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Zusammenfassung. In Fl/issigkulturen und in Mustern  un- 
terschiedlicher Bfden  wurde der Abbau yon Dibenzofuran (DBF) 
durch eine Reinkuhur des Stammes Pseudomonas sp. HH69 und 
durch ein aus Pseudomonas sp. NRM und dem Nocardia- 
fihnlichen Stamm NRH bestehendes Konsortium zeitlich verfolgt 
und bilanziert. 
In belfifteten F1/issigkulturen (Batchverfahren) verwerteten Rein- 
stamm und Konsortium Dibenzofuran als alleinige Kohlenstoff- 
und Energiequelle. Uniform 14C-markiertes DBF wurde zu fiber 
61% in 14COz /iberffihrt, etwa 20 % des Radiokohlenstoffes 
wurden in die Zellmasse aufgenommen und 16 % waren in zeit- 
weilig in der Kulturfliissigkeit akkumulierenden Metaboliten sowie 
in nicht weiter verwertbaren Stoffwechselendprodukten wiederzu- 
finden. 
In verschiedenen Testb6den, die mit DBF in Konzentrationen zwi- 
schen 0,2 und 192 ppm kontaminiert waren, wiesen die Mikroor- 
ganismen Abbauleistungen auf, die mit denen in Fliissigkulturen 
vergleichbar waren. So wurde durch den Stamm Pseudomonas sp. 
HH69 Dibenzofuran in den sterilen Testbfden innerhalb yon 
10 Tagen bis zu 75 % in CO 2 fiberfiihrt. 

A b s t r a c t .  Dibenzofuran: Bacterial Mineralization. The degrada- 
tion of uniformly 14C-labelled dibenzofuran (DBF) by the strain 
Pseudomonas sp. HH 69 and a consortium consisting of the DBF- 
degrading Pseudomonas strain NRM and an accompanying 
Nocardia-like strain NRH, was monitored in liquid-batCh cultures 
and in different soil samples. 
Experiments involving the strain and a consortium in aereated li- 
quid cultures (batch process) showed that DBF was utilized as a 
source of energy and carbon. Thereby, more than 65 % of DBF is 
rapidly converted to CO2, about 20 % to biomass and only about 
10 % to slow-degrading intermediate metabolites, respectively. 
The same microorganisms also exhibited comparable degrees of 
degradation efficiency in various types of soils contaminated with 
DBF. For instance, DBF, uniformly distributed in sterile soil sam- 
ples, in concentrations between 0.2 to 200 ppm, was converted to 
CO2, within 10 days, to the extent of about 75 % by the strain 
Pseudomonas sp. HH 69. 

1 E i n l e i t u n g  

Polyhalogenierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane 
sind seit geraumer Zeit  als toxische Problemstoffe erkannt  
[1 - 5]. Sie werden haupts/ichlich infolge der gewerblichen 
und industriellen Aktivit~iten des Menschen weit verbreitet  
in der Umwelt  und sogar in Nahrungsmit te ln  angetroffen. 
Sie widerstehen dem mikrobiel len Abbau [6, 7], wobei  ein 
mfgl icher  Grund ffir diese Persistenz in ihren physikalisch- 
chemischen Eigenschaften liegt, z.B. schlechte Wasser l fs -  

lichkeit und hohe Stabilit~it der anellierten, mit  Halogenen 
substituierten aromatischen Kerne [8,9]. 

Diese Arbei t  beschreibt  die Kinetik und Bilanz der Minera-  
lisierung von Dibenzofuran (DBF) - das ist das Grundge~ 
rfist der halogenierten Dibenzofurane - durch Bakterien in 
Fltissigkulturen und definierten Tes tb fden  (zur Mineral i-  
sierung von halogenierten Dioxinen und Furanen vgl. Ab- 
schnitt 4). Der Abbauweg ftir diese Verbindung wurde von 
uns bereits beschrieben [10]. 

2 Versuchsdurchfiihrung 

2.1 Mikroorganismen 

FOr die DBF-Abbauversuche wurde der Reins tamm Pseudo- 
monas sp. H H 6 9  [10] und ein beztiglich seiner Abbaulei-  
stung identisches Zwei-Spezies-Konsort ium eingesetzt, 
bestehend aus dem gelb gefiirbten, abbauakt iven Bakterien- 
stamm Pseudomonas sp. N R M  sowie dem begleitenden, 
Suppline liefernden Nocardia-~ihnlichen Stamm N R H ,  der 
bisher nicht n/iher untersucht wurde (Suppline sind Sub- 
stanzen, die f f r  den normalen,  bakteriellen Stoffwechsel er- 
forderlich sind, z.B. Vitamine).  

Die Anzucht der Mikroorganismen erfolgte bei 28 ~ in 
phosphatgepufferter Mineralsalzl6sung (vgl. Abschnitt  2.3) 
mit DBF als alleiniger Kohlenstoff- und EnergiequeUe in der 
unten beschriebenen Appara tu r  auf einem Rundschtit t ler  
(Modell  SM 25-C,  Fa. E. Biihler, Tiibingen) bei 125 Um- 
drehungen pro min. 

2.2 Modellsubstrat 

Halogenfreies Dibenzofuran (DBF, chem. Reinheit 
> 99 %; Aldrich-Chemie,  Steinheim) diente als Modell-  
substrat.  Es wurde zur Anzucht  der Mikroorganismen (vgl. 
Abschnit t  2.1) und zur Ermittlung ihrer Abbauleistungen 
in Fliissigkultur und Boden eingesetzt. 
Um den DBF-Abbau verfolgen und eine vollst/indige Bilan- 
zierung aufstellen zu k fnnen ,  wurde dieses nicht-markierte  
DBF mit  [U-14C] Dibenzofuran (14C-DBF : 290,25 MBq 
(7,84 m C i ) / m m o | ,  chem. und radiochem.  Reinheit 
> 99,3 %; Amersham Buchler, Braunschweig) zu Radio-  
aktivit/iten von 40,61 kBq (1 ,098gCi )  und 14,34 kBq 
(0,388/~Ci) pro mg verschnitten. 

1 Korrespondenz: Dr. K. Figge 
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Tabelle: Kenndaten der Testb6den 

Bodenparameter 

Mineralische Bestandteile: 
- Ton [Gew.-%] 
- Schluff [Gew.-%] 
- Sand [Gew.-O/o] 
- Kalk [Gew.-%] 

Kalkmarsch-Ah a) PodsoI-Aeh b) 

Bodenafl  

15 
60 
20 

1,2 

Pseudogley/ 
PelosoI-PSd c) 

1,8 
5,0 

91 
0 

77 
20 

3 
0 

Braunerde 
BvAh d) 

5,0 
16 
79 

0 

Org. C-Gehalt [Gew.-% ] 2,3 2,0 0,35 0,76 

pH-Wert (CaGI2) 7,0 2,9 4,7 5,5 

WKmax. [Gew.-O/o] 38 23 35 15 

Spez. Oberflfiche [m2/g]0 3,01 0,14 44,2 1,50 

Standardboden 
der BBA e) 

6,3 
18 
75 

0 

1,2 

6,3 

22 

nicht best. 

a) Finkhaushalligkoog b. Husum, Schleswig-Holstein 
b) Segeberger Forst b. Bad Segeberg, Schleswig-Holstein 
c) Waldhof b. Mannheim, Baden-Wiirttemberg 

d) Forst am Belauer See b. Bornh6ved, Schleswig-Holstein 
e) Neustadt am R~genberge (Borstel), Niedersachsen 
f) nach der Aufbereitung der B6den (--, Abschnitt2.4) 

2.3 Fliissigmedium und Bodenmaterial 

Mineralische Niihrl6sung 
Die phosphatgepufferte Mineralsalzl6sung (Zusammenset- 
zung vgl. [10]) wurde in steriler Form mit 14C-DBF in 
Fliissigkultur und Boden verwendet. 

Testb6den 
Die Tabelle zeigt die wesentlichen Eigenschaften der 4 ver- 
schiedenen Bodentypen. Bei der Auswahl der aus boden- 
kundlicher Sicht Rir weite Gebiete Deutschlands repr~isen- 
tativen Testb6den [11] wurde auf eine m6glichst grot~e 
Bandbreite von pH-Wert, Gehalt an organischem Kohlen- 
stoff und spezifischer Oberfl~iche geachtet. Die B6den wur- 
den vor ihrem Einsatz von groben Bestandteilen befreit, bis 
zu einem Restwassergehalt < 0,5 Gew.-% getrocknet, auf 
eine Korngr6~e _< 2 mm gesiebt und mit Dampf sterili- 
siert. 

2.4 Versuchsprinzip und -ablauf 

Die Versuche zum Abbau von Dibenzofuran (DBF) in Fliis- 
sigkulturen bzw. B6den wurden stets als Parallelansfitze in 
dafiir hergerichteten, belfifteten 300 ml-Erlenmeyerkolben 
durchgefiihrt. 

Dazu wurden im Falle der Fliissigkulturen jeweils 100 mg 
feinkristallines 14C-DBF (-~Abschnitt 2.2) in die Kolben 
eingewogen, diese mit je 50 ml steriler mineralischer Nfihr- 
16sung aufgefiillt und zum Zeitpunkt to mit 2,5 ml der 
frisch angeziichteten, konzentrierten Bakteriensuspension 
(ca. 106 Organismen des abbauaktiven Stammes pro ml 
Suspension) inokuliert. 

Im Vergleich hierzu erforderten die Vorarbeiten fiir die 
DBF-Abbauversuche in B6den einen gr6fleren apparativen 
und zeitlichen Aufwand. So wurden zunfichst mit der in 
Abb. 1 gezeigten Apparatur definierte, in Aceton/Wasser- 
Gemisch (1 : 1,3 (v/v)) gel6ste Mengen an 14C-markier- 
tem DBF zerstfiubt und dabei gleichm~it~ig in die vorgeleg- 
ten Bodenmaterialien eiiagemischt (je Ansatz 30 ml DBF- 

L6sg. ~ 0 , 0 4 2 - 4 2 , 6  mg DBF auf 212,5 g Boden). Die 
DBF-Verteilung wurde auf Gleichmfifligkeit kontrolliert. 

Zur Beurteilung der Gleichm~it~igkeit der DBF-Verteilung 
wurden jedem der insgesamt 10 kontaminierten Bodenma- 
terialien 20 Stichproben von jeweils ca. 100 mg enmom- 
men und nach dem Prinzip der kombinierten Verbrennungs- 
und Fliissigszintillationstechnik auf Radioaktivit~it bzw. die 
dazu ~iquivalente DBF-Menge fiberprfift. Die Mef~daten 
wurden zur Berechnung der mittleren Radioaktivit/its- bzw. 
Substanzkonzentrationen in den kontaminierten Materia- 
lien sowie der zugeh6rigen relativen Standardabweichun- 
gen se (%) eingesetzt, die zwischen 4,4 und 9,9 lagen. 

Nach diesen Vorarbeiten wurden die Kulturkolben jeweils 
mit 50 g der 14C-DBF-haltigen, radiometrisch charakteri- 
sierten Bodenmaterialien beschickt. Die anschliet~ende 
Beimpfung der Proben (Zeit to) mit jeweils 4,0 ml frisch 
angeziichteter Bakteriensuspension (ca. 108 Organismen 
des abbauaktiven Stammes pro ml Suspension) und die Ein- 
stellung der Wassergehalte der Proben durch Nfihrsalzl6- 
sung auf 40 % ihrer max. Wasserkapazit/iten [12] erfolgte 
mittels eines station~iren Zerst~iubers (Prinzip --' Abb. 1). 
Die Abbauversuche wurden mit Hilfe der in Abb. 2 gezeig- 
ten Apparatur in einem auf 28 ~ temperierten Raum 
durchgefiihrt. 

Zur getrennten Absorption von fliichtigen organischen Verbindungen 
und freigesetztem Kohlendioxid (CO 2 1) besatgen die Kulturkolben 
rohrf6rmige Aufs~itze, die mit abwechselnden Schichten aus reiner 
bzw. paraffinierter Quarzwolle und Natronkalk gefiillt waren. Die 
Kolben wurden mit steriler Luft (2- 3 ml/min) durchstr6mt, die zur 
Reinigung und Entfernung von CO 2 fiber eine Kaskade aus Staubfil- 
ter, Aktivkohleturm, mit 4M Kalilauge gefiillter Gaswaschflasche und 
Sterilfilter (Porenweite 0,2 pm) geleitet wurde, und im Falle der Fliis- 
sigkulturen permanent gesch/ittelt (Kreisbewegung, 125 Upm). 
Zu definierten Zeiten t n wurden jeweils die Inhalte aus zwei gleichbe- 
handelten Kulturkolben und ihren Aufsfitzen radioanalytisch un- 
tersucht. 
Zu diesem Zweck wurde die Belfiftung der Kulturkolben 10 rain lang 
auf 160 ml pro min erh6ht, um dadurch das CO 2 und/oder flfichtige 
organische Metaboliten aus den Kopff~iumen der Kolben zu verdrfin- 
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Abb. 1: Vorrichtung zur Kontamination von rieselffihigem Boden mit gel6stem, 14C-markiertem Dibenzofuran 

Kulturgef~f~e (vgl. Einzeldarstellung) 

~ 1 1 1 1  lillillllllllll] 
Waschflasche SchlauchdosierpumPL ~ WaS~m!~l?s~h; ~ ~ SchlauchdOsierpump 
(200., L ~  
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Staubfilter ('Glaswolle } 
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Sch~ittelmaschine (mit groSfl~chigem Aufsalz) 

Reinluftversorgung Abbaueinheit 

Abb. 2: Apparatur zur Untersuchung des mikrobiellen Abbaus von 14C-markiertem Dibenzofuran in Flfissigkultur und Boden 

gen und vollst/indig am Natronkalk bzw. auf der paraffinierten Quarz- 
wolle festzulegen. Die Inhalte der Ku|turkolben wurden zur Wiederge- 
winnung yon nicht umgesetztem, kristallinem DBF fiber Glasfaserfilter 
filtriert und sowohl die Kolben als auch Filter dreimal mit je 5 ml eis- 
kalter Mineralsalzl6sung gewaschen. 

Die auf den Filtern zurfickgehaltenen DBF-Mengen wurden in Metha- 
nol gel6st und durch Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Die vorfil- 
trierten Flfissigkulturen, denen man aliquote Volumina (jeweils 
3,0 ml) ffr  die Bestimmung der Zellzahlen nach dem Plattengut~ver- 
fahren enmahm, wurden sofort auf 5 ~ abgekfihlt, 30 min bei 
11 000 x g zentrifugiert und die 0berstfinde zusfitzlich fiber Mem- 
branfilter (Porenweite 0,2/~m) gegeben. Durch diesen Vorgang (ein- 
schl. Waschschritte) wurden die Flfissigkulturen jeweils in Biomasse 
(Zellmasse) und Kulturbrfihe getrennt. Danach wurden aliquote Teile 
der vorher lyophilisierten Biomassen nach dern Prinzip der kornbinier- 
ten Aufschlufl- (mit Protosol) bzw. kombinierten Verbrennungs- und 

Flfissigszintillationstechnik und ebenso aliquote Volumina der Kultur- 
brfihen durch direkte Flfissigszintillationsz/ihlung auf ihre Radioaktivi- 
t~iten untersucht und anhand der Mefldaten die Gesamtradioaktivit~i- 
ten in beiden Komponenten der Fliissigkulturen berechnet. Die Rest- 
mengen an Biomasse und Kulturbriihe dienten zur Isolierung yon DBF- 
Metaboliten. 
Die paraffinierte Quarzwolle aus den Absorptionsaufsfitzen beider 
Kulturkolben wurde mit Methanol extrahiert und die erhaltenen Ex- 
trakte auf fliichtige, 14C-markierte DBF-Metabolite untersucht. 
Gleichzeitig wurden die entsprechenden Schichten Natronkalk quanti- 
tativ aus den Aufs/itzen in Reaktionskolben fiberfiihrt. Die durch das 
Ansfiuern mit konz. HC1 aus dem Natronkalk freigesetzten 
CO2-Mengen (einschl. 14CO2) wurden mit einem N2-Strom in zwei 
hintereinander geschaltete, mit Flfissigabsorber (Gemisch org. Amine) 
gefiillte Gaswaschflaschen getrieben, dort vollst/indig fixiert und der 
Fliissigszintillationsmessung zugefiihrt. 
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Die Behandlung und Aufarbeitung der mit Bodenproben 
beschickten Kulturkolben erfolgte in weiten Bereichen ana- 
log; jedoch wurden hier nur die in den Absorptionsaufs/it- 
zen der Kulturkolben gebundenen Radioaktivit~iten ver- 
messen. 

3 Ergebnisse und Diskussion 

Die wesentlichen Gr6f~en, die den Abbau des Dibenzofu- 
rans (DBF) durch das Zwei-Spezies-Konsortium 
N R M / N R H  bei 28 ~ in beliifteter phosphatgepufferter 
Mineralsalzl6sung beschreiben, zeigt Abb. 3 als Funktion 
der Zeit. 
--e-- --o--'gelber ~-'w eifler ' St nm m 

--A--'get~r', -- a ,.2' weiner' Stamm 

1 0 0  , ,  = . . . .  I . . . .  I ' ' '  " I 1010 

m ~ 80 " \  I _ ~  ~ = ~ ~  lOS - 

20 ! ~ . '~'~-~,. �9 
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§ bezogen o.uf die im KuRurgef~ifl insgesamt wiedergefundene Rndiooktivit~t 

Abb. 3: Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen zum Abbau von 
Dibenzofuran dutch das Zwei-Spezies-Konsortium NRM 
(gelb)/NRH (weif~) in Fliissigkultur 

Demnach betrug der initiale Zelltiter des abbauaktiven 
Bakterienstammes Pseudomonas sp. NRM 1,3 �9 106 Zel- 
len pro ml Kulturfltissigkeit. Die Zellzahl stieg in den ersten 
50 Stunden, in denen die H/ilfte des vorhandenen DBF ver- 
braucht wurde, um den Faktor 700 an und fiel in den dar- 
auf folgenden 142 Stunden nur wenig ab. In diesem 
Zeitabschnitt wurde mit geringerer Geschwindigkeit auch 
die restliche DBF-Menge weitgehend mineralisiert. 

Die radiometrische Bilanzierung des gesamten Abbauvor- 
ganges zeigte, daft das abbauaktive Konsortium innerhalb 
von 192 Stunden 

- fiber 6 1 %  des eingesetzten Dibenzofurans in CO 2 tiberRihrte, 
- ca. 20 % des DBF-Kohlenstoffs in die Zellmasse aufnahm, 
- ca. 16 % in Form wasserl6slicher Metaboliten in die Kulturbrtihe 

ausschied. 

Dutch den Einsatz radiochromatographischer Methoden 
konnte best~itigt werden, daft sich dabei verschiedene Meta- 
boliten, z.B. Salicyl- und Gentisins~iure, vortibergehend in 
der Kulturbriihe anreicherten und im Verlauf der Kultivie- 
rung weiter abgebaut wurden. Im Gegensatz dazu verblie- 
ben z.B. die ebenfalls akkumulierenden Chromanonderi- 
vate [10] als sog. dead-end Produkte in den Fliissig- 
kulturen. 
Ffir den DBF-Abbau in B6den durch den in seinen Abbauei- 
genschaften mit dem Zwei-Spezies-Konsortium NRM/  
NRH vergleichbaren Bakterienstamm Pseudomonas sp. 
HH69 wurden die in der Tabelle charakterisierten Testb6- 
den eingesetzt. 
Die Befunde in Abb. 4 zeigen, daft DBF (bei Vorlage von 
12 bis 20 bzw. 119 bis 192 ppm) in den Testb6den, deren 
pH-Werte zwischen 4,7 und 7,0 lagen, innerhalb yon 
10 Tagen zu 60 bis 75 % in CO 2 fiberffihrt wurde und 
zwar unabh~ingig davon, wie hoch der organische C-Gehalt 
bzw. wie grofl die spezifische Oberfl~iche des einzelnen Bo- 
dens war. Dagegen wurde unter sonst gleichen Vorausset- 
zungen in dem st/irker sauren Testboden Podsol (pH- 
Wert 2,9) kein signifikanter Abbau des DBF festgestellt. 

Dieser bei tibers~uerten B6den h/iufig beobachtete Sachver- 
halt konnte dadurch ge/indert werden, datg durch Zusatz 
von CaCO 3 der pH-Wert des Podsols auf 5,4 bzw. 5,9 an- 
gehoben wurde (den Erfolg dieser Maf~nahme zeigt 

Abb. 5). 
Dartiber hinaus konnte anhand des DBF-Abbaus im neutra- 
len Testboden Kalkmarsch gezeigt werden, daft der Stamm 
Pseudomonas sp. HH69 neben einer guten Abbauleistung 
zus/itzlich die Fiihigkeit besitzt, auch kleinste, adsorptiv an 
Bodenpartikel gebundene DBF-Mengen zu mobilisieren 
und dadurch ftir sich bioverffigbar zu machen. Wie aus 
Abb. 6 hervorgeht, wurde das im Testboden Kalkmarsch 
vorgelegte DBF - unabh/ingig von der jeweils vorhande- 
nen Konzentration - im Bereich von 0,2 ppm (Sanierungs- 
grenzwert for Schadstoffe) bis 152 ppm innerhalb von 

Pseudomonos sp. HH 69 
{lOd bei 280C/40% der WKmox.) 

100. 

o 

B 

~ so 
6 
. t  

a b  o b  
Bodenart Podsol 

14C-DBF-Konz. [ppm] +~ 200 20 200 20 

pH-Wert (CaCI 2} 7,0 2,9 

Spez. Ober fl~che [mZ/g] 3,01 0,14 

+~ nomine(le W~le 

ab ab ab ab ab ab 

Kalkmarsch Pseudogley/ Braunerde 
Pelosol 
200 20 200 20 

~,7 s,s 
44,2 1,50 

Abb. 4: Mikrobieller Abbau von Dibenzofuran zu CO 2 in verschiede- 
hen Versuchsb6den 
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I00 Pseudomonas sp. HH Gg 
(10d bei 28~176 derWKmox) 
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14C-DBF-Konz. [ppm] +~ 20 --iN --~ 

CaCO3-Zusotz [Gew.-%] 0 1,0 5,0 
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Abb. 5: Mikrobieller Abbau von Dibenzofuran zu CO 2 im sauren 
Versuchsboden Podsol ohne und nach CaCO3-Zusatz 

10 Tagen zu etwa 75 % in C O  2 fiberfiihrt. Die restliche 
DBF-Menge sollte analog zu den Versuchen in Fliissigkul- 
turen in die Biomasse eingebaut worden sein bzw. als ex- 
kretierte dead-end Metaboliten vorliegen. Dies ist ein 
Beispiel ffir eine effizient verlaufende, biologische Dekonta- 
mination eines Bodens. 

4 Schluflfolgerung 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dat~ der Grundk6rper 
der polyhalogenierten Dibenzofurane - das halogenfreie 
Dibenzofuran (DBF) - durch geeignete Bakterienst/imme 
innerhalb kurzer Zeit in Fliissigkulturen vollst/indig mine- 
ralisiert wird. Das gleiche gilt auch ffir die Destruktion des 
DBF bei optimalen pH-Werten in den verschiedenen, ffir 
weite Gebiete Deutschlands repr/isentativen Testb6den. 
Wir vermuten, dat~ auch mit dem mittlerweile zur Verffi- 
gung stehenden Bakterienstamm Pseudomonas paucimobi- 
lis RW1 [13], der zur Verwertung von nicht-halogeniertem 
Dibenzo-p-dioxin in Fliissigkuhuren befiihigt ist, unter den 
hier beschriebenen Versuchsbedingungen /ihnlich hohe 
Ums~itze in den verschiedenen Bodentypen erzielt werden. 
Entsprechende Abbauleistungen erhoffen wir von 1Vfisch- 
kulturen [13] hinsichtlich der Mineralisierung von niedrig 
halogenierten Furanen und Dioxinen. 
Die Arbeiten wurden vom Bundesminister ffir Forschung und Techno- 
logie gef6rdert (BMFT-Projekt Nr. 0318896A/B). 
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