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Zusammenfassung

Aus HCH-Xkontaminiertem Bodenmaterial kénnen Mikroorga-
nismen isoliert werden, die befdhigt sind, HCH abzubauen.
Durch Optimierung der Milieubedingungen sind diese Mikro-
organismen in der Lage, diese Abbauleistungen auch im
Boden zu realisieren. ‘ ~

Im Rahmen eines Forschungsvorhabens wurden Untersu-
chungen zur biologischen Sanierung von HCH-Kontaminatio-
nen in Bodenmaterial mit dem Ziel der Schaffung praxisbe-
zogener Sanierungsverfahren durchgefiihrt.

Einleitung ‘

Im Zeitraum Mai 1995 bis Juni 1996 wurden durch
die Sanierungsgesellschaft fiir Deponien und Altla-
sten mbH Zella-Mehlis Untersuchungen zum biologi-
schen Abbau von Hexachlorcyclohexan (HCH) durch-
gefiihrt. Das Forschungsvorhaben wurde dabei durch
das Bundesministerium fiir Bildung, Forschung und
Technologie im Rahmen des Projektes Biotechnologie
2000 gefordert.

Das Forschungsvorhaben verfolgte das Ziel, Bedin-

gungen fiir den mikrobiellen Abbau von HCH-Isome-
ren in kontaminierten Béden zu ermitteln und die
Technologie fiir ein umweltschonendes, mikrobiolo-
gisches Sanierungsverfahren abzuleiten.

Die Aufgabenstellung basierte auf einer innerhalb
einer Vorphase erarbeiteten Studie, die die Relevanz
der HCH-Problematik speziell fiir das Bundesland
Sachsen-Anhalt herausgearbeitet hatte. Im Gegensatz
zur zundchst postulierten groRfidchigen Belastung
landwirtschaftlicher Nutzflichen, die sich als nicht
relevant herausstellte, konzentrierten sich die weite-
ren Betrachtungen auf die Produktionsstandorte des
HCH sowie auf die deponierten Abfallisomere und
deren Umfeld. . '

In der ehemaligen DDR existierten drei bedeutende
Produktionsstandorte, an denen HCH hergestellt
bzw. verarbeitet wurde: _

— VEB Fahlberg List Magdeburg ,

— VEB Chemisches Kombinat Bitterfeld

— VEB Berlin-Chemie. "

Nach dem Verbot des Einsatzes von HCH-Isomerenge-
mischen als Pestizide Anfang der 70er Jahre fielen im
Rahmen des Herstellungsprozesses gewaltige Mengen
Abfallisomere an, da die Produktionsausbeute des
insektizid wirksamen +y-Isomers nur 10% blS 15%
betrug und Versuche zur Verwertung der o-, B-, 9,
und’ eIsomere fehlgeschlagen waren. Die so entstan-
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denen Abfallisomere wurden in ungesicherten Depo-
nien abgelagert und existieren in dieser Form bis in
die Gegenwart. Sie stellen ein enormes Gefihrdungs-
potential und damit eine Herausforderung zur Sanie-
rung dieser Altlasten mit moglichst schonenden,
mikrobiologischen Verfahren dar.

Erkenntnisstand : o
Bedingt durch den Einsatz von Lindan (y-HCH) in der
Landwirtschaft befalt sich eine Vielzahl von Unter-
suchungen mit seinem toxikologischen und 6kotoxi-
kologischen Verhalten. Weniger Informationen sind
tiber die persistenten Isomere o-, $3-, 8- und e-HCH ver-
fiigbar, so daR sich unsere Untersuchungen auf diese
Isomere konzentrierten
Bereits in der Vorphase konnte gezeigt werden, daRR
aus HCH-kontaminierten Béden und Schlimmen
Mikroorganismen isoliert werden kénnen, die gegen
HCH resistent und zu seiner Umsetzung befihigt
sind. Diese Erkenntnisse, die in Ubereinstimmung
mit verschiedenen Verdffentlichungen stehen
[1,2,3,4,5], stellten die Grundlage fir die sich ansch-
lieRende, fiinf Arbeitspakete enthaltende Entwick-
lungsphase dar.
1. Isolation und Charakterisierung HCH-abbauender
Mikroorganismen ‘ '
2. Untersuchung spezifischer Lelstungsparameter
der isolierten Mikroorganismen
3. Optimierung der Ziichtungsparameter der isolier-
ten Mikroorganismen b
4. Untersuchungen' zur’ rmkroblologlschen Entsor-
gung von HCH-Deponiematerial i
5. ‘Abbauuntersuchungen in Laborbiobeeten und
Technikumsanlagen
Fiir den Abbau der xenobiotischen Verbindung HCH
wurde das natiirliche Abbaupotential autochthoner
Mikroorganismen aus Altlasten oder Altablagerun-
gen genutzt, die bereits auf natiirliche Weise an den
Schadstoff und die spezifischen Standortbedingun-
gen adaptiert waren. Zur Realisierung eines breiten
Spektrums verschiedener Mikroorganismen wurden
folgende Standorte fiir die Probenahme ausgewdihlt:
1. Deponie Antonie (Chemie AG Wolfen Bitterfeld)
2. Uferbereich Spittelwasser
(Industrieabwasser des ehemaligen CKB Bitterfeld)
3. Deponie Emden (HCH-Deponie des ehemaligen
- VEB Fahlberg List Magdeburg)
4. Fasanenkippe Sandersdorf
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Abbildung 1

Biologischer Abbau der HCH-Isomere durch ein Konsortium bestehend aus verschiedenen Bakterienstdmmen unter Einsatz

von Basalmedium (Harnstoff, Inosit und HCH enthaltend)

In allen kontaminierten Proben konnten lebensfihi-
ge Mikroorganismen nachgewiesen werden (Tab.1).
Die Lebendkeimzahlen bewegten sich im Bereich von
106 .bis, 107 KBE/g. Selbst in hochtoxischen Abfalliso-
meren wurden Mikroorganismen, jedoch in wesent-
lich geringerer Keimzahl, nachgewiesen.

Charakterisierung HCH-abbauender
Mikroorganismen

Aus dem Probenmaterial erfolgte unter aeroben und
anaeroben Bedingungen die Isolation HCH-resisten-
ter Stdimme. Dazu wurde dem Nihragar HCH bis zu
einer Konzentration von 10 mg/ml zugesetzt. Da die
Léslichkeit von: HCH in wdssrigem Milieu relativ
schlecht ist, ergab sich bei hohen HCH-Konzentratio-
nen eine Suspension.

Das Wachstumsverhalten der 83 isolierten Mikroorga-
nismenstimme wurde unter. ansteigender HCH-Kon-
zentration beurteilt, und die Stimme, die sich durch
eine hohe HCH-Toleranz auszeichneten, isoliert:
Ausgehend von der Vielzahl HCH-resistenter Bakte-
rienstimme wurden in der Folge Mikroorganismen
isoliert, die HCH als Kohlenstoffquelle nutzen kon-
nen, Die Selektion erfolgte iiber die Kultivierung die-
ser Mikroorganismen in Mineralsalzmedium mit
HCH als einziger Kohlenstoffquelle. Die fiinf lei-
stungsfahigsten Bakterienstimme wurden durch die
Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH Braunschweig einer Identlﬁzlerung
unterzogen. (Tabelle 2)

Tabel_le 1
Uberblick tiber die Anzahl der isolierten, HCH-resistenten
Mikroorganismen

Resistenz gegen Resistenz gegen  Resistenz gegen

Untersuchungen zum Abbauverhalten

der isolierten Mikroorganismen

Eine Auswahl von isolierten Mikroorganismenstim-
men wurde in der Schiittelkultur unter aeroben bzw.
anaeroben Bedingungen in verschiedenen Nihrmedi-
en kultiviert. Als Kohlenstoffquellen standen den
Bakterien HCH, Harnstoff und Inosit zur Verfliigung:
Wihrend der Inkubationszeit erfolgten Probenah-
men zur Bestimmung der Lebendkeimzahlen und der
HCH-Konzentrationen.

In allen Proben war eine Erhéhung der Lebendkeim-
zahl wihrend der Kultivierung festzustellen. Der
Zusatz der Co-Substrate zum Kulturmedium bewirkte
eine deutliche Steigerung der Lebendkeimzahl.
Erfolgversprechende Ergebnisse lieferte ein Basalme-

dium, welches Harnstoff, Inosit und HCH enthielt.

Alle folgenden Kultivierungsversuche wurden unter
Verwendung dieses Basalmediums durchgefiihrt. -
Weitere Untersuchungen konzentrierten sich auf das
Abbauvermagen der Mikroorganismenstimme in der
Schiittelkultur unter aeroben Bedingungen, wobei
die hinsichtlich ihres Leistungsvermogens postulier-
te Heterogenitit der isolierten Bakterienstimme
bestitigt wurde.

Unter den aeroben Bakterienstimimen befanden sich
vier Stimme, die in der Schiittelkultur eine effizien-
te Umsetzung von HCH bewirkten. Diese Stimme
waren dabei fiir die Folgeuntersuchungen besonders
interessant, ‘da liber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum eine Kontinuierliche Abnahme aller HCH-
Isomere festgestellt werden konnte.

Tabelle 2
Identifizierung der leistungsfahigsten Mikroorganismen-
stdmme '

Stamm-NT,

100ug HCH/ml  1mgHCHjml  10mg HCHjml il xSy ST (T
o 198/07/94 Serratia liquefaciens Gruppe
sehr gutes e L
. 203/07/94 Serratia liquefaciens Gruppe
WaaRsgur 3 = \45 22 229/03/94 Bacillus cereus
gutes ' . 225/03/94 (Isolat A) Serratia liquefaciens
Wachstum 18 24 25 225/03/94 (Isolat B) Alcaligenes pichaudii
116 altlasten spektrum-37/97
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Abbildung 2 ‘
Laborfermenter LF 20, Chemap AG Schweiz

Positive Ergebnisse wurden, wie die nachfolgende
Abbildung (Abbildung 1) beispielhaft verdeutlicht,
beim Einsatz von Mikroorganismen-Konsortien zum
Abbau der HCH- Isqmere erzielt. Synergistische Effekte
scheinen in diesen Fillen die Umsetzungsraten zu ver-
bessern. Diese Erkenntnis mufte hinsichtlich ihrer
Ubertragbarkeit auf den Abbau in Bodenmaterial fiir
die weiteren Untersuchungen tiberpriift werden.
Neben den Versuchen in Schiittelkultur wurden glei-
chermafRen vier Fermentationsversuche zur Untersu-
chung ‘des Abbaus der deponierten HCH-Isomere
durchgefiihrt. Zum Einsatz kam ein Laborfermenter
LF 20 der Firma Chemap AG Schweiz.

Alle vier Fermentationsversuche dokumentierten
einerasche und deutliche Abnahme der Konzentrati-
on aller HCH-Isomere. Unter den gewihlten Versuchs-
bedingungen waren die Bakterienstdimme der Serra-
tia liquefaciens-Gruppe in der Lage HCH relativ effi-
zient abzubauen. Die Abnahme der HCH-Konzentra-
tionen in den ersten Wochen der Untersuchungen
lassen die Schluffolgerung zu, daR Adsorptionspro-
zesse bei dieser Senkung der HCH-Konzentrationen

Fermentationsversuch 03/96

HCH [p/ml
o CH il

Abbildung 4 |
Laborbiobeete des firmeneigenen, physikalisch-chemischen
und mikrobiologischen Labors

von wesentlicher Bedeutung sind. Hervorzuheben
bleibt weiterhin die enge Korrelation zwischen
Abnahme bzw. Zunahme der HCH-Konzentrationen
und der Entwicklung der Lebendkeimzahlen, welche
die Theorie der Adsorptionsprozesse unterstiitzt. Die
Lebendkeimzahlen bewegten sich wihrend der Fer-
mentationsversuche in sehr hohen- Bereichen, die
ausnahmslos groRer als. 1010 Lebendkeime je ml
waren. Dlese auch fiir Fermentatlonsprozesse hohen
Keimdichten” unterstreichen die Effizienz dieser
Umsetzungsprozesse.

Abbauversuche in Laborbiobeeten

und Technikumsaniagen

In 10 Laborbiobeeten (Abb. 4) wurden iiber einen Zeit-
raum von 15 Wochen Untersuchungen zum Abbau
der HCH-Isomere in Bodenmaterial durchgefiihrt.
Das kontaminierte Bodenmaterial wurde dazu der
Fasanenkippe Sandersdorf entnommen, gesiebt und
homogenisiert. AnschlieBend wurde das Material mit
Nihrstoffen versetzt und zusdtzlich zur autochtho-
nen M1kroorgan1$menﬂora mit isolierten, extern
angeziichteten Mikroorganismen beimpft. Nach Ein-
fiillen des so konditionierten Materials in die Labor-
biobeete wurde és bei Raumtemperatur beliiftet.

LKZ [10ESLK/mI]
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Abbildung 3

Fermentationsversuch 03/96 zum biolo-

0 1 2

Zeit [Wochen]
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gischen Abbau der HCH-Isomere unter
Einsatz eines Bakterienstammes der
Serratia liquefaciens-Gruppe ’
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Untersuchungen zum HCH-Abbau
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Abbildung 5:  Abbau von HCH im Boden unter Einsatz eines
lgakte]rjienstammes der Serratia liquefaciens-Gruppe (Laborbio-
eet !

Durch die Wirkung der Mikroorganismen kam es im
Untersuchungszeitraum zu einer Abnahme der HCH-
Konzentrationen, wobei unter den gewihlten Ver-
suchsbedingungen der Einsatz mikrobieller Konsorti-
en keine Vorteile gegeniiber dem Einsatz von Rein-
kulturen der Hochleistungsstimme besaB. Auch das
nochmalige Beimpfen der Bodenproben mit einer
Mikroorganismenkultur gleicher Zusammensetzung
10 Wochen nach Beginn der Untersuchungen beein-
fluBte das Abbauverhalten der Mikroorganismen
nicht wesentlich.

Abbildung 7 Technikumsanlage

Die parallel zu den dargestellten Untersuchungen
durchgefiihrten Versuche im Laborbiobeet ohne
Zusatz von Mikroorganismen dokumentierten, daB
die zu verzeichnende Abnahme der HCH-Isomere
geringer war als in den Laborbiobeeten mit Zusatz
von autochthonen Mikroorganismenstimmen.

Die Versuchsergebnisse wurden im AnschluB an die
bereits dargestellten Versuche auf einen groBeren
MaBstab - 50 kg bzw. 5 t - iibertragen.

Die Gesamt-HCH-Konzentration im eingesetzten
Bodenmaterial lag zu Versuchsbeginn bei durch-
schnittlich 2.500 mg/kg Trockensubstanz. Das homo-
gene Bodenmaterial wurde mit Nihrstoffen versetzt,
mit isolierten Mikroorganismen beimpft und locker
in die Versuchsbehilter eingebaut. Uber ein Beliif-
tungssystem erfolgte eine gleichmiBige Luftversorgung.
Bedingt durch die starke Austrocknung des kontami-
nierten Bodenmaterials wurde das Material inner-
halb des Versuchszeitraumes mehrfach befeuchtet
und neu durchmischt. Der Versuch erfolgte iiber
einen Zeitraum von 20 Wochen und wird durch die
SGDA bis zum Ende 1996 fortgefiihrt.
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Abbildung 6:  Untersuchungen zum biologischen Abbau der
HCH-Isomere in der 50 kg-Technikumsanlage unter Einsatz eines
Mikroorganismen-Konsortiums

In beiden Versuchsanlagen wurden wihrend der
ersten 10 Wochen neben der Abnahme der HCH-Kon-
zentrationen intermediir auch Zunahmen regi-
striert, welche vorrangig auf das mehrfache Durch-
mischen des Bodens zuriickzufiihren waren.

Innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 20
Wochen wurde in beiden Versuchen eine Abnahme
der HCH-Gesamtkonzentration um mehr als 65% auf
durchschnittlich 800 mg/kg Trockensubstanz erzielt.
Die Lebendkeimzahl betrug durchschnittlich 1,6 x
10° KBE/g. ‘

Zusammenfassung/Ausblick

Die Abbauversuche haben gezeigt, daB bei konse-
quenter Anwendung der konzipierten Sanierungs-
technologie die Moglichkeit besteht, HCH-Isomere
auch in relativ hohen Konzentrationen im Boden
unter Anwendung mikrobiologischer Verfahren
abzubauen. Eine Ubertragung der bisher gewonne-
nen Erfahrungen in die Praxis ist bei Anwendung des -
von der SGDA entwickelten modifizierten Trocken-
rotte-Wendemieten-Verfahrens durchaus denkbar.
Der wesentliche Vorteil dieses Verfahrens liegt in sei-
ner guten Umweltvertriglichkeit und Wirtschaftlich-
keit.

Die wesentliche Voraussetzung fiir das Erreichen des
Sanierungszieles ist die Schaffung optimaler Bedin-
gungen (Vorbereitung des zu sanierenden Materials,
Zugabe entsprechender Zuschlagstoffe sowie Mikro-
organismenkulturen).

Die Versuche im TechnikumsmaBstab werden durch
die SGDA planmiflig weitergefiihrt, um fiir das stark mit
HCH kontaminierte Material der ehemaligen Produktions-
standorte spezifische Sanierungsverfahren zu erarbeiten.
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