastner®, Phillipp Vierig®, Manuela Ehrhardt®, Prisca Okoro®,

Elisabeth Hahn®, Dr. Enrico Ehrhardt®
“BioSolutions Halle GmbH, *Gesellschaft zur Férderung von Medizin-, Bio- und Umwelttechnologien e V.
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Abpitdwng 3; Fluoreszensintensitat Gher Logerdauer und Temperatu;
kurz: 10l lang : 500, hellgriln: <20 *C grdn: & “C broun: 25 °C

Olabbau-Analysen mittels FTIR

Um die Handhabung im spateren Amwendungsfall zu vereinfachen, wur-
den die Bakterien durch Lyophilisation in Pulverform konserviert. Unter-
sucht wurde eine Cryoprotectant-Variante (CP) gegeniiber dem Medium
{ehne CP). Die verbleibende Vitalitit wurde mit Hilfe des Tecan infinite
MZ00 innerhalb des Workshops mittels eines Resazurin-Test dberprift
{Abb, 3} Die hichste Zellviabilitit nach Lagerung bei -20°C konnte beim
Cryoprotectant, bestehend aus 15 % Saccharose und 5 26 Magermilch,
gemessen werden, Nach 10 Tagen lag die Zellviabilitit bei 60 % und nach
50 Tagen bei rund 40 %,

Cbordert durch:
Binbbreinbibarim
‘ | :’mm I Rahmsen dir Flirdanung

DATIpilot =~

Zur Quantifizierung des Abbaus von Kohlenwasserstoffen wurden FTIR-
Messungen der Gasphase mittels Agilent Cary 630 durchgefihrt (Abb. 4):
= A borkumensis baut 97 % der Alkane aus Rohél innerhalb von 24 h ab

+ Gleichzaitig 4,45-fache COz-Freisetzung

* p-Hexadecan wird langsamer abgebaut

= Hinweis auf aktive Hydroxylierung und Oxldation von Alkanen.

Abbildung 4: FTIR-5pektren mil mankierten Peoks 2400 cm™? wid 2800-3000 cm™;
[inies: T %% Rohil, rechts: 1 % Hewodecmn: Brawa: O h, kellgriin: 24 h

Genexpressionsanalysen (digital PCR)

Zur Aufklirung der molekularen Mechanismen wurde die Expression des

Gens Acyl-Cod-Synthetase [alkK) im Vergleich zu den Referenzgenen Gy-

rase und 165rRNA mit dem Qiagen QlAcuity One Digital PCR System un-

tersucht. Es ist @in Schllisselgen im Olabbau (Abb. 5):

+ an Tag 1 dpi: erhihte Genewpression in lyophilsierter Probe

= an Tag 6 dpk leichier Riickgang der Genenpression, da auch weniger
Substrat zur Verflgung steht.
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Abbidung 5: Enpression von Acyl-Cof-Synthetase [alkk) n A borkdmensis;
L=Lyaphilisiert, NL=Niche [yophilisiert, C=Athangemisch, P=Pyruvat,
1 dpi=1 Tag nech Ansatz, & dpi=4 Tage nach Ansatz

Zusammenfassung & Fazit

Das Projekt BactOilEx zeigt das hohe Potenzial biologischer Methoden
zur Ol-Saniersng:
+ A borkumensis besitzt hervorragende Abbauleistung fur n-Alkane

+ Pulverisierung und Tieflkihllagerung sichern Vitalitat
= Genanalysen liefern wertvolle Einblicke filr kiinftige Anwendungen,
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