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Problem

Physkalisch-technische Sanierungsverfahren fir sorengstoffverseuchte Boden miissen in der Regel ds
On-Site- oder Off-Site -Verfahren ex stu durchgefhrt werden, sind damit sehr kostenintensiv und da-
her bidang nur punktudll fur die Dekontamination hochverseuchter Schwerpunktorte eingesetzt wor-
den.

Die Erarbeitung bodenschonender, biologischer Sanierungstechniken schreitet somit vor adlem aus
wirtschaftlichen Grinden voran. Fir hochgradig belastete Orte snd mikrobiologische Verfahren mit
Audesen von pilzlichen oder bakteridlen Hochleistungsstammen viel versprechend.

Grol¥lachig mit 2,4,6-Trinitrotoluol (TNT) und dessen Begletsubstanzen verseuchte Areale geringen
bis mittleren Belastungsgrades (1...100 ppm), die oft mehrere hundert Hektar pro Altlast umfassen, sind
wegen ihrer grofien Ausdehnung nicht ex Stu sanierbar, selbst die fléchendeckende Beprobung ist aus
K ostengriinden nur weitmaschig redlisert.

Ziel und Aufgabe

Aus dem Zid der Sanierung TNT-verseuchter Grof¥flachen geringen bis mittleren Belastungsgrades
durch den Einsatz von Pflanzen ergibt sich die Aufgabe, Gehdlze zu finden, die féhig sind, Sprengstoffe
(TNT) zu ertragen, aufzunehmen und eventuel | abzubauen.

Zu den Anfangsanforderungen an die auszuwahlenden Pflanzen gehérten solche Kriterien wie tiefe
Bodendurchwurzelung, gutes Regenerationsvermdgen, langjdhrige Standzeit, vegetativ-identische
Vermehrbarkeit, leichte KulturfUhrung und gute Standorttoleranz.

Fragen

Wichtige zu beantwortende Fragen waren:

1. We che Gehdl ze ertragen sprengstoffspezfische Schadstoffe ?

2. Haben die Gehdlze einen Einfluld auf den Nitroaromatengehalt des Bodens ?
3. Konnen Gehdlze TNT und/oder dessen Abkdmmlinge aufnehmen ?

Arbeitsschritte

Nach orientierenden Voruntersuchungen mit verschiedenen Gehdlzen wurden unter Bertickschtigung
der 0.g. Anfangsanforderungen Weiden und Pappeln ds wichtigste Versuchspflanzen erwahlt. Hier
sollte auch das bekannterwei se breitgefécherte genetische Potentid dieser Gehdl ze genutzt werden.

Die Untersuchungen sollten folgende Teil schritte umfassen:
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1. Screening des Wachstums auf TNT-Toleranz

a) Voruntersuchungen in Hydrokultur
b) Toleranzuntersuchungen in Sandkultur

2. GC-ECD-Nachweisvon TNT und/oder TNT-Abkémmlingen in Boden und Pflanzen

a) Bepflanzungsversuche mit TNT-dotiertem Sand
b) Bepflanzungsversuche mit Altlastboden aus Clausthal-Zdlerfeld

3. Standortbeprobung zur Freilandbepflanzung

Aus den ersten beiden Arbeitsschritten sollen nachfolgend einige Ergebnisse vorgestel It werden.

Screening in Sandkultur

Nach Voruntersuchungen in Hydrokultur wurden Stecklinge von 25 Weidenklonen im Gewéchshaus
TNT-dotiertem Sand ausgesetzt. Wie aus[Abb. 1lzu ersehen it zeigten sich schon nach 6 Wochen deut-
liche Wachstumsunterschiede zwischen den getesteten Klonen. So ist z.B. der Weidenklon EW-013im
Zweig- und Blattwachstum unbeeinfluld, kann aso as tolerant bezeichnet werden. Der Klon EW-020
ist dagegen schon um 20 % gehemmt. Ahnliche Unterschiede sshen wir bei Pappeln (bb. 2). Hier
wurden 11 Klone untersucht.

TNT/ADNT-Aufnahme

Es gdlte Sich jetzt die fir den weiteren Projektverlauf entscheidende Frage: Snd in den Gehdlzen TNT
oder TNT-Abkémmlingewie bel krautigen Pflanzen nachweisbar oder handdt es sich lediglichum eine
Vermedungstoleranz, wie wir se von den sogenannten Exkluderpflanzen aus der Schwermetallprob-
lematik kennen ?

Erste gaschromatographische Anaysen wurden dazu mittels ECD durchgefthrt. Wieabb. 3]zei ot, snd
in den 10 zur Anayse ausgewéahiten Klonen kaum TNT, wohl aber TNT-Reduktionsprodukte as
ADNTSs in den Wurzeln nachweishar. Die hdchsten Konzentrationen an ADNTS finden sich bet Wei-
den in den Wurzeln des Klones EW-013. Bel Pappeln weist der Klon ZP-007 die htchsten Werte auif.
Die Analyse oberirdischer Pflanzenteile, wie Steckholz, Zweige und Bléiter zeigte erste Hinweise auf
das Vorkommen von ADNTs bel den meisten Klonen (keine Darst.). Die Gehdlze stellen sich dso dem
Stressfaktor.

Doch so vidgestaltig wie das aul3ere Erscheinungshild der Weiden waren auch deren stérende Inhdts
stoffe. Das Klonspektrum mufite eingeschrankt werden. Nach einem Vitalitétstest wurden der
Weidenklon EW-13 und der Pappelklon ZP-007 fir die weiteren Versuche erwahit.

Bodenanalysen

TNT-tolerante Gehdlze kdnnen aso TNT ertragen und - wie krautige Pflanzen - auch Nitroaromate
aufnehmen. Die Absolutmengen pro Pflanze sind jedoch gering. Unser Hauptziel ist aber die TNT-
Verarmung kontaminierten Bodens.
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TNT-dotierter Sand
Haben die Geholze Uberhaupt einen mefZaren Effekt auf den TNT-Gehalt ?
Dazu wurden zunéchst Gefé3versuche mit TNT-dotiertem Sand durchgeftihrt. 8 Wochen zuvor mit
Weide bzw. Pappe bepflanzten Polypropylen-Topfen wurde TNT Uber das Giel3wasser appliziert. Die
Anfangskonzentrationen betrugen 5, 10 und 20 mg TNT pro kg Sand. Nach weiteren 6 Wochen Ge-
wéchshauskultur wurden Sandproben mit Methanol extrahiert und gaschromatographisch analysert.
Ein Teil der ermittelten Ergebnissewird in der Ubersicht auf [Abb. 5ldargestellt:
1. Obwohl dlein TNT appliziert wurde, ist dieses auch ohne Bepflanzung zur Hélfte bzw. zu einem
Drittel zu ADNTsumgewandelt.
2. Die Summe der 3 Nitroaromate wird durch die Bepflanzung um ein Drittd bis zur Halfte der Kon-
trollvariante verringert.
Da die ADNT-Werte nahezu gleich bletben, konnte eine ADNT-Nachlieferung aus TNT erfolgen, da
die TNT-Konzentration in dlen Varianten durch den Einflul3 der Gehdlze aonimmt. Héhere ADNT-
Konzentrationen bei den bepflanzten Varianten (bel 20 ppm TNT) wéren songt nicht erklarbar.

Altlastboden

Altlastboden aus Clausthd-Zdlerfeld der zu Versuchsbeginn mit 56 ppm Nitroaromaten kontaminiert
war (je zu einem Drittel TNT, 4-ADNT und 2-ADNT) wurde im Gefd3versuch mit Weidensteckhdl-
zern besetzt und nach einem halben Jahr Gewéchshausaufenthalt andysert. Die Bepflanzung fuhrte zu
einer Abreicherung der Nitroaromatensumme auf 63% (Abb. 5). Der pflanzenbedingte Nitroaromaten-
entzug aul¥erte sich hier fast ausschliefdich ds ADNT-Verlust.

Pflanzenaufnahme

Die dritte der eingangs gestellten Fragen war: Konnen Gehdlze TNT und/oder dessen Abkdmmlinge
aufnehmen ? Konnen sie durch Aufnahme und Aufwartstransport zu der eben aufgezeigten Nit-
roaromatenabrei cherung des Bodens beitragen ?

Diein der angefuihrten Pflanzenanalysen, die mit kiinstlich kontaminiertem Sand gewonnen
wurden, zeigen, dal3 schon nach 6 Wochen sowohl bei Welden, ds auch bae Pappeln ein Nitroaroma:
tennachweis bis zu den Bléttern hinauf moglich ist. TNT findet sich nur in Spuren, die ADNTS domi-
nieren. Die gemessene Augenblickskonzentrationen der Nitroaromatensummen betragen in der Wurzel
das 5-6 fache der aktudllen Bodenkonzentration und falen zu den oberirdischen Pflanzenteilen hin
dark ab.

Noch wichtiger erscheinen uns die Langzeit-Ergebnisse mit Altlastboden (Abb. 6): Hier finden wir nach
6 Monaten - aso einer fiir Gehdlze recht redlistischen Wachstumszeit - eine Bestétigung der vorherigen
Ergebnisse. Wiederum finden wir TNT nur in sehr geringen Mengen. Sichere TNT-Nachweise gdin-
gen nur in den unterirdischen Gehdl ztellen.

Die ADNTSs hingegen lassen sich mit dem bereits bekannten Gradienten bis zu den Bléttern hin Sgnifi-
kant auch in den oberirdischen Kompartimenten nachweisen. Sehr auffdlend it, dal3 sich im nahezu
funktiondosen Steckholz-Obertell fast keine Nitroaromaten nachweisen lassen. Dies spricht fir einen
passiven Nitroaromatentrangport Uber den Transpirationsstrom der Gehdlze.
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Zusammenfassung und Ausblick Bendae ome
1. Waeiden und auch Pappeln bewirken im Gefé3versuch eine deutliche Nitroaromatenabreiche-
rung des Bodens.

2. Eine Bepflanzung mit diesen Gehdlzen fuhrt zu ener Beschleunigung des mikrobidlen
TNT-Abbausim Boden.

3. Zumindest ein Tel der Bodenschadstoffe wird durch die Gehdlze entzogen und [&% sich
vorzugswelse ds ADNT bisin oberirdische Pflanzenteile nachweisen.

4. Die in den Gehdlzpflanzen nachweisbaren Nitro- bzw. Aminonitroaromatengehalte stellen
Augenblickskonzentrationen dar, die sich auf die extrahierbaren Antelle beschranken und
zudem auf den EC-detektierbaren Anteil eingeengt sind.

5. Der metabolische Antell bel der Nitroaromatenentgiftung durch Einbau in den Holzkorper
mul3 vorerst unberiicksichtigt bleiben und verlangt nach Bilanzierungsversuchen mit Radi-
otracern. Dabe wird der Fahigkeit der Gehdlze zur Ligninproduktion eine grof3e Bedeutung
beigemessen.

6. Die unter Gewéachshausbedingungen erhdtenen Ergebnisse missen im Frelland bestétigt
werden.
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Tabellel: TNT/ADNT-Gehalt in Weiden und Pappeln nach TNT-Exposition (20 ppm

GC-ECD-Anayse von Salix EW-013 und Populus ZP-007 nach 6-wochigem Gefél3versuch in
kinstlich mit 20 ppm TNT kontaminiertem Sand. Einmalige, wéalirige Applikation des TNTs.
Die Stecklinge waren 8 Wochen in Sand vorinkubiert, danach wurde der Sand mit 20 ppm TNT
kontaminiert. Fur die Extraktion der trockenen Pflanzenteile wurden diese auf eine Partikelgro-
32 von < 1 mm gemahlen und einheitlich 100 mg Trockensubstanz je Probe eingesetzt. Die Ex-

traktion erfolgte mit Essigsaure und anschlief3ender Dichlormethan-Ausschittel ung.

Angabe von Mittelwerten der Konzentrationen [mg/kg TS| und der Standardabweichung.

TF

% TNT = Anteil von TNT an der Nitroaromatensumme.

A. Weide EW-013; (n = 4)

= Transferfaktor fur die Nitroaromatensumme [= Pflanzenkonz. / Bodenkonz.].

[mg/kg Trockensubstanz]
Kompartim. TNT 4-ADNT 2-ADNT Summe TF |%TNT
1. Blatter 0,042 +0,035 0,105 +0,085 0,133 £0,062|0,280 +0,104| 0,17 | 15%
2. Zweige 0,037 +£0,027 0,029 +0,017 0,035 +0,213| 0,101 £0,041| 0,06 | 37%
3. Steckholz | 0,166 +0,042 0,273 +0,044 0,755 +0,107|1,194 +0,084| 0,71 14%
4.Wurzeln 0,394 £0,060 3,124 +£0,561 6,948 +1,024|1046 +0,720| 6,15 | 3,8%
5. Sand 0,567 +0,155 0,489 +0,121 0,617 +£0,167|1,673 £0,358| --- 34%
B. Pappel ZP-007; (n=3)

[mg/kg Trockensubstanz]
Kompartim. TNT 4-ADNT 2-ADNT Summe TF |%TNT
1. Bléatter 0,027 +0,030 0,077 £0,045 0,217 +0,110( 0,321 +0,128| 0,12 8%
2. Zweige 0,086 +0,030 0,143 £0,076 0,333 +0,094| 0,563 +0,104| 0,22 | 15%
3. Steckholz | 0,342 £0,114 0,052 +£0,036 0,276 +0,133| 0,670 +0,225| 0,26 | 51%
4.Wurzeln {0,547 £0,078 4,371 +0,304 8591 +1,009|1350 +1,314| 528 | 4,0%
5. Sand 1,169 +0,170 0,580 0,043 0,823 £0,287| 2572 +0,402| --- 45%
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A. Zweigzuwachs bei Salix-Klonen unter Einflu3 von 10 ppm TNT
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Abb. 1: EinfluR von TNT auf das Wachstum von Weiden in Sandkultur

Vergleich von 25 Salix-Klonen in ihrer Wachstumstoleranz gegentiber TNT.

Vorkultur von 20-cm-Steckholzern Gber 8 Wochen in Sand.

Danach wél3rige Applikation von 10 ppm TNT. Inkubationsdauer: 6 Wochen.

Messung des Zweigwachstums und des Blattwachstums von 25 Weidenstecklingen je Klon.

=0,95,

Signifikante Differenz zur unbehandelten Kontrolle fir P

nicht signifikant. A

S=

= zur Nitroaromatenanalyse ausgewahit.

ns=
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A. Zweigzuwachs bei 11 Populus-Klonen unter Einflu von TNT

500%

—:%7 : ] Kontrolle 10 ppm TNT
400% 1 - -

300% f : F -

200% -t : e -

Zuwachs zum Ausgangswert

Y

100%

B. Relativer Zweigzuwachs unter Einflu von TNT

7
,; [
S 100% 96 ns 95 ns 47
g 83s. | AN
X 80% AN AN
— AN
p} gV B0
S 60% | NS4 D=
= 0 12=N
£ 40% 35s 35s. | P
S :
S 20% A W L rf
N [
0% - 1y ¢ t t {
C. Relativer EinfluB von TNT auf den Blattzuwachs
101 ns
100% 9518 g3 s 96 s
87 ns 87 ns 81
mamn | 79 ns S.
o 80% [ 78s. —— T
°
5 60
S 60% T o
5 45s.
o 40% Ho 37s. — H
]
[]
[a1]
20% - A ‘_
0%
- N a2 < — [aV] o™ < n © ~
8 8 3 s 8 8 3 8 8 5] 3
o o o o o o o o o o o
1T} w 1T} ] N N N N N N N

Abb. 2: Einflu3 von TNT auf das Wachstum von Pappeln in Sandkultur
Vergleich von 11 Populus-Klonen in ihrer absoluten und relativen Wachstumstol eranz gegentiber TNT.
Vorkultur von 20-cm-Steckhdl zern tiber 8 Wochen in Sand.
Danach walrige Applikation von 10 ppm TNT. Inkubationsdauer: 6 Wochen.
Messung des Zweigwachstums und des Blattwachstums von 25 Weidenstecklingen je Klon.
s = Signifikante Differenz zur unbehandelten Kontrolle fur P =0,95.
ns = nicht signifikant.
A = zur Nitroaromatenanal yse ausgewahlt.
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Abb. 3: Wurzelanalysen auf Nitroaromate bei TNT-behandelten Weiden und Pappeln
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Abb. 4: Vitalitatstest fur Nachfolgever suche zur TNT-Behandlung
Austrieb von 20-cm-Steckhdl zern ausgewahlter Weiden- und Pappelklone nach 4 Wochen Vorkultur in

Sand. Messung der Wachstumsparameter Zweiganzahl, Zweiglénge und Blattanzahl.

Auswertung von 80-120 Pflanzen je Klon.
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€ 0’8 4
08 O2-ADNT
E4-ADNT
€ 0’6 4
27 100% 2 mTNT
) > 49%

04

0,2 +

Kontr. Weide  Pappel Kontr. Weide  Pappel
a) 6 Wochen Sand + 5 ppm TNT b) 6 Wochen Sand + 10 ppm TNT
*7100% 100%
[ 2-ADNT
. E4-ADNT
ETNT

Kontr. Weide Pappel Kontr. Weide

c) 6 Wochen Sand + 20 ppm TNT d) 6 Monate Altlastboden

Abb. 5. Bepflanzungseffekt auf TNT-dotierten Sand und TNT/ADNT-Altlastboden

a, b, c. GC-ECD-Analyse von kinstlich mit TNT kontaminiertem Sand, der unbepflanzt bzw.
mit Weide und Pappel bepflanzt war.

d): GC-ECD-Analyse von Altlastboden (Werk , Tanne", Clausthal-Zellerfeld nach 6-
monatigem Gefal3versuch mit Weide.

Sandextraktion: 5 g Sand/ je 15 ml Methanol / 30 min Horizontalschittler (f = 170/ min),
danach 60 min Ultraschallbad (f = 31,5 kHz, T =25 °C)

Bodenextraktion: 5 g Boden / je 100 ml Ethylacetat / 90 min Ultraschallbad ( f = 31,5 kHz,
T=35°C)

Anayse: GC-ECD (SHIMADZU 14A); Saule: Optima5 (50 m; 0,25 mm 1.D.; 0,24 um
Film); Injektionsvolumen: 1 ul; Injektortemperatur: 250 °C; Split: 1:13; De-
tektortemperatur: 300 °C; Carrier: He (3,0 kg/cm?); Make up: N (0,7
kg/cm?):;

Ofen: 160°C (1 min); 5°/min bis 195°C; 5 min bel 195°C; 3°/min bis 220 °C.

Angabe von Mittelwerten der Konzentrationen [mg/kg Boden] bei n=4- 5.
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Abb.6: TNT/ADNT-Gehalt in Weide nach 6 Monaten Kultur in Altlastboden DenroRem-Home

GC-ECD-Analyse von Weide nach Gefélversuch in Altlastboden aus Clausthal-Zellerfeld. 20-cm-
Steckholzsegmente wurden in ,, 7x7x8 Gottinger Topfen® Uber 6 Monate im Gewéachshaus kultiviert.

Pflanzenproben: 300 mg (Bléatter, Zweige, Steckholz) bzw. 100 mg (Wurzeln); PartikelgrofRe: < 0,25
mm.

Extraktion: 5 ml Essigsdure, 60 min Ultraschall; Ausschitteln mit 4 x 1,5 ml Dichlormethan.
Bodenproben: 5 g Boden; 90 min Ultraschall mit je 100 ml Ethylacetat bei T =35°Cund f = 31,5 kHz.

Analyse: GC-ECD. Saule: Optima5 (50 m; 0,25 mm 1.D.; 0,24 pum Film); Injektionsvolumen: 1 pl; In-
jektortemp.: 250 °C; Split: 1:13; Detektortemp.: 300 °C; Carrier: He (3,0 kg/lcm2); Make up: N, (0,7
kg/cm?2); Ofen: 160°C (1 min); 8°/min bis 195°C; 5 min bel 195°C; 2°/min bis 220; 20°/min bis 230 °C.

Angabe von Mittelwerten [mg/kg Trockensubstanz] und der Standardabweichung. Hochgestellte Werte
= Signifikanzniveau des Unterschiedes der Analysenwerte zum unbelasteten Referenzmaterial. ,n.s.* =
nicht signifikant fir a <5 % (Student-Test).

. TF* = Transferfaktor fir die Nitroaromatensumme;

LYTNT" = Anteil von TNT an der Nitroaromatensumme.

\

TNT 4-ADNT 2-ADNT Summe TF %TNT

l}/ 1. Blétter,n=3

| 00" 014" 045°" 068" 006 134%

/ £007  +004  +018  +0I8

, 2.Zwege n=5

f/ 004" 022 0779 103 010 36%
4 +0M4 +008 +024 +031

6y 3 Seckholz-Obertell, n=3

L 006™ 000" Q2" 009" 001 70,9%
/ +006 000 +004  +006

4. Seckholz-Mittelteil, n=5
006" 026%™ 1,35% 167° 0,16 34%
002 006 062 +065

5. Seckhoz-Untertell, n=5

013" 122% 211%* 346% 032 38%
T 4 +006 +059 +046 +102
e i = | 6.Wurzdn,n=5
J 2,27%% 34,57° 3478 71,619 6,7C 3,2%
A +0377 +6547 +53% +1185

7.Boden,n=5
1,00%1% 55591% 41491 1069%1% — 93%
+018 +0847 0713 +1683
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