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Aerober Abbau von Endosulfan durch Bodenmikroorganismen
Aerobic Degradation of Endosulfan by Microorganisms
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(Z. Naturforsch. 28 c, 761 — 763 [1973] ; eingegangen am 25. Juli 1973)

Endosulfan, biodegradation, microorganisms, Pseudomonas, cyclodien-insecticides

Microbial degradation of both the isomers of the cyclodiene insecticide endosulfan (hexachloro- 
bicyclo [2,2,1] hept-5-en-2,3-bis-hydroyxmethylene-cyclic sulfit) by Pseudomonadaceae in water has 
been investigated. Strong resorption of the applied insecticide (90%) by the bacteria has been ob­
served. The main metabolite of both the isomers was identified by EC-gaschromatography as the 
endosulfan-alcohol. Additionally the /?-isomere yielded small amounts of the cyclic endosulfan-ether
and isomerisation to the more stable a-endosulfan.

Allgemeine Abbaumöglichkeiten von Insektiziden 
der Hexachlornorbornen-Reihe sind bereits seit län­
gerem untersucht und bekannt gew orden1-6. Von 
immer größerem Interesse jedoch erscheint der 
mikrobiologische Abbau dieser Insektizide, da ihm 
in der Umwelt die größte Bedeutung beizumessen 
ist 7.

Zahlreiche Bakterien sind sowohl unter aero­
ben 8-13 als auch anaeroben 8’ 14 Bedingungen in der 
Lage, die als sehr peristent geltenden Cyclodien- 
Insektizide teilweise oder sogar völlig abzubauen. 
Auch eine Reihe anderer Mikroorganismen wie 
Pilze 12’ 13,15-17 und Algen 18 sind zum Metabolis­
mus einiger Cyclodien-Insektizide befähigt.

Über den mikrobiellen Abbau des Cyclodien- 
Insektizides Endosulfan (Thiodan®) ist bisher wenig 
bekannt geworden 19, obgleich der Abbau durch In­
sekten 20_22, W armblüter 22-24 und Pflanzen 22 inten­
siv untersucht worden ist.

Wir haben begonnen, im Rahmen allgemeiner 
Untersuchungen zum mikrobiologischen Abbau von 
Umweltchemikalien den Abbau des Endosulfans 
durch Anreicherungskulturen verschiedener Mikro­
organismen zu untersuchen. Die Isomeren a- und 
/^-Endosulfan wurden getrennt auf ihre mikrobielle 
Abbaubarkeit getestet.

Material und M ethoden
C hem ikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind von Firm a E. 
Merck, Darmstadt. Lösungsmittel wurden zweimal 
über eine Dreihbandkolonne und einmal über eine

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. K. Ballschmiter,
Abteilung Analytische Chemie, Universität Ulm, D-7900
Ulm, Oberer Eselsberg 0 — 26.

Silbermantelkolonne destilliert. Einmal ionenausge- 
tauschtes Wasser wurde in einer Quarzglasapparatur 
bidestilliert.

G eräte und A rbeitsbed ingungen

Es wurde ein Zweisäulen-Gaschromatograph 
F & M, Modell 700 mit 3H-Elektroneneinfangdetek- 
tor benutzt. Trägergas: Argon (mit 10% M ethan), 
35 ml/min. Duran-Glassäulen, Länge 100 cm, Innen­
durchmesser 2,5 mm. Stationäre Phasen: XE-60 und 
OV-225, jeweils 2% auf Gaschrom Q, 1 0 0 —120 
mesh. Temperatur: Ofen 190 °C, Einspritzblock 
200 °C, Detektor 190 °C.

Tabelle. Retentionszeiten verschiedener Endosulfan-Derivate 
(Säulentemperatur 190 °C ).

Verbindung Stationäre Phase (2%)
XE-60 OV-225

a-Endosulfan (1) 0,48 0,45
/^-Endosulfan (2) 1,22 1,21
Endosulfanalkohol (3) 0,34 0,24
Endosulfanäther (4) 0,22 0,19
Endosulfanhydroxyäther (5) 0,68 0,59
Endosulfansulfat (6) 2,59 2,57
Endosulfanlakton (7) 1,00 1,00

N ährlösung
Die Bakteriennährlösung hatte folgende Zusammen­

setzung: NH4C1 10 g; K2H P 0 4 0,5 g; KH2P 0 4 
0,5 g; M gS04 • 7 H20  0,2 g; FeS04-7 H 20  0 ,01g ; 
CaCl2 0,0 1 g; NaCl 5,0 g; mit bidest. H20  auf 
1000 ml aufgefüllt. Diese Nährlösung ist für 
Pseudomonadenanreicherungskulturen erprobt.

Endosulfan

Gaschromatographisch reine Isomeren wurden aus 
Endosulfan (Isomerengemisch a : ß  =  7 0 :3 0 ) der 
Farbwerke Hoechst25 säulenchromatographisch ge­
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wonnen. Die Methode von W. D. W einm ann26 
wurde wie folgt geändert: Eine 160cm  lange Glas­
säule von 2 cm Innendurchmesser wurde bis zu einer 
Höhe von 130 cm mit saurem A120 3 , Aktivitätsstufe
III, gefüllt. Das zu trennende Isomerengemisch 
wurde fest auf die Säule gegeben und mit Tetra­
chlorkohlenstoff eluiert. Es ließen sich 10 g Endo­
sulfan ohne Zwischenfraktion trennen 27.

Je 400 mg der beiden Isomeren wurden in 50 ml 
Aceton gelöst (Stammlösung).

K u ltiv ieru n g

Eine mit Bioziden nicht vorbehandelte Boden­
probe (20 g Gartenerde) wurde mit etwas bidest. 
H20  digeriert, abfiltriert und mit Nährlösung auf 
300 ml aufgefüllt. Je 100 ml dieser geimpften Nähr­
lösung wurden 400 jug a- bzw. /^-Endosulfan (50 ju\ 
der Stammlösung) zugesetzt, so daß die Endkonzen­
tration an Insektizid 4 ppm betrug. Einer dritten 
Probe, die als Blindwert diente, wurde kein Endo­
sulfan zugesetzt. Von allen drei Proben wurde zu 
Beginn der Inkubation ein Toluolextrakt (das To­
luol enthielt 15% Methanol) gaschromatographisch 
untersucht und keine Störung (durch Nährmedium, 
Bodenextrakt usw.) gefunden.

Die Kulturen wurden in verschlossenen Glas­
gefäßen unter intensiver Durchlüftung (mit einer 
Glasfritte) 14 Tage bei 30 °C inkubiert. Zwanzig 
Stunden nach Beginn der Inkubation wurden den 
Kulturen jeweils l g  a-D( +  ) Glucose zugesetzt, um 
das Wachstum der bis dahin noch lebenden 
(resistenten) Bakterien zu beschleunigen.

Auf eine Identifizierung der in den Anreicherun­
gen vorhandenen Bakterien wurde verzichtet. Unter 
den verwendeten Kulturbedingungen sollten sich je­

doch wahrscheinlich Arten der Familie Pseudo- 
monadaceae angereichert haben. Diese Familie zeich­
net sich hinsichtlich der verwertbaren Substrate 
durch hohe Flexibilität aus.

A ufarbeitung

Aufgearbeitet wurden die Proben wie folgt: Die 
Bakteriensuspensionen wurden 15 min bei 3400 U/ 
min zentrifugiert; der wäßrige Überstand und die 
abzentrifugierten Bakterien wurden dann mit Toluol 
extrahiert und getrennt untersucht. Eine Behandlung 
der in W asser/Toluol suspendierten Bakterien mit 
Ultraschall (30 min) verstärkte die Extraktion deut­
lich. Ebenso konnte durch Zusatz von \S %  Methanol 
zum Toluol die Extraktion verbessert werden, ohne 
daß dabei die qualitative Zusammensetzung der 
Endosulfan-Metabolite verändert wurde. Die Ex­
traktion mit Toluol/Acetonitril (1:1) mit und ohne 
vorherigem Aussalzen (NaCl) brachte dagegen kei­
nerlei Verbesserung mehr.

Ergebnisse und Diskussion

Die unbehandelte Probe (Blindwert) enthielt kei­
nerlei im Gaschromatogramm störenden Substanzen 
(Chromatogramm e ) . Es zeigte sich, daß sowohl 
das a- als auch das /9-Endosulfan sehr stark von den 
Bakterien resorbiert wurde. Das Verhältnis Bakte­
rien/W asser für Endosulfan lag bei etwa 10:1. Das 
stabilere a-Isomere wird durch die Bakterienanrei- 
cherungskultur deutlich langsamer abgebaut als das 
/^-Endosulfan. Als Umwandlungsprodukte konnten 
Endosulfanalkohol (3) und -äther (4) identifiziert

JV_

t
Gaschromatogramme der Abbauprodukte des a- und /?-Endosulfans (Extraktion: Toluol -f  15% Methanol, 30 min Ultra­
schall). Metabolite im wäßrigen Überstand a. beim ct-, b. beim /?-Endosulfanabbau; Metabolite in den Bakterien, c. beim 
a-, d. beim /?-Endosulfanabbau; e. Blindwert. Trennphase: 2% XE-60 auf Gaschrom Q, 100 — 120m esh; Temperatur: 190 °C.
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werden. Spuren des /3-Endosulfans (2) wurden zu 
dem stabileren a-Isomeren (1) umgewandelt. Als 
Umwandlungsprodukt des /?-Endosulfans traten fer­
ner Spuren einer nicht identifizierten Substanz 
auf (vgl. Gaschromatogramm d ). W äßrige Ver­
gleichslösungen der beiden Isomeren blieben wäh­
rend der Versuchsdauer stabil, so daß sämtliche 
Umwandlungen, auch die Isomerisierung des 
/2-Endosulfans zum a-Isomeren, auf mikrobielle Ak­
tivität zurückzuführen sind.

Die Nachweisempfindlichkeit ist für das Diol (3) 
auf polaren Trennphasen wesentlich geringer als 
für den Äther (etwa um den Faktor 80 — 100). In­
sofern verschleiert das Gaschromatogramm die Tat­
sache, daß für beide Isomere das Diol das Haupt- 
abbauprodukt ist. Dieser Befund steht in guter Über­
einstimmung mit der Tatsache, daß Endosulfan auch 
durch die Grünalgen C hlorella  und Scenedesm us 19 
sowie durch eine nicht näher beschriebene Bakte- 
rienm ischkultur19 zu Endosulfanalkohol abgebaut
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