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Die in den Braunkohleabraumkippen verstirzte tertidre organische Substanz kann den Ausgangspunkt
far mikrobielle (heterotrophe) Umsatzprozesse bilden. In der vorliegenden komplexen Form als Koh-
lemakromolekadil ist dies jedoch kaum moglich. Es muss daher eine Transformation dahingehend statt-
finden, dass mikrobiell verwertbare C-Quellen entstehen. Als erster Schritt der Kohleumwandlung
wurde in Laborversuchen die Verflissigung durch autochthone Pilze (Mucor hiemalis), die aus Kip-
penmaterial (Plessa/ Lausitz) angezogen wurden, identifiziert. Pilze sind als acidopihl bzw. acidotole-
rant bekannt. Als Kohleverflussigungsprodukt wurden schwarze Tropfen auf der Pilzoberflache beo-
bachtet. Sie enthalten wasserldslichen organischen Kohlenstoff mit Konzentrationen von bis zu
20 g/L. Dieser DOC kann die Grundlage fir reduktive mikrobielle Stoffwechselprozesse darstellen,
bspw. Sulfatreduktion. Der Ablauf mikrobieller Reduktionsprozesse stellt ein enormes Selbstreini-
gungspotential fur versauerte Kippenkdorper dar.

Tertiary organic substance could be the base for microbial heterotrophic metabolism processes in
overburden dumps of open cast lignite mines. The lignified organic matter in the dumps is very com-
plex and not readily available for microorganisms. Therefore transformation into microbial substrates
is necessary. As the initial step of coal transformation the liquefaction of coal by autochthonous fungi
was mentioned in laboratory tests. The fungi (Mucor hiemalis) were isolated from dump material of
the Plessa site (Lusatia) on Sabouraud-Glucose Agar. Fungi are known as acidotolerant to acidophil
microorganisms. These fungi transformed the lignite particles into black droplets of very high organic
carbon content (up to 20 mg/L). This dissolved organic carbon could be the starting point for reductive
microbial metabolism processes e.g. sulfate reduction. These processes are very important as self-
cleaning processes in acidified dumps.

zu verflissigen. (WARD 1985) isolierte kohleab-

1 Einleitung

In den achtziger und friihen neunziger Jahren
wurden umfangreiche Forschungsarbeiten auf
dem Gebiet der Kohlenutzbarmachung mit dem
Ziel durchgefiihrt, Prozesse zu entwickeln, bei
denen unter ,milden* Reaktionsbedingungen
Kraftstoffe, Energietrager und Grundstoffe fir
die chemische Industrie entstehen kdnnen. Kohle
sollte zum Zweck der Energiegewinnung nicht
mehr nur ausschliel}lich verbrannt werden, son-
dern mikrobiologisch so verdandert, dass ein
Grundstoff zur weiteren Verwertung entsteht.
Besonders die fiir den Abbau als unwirtschaftlich
geltenden Braun- und Steinkohlevorkommen
(Fl6ze in groRBen Tiefen, weniger kohlefuhrende
Begleitschichten) sollten so erschlossen werden
(FAKOUSSA 1992).

Zahlreiche Autoren haben sich mit der Problema-
tik der mikrobiellen Kohleumwandlung und be-
sonders der Kohleverflissigung befasst. So ha-
ben (COHEN & GABRIELE 1982) herausgefunden,
dass bestimmte Pilzarten in der Lage sind, Kohle
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bauende Pilze aus verwitterten Kippensedimen-
ten und konnte nachweisen, dass diese mit einem
Grundmedium (Sabouraud-Dextrose-Agar) dem
Kohle beigefugt wurde, besser wachsen kénnen,
als mit reinem Grundmedium ohne Kohlezusatz.
Ein Jahr spéter publizierten (SCoTT et al. 1986),
dass verschiedene Pilzstdmme in der Lage sind,
Kohle zu verflissigen. Fir die Ermittlung des
Selbstreinigungspotentials ~ von  Braunkoh-
leabraumkipen konnte dieser Ansatz sehr viel-
versprechend sein, wahrend er fir die Energie-
gewinnung keine entsprechende Bedeutung er-
langen konnte. In den Abraumkippen koénnte
aber die Umwandlung von Kohle in verfugbare
Substrate flr Mikroorganismen den Grundstein
fur die Sulfatreduktion legen. Diese wiederum
wirde durch FeS-Bildung zur Festlegung von
Aciditat und Metallen fuhren, welche durch die
Verwitterung von kohlebegleitenden Pyriten,
verursacht durch die Abraumbeliiftung beim
Kohleabbau, entsteht.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Fir die nachfolgend beschriebenen Experimente
kamen Sedimente des Kippengebietes Plessa
(Lausitzer Revier) zum Einsatz. Die Kippe Ples-
sa z&hlt zu den Altkippen, die derzeit als ,,Lang-
zeitversuche® zur Identifikation ablaufender Na-
tural Attenuation Prozesse untersucht werden
(TROGER et al. 2007).

Fur die Entnahme der Sedimentproben in Plessa
wurde durch unseren Projektpartner der TU BA
Freiberg (Institut fir Bohrtechnik und Fluidberg-
bau, Dr. N. Hoth) im Kippengebiet ein Schurf
(Abbildung 1) mit den MaBen B:1,50m,
L: 1,50 m und T: 2,50 m angelegt. In ca. 2,30 m
Teufe wurde die Sedimentprobe enthommen,
hier enthielt das sonst sandig bis schluffige Ma-
terial einen hohen Anteil an Kohlestiicken. Die
mittels Feldeluat vor Ort aufgenommenen Mi-
lieuparameter sind in der nachfolgenden Tabelle
(Tabelle 1) enthalten.

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Anzuchtversuche

Zur Bestimmung der in den unterschiedlichen
Kippensedimenten auftretenden Pilzarten wurde
das Labor fur Mikrobiologie und Hygiene in

Abb. 1:

Schurf in Plessa.
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Tab. 1: Milieu Schurf Plessa.
pH Eh ELF
[-] [mV] [uS/cm]
3,3 252 1244
Tab.2: Zusammensetzung Agar.
Chemikalie Menge [g/L]
Fleischpepton 5
Caseinpepton 5
Glucose 20
Chloramphenicol 0,05
Gentamicin 0,1
Agar 20

Hoyerswerda mit der Anzucht, ldentifizierung
und Quantifizierung beauftragt. Hierzu wurden
Petrischalen  mit  Sabouraud-Glucose-Agar
(2%ig) der folgenden Zusammensetzung (Ta-
belle 2) ausgegossen.

Das Agar wies einen pH-Wert von 5,6 auf. Das
auf Pilze zu untersuchende Sediment wurde di-
rekt in das noch flissige Agar gegeben.
Anschlieend wurden die Petrischalen abgedeckt
und bei 20 °C inkubiert. Nach ca. 3 Wochen
Wachstumsphase wurden die gewachsenen Pilze
unter dem Mikroskop identifiziert und quantifi-
ziert.

2.2.2 Plattentests zur Verflissigung

Fur die Kohleverflussigungstests wurden die
dicht bewachsenen Petrischalen mit frischem
Sediment beaufschlagt. Das Sediment wurde
einerseits feldfrisch eingesetzt. Fur parallele
Testreihen wurde es im Gefriertrockner getrock-
net und auf eine KorngréfRe von < 200 pm auf-
gemahlen. Nach dem Aufbringen der Sedimente
auf die Pilzsporen wurden die Platten verschlos-
sen und erneut bei 20°C fiir etwa 20 Tage inku-
biert.

2.2.3 Anaerob-Batchtests

Um die Zusammensetzung der geltsten kippen-
birtigen organischen Substanz zu ermitteln,
wurden anaerobe Batchversuche durchgefihrt.

Fur die Untersuchungen wurden jeweils 100 g
Kippenvorfeldsediment aus Zwenkau mit 2000
mL O,-freiem ag. bidest. in 2-L-Schottflaschen
mit Transferverschluss Uberfihrt. Die Flaschen
wurden wahrend des gesamten Versuches auf
einem Tischschiittler geschittelt und im 14-
tdgigen Rhythmus bezliglich Milieu, Kationen-
und C,-Gehalten beprobt. Die Spezialanalytik
flr organische Verbindungen erfolgte in grofe-
ren Abstédnden. Insgesamt dauerten die Versuche
300 Tage.
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2.24 LC-OCD

Die gelost vorliegende Substanz wurde mittels
Liquid Chromatography - Organic Carbon De-
tection-Verfahren in 5 Fraktionen (Tabelle 3)
unterteilt (Analytik: Technologiezentrum Wasser
(TZW) AuBenstelle Dresden; Dr. A. Korth).
Hierzu wird eine wéssrige Probe iber Trennsau-
len geleitet, die pordse Gele enthalten. Die Tren-
nung der Fraktionen erfolgt prinzipiell Uber die
MolekiilgroRe. GroRe Molekiule ldsen sich
schneller wieder aus dem Gel, da sie nicht so tief
eindringen koénnen, somit erfolgt die Elution
dieser Molekule schneller. Beeinflusst wird die
Elution zusatzlich durch Effekte wie hydrophobe
und ionogene Wechselwirkungen mit dem Gel.
Somit ist eine noch genauere Unterteilung in
einzelne Fraktionen maglich.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der im Kip-
pengrundwasser vorliegenden
organischen Substanz

Zunachst wurde fir einige Grundwasserproben

aus Plessa (MPL) eine DOC-Fraktionierung vor-

genommen. Die Ergebnisse sind in der Abbil-
dung 2 graphisch dargestellt.

Neben der Fraktion der Huminstoffe sind die
Building Blocks und die amphiphilen / neutralen

Tab. 3: DOC-Fraktionierung mittels LC-OCD-

Verfahren.

Fraktion Bemerkungen

Niedermolekulare Verbindungen C;-Cs
/ Séuren

Building Blocks < 350 g/mol

Huminstoffe 350 - 10.000 g/mol

Amphiphile und neutrale Stoffe  schwer verfugbar

Polysaccharide > 20.000 g/mol

natirliche hydrophobe Stoffe hydrophobe  Sub-
stanzen

Stoffe am haufigsten vertreten. Amphiphile Stof-
fe stellen Umbauprodukte von Huminstoffen dar
und lassen somit auf mikrobielle Tatigkeit
schliefen. Building Blocks entstehen durch die
Oxidation und Hydrolyse von Huminstoffen und
bilden in ihrer Gesamtheit Substrate fur Mikro-
organismen. Zur Gruppe der Building Blocks
zdhlen unter anderem die Dicarbonsduren wie
Oxalséaure, Malonséure und Bernsteinsdure. Spe-
ziell diese organischen Sdauren wurden als Sub-
strate fir sulfatreduzierende Bakterien beschrie-
ben (WIDDEL 1988). Die Fraktion der Sauren
enth&lt organische Verbindungen mit 1 bis 5 C-
Atomen, die ebenfalls mikrobiologische Substra-
te darstellen. Zur genaueren ldentifikation von
mdglichen Substraten sulfatreduzierender Bakte-
rien wurde an die LC-OCD-Analytik noch eine
Einzelstoffanalytik mittels GC/MS- und HPLC-
Analyse beziiglich organischer Sauren und Di-
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Abb. 2: DOC-Fraktionen Kippengrundwasser Plessa.
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Tab. 4: Einzelstoffanalytik Kippengrundwasser.

Grundwasserprobe nachgewiesener Einzelstoff Konzentration

RZW 1 Oxalsdure 3,1 mg/L

MPL 1 Benzoesdure 0,03 mg/L
Phenol 0,02 mg/L
Phthalséure / Isophthalséure quantitativ

MPL 11 Benzoesaure 0,24 mg/L
Sebacinsdure quantitativ
3-Methylglutarsaure quantitativ
1,4-Benzendicarbonsdure quantitativ

MPL 12 Benzoesaure 0,21 mg/L
Sebacinsdure quantitativ
3-Methylglutarsiure quantitativ
1,4-Benzendicarbonsdure guantitativ

carbonsduren angeschlossen (SCHMALZz et al.
2002). Hierbei konnten zwar teilweise nur quali-
tative Nachweise erfolgen, dennoch gibt eine
solche Einzelstoffanalytik einen guten Uberblick
tiber mogliche verwertbare C-Quellen fur Bakte-
rien (Tabelle 4).

3.2 Anaerob-Batchtest zur Wand-
lung der organischen Sub-
stanz

Mit den Batchversuchen wurde die Zusammen-
setzung und die Wandlung der organischen Sub-
stanz im Kippenmaterial untersucht. Ferner soll-
ten Aussagen Uber mdégliche, aus dem Kippense-
diment stammende Substrate fiir Mikroorganis-
men (speziell Sulfatreduzierer) getroffen werden.

Um auch fir diese Versuchswésser eine erste
Idee von der Art der geldst vorliegenden organi-
schen Substanz zu erlangen, wurde zunéchst
ebenfalls eine LC-OCD-Analyse durchgefihrt.

6 W Niedermolek. Verbindg.
O Polysaccharide
[ | @ Neutralstoffe + Amphiphile
ST 0 Building Blocks
[ Huminstoffe
T4 1 O Oxalsaure
> O Malonséure
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©)
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2 |
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5d 280d
Abb. 3:  Vergleich DOC-Fraktionen und Einzel-

stoffanalyse.
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Die Ergebnisse hierfur sind im nachfolgenden
Diagramm (Abbildung 3) zusammengefasst. In
diesem Diagramm sind ebenfalls die Ergebnisse
der durchgefiihrten Einzelstoffanalytik enthalten.
Das erste Balkenpaar zeigt den Versuchszustand
zu Beginn des Batchtests und das zweite Balken-
paar den Zustand nach 280 Tagen.

Die bestimmten Dicarbonsduren Oxalsaure,
Bernsteinsédure und Malonséure sind den Buil-
ding Blocks zuzuordnen und nehmen zu Ver-
suchsbeginn ca. 28 % in dieser Fraktion ein. Der
Anteil am Gesamt-DOC betragt ca. 16 %. Nach
280 Versuchstagen sind die als abbaubar bzw.
leicht verwertbar geltenden Fraktionen der nied-
ermolekularen Verbindungen, der amphiphilen
Stoffe und der Building Blocks gegeniber den
Anfangskonzentrationen stark reduziert. Die
Dicarbonsduren sind nur noch im pg-Bereich
nachweisbar, es fand demnach ein deutlicher
mikrobieller Abbau statt. Fur die aus dem Kip-
pensediment eluierten bzw. herausgeldsten orga-
nischen Verbindungen kann also festgestellt
werden, dass sie mikrobiell verwertbar sind. Ein
weiterer Hinweis auf mikrobielle Aktivitat in den
Versuchen findet sich im Anstieg der Fraktion
der Polysaccharide. In dieser Stoffgruppe ist u.a.
extrazellulare polymere Substanz (EPS) enthal-
ten, die auf lebendes und z.T. auch totes Zellma-
terial hinweist (SIMON & HOTH 2007).

3.3 Experimente zum Ursprung
der gelosten organischen
Substanz

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass die
vorliegende organischer Substanz verwertbar ist,
war das Ziel der im Folgenden beschriebenen
Experimente, die Bestimmung des Ursprungs
dieser geldst vorliegenden Substanzen. Hierzu
wurden die eingangs beschriebenen Kohlever-
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Tab. 5: Ergebnisse des Pilz-Screenings.

Probe Keimzahl

[koloniebildende Einheiten/10g]

Identifizierung

PL 11 (2,20-2,50m) 2.400
PL 11 (5,47-5,70m) 3.600
(Kohle)

SchuPl (2,30m) 30.000

90 % Mucor plumbeus; 10 % Eurotium herbariorum
40 % Monascus ruber; 30 % Absidia corymbifera

20 % Geomyces passorum; 10 % Aspergillus candida
100 % Mucor hiemalis

fllissigungsversuche aus der Fachliteratur mit
Sediment aus der Braunkohleabraumkippe in
Plessa durchgefiihrt.

Zunachst wurde vorhandenes Kernmaterial
(PL11) und Schurfmaterial (SchuPl) aus Plessa
auf Pilze untersucht. Die Ergebnisse der An-
zuchtversuche sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

Alle in den Sedimentproben detektierten Pilze
werden zu den Schimmelpilzen gezdhlt. Die in
den beiden ersten Proben bestimmten Keimzah-
len entsprechen im Wesentlichen den in Sedi-
menten unserer Breiten Ublichen. Der in der
Kohle-Probe nachgewiesene Aspergillus candida
ist als ligninverwertender Pilz bekannt und kénn-
te also in den Braunkohlekippen eine maRgebli-
che Bedeutung haben. In der Probe aus dem
Schurf Plessa wurde die ca. 10fache Konzentra-
tion an Pilzen nachgewiesen. Zudem wurde hier
wiederum eine andere Pilzart gefunden als in den
ersten beiden Proben. Es zeigt sich dadurch die
enorme Vielfalt an in Sedimenten auftretenden
Schimmelpilzen.

Im Anschluss an die Bestimmung der Pilzarten
wurden die Verflissigungstests in Anlehnung an
die durch (ScoTT et al. 1986) beschriebenen
Versuche geplant. Zunéchst sollte aus dem in der
Tabelle 4 zuletzt aufgefiihrten Sediment eine
Reinkultur der Pilze angezogen werden. Hierfur
wurden, wie fur die Bestimmung, Petrischalen
mit Agar ausgegossen und in das noch flissige
Agar das Sediment gebracht. Nachdem ein deut-
liches Wachstum der Pilze festgestellt werden

Abb. 4:  Verflussigungsprodukte auf Pilzhyphen.
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konnte, wurde eine Uberimpfung der Pilzhyphen
auf neue Sabouraud-Glucose-Agar-Platten vor-
genommen. Die 20-tdgige Bebritung bei 20°C
brachte jedoch nur méRiges Wachstum. Mehrfa-
ches Wiederholen dieser Uberimpfungsversuche
brachte keinen Erfolg, so dass davon ausgegan-
gen werden muss, dass die Pilze Inhaltstoffe aus
dem Sediment zur Realisierung ihres Stoffwech-
sels bendtigen. Fir die weiteren Tests wurden
daher Platten verwendet, die mit Agar und Sedi-
ment ausgegossen wurden. Nachdem sich hier
eine dichte Mycelmatte ausgebildet hatte, wurde
feldfrisches bzw. getrocknetes, gemahlenes (<
200 um) Sediment auf die Hyphen aufgebracht.
Schon nach ca. 5 Tagen zeigten sich bei dem
kohlehaltigen Sediment aus Plessa erste Verflis-
sigungsprodukte in Form von kleinen schwarzen
Tropfchen (Abbildung 4 — links feldfrisches Ma-
terial; rechts getrocknetes, gemahlenes Material).

Anhand der Abbildung wird erkennbar, dass
sowohl feldfeuchtes als auch getrocknetes Mate-
rial verfllssigt wird. Das gleichmaRige Aufmah-
len des getrockneten Sedimentes auf eine Korn-
groRe von <200 um fuhrt zu einer homogeneren
Verteilung der Tropfchen.

Nach 13 Versuchstagen wurden die gebildeten
Tropfchen von den ,,Plessa-Platten” abgenom-
men und einer DOC-Summenanalytik und einer
Einzelstoffanalytik zugefihrt.

Die DOC-Bestimmung mittels Shimadzu-TOC-
Analyzer ergab einen Gehalt an geléstem organi-
schem Kohlenstoff von 19 g/L. Zudem wurde
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festgestellt, dass es sich bei dem Produkt um eine
wasserlosliche / wasserverdiinnbare Substanz
handelt. Fir die Einzelstoffanalytik wurde das
verflussigte Produkt in Methanol aufgenommen
und extrahiert. Im Chromatogramm wurden deut-
lich abgegrenzte Peaks erhalten. Hierbei handelt
es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um aroma-
tische Verbindungen mit einem oder mehreren
Ringen (bis zu 4) und anhéngenden Ketten, was
auf carbonylische und carboxylische Gruppen
hindeutet, die als Substrate fir sulfatreduzierende
Mikroorganismen  gelten  (Chromatogramme
siehe Abbildung 5). In der Abbildung ist verglei-
chend das Chromatogramm der Methanol-
Extraktion von mikrobiell unbeeinflusster Kohle
dargestellt, in dem sich die deutlichen Peaks des
Verflussigungsproduktes nicht wiederfinden.

4 Zusammenfassung

Der Pool an organischem Kohlenstoff in Braun-
kohleabraumkippen ist durch die verbleibende
kohlige Substanz und organische Kohlebegleit-
stoffe sehr hoch, jedoch aufgrund der hohen Mo-
lekularitdt fur die Mikroorganismen zumeist
unangreifbar und damit nicht zur Energiegewin-
nung verwertbar. Auf der Grundlage der Kohle-
verflussigungsverforschung der Achtziger und
Neunziger Jahre wurde untersucht, ob im Kip-
pengebiet Plessa Prozesse zu etablieren sind, die
flr die Bereitstellung von verfugbaren C-Quellen
geeignet sind.

Es konnten im untersuchten Sediment der Kippe
Plessa zahlreiche Pilzgattungen in zum Teil sehr
hohen Konzentrationen nachgewiesen werden.
Die identifizierten und angezogenen autochtho-
nen  Schimmelpilze  des Plessa-Schurf-
Sedimentes (Mucor hiemalis) konnten mit den
beschriebenen Kohleverflussigungsversuchen als
kohleverwertend eingestuft werden.

Das von den Pilzen produzierte wasserldsliche
Verflussigungsprodukt enthélt eine sehr hohe
Konzentration an léslichem DOC. Durch HPLC-
Einzelstoffanalytik konnten bisher carboxylische
und carbonylische Strukturen nachgewiesen
werden. Diese sind als Sulfatreduzierer-Substrat
bekannt.
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