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1 Einleitung

Der GroBraum Leipzig-Halle-Bitterfeld war und ist aufgrund seiner Geschichte durch um-
fangreiche Kontaminationen der Luft, des Bodens, der Oberflachengewasser und nicht zu-
letzt des Grundwassers stark beeintréchtigt. Wegen der reichen Braunkohlevorkommen kam
es sowohl in diesem Bereich als auch in einer Reihe anderer isolierter Braunkohlegebiete
wie beispielsweise dem Geiseltal westlich von Merseburg zu massiven Eingriffen in die Na-
tur.

In diesen Revieren wurde der Bergbau bereits seit mehr als 150 Jahren betrieben (LMBV,
1896) und mit Weiterentwicklung der Férdertechnik auch zum Tagebaubetrieb ausgebaut.
Dies bedeutete einen extremen Eingriff in die geologischen und hydrogeologischen Verhélt-
nisse, dessen Folgen auch kinftig die Landschaft nachhaltig beeinflussen werden.

Die sprunghafte Entwicklung der Braunkohleférderung im Geiseltal fuhrte in der Folge zur
Ansiedlung einer Vielzahl von Betrieben der Montan- und chemischen Industrie, die Teer-
verarbeitungswerke, Brikettfabriken und Braunkohleverediungsanlagen im Umfeld des Gei-
seltalbeckens errichteten.

Im Zuge dieser Industrieansiedlung erfolgte der Bau des Mineraldlwerkes Litzkendorf, des-
sen Werksgelénde das Untersuchungsgebiet der vorliegenden Arbeit darstellt.

Die Geschichte des Mineralélwerkes Litzkendorf sei im folgenden in kurzen Stichpunkten
zusammengefafit:

1936 Bau des Mineraldlwerkes Litzkendorf durch die Wintershall AG Kassel
1937-1938 Bau und Inbetriebnahme einer Schmierélifabrik im Nordosten des Werkes
1943 Verarbeitung von 115 000 Tonnen Rohdl /Jahr

1944-45 15 Luftangriffe der Alliierten

Vernichtung der Produktionsanlagen und Vorratstanks bis zu 70%
Freisetzung von 40 000 m® Mineralél

1945-46 Demontage der noch intakten Produktionsanlagen durch die sowjetischen
Besatzungstruppen

1946-47 Wiederaufbau des Werkes und Inbetriebnahme der Schmierélfabrik

1956 Errichtung des Neuwerkes im Sidteil des Geldndes, Produktion von
Schmierdlen

1986 Verarbeitung von Altélen

ab 1990 Rickbau vieler Produktionsanlagen im Altwerksbereich

ab 1991 Einstellung der Produktion pharmazeutischer Produkte (z. B. WeiRdle),

Produktion von Propan-/ Butangas

1.1 Veranlassung der Untersuchungen

Mit Beendigung der Kohleférderung ist fir die Mehrzahl der Tagebaurestlécher - so auch fiir
das im Geiseltalbecken - eine Sanierung und Rekultivierung geplant. Nach der Durchflhrung
der MafBnahmen zur Befestigung der Béschungen soll der Bereich des Tagebaurestloches
im Geiseltalbecken geflutet werden. Der dabei entstehende Geiseltalsee wird mit
1,3 Mrd. m® der zwélftgréBte See der BRD sein. Sein erwarteter Pegelstand wird bei 94 m @
HN liegen.

Der Untergrund des direkt an das Geiseltal angrenzenden Mineraldlwerkes Addinol GmbH
Lutzkendorf, das, im Krieg zerstért, auch heute noch weitrdumige Kontaminationen von Bo-
den und Grundwasser mit Mineraldl aufweist, birgt bei der geplanten Nachnutzung der un-
mittelbaren Umgebung mit Entstehung des Geiseltalsees groBe Gefahren. Der Eintrag er-
heblicher Mengen Mineralél in den See ist bei KurzschluB des kontaminierten Grundwassers
mit dem Oberfléchenwasser méglich und wiirde eine Gefihrdung dieser kiinftigen Kultur-
landschaft darstellen. Die Planung der Nachnutzung als Erholungsgebiet ist nur unter Einbe-
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ziehung des Territoriums des Mineraldlwerkes in die SanierungsmaBnahmen maéglich (HPC,
1992).

Fur die Sanierung kontaminierter Standorte liegen heute Erfahrungen mit physikalischen und
chemischen (thermische Behandlung, Waschverfahren, Extraktion, Adsorption etc.) aber
auch biclogischen Verfahren vor. Das Vorhandensein mikrobieller Biozénosen, die fahig
sind, die vorliegende Kontamination entweder als Energiequelle oder als Kohlenstoff-und
Energiequelle zu nutzen und sie dabei degradativ aus ihrem Lebensraum zu entfernen, ist
wichtigste Voraussetzung flr eine biologische Sanierung. Dieses erfordert jedoch Kenntnis-
se Uber das Detoxifikationspotential der Biozoénosen. Grundlage zur Beurteilung des Poten-
tials sind Untersuchungen zur Besiedlungsstruktur und Dynamik sowie zum Degrada-
tionspotential in Abh&ngigkeit von Art und Grad der Belastung.

1.2 Mikrobiologie des Grundwassers

Der Bereich des Grundwassers wurde lange Zeit nicht als Lebensraum autochthoner mikro-
bieller Biozénosen erkannt, erst WOLTERS et al. (1956) beschrieben diesen oligotrophen
Standort als Biotop fiir Mikroorganismen. Ging man zunachst von einer sehr geringen mi-
krobiellen Besiedlungsdichte des Grundwasserbereiches aus, so konnte in zahlreichen Ar-
beiten der vergangenen Jahre die sehr diverse Besiedlung des Grundwassers gezeigt wer-
den. Anfanglich widmeten sich die Untersuchungen hauptsachlich dem Eintrag, der Ver-
breitung und dem Nachweis pathogener Mikroorganismen im Grundwasserbereich (MATTHER
et al., 1985; HIRSCH et al., 1983; KADDU-MULINDWA et al., 1986). Die verbesserte Probenah-
metechnik erméglichte die detaillierte Erforschung des Grundwassers als Lebensraum far
Mikroorganismen (DOTT et al., 1981, 1984, 1986, 1988, 1989; JUNG et al., 1983; GEHLEN et
al., 1985; KOLBEL-BOELKE, 1988; MARXSEN, 1988; NEHRKORN, 1988). Es wurden die qualita-
tive Zusammensetzung von naturlichen Grundwasserbiozénosen (HIRSCH et al., 1983), der
EinfluB der Mikroorganismen auf die Beschaffenheit des Grundwassers (DOTT et al., 1986;
1988; 1989), Siedlungsdichte und Verteilung von Bakterien (NEHRKORN, 1988; PREUSS et al.,
1988) und die Diversitdt heterotropher Bakteriengemeinschaften im Grundwasserleiter
(KOLBEL-BOELKE, 1988) untersucht. Auch anorganisch oder organisch kontaminierte Grund-
wasser wurden in die Untersuchungen einbezogen. DOTT et al. (1984) und BATTERMANN et
al. (1984) ermittelten die Werte der koloniebildenden Einheiten (KBE), die Dichte verschie-
dener okophysiologischer Gruppen (,most probable number‘-MPN-Methodik) und die taxo-
nomische Zusammensetzung der Grundwasserbiozénosen in kontaminierten Bereichen bzw.
die Moglichkeiten des mikrobiellen Abbaus von Kohlenwasserstoffen zur Beseitigung einer
Untergrundkontamination. MIKESELL et al. (1993) untersuchten das Abbaupotential der mi-
krobiellen Biozonosen flur aromatische Kohlenwasserstoffe in einem petroleumkontaminier-
ten Grundwasser.

1.3 Mikrobieller Abbau von Mineraldlkohlenwasserstoffen

Mineraldl ist der zusammenfassende Begriff fir die aus mineralischen Rohstoffen gewonne-
nen flissigen Destillationsprodukte, die u. a. aus Gemischen geséttigter Kohlenwasserstoife
bestehen. Mineraléle und Mineraldlprodukte sind aus homologen Reihen von Alkanen, Alke-
nen, Cycloalkanen und Aromaten zusammengesetzt. Vergaserkraftstoffe, Mitteldestillate
(Dieselkraftstoff, Heizél) und Rohdle stellen die MineralSlproduktklassen dar. Sie unterschei-
den sich in Zusammensetzung, Siedebereich, Viskositat und Dichte (HOPFSTOCK, 1994). Die
Zusammensetzung der in den Untergrund gelangten Mineraldlprodukte verandert sich durch
den mikrobiellen Abbau der Mineralélkohlenwasserstoffe. Das Alter einer Kontamination
kann aus dem Verhaltnis der leicht abbaubaren Normalparaffine zu den schwer abbaubaren
Isoparaffinen abgeleitet werden (HOPFSTOCK, 1994).

Mineraldlkohlenwasserstoffe kénnen Mikroorganismen als Kohlenstoff- und Energiequelle
dienen. Bereits zur Jahrhundertwende wurde Uber den mikrobiellen Abbau von Kohlenwas-
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serstoffen petrochemischer Natur berichtet. Zunachst herrschte die Ansicht, daB lediglich
Spezialisten unter den Mikroorganismen Uber diese Fahigkeit verfiigen. Fir die ubiquitdre
Verbreitung von Mikroorganismen mit degradativen Eigenschaften und deren Nutzung der
Kohlenwasserstoffe als Kohlenstoff- und Energiequelle ergeben sich bei ZOBELL (1946);
FuHs (1961), ZaJic (1974), ATLAS (1988); Gunkel (1988), POREMEA et al. (1989) und
POREMBA et al. (1994) zahlreiche Hinweise.
Der Abbau von Mineraldlkohlenwasserstoffen durch Mikroorganismen ist zumeist ein stark
sauerstoffzehrender ProzeB. Die Oxidation von 1 kg Mineralélkohlenwasserstoffen benétigt
nach GUNKEL (1988) eine Sauerstoffmenge von 3,0-3,5 kg, das entspricht dem in 400 m®
Meerwasser geldsten Sauerstoffgehalt. In letzter Zeit haben sich aus der Literatur verschie-
dene Hinweise ergeben, wonach eine vollstindige anaerobe Oxidation von gesattigten Koh-
lenwasserstoffen bis zum CO, durch einen neuen Typ sulfatreduzierender Bakterien bzw.
der mikrobielle Abbau monochlorierter und nicht chlorierter Aromaten unter eisenreduzieren-
den Bedingungen nachgewiesen wurde (AECKERSBERG et al., 1991; RUETER et al., 1994;
Kazumi et al., 1995). Das Vorliegen alternativer Elektronenakzeptoren, wie z. B. Nitrat, reicht
haufig jedoch nicht fiir eine vollstdndige Oxidation aliphatischer Kohlenwasserstoffe aus, da
die Alkanmonooxygenasen und Alkoholoxygenasen auf molekularen Sauerstoff angewiesen
sind (MULLER-HURTIG et al., 1990). Die Aufnahme eines Sauerstoffmolekiils in die organi-
sche Verbindung fiihrt zur Bildung einer funktionellen Gruppe. Es erhéht sich die Léslichkeit
der Verbindung in Wasser, sie wird dadurch leichter bioverfagbar und ist somit einer Minera-
lisation besser zugénglich. Dient die Kohlenwasserstoffverbindung neben der Energie- auch
als Kohlenstoffquelle und damit zu Wachstum und Vermehrung der Mikroorganismen, so
bestehen auch Abhé&ngigkeiten von der Konzentration an anorganischen Phosphor- und
Stickstoffsalzen [C:N und C:P- Verhéltnis], an Spurenelementen und Cosubstraten (DiBBLE
et al., 1979; GUNKEL, 1988). Der EinfluB verschiedener Milieuparameter wie Temperatur
(DiBBLE et al., 1979; GUNKEL, 1988), Salinitat (RHYKERD et al., 1995) und pH-Wert (DIBBLE et
al., 1979) auf die mikrobiellen Abbauprozesse wurde ausfiihrlich untersucht.
Uber die taxonomische Einordnung isolierter Kohlenwasserstoffabbauer liegen zahlireiche
Publikationen vor. So machen u. a. ZOBELL (19486), FUHS (1961), ZaJiC (1974), RIDGWAY et
al. (1990), AUSTIN et al. (1977), GUNKEL (1988), POREMBA et al. (1994) und Bock et al.
(1994) Angaben Uber die Zusammensetzung degradativer mikrobieller Biozénosen. Danach
sind Uber 200 kohlenwasserstoffabbauende Arten von Bakterien, Pilzen, einige Algen und
Protozoen bekannt. Am haufigsten werden Bakterien der Gattungen Pseudomonas, Acine-
tobacter, Bacillus, Arthrobacter und Nocardia (POREMBA et al., 1994), aber auch Micrococ-
cus, Xanthomonas und Flavobacterium (GUNKEL, 1988; BARTHA et al., 1977) genannt. Die
Wirkung der Mineralélkohlenwasserstoffe auf die Diversitat mikrobieller Biozénosen wird von
verschiedenen Autoren untersucht.
Bei der Sichtung der Publikationen zur Struktur, Dynamik, taxonomischen Zusammenset-
zung sowie der Bestimmung des Detoxifikationspotentials der mikrobiellen Biozénosen wird
deutlich, daB die Mehrzahl der Untersuchungen an Populationen aus Béden, Sedimenten,
Olschlammen oder des Meerwassers vorgenommen wurden (AUSTIN et al., 1977; BARTHA et
al., 1977; DIBBLE et al., 1979; ROSENBERG, 1992; POREMBA et al., 1994: MIETHE et al., 1994).
Wenige Arbeiten widmen sich den Untersuchungen im Grundwasser. '
Die Mechanismen des Abbaus aliphatischer und aromatischer Kohlenwasserstoffe sind
weitgehend aufgeklért. Aus einer Vielzahl von Publikationen, die die Reaktionsmechanis-
men, die beteiligten Enzyme, teilweise sogar die molekularbiologischen Voraussetzungen fiir
die beschriebenen Abbauleistungen erliutern, wurden einige Grundregeln des Abbaus
herausgearbeitet. Der mikrobielle Abbau des Kohlenwasserstoffmolekiils ist abhangig von
strukturellen Eigenschaften der organischen Verbindung (ATLAS, 1988):
» Der Abbau von Alkanen mit 1-9 Kohlenstoffatomen erfolgt durch Spezialisten, die diese
héaufig in Verbindung mit energiereichen Substraten umsetzen (Cometabolismus). Die
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Kohlenwasserstoffe werden selten assimiliert. Aufgrund ihrer guten Wasserldslichkeit sind

kurzkettige Alkane biotoxisch. ’

Alkane mit 10-20 Kohlenstoffatomen kénnen als Kohlenstoff- und Energiequelle dienen.

Hoéhermolekulare Alkane werden bei zunehmender Kettenlange kaum noch angegriffen.

Unverzweigte werden im Vergleich zu verzweigtén Alkanen bevorzugt abgebaut.

Ungeséttigte Kohlenwasserstoife (Alkene) unterliegen im Vergleich zu gesattigten Ver-

bindungen einem verminderten mikrobiellen Angriff.

n-Alkane werden besser als aromatische Verbindungen abgebaut.

= Bei polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) nimmt mit hoherer Zahl
kondensierter Ringsysteme die Wasserldslichkeit extrem ab, die Verflgbarkeit fir den
mikrobiellen Abbau sinkt damit signifikant.

e Substituenten scheinen die Aufnahme der Verbindung in die Zelle bzw. den Abbau zu
behindern.

e Die Abbaubarkeit der Kohlenwasserstoffverbindung h&ngt entscheldend von deren Bio-
verfligbarkeit, d.h. ihrer Léslichkeit in Wasser ab.

Um die Loslichkeit der Kohlenwasserstoffe in Wasser zu erhdhen, haben sich in der Natur
interessante Mechanismen herausgebildet. Sie sind in der Literatur gut beschrieben und
werden auch weiterhin erforscht. Vielfach wurde in Kohlenwasserstoff verwertenden Mikro-
organismen die Bildung von sogenannten Biotensiden nachgewiesen (ROSENBERG et al.,
1985; POREMBA et al., 1989; FRANCY et al., 1991; JAIN et al., 1992; ZHANG et al., 1992).
WAGNER (1987) geht ausflhrlich auf die unterschiedlichen Strategien der Biotensidbildung
ein, beschreibt die mdglichen Bestandteile der hydrophoben und hydrophilen Anteile und
postuliert die Regulationsmechanismen. Extrazelluldre und zellwandverbundene amphiphile
Metabolite ermoglichen den Mikroorganismen die Anlagerung an die Interphase zwischen
Wasser und Kohlenwasserstoff. Diese Komplexe kdnnen der gesamten Zelle hydrophobe
Eigenschaften vermitteln und z. T. ein Eintauchen in den Olfilm ermdglichen. Das Biotensid
wirkt als Losungsvermittler. Damit gerat die Mikroorganismenzelle in direkten Kontakt mit
dem Substrat. Kleinere Oltrépfchen werden aus dem Film bzw. der Phase herausgeldst und
gelangen in die Wasserphase. Eine andere Art von ,biosurfactanis” wird von den Bakterien
direkt in das Medium abgegeben und I6st spontan kleinere Oltrépfchen aus der Phase her-
aus, die dann in die Wasserphase sinken. Somit wird die Angriffsoberfliche um ein Vielfa-
ches erhéht und die bessere Bioverfligbarkeit als eine der wichtigsten Voraussetzungen der
Abbaubarkeit gewéhrleistet (POREMBA et al., 1994). So beschrieben u.a. ZHANG et al.
(1995), CHURCHILL et al. (1995) und PROVIDENTI et al. (1995) die Erhéhung der Abbaurate
von Kohlenwasserstoffen wie n-Alkanen bzw. Phenanthren durch Rhamnolipide.

Wie bereits erwdhnt, existieren seit Jahren gesicherte Erkenntnisse Uber die Reaktionsme-
chanismen des Aliphatenabbaus. In jedem Fall erfolgt in einem Sauerstoff abhangigen Initi-
alschritt die Oxidation einer Methyl- oder Methylengruppe. Diese Reaktion kann eine rand-
standige bzw. eine intramolekulare Gruppe aber auch beide randsténdigen Gruppen betref-
fen. Man unterscheidet daher die monoterminale, subterminale und diterminale Oxidation.
Der verbreitetste Abbaumechanismus, der durch die entsprechende Monooxygenasen kata-
lysiert wird, ist der Angriff einer endsténdigen Methylgruppe. Der im Verlaufe der priméren
Oxidation entstandene Alkohol wird weiter in das Aldehyd und schlieBlich in die entspre-
chende Carbonsédure umgewandelt.

Bei der diterminalen Oxidation erfolgt ein beidseitiger Angriff der endsténdigen Kohlen-
stoffatome; im Ergebnis der subterminalen Oxidation wird eine intramolekulare Methylen-
gruppe zur Ketogruppe umgewandelt.

Es erfolgt die Einschleusung in den Kreislauf der B-Oxidation mit einem volistandigen Abbau
bis zum CO, oder nach Veresterung zu Phospholipiden, Glycolipiden u. a..
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Auch Uber den Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe liegen mittlerweile gesicherte Er-
kenntnisse vor:

Dabei besteht das Prinzip des bakteriellen Abbaus zunéchst in der Hydroxylierung des Ring-
systems, Reaktionen, die enzymatisch durch Monooxygenasen oder Dioxygenasen kataly-
siert werden und vor allem in Bakterien wie in Veriretern der Gattungen Pseudomonas, Fla-
vobacterium und Rhodococcus, aber auch in Pilzen und einigen Hefen exprimiert werden
(KRUG et al., 1986; KALIN et al., 1992; SCHAUER et al., 1995). Somit weist das Molekil min-
destens zwei Hydroxylgruppen auf, die die Bioverfligbarkeit des Ringsystems erhéhen und
die wesentliche Voraussetzung fir einen Abbau darstellen. Die oxidative Ringspaltung fiihrt
zur Bildung der fir den Abbau von aromatischen Kohlenwasserstoffen typischen zentralen
Metabolite, dem Brenzcatechin bzw. Protocatechuat. Fir die Degradation des Brenzca-
techins existieren zwei Abbauwege, die in Mikroorganismen haufig exprimiert werden, die
intradiolische Ringspaltung (ortho-Spaltung), die durch die Catechol 1,2-Dioxygenase kata-
lysiert wird und zur Bildung der cis, cis- Muconséure filhrt bzw. die extradiolische Spaltung
des Brenzcatechins (meta-Spaltung) durch die Catechol 2,3-Dioxygenase, in deren Ergebnis
das 2-Hydroxymuconatsemialdehyd entsteht. Dieser in allen Organismen gebildete Metabolit
kann weiter assimiliert werden. Wie bereits erwahnt, héingt die Abbaubarkeit polycyclischer
aromatischer Kohlenwasserstoffe von der Anzahl der kondensierten Ringsysteme ab. Mit
steigender Anzahl sinkt die Bioverfigbarkeit diese Verbindungen. Ein Abbau polycyclischer
aromatischer Kohlenwasserstoffe durch Cometabolismus oder Oxidation wurde fiir verschie-
dene eukaryotische Mikroorganismen (Hefen und Pilze) beschrieben (MAJCHERCZYK et al.,
1983). Die Autoren verweisen auf Arbeiten von HUTTERMANN et al. (1988), die den Abbau
héhermolekularer PAK unter der Voraussetzung des Zusatzes von Cosubstraten zeigen
konnten.

1.4 Einsatz molekularbiologischer Methoden fiir die Erforschung
mikrobieller Biozénosen

Durch die Einfihrung molekularbiologischer Untersuchungsmethoden in die umweltmikro-
biologische Forschung konnten groBe Fortschritte erzielt werden. Die Anwendung dieses
Methodenspekirums verspricht ein neues Verstandnis von der Struktur und Funktion mikro-
bieller Biozénosen (PAUL et al., 1995).

Anfénglich muBten die fir Reinkulturen entwickelten Methoden zur Isolation von Nukieinsau-
ren den verénderten Bedingungen in Umweltproben angepaBt werden (SAYLER et al., 1985;
OcRAM et al., 1987; FUHRMANN et al., 1988; STEFAN et al., 1988; SOMERVILLE et al., 1989;
BEJ et al., 1991; Tsal et al., 1991 u. a.). Diese z. T. recht aufwendigen Verfahren wurden
weiter vereinfacht und die Effektivitdt der Methoden zur Isolation von Nukleinséuren erhéht
(SELENSKA et al., 1992; TsaAl et al., 1992; JEFFREY et al., 1994; VESCIO et al., 1995; OGRAM et
al.,, 1995 u. a.). Die isolierten Nukleinsduren bildeten die Voraussetzung fiir detaillierte Un-
tersuchungen mikrobieller Biozénosen. Zun&chst wurde der Nachweis pathogener Mikroor-
ganismen oder gentechnisch verdnderter Mikroorganismen (GEM) im Trinkwasser oder an-
derem Probenmaterial angestrebt (CHAUDHRY et al., 1989; HENSCHKE et al., 1991; HEUER et
al., 1885). ATLAS et al. (1992) machen in einem Ubersichtsartikel zahlrsiche Angaben zum
Einsatz molekularbiologischer Methoden fiir die Detektion bzw. Wiederfindung pathogener
und gentechnisch verdnderter Bakterien in Umweltproben bzw. unterschiedlichen Proben-
materialien.

Bald richtete sich die Anwendung molekularbiclogischer Methoden auch auf die Charakteri-
sierung mikrobieller Populationen aus kontaminierten Standorten. Durch Kombination ver-
schiedener Verfahren gelang es, extrachromosomale DNA-Molekiile (Plasmide) in Umwelt-
isolaten nachzuweisen und degradative Leistungen auf innen zu lokalisieren. Umfangreiche
Angaben zu natlrlich vorkommenden katabolischen Plasmiden wurden u. a. von PEMBERTON
(1983), SAYLER et al. (1990) und CAMPBELL et al. (1985) gemacht.
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WiLLiAMS und MURRAY (1974) beschrieben den Archetypus des katabolischen TOL-
Plasmides, pWWO. Auf diesem extrachromosomalen mobilen DNA-Molekil sind Enzyme
codiert, die den Abbau von Toluen, p- und m-Toluat sowie p- und m-Xylen katalysieren
(WORSEY et al., 1978). In den folgenden Jahren wurde eine Vielzahl von Plasmiden als Tra-
ger vergleichbarer Stoffwechselwege und Bereiche homologer DNA zu pWWO beschrieben
(BURLAGE et al., 1989).

Als inzwischen gut charakterisiert gilt auch das von CHAKRABARTY et al. (1973) erstmals be-
schriebene OCT-Plasmid, auf dem ein katabolisches Operon fiir den Abbau aliphatischer
Kohlenwasserstoffe lokalisiert werden konnte. Mittlerweile wurden einzelne Bestandteile die-
ses Operons hinsichtlich ihrer Organisation, DNA-Sequenz (Kok et al., 1988) und Regulation
der Expression (KOK et al., 1989; EGGINK et al., 1988) untersucht. VAN BEILEN et al. (1994)
analysieren die Substratspeziftat und SHANKLIN et al. (1994) die Strukiur der Alkanhydroxy-
lase.

Besondere Bedeutung hatte die Einflhrung der Polymerasekettenreaktion (PCR). Sie er-
laubt unter geeigneten Voraussetzungen in Kombination mit anderen Methoden den Nach-
weis von Mikroorganismen, die fir andere Verfahren schwer zugénglich sind (lebend, aber
nicht kultivierbar) bzw. nur in geringen Konzentrationen im Probenmaterial vorkommen
(AMANN et al.,, 1991). Der auBerordentlich vielseitiger Einsatz driickt sich auch in einer
groBen Anzahl von Publikationen zu umweltmikrobiclogischen Fragestellungen
(Romanowsk! et al., 1993; ERB et al., 1993; Mc DONALD et al., 1995; FORSMANN et al., 1995;
OGRAM et al., 1995 u. a.) aus.

Die Anwendung der PCR erméglichte es auch, in Isolaten oder Gesamiproben Gene oder
Genfragmente katabolischer Enzyme zu amplifizieren und damit nachweisbar zu machen.
So ermittelten beispielsweise SOTSKY et al. (1994) in Sedimenten die Haufigkeit des Vor-
kommens von Genen aus Abbauwegen aliphatischer (alk B) und aromatischer (xyl E) Koh-
lenwasserstoffe in bakteriellen Populationen durch die Verwendung von PCR-Amplifikaten
als Gensonden. Der Vorteil der PCR-Technik ist darin zu sehen, daB auch ohne die phino-
typische Ausprdgung (verhindert durch fehlenden Sauerstoff oder alternative terminale
Elektronenakzeptoren, geringe Bioverflgbarkeit) der Nachweis der molekularbiologischen
Voraussetzungen von Abbauleistungen mdglich ist. Somit konnte das Abbaupotential der
mikrobiellen Biozénosen als eine wichtige Voraussetzungen fir die biologische Sanierung
gezeigt werden. Als gleichermafBen bedeutende Methode stellte sich die Hybridisierung fir
die Anwendung in der umweltmikrobiologischen Forschung heraus, die u.a. sowohl den
Nachweis von Gensequenzen katabolischer Enzyme als auch taxonomisch relevanter DNA-
Bereiche ermdglichen. So bilden die Hybridisierungsverfahren in Kombination mit der PCR-
Technik wichtige neue Methoden flr die taxonomische Zuordnung von Mikroorganismen.
Gemeinsamkeiten und Unterschiede variabler und konservierter Regionen im Bereich der
16S rRNA und 23S rRNA Gene wurden in den letzten Jahren in Kombination mit anderen
Methoden zur ldentifizierung von Mikroorganismen herangezogen (WALLNER et al., 1983;
FESTL et al., 1986; AMANN et al., 1991; BARRY et al., 1991; SCHLEIFER et al., 1992; MANZ et
al., 1993; JENSEN et al., 1993; CHRISTENSEN et al., 1994; RASKIN et al., 1994; VESCIO et al.,
1995; LESER et al., 1995; BOURQUE et al., 1995).

Als besondere Anwendung hat sich die Methode des Ribotyping etabliert, die den Vergleich
von Mikroorganismen auf Art- und Stammebene ermdglicht. Die Zuordnung zu einem Ribo-
typ deutet auf eine enge Verwandtschaft hin. Derartige Untersuchungen gestatten Aussagen
zur Struktur und insbesondere zur Dynamik mikrobieller Biozénosen.

Die methodische Vielfalt molekularbiologischer Untersuchungen kann entscheidend zur Ver-
besserung der Qualitat von Untersuchungsergebnissen verschiedener Biozonosen natirli-
cher Standorte beitragen. Sie ermdglicht es, Struktur und Funktion mikrobieller Biozénosen
auch auf der Ebene der Nukleinsduren und Enzyme verstehen zu lernen und Erkenntnisse
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Uber die Mobilisierung degradativer Leistungen durch GenfluB innerhalb von Bakterienpo-
pulationen zu gewinnen. .
Aus diesem Grund wurden molekularbiologische Verfahren als wesentliche Ergénzung und
Erweiterung der Untersuchungsmethoden mikrobieller Biozénosen des mineraldlbelasteten
Grundwassers angewandt.

15 Problemstellung und Zielsetzung

Obwohl sich aus den einigen Arbeiten (HOLLEDERER et al., 1992; BREITUNG et al., 1995;
PRADE, 1985; RIPPER, 1995; TEUTSCH et al,, 1996; PREUSS et al., 1996; SWANNELL et al.,
1996) zur biologischen Sanierung von petrochemisch kontaminierten Standorten Ergebnisse
veraligemeinern lassen, setzt eine biologische Sanierung stets Untersuchungen am konkre-
ten Standort und Schadensfall voraus. Dabei sind Kenntnisse (iber die mikrobiellen Biozéno-
sen des belasteten Grundwassers eine wichtige Vorbedingung fiir die Festlegung von Sanie-
rungsstrategien. Untersuchungen zur Struktur und insbesondere zum Degradationspotential
der autochthonen Populationen des betrachteten Okosystems in Abhangigkeit von den
geologischen Verhéltnissen sowie Grad und Art der chemischen Kontamination stellen die
Grundlage dazu dar.

So war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die 1993 begonnen wurde, das Okosystem
~Mineraldlbelastetes Grundwasser* hinsichtlich der Struktur und Dynamik sowie des Detoxifi-
kationspotentials seiner mikrobiellen Biozénosen im Vergleich zum unbelasteten Grundwas-
serbereich zu charakterisieren.

1. Sind in den untersuchten Grundwasserbereichen Mikroorganismen vorhénden?

Dazu sollte die Zahl der koloniebildenden heterotrophen Bakterien im belasteten und
unbelasteten Grundwasserbereich bestimmt werden. Eine zufillige Auswahl der dabei
kultivierten Bakterien war als Grundlage fiir weitere Untersuchungen zu isolieren.

2. Welche Unterschiede in der taxonomischen Zusammensetzung weisen die aeroben Bio-
zdnosen des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches auf ?

Durch den Vergleich der taxonomischen Zuordnung der Isolate aus mikrobiellen Bio-
zbnosen beider Grundwasserbereiche war der EinfluB der chemischen Kontaminanten
auf die Etablierung zymogener Indikatororganismen zu ermitteln.

3. Wie beeinfluBt die Beschaffenheit des Grundwassers die mikrobiellen Biozénosen ?

Durch die Bestimmung der Dichten verschiedener Okophysiotypen (Bestimmung der
»most probable number”) im Okosystem sollte das Potential abgeschétzt werden, ob
die mikrobiellen Biozénosen zum Abbau der chemischen Kontaminanten auch in Ab-
wesenheit von Sauerstoff unter Nutzung alternativer Elektronenakzeptoren befihigt
sind.

4. Sind die Mikroorganismen potentiell zum Abbau der organischen Kontamination
befahigt ?

Fur Isolaten aus représentativen Proben war das Abbaupotential fiir aliphatischen und
aromatischen Kohlenwasserstoffen-durch biochemische Tests zu priifen.

m

. Lassen sich ,klassische" Wege fir den Abbau bestimmter aliphatischer und aromatischer
Kohlenwasserstoffe molekularbiologisch nachweisen ?

Das Vorkommen und die Lokalisierung funktioneller Gene ,klassischer® Abbauwege
(Naphthalendioxygenase - nah Ac; Catechol-2,3-Dioxygenase - xyl E; Alkanmonooxy-
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genase - alk B) sollte fiir Isolate aus mikrobiellen Biozdnosen unterschiedlicher Kom-
partimente untersucht werden.

6. Wo sind diese Abbauleistungen codiert und wie wird das Abbaupotential verbreitet 7

Durch den Nachweis und die Charakterisierting extrachromosomaler DNA-Molekiile in
Isolaten verschiedener Biozénosen sollten sich Hinweise auf Méglichkeiten einer ge-
netische Anpassung der Mikroorganismen und die Verbreitungsmechanismen des Ab-
baupotentials ergeben.
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2 Regionale Standortbedingungen des
Untersuchungsgebietes

Fir die Planung und Durchfilhrung der Analyse mikrobieller Biozénosen des Okosystems
Grundwasser und die Interpretation der Ergebnisse-ist die Kenntnis regionaler Standortfakto-
ren des Untersuchungsraumes hinsichtlich seiner kiimatischen Parameter, der geologischen
Verhaltnisse, der Beschaffenheit des Grundwasserleiters sowie Art und Grad einer chemi-
schen Kontamination von grundlegender Bedeutung. Klimatische Fakioren wie beispielswei-
se die Niederschlagsmenge beeinflussen die Rate der Grundwasserneubildung ebenso wie
die Eigenschaften der oberen Bodenhorizonte und der geologischen Schichten im Einzugs-
gebiet des Untersuchungsraumes. Art, Grad und Verbreitung der chemischen Belastung
sowie die GrundwasserflieBrichtung sind bei der Auswahl der fiir die Fragestellung repré-
sentativen Grundwasserbeobachtungsrohre besonders zu beriicksichtigen. Ein durch die
Auswertung von Bohrungen und Brunnendaten abgeleitetes geologisches Profil zeigt an,
welche Grundwasserleiter beprobt werden, veranschaulicht die geologischen Verhaltnisse im
Untergrund des Untersuchungsraumes und erlaubt die Abschatzung der Verbreitung der
chemischen Kontamination. Die Beschaffenheit des Grundwassers beeinfluBt die Zusam-
mensetzung der mikrobiellen Biozénosen und sollte daher stets parallel zu den mikrobiologi-
schen Untersuchungen analysiert werden.

Im folgenden sind daher die fir die Planung und Durchfiihrung der mikrobiologischen Unter-
suchungen und fir die Interpretation der Ergebnisse relevanten Standortfaktoren néher et-
lautert.

2.1 Geographische Einordnung des Untersuchungsgebietes

2.1.1 Administrative und naturrdumliche Einordnung

Das Untersuchungsgebiet des Mineralélwerkes Liitzkendorf liegt im Stiden des Bundeslan-
des Sachsen-Anhalt. Es ist administrativ dem Landkreis Merseburg-Querfurt zuzuordnen
(Abb. 1). Dabei ist das Bearbeitungsgebiet den Gemeinden Krumpa und Braunsbedra zuge-
horig.

Nach der naturrdumlichen Gliederung Deutschlands von MEYNEN und SCHMITHUSEN (1959)
188t sich der Untersuchungsraum dem ,6stlichen Harzvorland® zuordnen. Stdlich des Unter-
suchungsgebietes schlieBt sich der Naturraum ,Querfurter Platte und Untere Unstrutplatten®
an (Abb. 1).

Die Relisfformen des Untersuchungsgebietes wurden in ihrer Genese durch Denudation
gepragt. Es fand zusétzlich eine Reliefbeeinflussung durch Salzauslaugung statt, die die
Bildung einer Senkenstruktur, des Geiseltalbeckens, férderte (BRAMER et al., 1981). Infolge
des Braunkohleabbaus sind die Reliefformen heute stark anthropogen iberpragt.

2.1.2 Klima

Da die Klimabedingungen unmittelbar die Grundwasserneubildung und das AbfluBverhalten
im Untersuchungsraum beeinflussen, werden sie im folgenden kurz umrissen.

Nach dem KLIMA-ATLAS flr das Gebiet der DDR (1953) ist der Raum regionalklimatisch dem
Bérde- und Mitteldeutschen Binnenlandklima zugehérig. Klimabestimmend ist die Lage im
Lee des Harzes (hercynisches Trockengebiet). Als Datenbasis flr die Niederschlagsverhalt-
nisse kénnen die Daten der unmittelbar benachbart liegenden automatischen Klimastation
des UFZ-Umweltforschungszentrums Leipzig-Halle GmbH der Sektion Bodenforschung her-
angezogen werden.

Das langjéhrige Mittel der Niederschlage (Beobachtungsreine 1896-1997) betragt demnach
483 mm/Jahr. Nach Stden hin ist eine Zunahme der Niederschlége (in WeiBenfels bereits
Uber 500 mm/a) mefRbar.
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Aufgrund des Niederschlagsmaximums im Monat Juli (Abb. 2) ist das Untersuchungsgebiet
dem Sommerregentyp zuzurechnen. Diese Tatsache weist auf eine kontinentale Beeinflus-
sung des Klimas hin. Das langjéhrige Niederschiagsminimum lisgi im Monat Februar
(Abb. 2). Die sehr geringen Niederschldge im Winter werden durch gréBere Haufigkeiten
ausgeglichen, die relativ groBen Mengen des Sommers fallen hingegen bei wenigen
Starkniederschlagen.

In diesem Zusammenhang muB jedoch darauf hingewiesen werden, daB die Jahre des Un-
tersuchungszeitraumes sehr niederschlagsreich waren und sich signifikante Abweichungen
vom langjéhrigen jahrlichen Mittel der Niederschlagssumme ergaben (Tab. 1, Abb. 2).

120
ELangjahrige
monatliche
106 Mittel
1 e R A —a— 1983
g 80 " 4 - 1994
=
g
£ e0f —=—1985
2
Z 40 4 --e--1996
[
20 1
0 : : ‘ :
E § f T & & T 3 ¥ 3 B
- =
- 3 ° & 3
1]
Abb. 2: Monatliche Niederschiagsverteilung in den Jahren 1993 bis 1996 im Vergleich zum lang-
jahrigen Mittel (Beobachtungsreihe 1896-1997)
Tab. 1: Differenzen zum langjéhrigen jahrlichen Mittel (Beobachtungsreine 1896-1997) der Nie-
derschlagssumme im Zeitraum der Untersuchungen
Untersuchungsjahr 1993 1994 1995 1996
Differenz zum langjahrigen
jé@hrlichen Mittel der Nieder- 18,7 176,2 63,9 -43,3
schlagssumme (in mm)

21.3 Boden

Das Untersuchungsgebiet wird dem Bodenbildungsbereich der Béden der L6B- und Sand-
16Bgebiete sowie der LoBhigelidnder zugeordnet (GEOLOGISCHES LANDESAMT SACHSEN-
ANHALT, 1994).

Als Ausgangssubstrate der Bodenbildung kommen demzufolge lehmiger Sand bis Schiuff-
lehm (LOB) Uber sandigem Lehm (Geschiebemergel) oder Sand bis kiesiger Sand
(Schmelzwassersand) in Frage. Der L& weist dabei Machtigkeiten bis maximal 5 m auf.
Infolge der vollstandigen anthropogenen Uberpragung des Untersuchungsraumes im Zuge
der Errichtung, Zerstérung und Erweiterung des Mineralélwerkes diirften die urspriinglichen
Bodenformen nur relikiartig vorhanden sein. Im engeren Untersuchungsraum (iberwogen die
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Bodenformen der LéB-Rendzinen und im sldostlichsten Teil des Neuwerkes die der LoB-
Schwarzerden (GEOLOGISCHES LANDESAMT SACHSEN-ANHALT, 1884). Bei den Rendzinen
handelt es sich um durch Erosion gekappte Schwarzerden. Im ndrdlichen Bereich des Alt-
werkes waren holozéne Auelehme der Geiselaue in Form von Schluffen und Abschiammas-
sen Ausgangssubstrat der Boedenbildung und demzufolge konnten sich Kolluvial-
Schwarzerde oder Schwarzgleye herausbilden. Dieser ehemalige Auebereich ist dem Tage-
bau zum Opfer gefallen oder anthropogene Aufschittungen mit Méchtigkeiten von bis zu
7 m (GWBR 6/91) sind pragend.

2.2 Geologische Verhaltnisse im Untersuchungsgebiet

Das Mineraltdlwerk Litzkendorf liegt am Sidrand des tertidren Geiseltalbeckens, welches im
Sitden von der Querfurt-Freyburger-Muschelkalkmulde und im Norden von der Merseburger
Buntsandsteinplatte eingerahmt wird (Abb. 2).

Wahrend das Altwerk noch im Bereich des Geiseltalbeckens liegt, befinden sich die Be-
triebsanlagen des WNeuwerkes bereits auf den Schichten der Querfurt-Freyburger-
Muschelkalkmulde. In der Abb. 3 sind die Normalprofile flir das tertidre Geiseltalbecken
(Abb. 3a) und die Querfurt-Freyburger-Muschelkalkmulde (Abb. 3b) dargestellt.

Im folgenden werden die fur die Arbeit relevanten Schichten erldutert. Die Normalprofile be-
ginnen jeweils mit den dinnbléttrigen, meist dunkelroten Tonen und den graugriinen Mer-
gein des oberen Buntsandsteines, des Rétes. In der Querfuri-Freyburger-Muschelkalkmulde
werden diese von den dinnplattigen bis plattigen, stark geklifteten Kalken des unteren
Wellenkalkes Uberlagert (Abb. 3b). Im Geiseltalbecken (Abb. 3a) liegen die eozénen Tertiar-
schichten direkt auf dem oberen Buntsandstein. Die Liegendstufe besteht aus einer Wech-
selfolge von Sanden, Schiuffen und Tonen (DOMMACK, 1992). Die darauf folgende Braun-
kohlestufe 148t sich im Bereich des Tagebaues Micheln-Sudfeld in Mittelkohle, oberes
Hauptmittel und Oberkohie gliedern. In den Randbereichen des Geiseltalbeckens, so auch
im Untersuchungsgebiet, treten Kohlediapire auf, die durch Permafrosteinwirkung wéhrend
des Pleistozéns und  isostatische  Ausgleichsbewegungen  entstanden  sind
(Molisoldiapirismus) (HPC, 1992). Die die Oberkohle Uberdeckende Hangendstufe besteht
aus Kiesen, Sanden, Schiuffen und Tonen eines obereozénen Flusses (EISSMANNN, 1968
zitiert in DoMMACK, 1592).

In beiden Profilen folgen nun entsprechend die Schichten des Quartars. Die Kérbisdorfer
Schotter stellen die &lteste im Untersuchungsgebiet vorkommende Quartérschicht dar. Diese
groben Schotter sind der maBgebliche Grundwasserleiter im Untersuchungsraum
(Grundwasserleiter 1.5). Sie wurden am Ende der Holstein-Warmzeit und dem Beginn der
Saale-Kaltzeit aufgeschottert. Die Hauptphase dieser Aufschotterung ist jedoch eindeutig
der Friih-Saale-Kaltzeit zuzuordnen (RUSKE, 1961, 1965; EISSMANN, 1994). Die Korbisdorfer
Schotter kénnen durch perigiazialen Kohlediapirismus groBere Machtigkeiten aufweisen, in
den Randsenken der Kohlediapire wurden Schichtmé&chtigkeit bis zu 30 m nachgewiesen
(HPC, 1992). Die Schotter kénnen sowohl im Altwerks- als auch im Neuwerksbereich vom
Kriechauer Banderton (berlagert werden, dessen Verbreitung jedoch nur loka! ausgepragt
ist.

Auf den ersten Vorsto3 der Saalevereisung weist der durchgéngig ausgepragte, dunkel-
graue bis braune, sandige und bis 12 m machtige Geschiebemergel hin (Abb. 3a und 3b).
Das Hangende bilden Geschiebesande, -kiese und Feinsande. Der diese Schicht Uberla-
gernde, jedoch nur lokal verbreitete Bruckdorfer Banderton, der im Zuge der zweiten Saale-
vereisung gebildet wurde, erreicht im Untersuchungsgebiet Méchtigkeiten von 2,5 m (RUSKE,
1961).

Uber dem Bruckdorfer Banderton folgt die Grundmoréne des zweiten VorstoBes der Saale-
vereisung.
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a) b)
Normalprofil Normalprofil
slidwestl. Geiseltalbecken Querfurt-Freyburger-
(Altwerksbereich) Muschelkalkmulde
(Neuwerksbereich)-

degradierte Schwarzerde (0,5 - 1m) oder
anthropogene Aufschittungen (bis 7m)

Auelehm
—{ L6 (3-5m)

—{ Niederterrasse (Kiese v. Sande 2.T. auch Muddan)

Holoz&n

Weichsel-Kaltzeit

4 Schneckenmergel 0,5 - 1m)

3 A Geschiebesande u. -kiese (vis 1m machtig)
Geschiebemergel des 2. Saalevorstofes
brauner sandiger Mergel (bis 2m machtig)
Bruckdorfer Bénderton (2,5m)
Geschiebesande u, -kiese (bis 6m méachtig)
Geschiebemergel des 1. Saalevorstolies
dunkslgrauer-brauner sandiger Mergel (bis 12m machtig)
Kriechauer Binderton (30 - 60 cm)

Eem-Warmzeit

B
o
T

o

3
(=]

Saale-Kaltzeit

Holstein-Warmzeit

Kérbisdorfer Schotter
robe Schotter 2.T. mit Tonlagen und Bandersanden

_ﬁ Hangendstufe aus FluRablagerungen
{Kiese, Sande, Schiuffe und Tone; max. 40m)

—I Oberkohle (bis 52m)
—l oberes Hauptmittel (5-12m) —l

ﬁ’ Mittelkohle (bis 60m) }

Eoz&n

Tertidr

Liegendstufe
- Sande, Schiuffe u. Tone (10m)

unterer Muschelkalk e

unterer Wellenkalk (dinnplattige bis feste gekliftete Kaike)

Préatertiir

Fasergips u. gekiGflaten graugrinen Mergel)

oberer Buntsandstein -
Ral (dunnblattriger dunkelroter Ton mit eingeschlatetan S

Legende: [T schichtiiicke Bearbeitung: A. Birger u. J. Birger

| Stand: 3/1997
‘Abbildung Ist nicht maBstabsgelreu

Abb. 3:  Normalprofil im siidwestlichen Geiseltalbecken und in der Querfurt-Freyburger Muschelkalkmulde
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Es handelt sich dabei um braune und sandige Mergel mit nordischen Geschieben (Kristallin)
und Kalk. Uberlagert wird dieser Geschiebemergel von geringméchtigen Geschiebesanden
und -kiesen (Abb. 3a und 3b) (RUSKE, 1961).

In der darauf folgenden Eem-Warmzeit wurde lokal der Schneckenmergel abgelagert
(KRUMBIEGEL, 1962). In der Weichsel-Kaltzeit begann die Aufschotterung der Jiingeren Nie-
derterrasse. Diese wird im unteren Teil aus grobsandigen Kiesen und im oberen Teil aus
feinkdrnigen Sanden mit eingeschalteten Schlufflagen gebildet (EissMANN, 1994). Die jing-
ste Schicht des Pleistozans ist der weichselkaltzeitlich angewehte L&B. Er kann Machtigkei-
ten bis 5 m erreichen.

Im Altwerksbereich (Abb. 3a) sind holozédne Auelehme der Geiselaue in Form von Schluffen
ausgepragt.

Den natlrlichen obersten Horizont bilden die degradierten Schwarzerden, die sich aus den
machtigen LoBablagerungen entwickelt haben, jedoch im gesamten Werksgelénde infolge
von BaumaBnahmen, Kriegseinwirkungen und anthropogenen Aufschittungen nicht mehr
anzutreffen sind. Die anthropogenen Aufschittungen erreichen beachtliche Machtigkeiten
bis zu 7 m im Altwerksbereich (GWBR 6/91).

Die Abb. 5 zeigt die geologischen Verhéltnisse im Werksbreich von Addinol entlang einer
Profillinie vom Grundwasserbeobachtungsrohr GWBR 21/92 im Siiden des Untersuchungs-
raumes (Neuwerksbereich) Uber das GWBR 6/91 im Altwerksbereich bis zur Tagebausohle
im Bereich des Baufeldes Mucheln-Std (Bohrung 1841/59). Der Verlauf der Profillinie ist zur
Orientierung im PAN-Luftbild und in der topographischen Karte dargestelit (Abb. 4).

Die Konstruktion des geologischen Schnittes war nétig, da zwar zahireiche Untersuchungen
Uber das Werksgeldnde vorlagen, aber keine Schnitte zur Verfligung standen, aus denen
die geologischen Verhéltnisse im Bereich der beprobten Brunnen ersichtlich waren. Insbe-
sondere deren Einbindung in die geolegische Schichtenfolge war fur die Interpretation der
Ergebnisse eine wichtige Voraussetzung. Entscheidender Gesichtspunkt bei der Konstruk-
tion der Schnittlinie war ihr paralleler Verlauf zur GrundwasserflieBrichtung, um eine Inter-
pretation der Grundwasserverhéltnisse zu erleichtern.

Die an den Normalprofilen (Abb. 3a und 3b) bereits erlauterten unterschiedlichen geologi-
schen Verhaltnisse zwischen Alt- und Neuwerksbereich werden im geologischen Schnitt
(Abb. 5) deutlich wiedergegeben. Erkennbar ist die Lage des Untersuchungsgebietes am
Sudrand des tertidren Geiseltalbeckens. Wahrend im Beckenbereich Tertidrschichten mit
groBen Machtigkeiten vorhanden sind (Altwerk), liegt auf den Muschelkalkschichten der
Querfurt-Freyburger Mulde geringméchtiges Pleistozadn direkt auf. Insbesondere die als
Grundwasserleiter fungierenden Kérbisdorfer Schotter weisen in den Randsenken erhebli-
che Schichtdicken auf. Im dargesteliten Profil (Abb. 5) werden keine der durch Molisoldiapi-
rismus entstandenen Kohlediapire angeschnitten.

Im Altwerksbereich sind die durch Verfiillung von Bombentrichtern entstandenen anthropo-
genen Aufschuttungen mit Schichtdicken bis zu 7 m erkennbar.

Jenseits des GWBR 6/91 lagen fir die Konstruktion des geologischen Schnittes keine gesi-
cherten Daten in Form von Bohrprofilen vor, deshalb wurde dieser Bereich nur schematisch
angedeutet. Am ndrdlichen Profilende sind Teile der schlecht durchldssigen Stitzkippe
sichtbar, welche die Tagebausohle Gberdeckt.

221 Grundwasserverhaltnisse

Die umfangreichen WasserhaltungsmaBnahmen infolge des Braunkohletagebaus im Gei-
seltal haben die natlrlichen Grundwasserverhéltnisse stark beeinfluBt. Die Grundwasser-
strémungsrichtung im Untersuchungsgebiet verlauft von Siiden nach Norden.

Damit stromt das Grundwasser aus dem Bereich des Neuwerkes in Richtung Altwerk und
den Tagebau Miicheln-Siidfeld.
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Die oben erwdhnten WasserhaltungsmafBnahmen in Form eines Brunnenriegels verhindern
derzeit noch das Einstromen des Grundwassers und die Verfrachtung der Kontaminationen
aus dem Altwerksbereich in den Tagebau.

Neben den Grundwasserleitern des Unteren Muschelkalkes sind die Kérbisdorfer Schotter
der wichtigste Grundwasserleiter im Untersuchungsgebiet. Die oberste grundwasserfiihren-
de Schicht ist die weichselkaltzeitliche Niederterrasse. Dieser Grundwasserleiter weist den
hochsten Grad der Kontamination im Untersuchungsgebiet auf. Im Altwerksbereich werden
die Kérbisdorfer Schotter durch Wechsellagerungen von Geschiebemergeln und Tonen
(Grundwasserstauer) von den Sanden und Kiesen der kontaminierten Niederterrasse ge-
trennt. Diese Trennung ist keinesfalls vollstandig, denn es existieren hydraulische Fenster
durch Schichtliicken und anthropogene EinfluBnahme.

Erwdhnenswert fir die spatere Interpretation der Ergebnisse ist die Tatsache, daB das
Grundwasser aus einem beachtlichen Einzugsgebiet von 15 km? gespeist wird, welches sich
im Oberstrom des Werksgeléndes auf der Muschelkalkhochfliche zwischen Freyburg und
Mucheln befindet (DoMMACK, 1992) und damit bereits in einem Bereich héherer Nieder-
schlagswerte liegt. Damit wird in einem Bereich sehr geringer jéhrlicher Niederschlagswerte
ein hdheres Grundwasserdargebot angetroffen als aus den értlichen, klimatischen Gege-
benheiten zu vermuten wére.

2.3 Schadensanalyse

Die Zerstérungen wéhrend des 2.Weltkrieges, die Demontage der Produktionsanlagen, die
Verfiillung der Bombentrichter mit Produktionsriickstanden und letztlich auch die Produktion
vor und nach dem Krieg filhrten zu einer weitreichenden Kontamination des Bodens und
schlieBlich auch des Grundwassers mit Mineraldlkohlenwasserstoffen. Nach Schétzungen
der Fa. HPC umfassen die Kontaminationen des Bodens 615 000 m3. Im Bereich des Alt-
werkes sind umfangreiche Beeintrachtigungen des Grundwassers nachgewiesen worden.
Dies ergab sich aus orientierenden Untersuchungen der Fa. HPC, die ab 1991 eine Gefahr-
dungsabschétzung im Untersuchungsgebiet vornahm. Die Analysen der Grundwasserpro-
ben durch die Sektionen Hydrogeologie und Analytik des UFZ-Umweltforschungszentrums
Leipzig-Halle GmbH im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit bestétigten diese um-
fangreichen Kontaminationen.

231 Kriterien fiir die Auswahl der Brunnen

Zu Beginn der Untersuchungen stand der Ergebnisbericht (iber die ,Orientierenden Untersu-
chungen auf Verunreinigungen im Untergrund des Mineralélwerkes Litzkendorf* der
Fa. HPC zur Verfligung. Darin waren die Analysenergebnisse verschiedener Boden- und
Grundwasserproben aus unterschiedlichen Bereichen des Werksgeldndes zusammenge-
faBt. Dieser Bericht bildete die Grundlage fur die Auswahl der Brunnen (GWBR).

Als Referenzbrunnen wurde der grundwasserstromaufwérts vom Kontaminationsbereich
gelegene Brunnen GWBR 21/92 ausgewahlt (Abb. 4 und Abb. 5). Dieser Brunnen befindet
sich unweit des Sportplatzes in einem Areal, das zu keiner Zeit zum Bereich der Produk-
tionsanlagen gehorte. Die Analyseergebnisse der Fa. HPC wiesen fir Grundwasser und
Boden keine organische Belastung auf,

Im Bereich des Nordrandes unweit des Tagebaus Miicheln-Siidfeld wurde eine umfangrei-
che Kontamination des Bodens und Grundwassers mit Mineralélkohlenwasserstoffen nach-
gewiesen. Auf dem Areal der ehemaligen Schmieréifabrik und in unmittelbarer Nahe des im
Krieg zerstorten Tanklagers wurde der zweite Brunnen GWBR 6/91 ausgewahlt (Abb. 4 und
Abb. 5). Zum Zeitpunkt der Bohrung des Brunnens 1991 wurde auf dem Grundwasser eine
aufschwimmende organische Phase mit einer Schichtdicke von 17 cm festgestelit. Die Ana-
lysen der Fa. HPC zeigten fir das Grundwasser extreme Grenzwertliberschreitungen be-
sonders fur IR-Kohlenwasserstoffe, Phenole und polycyclischen aromatischen Kohlenwas-
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serstoffe. Ab dem Jahr 1995 wurde noch ein weiterer Brunnen GWBR 108/94 im belasteten
Grundwasserbereich beprobt, der sich grundwasserstromaufwarts vom GWBR 6/91, jedoch
noch im Bereich der weitrdumigen Grundwasserkontamination befindet (Abb. 4). Der Brun-
nenausbau erfolgte bis in den Hauptgrundwasserleiter, die Kérbisdorfer Schotter (Abb. 5).

232 Chemische und physikalische Parameter

Wie bereits erwdhnt, kdnnen verschiedene Ursachen fiir die weitrdumige Kontamination des
Untergrundes des Werksgelandes angeflihrt werden. Wahrend die Kontaminationen im Alt-
werksbereich hauptsdchlich auf die Kriegseinwirkungen und die Verfillung der Bomben-
trichter mit Produktionsriickstdnden zurlickzuflhren sind, wurde der Verlauf einer Fahne
polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe aus dem Neuwerksbereich in norddstlicher
Richtung nachgewiesen (HPC, 1992), die vermutlich aus Leckagen neuerer Produktionsan-
lagen herrdhren.

Die Proben des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches wurden umfangreichen
Analysen der organischen und anorganischen Bestandteile unterzogen. Die Analysen wur-
den von Mitarbeitern der Sektionen Hydrogeologie und Analytk des UFZ-Umwelt-
forschungszentrums Leipzig-Halle GmbH durchgefiihrt.

2.3.2.1 Analysen organischer Bestandteile

Die Bestimmung der Konzentration polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe ergab
eine extrem grenzwertliberschreitende Belastung der GWBR 6/91 und GWBR 108/94, bei
denen eine aufschwimmende organische Phase nachweisbar war. Die Abb. 6 demonstriert
die PAK-Summenkonzentrationen (PAK 1-16) in verschiedenen Proben zum Zeitpunkt der
Beprobung.
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Abb. 6: Konzentrationen polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAK) verschiedener

Kompartimente des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches zum Zeitpunkt
der Probenahmen
(GW-Grenzwert)

Die ermittelten PAK-Konzentrationen in den belasteten Grundwasserbereichen gehen weit
Uber die Loslichkeit der PAK in Wasser hinaus (BIRGER et al., 1996). Dies kann jedoch nicht
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so interpretiert werden, daf3 es sich um eine echte Lésung der polycyclischen Aromaten in
Wasser handelt (DERMIETZEL, personliche Mitteilung). Es ist davon auszugehen, daB -
eventuell auch unter dem EinfluB von Mikroorganismen - die Wasserphase feine Trépfchen
organischer Phase enthielt, die diese Werte erklaren.

Die Eignung der GWBR 21/92 als Referenzbrunnen konnte durch die Analysen bestitigt
werden. Die B-Werte der Holldndischen Liste wurden nicht erreicht.

Die IR-spektroskopisch ermittelten Kohlenwasserstoffgehalte der untersuchten Proben sind
in der Abb. 7 gegeniibergestellt. Die Abb. 7 zeigt im Bereich der GWBR 6/91 und GWBR
108/94 eine signifikante Uberschreitungen des B-Wertes der Hollandischen Liste. Hierbei
muf3 jedoch darauf hingewiesen werden, daf3 es sich bei den IR-spektroskopisch ermittelten
Kohlenwasserstoffgehalten um einen Summenparameter handelt, der nicht fiir Proben ent-
wickelt wurde, in denen der Anteil aromatischer Kohlenwasserstoffe liberwiegt, so wie es im
belasteten Grundwasser der Fall ist (DERMIETZEL, personliche Mitteilung). Die im unbelaste-
ten Grundwasserbereich |IR- spektroskopisch ermittelten Kohlenwasserstoffgehalte kénnen
durch die natlrlicherweise im Grundwasser vorkommenden oder aus der Bodenzone einge-
tragenen Kohlenwasserstoffe in Form von Huminstoffen und biogenem Material erklart wer-
den, da die Methode nicht zwischen diesen und anthropogenen Kontaminanten unterschei-
det (HOPFSTOCK, 1994).
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Abb. 7; IR-spektroskopisch ermittelte Kohlenwasserstoffgehalte verschiedener Kompartimente

des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches zum Zeitpunkt der Probenahmen
(GW-Grenzwert)

Erste Anhaltspunkte fiir mikrobielle Aktivititen ergeben sich aus den DOC-Werten der
Grundwasser- und Interphasenproben. Der Gehalt des gelésten organischen Kohlenstoffs
geht mit 150 mg/l weit Uber die Loslichkeit eines gealterten Mineraléls in Wasser von ca.
5-35 mg/l (HoPFsTOCK, 1994) hinaus. Infolge der von Mikroorganismen ausgefiihrten Reak-
tionen kann die Wasserl@slichkeit einzelner Bestandteile des Mineralélgemisches gesteigert
werden. Eine Anhdufung dieser léslichen Metabolite kann somit die Erhéhung des DOC-
Gehaltes bewirken.

Die Analyse der Olphase aus dem belasteten Grundwasserbereich GWBR 6/91 mittels
GC-MS ergab als Hauptkomponenten Mehrkernaromaten, ihre hydrierten Analoga sowie
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methylsubstituierte PAK. Ebenso wurden Alkylbenzene, Alkane und Alkene nachgewiesen,
deren Gehalt jedoch wesentlich geringer war als der polycyclischer Aromaten (MODER, per-
sonliche Mitteilung). Der geringe Summenwert der Normalparaffine von 2,9 % (Rus, persén-
liche Mitteilung) deutet darauf hin, daB es sich bei der Kontamination im Untergrund des
Mineraldlwerkes um eine echte Altlast handelt.

Im Bereich des GWBR 6/21 wurden Phenolgehalte von 172 pg/l nachgewiesen (HPC, 1992).
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Abb. 8: Konzentration des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) verschiedener Komparti-
mente des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches zum Zeitpunkt der Probe-
nahmen

2322 Analysen anorganischer Bestandteile

Die Analyse der Proben aus dem belasteten und unbelasteten Grundwasserbereich auf den
Gehalt von Schwermetallen ergab Werte, die unterhalb des in der Hollandischen Liste ange-
gebenen A-Wertes lagen. Die Analyse der Hauptanionen ergab flir den Bereich des unbela-
steten Grundwassers folgende Ergebnisse: Ammoniumgehalt zwischen 0,01 und 0,1 mg/;
Nitratgehalt zwischen 8,6 und 18,1 mg/l; Sulfatgehalt zwischen 274 und 437 mg/l. Die im
Bereich des belasteten Grundwassers GWBR 6/91 ermittelten Gehalte lagen fir Nitrat und
Sulfat wesentlich geringer als im unbelasteten Grundwasser: Ammoniumgehalt zwischen
0,14 und 1,75 mg/l, Nitratgehalt zwischen < 0,1 und < 0,5 mg/l, Sulfatgehalt zwischen 54
und 83 mg/l. Ein deutlicher Anstieg des Sulfatgehaltes auf 207 mg/| wurde im Frihjahr 1995
nachgewiesen.

2.3.2.3 Isotopenhydrologische Untersuchungen

Die wéaBrigen Proben aus dem belasteten und unbelasteten Grundwasserbereich wurden
isotopenhydrologisch mittels Massenspektrometrie ('®0 und ?H) untersucht, um Aussagen
tiber die Herkunft und Genese des Grundwassers machen zu kénnen. Fir Grundwésser aus
dem Bereich des Untersuchungsraumes ist langfristig eine Abweichung der §°H-Werte von
-62 %o bis -63 %o vom Standard anzunehmen (KOowski, persénliche Mittelung). Die positive-
ren Analyseergebnisse von -58,8 %o bis -59,7 %o (GWBR 21/92) bzw. -60,5 %o (GWBR
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6/91) weisen darauf hin, daB3 die Niederschldge des Jahres 1993 bzw. 1994 zur Bildung des
1994 und 1995 beprobten oberflichennahen Grundwassers beigetragen haben.

2324 Physikalische Parameter

Die Grundwasserproben beider Bereiche wiesen jeweils pH-Werte um 7,0 auf. Die Tempe-
raturen betrugen im Grundwasserbereich unabhangig vom Zeitpunkt der Probenahme zwi-
schen 11 und 14°C. Die Leitfahigkeit variierte in Abhangigkeit vom Zeitpunkt zwischen 1500
und 1800 uS (GWBR 21/92) bzw. 1900 uS (GWBR 6/91). Messungen des Sauerstoffgehal-
tes und des Redoxpotentials waren im GWBR 6/91 nicht vertretbar, im GWBR 21/92 wurden
in Abhéngigkeit von der Tiefe Werte zwischen 5,3 und 1,8 mg/l bzw. 370 mV ermittelt.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Probenahme

Im Untersuchungsgebiet wurden 7 Probenahmen durchgefiihrt. Die Tab. A1 im Anhang der
Arbeit gibt Auskunft Uber die Probenahmezeitpunkte, die beprobten Brunnen und Komparti-
mente sowie die Bestimmung der chemischen und mikrobiologischen Parameter.

3141 Sediment im Schlammfang

Dieses z.T. nur wenige Zentimeter machtige Kompartiment bildet sich durch die mit dem
Grundwasser transportierten Schwebebestandteile, die durch die Schiitze des Filterrohres in
den Brunnen gelangen und dort sedimentieren, neu. Die Probenahme der Sedimente im
Schlammfang der Grundwasserbeobachtungsrohre wurde mit einem mit 70%igem Ethanol
desinfizierten V2A-Stechrohr durchgefiihrt, das sich beim Absenken in das Brunnenrohr in
den Schlamm grub und dabei die Probe aufnahm.

3.1.2 Wasserproben

Die Wasserproben aus dem unbelasteten Bereich des Grundwassers wurden mit einem
V2A-Stechrohr entnommen. Aus dem belasteten Grundwasserbereich wurden sie mit Hilfe
des Phasenschopfers genommen.

3.1.3 Probenahme mit Phasenschépfer-Olphase

Die Olphase des belasteten Grundwassers wurde mit Hilfe eines Phasenschépfers beprobt.
Ein aus Plastik bestehender Zylinder konnte dabei auf die gewiinschte Teufe abgesenkt und
in dieser verschlossen werden. Diese Vorrichtung erméglichte eine phasengetrennte Bepro-
bung der Olphase, einer ca. 20 cm darunter liegenden Interphase und der Wasserphase.
Das durchsichtige Material des Zylinders gestattete die Entnahme der gewiinschten Phase
mit Hilfe eines AblaBventils.

3.2 Probentransport und Probenaufbereitung

3.2.1 Sedimente

Die Sedimente wurden bei der Probenahme in sterile Glasflaschen abgefllt, fest verschios-
sen und kihl gelagert. Sie wurden bis zur Bearbeitung im Kiihischrank bei 4°C gelagert. Die
Sedimente aus dem Schlammfang des Brunnenrohres muBten zundchst aufgearbeitet wer-
den. Zur weitestgehenden Ablésung der Bakierien von den Bodenpartikeln wurden 10 g Se-
diment mit 7.5 g sterilen Glasperlen versetzt, zu dem Ansatz wurden 100 ml sterile
Natriumpyrophosphatlésung gegeben und fir 1 h bei Zimmertemperatur geschiittelt. Der pH-
Wert wurde mit 1M Natriumdihydrogenphosphat-L&sung auf 7,0 reguliert. Der Uberstand
wurde dekadisch verdinnt und weiterverarbeitet. Als Bezugspunkt flir Berechnungen mikro-
biclogischer Parameter von Sediment- und Bodenproben muBte zudem das Trockengewicht
bestimmt werden. Dazu wurde die entsprechende Menge Sediment (10 g) fiir 24 h bei 105°C
getrocknet. Nach Abkuhlen im Exsikkator wurde erneut das Gewicht der Probe bestimmt
und die Differenz ermittelt.

3.2.2 Wasserproben

Die Wasserproben wurden vor Ort in sterile braune Glasflaschen abgefiillt, fest verschlossen
und kihl gelagert. Sie wurden im AnschiuB an die Probenahme aufgearbeitet. Von den wab-
rigen Proben wurde eine Verdlnnungsreihe in sterilem Leitungswasser hergestellt und fur
die Bestimmung der mikrobiologischen Parameter bereitgestellt.
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3.23 Olproben

Die Proben wurden vor Ort in sterile braune Glasflaschen abgeftilit und fest verschlossen.
Die kiihl gelagerten Proben wurden im AnschluB an die Probenahme aufgearbeitet. Die OI-
proben bzw. Slhaltigen Proben wurden dekadisch verdiinnt. Eine weitgehende Gleichvertei-
lung der sich bildenden Oltrépfchen wurde durch ein mehrfaches Ansaugen und AusstoBen
der Flussigkeit mit einer groBvolumigen Pipette (5 ml) und dem sofortigen Auftragen der
Probe erreicht.

3.3 Mikrobiologische Charakterisierung
3.341 Bestimmung der Zahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Die Bestimmung der KBE-Werte wurde fiir alle untersuchten Proben vorgenommen. Jeweils
100 pl der entsprechenden Verdiinnungsstufe wurden auf eine Agarplatte pipettiert und auf
der Oberflache verteilt. Alle Verdinnungsstufen wurden mit drei Parallelen angelegt. Die
Petrischalen wurden umgekehrt inkubiert und nach den im folgenden beschriebenen Zeit-
rdumen ausgewertet. Die Werte wurden als KBE/ ml bzw. KBE/ g Trockengewicht berech-
net.

3.3.1.1 Medien, Inkubationsbedingungen und Auswertezesitrdume

Die genaue Zusammensetzung der Medien ist im Anhang A 2 und A 3 gesondert aufgefihrt
(Abkirzungen: SM (SO)-Standardmedium mit 1% Spindelél, SM (MO)-Standardmedium mit
1% Mineralél).

Tab. 2: Vergleich der Inkubationsbedingungen und Auswertungsintervalle fiir die verwendeten
Medien
R2A-Agar | SM(S0O) SM (MO)
(Merck)

Milieu aerob aerob aerob
Inkubationstemperatur 14°C 14°C 14°C
Auswertungsintervalle 3 Tage 10 Tage 10 Tage

Endwertbestmmung | 20.Tag | 70:Tag | 70.Tag
der KBE
3.3.2 Isolation und Stammhaltung von Bakterien

Die Proben wurden hinsichtlich ihrer bakteriellen Zusammensetzung und ihres biochemi-
schen Abbaupotentials charakterisiert. Daflir wurden von den Agarplatten zur KBE-
Bestimmung nach Ablauf des Inkubationszeitraumes 50-70 Kolonien je Probe und Inkuba-
tionsmedium entnommen. Zur Vermeidung einer subjektiven Auswahl wurde eine solche
Platie ausgewahlt, auf der die gewlinschte Anzahl vorhanden war, so daf alle Kolonien ab-
geimpft werden konnten. Die Kolonien wurden (iber mehrere Stufen durch wiederholtes Aus-
streichen auf R2A-Agar gereinigt und unter dem Mikroskop beurteilt. Die erhaltenen Rein-
kulturen wurden auf Schragagar (R2A) bei 4°C gelagert und nach jeweils 3 Monaten erneut
umgesetzt.



Materialien und Methoden 24

3.3.3

3.3.3.1

Das Vorkommen verschiedener Physiotypen unterschiedlicher Stoffkreislaufe wurde mit Hilfe
der MPN-Methodik bestimmt. Die Zusammensetzung der Medien ist der Tab. A 5 im Anhang
zu entnehmen.

Die Parallelansatze verschiedener Verdinnungsstufen wurden in Mehrfachkulturschalen
(Tecnomara) durchgefihrt. Flr die aeroben Ansétze wurden 2 ml Medium mit 200 pl Probe,
bei den anaeroben Ansétzen 1,25 ml Medium mit 150 ul Probe beimpft und mit sterilem Pa-
raffin Uberschichtet. Die Inkubation erfolgte bei 14°C. Die Auswertung wurde nach 50 bzw.
100 Tagen vorgenommen. Dazu wurden jeweils 100p! der waBrigen Probe mit der gleichen
Menge des entsprechenden Nachweisreagenz versetzt.

Die nachfolgende Tab. 3 gibt eine Ubersicht (ber die verwendeten Nachweisreagenzien
(Zusammensetzung im Anhang A 8), die dabei beobachteten Reaktionen sowie die Wertung
dieser Reaktionen.

Mikrobiologische Charakterisierung der Gesamtproben

Bestimmung der MPN-Werte verschiedener 6kophysiologischer Gruppen

Tab. 3: Reaktionen zum Nachweis 6kophysiologischer Gruppen
Okophysiclogische Gruppe | Milieu Nachweis- Reaktion lonen-Nachweis/
(Autor) reagenz (Ergebnis)
Denitrifizierer anaerob | GRIESS-ILOSVAY- Rosaféarbung Nitrit-lonen
(ALEF, 1991) REAGENZ (negativ)
Ammoniumoxidierer aerob 1) GRIESS- 1) Rosafarbung 1) Nitrit-lonen -
(GoDE et al., 1972) ILosvAY-REAGENZ | 2) Braunfarbung (positiv)
2) NEBLERS- 2) Ammonium-
Reagenz lonen (negativ}
Nitritoxidierer aerob GRIESS-ILOSVAY- Rosaférbung Nitrit-lonen
(GoDE et al.,, 1972) REAGENZ (negativ)
Manganreduzierer aerob Benzidin-HCI- Blauféarbung Mn(IV)-lenen
(KRUMBEIN et al., 1973) Reagenz (negativ)
Manganoxidierer aerob Benzidin-HCI- Blaufarbung Mn(IV)-lonen
(KRUMBEIN et al., 1973) Reagenz (positiv)
Eisenreduzierer anaerob | Pyridin-Reagenz Rotfarbung Fe(ll)-lonen
(OtTow et al., 1970, modifi- (positiv)
ziert von PREUSS, 1991)
Eisenoxidierer aerob Pyridin-Reagenz 1) Rotfarbung 1) Fe(ll)-lonen
(GHIORSE et al., 1982, modifi- 2) rostroter Nie- (negativ)
ziert von PREUSS, 1991) derschlag 2) Fe(lll)-lonen -
(positiv)
Desulfurikanten anaerob schwarzblauer s -lonen
(PosSTGATE 1963, modifiziert Niederschlag (positiv)
von PREUSS, 1991)
Sulfurikanten aerob gelblich-weiBer g+
(FJERDINGSTAD, 19689) Niederschlag, (positiv)
gelbliche Beldge

3.4
3.4.1

Taxonomische Charakterisierung von Einzelisolaten

Mikroskopische und makroskopische Beschreibung der Bakterienisolate

Von einer Einzelkolonie der als Reinkultur vorliegenden Isolate wurde auf einem gereinigten
Objekttrager in einem Tropfen sterilen Leitungswassers eine Suspension hergestellt und
unter dem Routinemikroskop ,Axioskop® (Carl Zeiss Jena) mittels Phasenkontrast bei einer
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VergréBerung von 1:1000 betrachtet. Dabei wurde an der Uniformitét der Zellen die Reinheit
der Kultur Gberpriift sowie Form und Mobilitat der Einzelzellen bzw. Formen der Zellgruppen
beschrieben und dokumentiert. Unter dem Stereomikroskop Stemi 2000 C (Carl Zeiss Jena)
wurde die Reinheit der ausgestrichenen Kultur beurteilt. AuBerdem wurden Farbe und Form
der Kolonien sowie deren Wuchsformen beschrieben und dokumentiert.

3.4.2 Bestimmung der Gram- , Oxidase- und Katalase-Reaktion

Von einer Reinkultur wurde in aqua bidest. eine Suspension hergestellt. Die Bestimmung
des Gramverhaltens wurde mit Hilfe des Aminopeptidasetests nach Vorschrift des Herstel-
lers (Merck) ausgefiihrt. Bei starker Eigenfarbung der Kolonien wurde die kiassische Gram-
farbungsmethode angewandt (SUBMUTH, 1987). Die entsprechenden Lésungen wurden von
Merck Diagnostika bezogen. In Abwandlung der angegebenen Methode wurde der Objekt-
trager zur Entfarbung in Ethanol geschwenkt bis sich keine Farbe mehr Idste.

Die Oxidase-Reaktion der Isolate wurde unter Verwendung der von Merck angebotenen
Teststreifen Bactident® Oxidase nach der abgegebenen Vorschrift bestimmt.

Die Fahigkeit der Bakterienisolate zur Bildung von Katalase wurde durch Auftropfen einer
3%igen Wasserstoffperoxidlésung auf eine gut gewachsene Kolonie nachgewiesen. Verfil-
gen die Mikroorganismen iber das Enzym, so ist ein Schédumen an der Oberflache der Ko-
lonie zu beobachten, was auf die Bildung von Sauerstoff zurlickzufiihren ist.

3.4.3 Identifizierung der Isolate mit Hilfe des kommerziellen Systems BIOLOG®

Das BIOLOG-System ist ein standardisiertes und fir die Identifizierung medizinisch rele-
vanter Mikroorganismen entwickeltes System, dessen Datenbasis nach Angaben des Her-
stellers durch die Substratverwertungsmuster okologisch bedeutender Mikroorganismen
erganzt wurde. Nach Angaben des Herstellers wurden die Reinkulturen tber Nacht auf den
entsprechenden Medien vorkultiviert. Von dem Zelimaterial wurde am darauffolgenden Tag
eine Suspension in 0,85%iger Natriumchloridlésung hergestelit, deren Extinktion bei 590 nm
auf folgende Wertebereiche eingestellt wurde:

grampositive Bakterien: 0,212- 0,259 gramnegative Bakterien: 0,146- 0,162.

Mit einer Mehrkanalpipette wurden 150 pl der Suspension in die Vertiefungen der dem Gram
Verhalten des Isolates entsprechenden BIOLOG®-Mikrotiterplatte eingetragen. Die Platten
wurden nach Vorschrift des Herstellers bei 30°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei
grampositiven Bakterien erstmalig nach 4 Stunden und dann wie bei den gramnegativen
Mikroorganismen nach der Inkubation tber Nacht sowie nach 48 Stunden. Dabei wurde je-
weils die Extinktion der Suspensionen bei 590 nm mit dem Mikrotiterplattenlesegerat Micro-
plate EL 340 (BIO-Trek™ Instruments) erfat. Die Daten wurden konvertiert und die
Substratverwertungsmuster mit denen der BIOLOG®-Datenbank verglichen. Das System gibt
die Identi&t des Mikroorganismus als Ergebnis an, mit dem der héchste Ahnlichkeitsindex
ermittelt wurde. Liegt keine ausreichende Ubereinstimmung mit einem in der Datenbank er-
faBten Substratverwertungsmuster vor (Ahnlichkeitsindex nach 4 Stunden < 0,75 bzw. nach
24 Stunden < 0,5), so wird dies vom System als ,No Identification” angegeben.

3.4.4 Identifizierung der Isolate mit Hilfe des kommerziellen Systems APILAB®

Die Identifizierung der Isolate im BIOLOG®-System wurde durch die Reaktionen des
APILAB®-Systems erganzt. Das standardisierte System wurde fiir medizinische Zwecke
entwickelt und erfaBt biochemische Reaktionen. Die Zusammenfassung der Ergebnisse er-
gibt ein numerisches Profil, das durch Vergleich mit der internen Datenbank ausgewertet
wird. Bei entsprechender Ubereinstimmung wird ein Identifizierungsergebnis angegeben.
Liegt keine ausreichende Ubereinstimmung vor, so wird dies vom System unter Angabe der
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abweichenden Ergebnisse angegeben. Von den zu testenden Isolaten wurden nach Uber-
prifung ihres Oxidase Verhaltens eine Suspension in 0,85%iger Kochsalzlésung hergestelit.
Zumeist konnten die Suspensicnen, die fir das BIOLOG®-System verwendet wurden, auch
fur das APILAB®-System genutizt werden. Das Beimpfen der Teststreifen erfolgte in der vom
Hersteller empfohienen Weise.

3.5 Ermittlung des biochemischen Abbaupotentials fiir aromatische und
aliphatische Kohlenwasserstoffe

Die Umweltisolate wurden iber Nacht bei 30°C auf R2A-Agar unter Zusatz der entsprechen-
den Induktoren mit der folgenden Endkonzentration kultiviert (KIESEL, persénliche Mittei-

lung).
Na-Benzoat 10 mM Phenol 2,5mM
m-Toluat 5mM Naphthalen 20 mM

Flr die Suspendierung des Zellmaterials der induzierten Bakterien wurde LB-Medium
(LURIA-BERTONI) verwendet (Zusammensetzung im Anhang A 4). Die Suspension (50 pl)
wurde in Mikrotiterplattenmulden gegeben und dem Ansatz 150 pl Testldsung zugesetzt, Die
Mikrotiterplatten wurden mit einem Deckel verschlossen und im Dunkeln inkubiert.

3.5.1.1 Catechol-1,2-Dioxygenase Enzymtest (modifiziert nach NEIDLE et al., 1986)

Testiésung: 10mM Catechol; 0,004% Phenolrot; 1mM EDTA, einige Tropfen Toluol
Einstellung des pH-Wertes mit 0,5 M EDTA-Stammldsung (pH-Wert 8,0)

Mit diesem Test wurde der ortho- Weg der Brenzcatechinumsetzung nachgewiesen.

Die Auswertung erfolgte nach 2 Stunden. Dabei wurde die Reaktion der Catechol-1,2-
Dioxygenase durch eine Farbanderung der Phenolrottestiésung von rot nach gelb nachge-
wiesen, da die Bildung der cis,cis-Muconséure eine Ansduerung der Suspension bewirkt. Die
Beurteilung der Farbadnderung wurde durch den Vergleich mit Positiv- und Negativkontrolien
ermdglicht.

3.51.2 Catechol-2,3-Dioxygenase-Aktivitatstest (modifiziert nach MORGAN et al.,1989)

Testlosung: 1% Catechol in 50mM Tris-Acetatpuffer, pH 7.5

Mit diesem Test wurde der meta-Weg der Brenzcatechinumsetzung nachgewiesen.

Die Auswertung erfolgte unmittelbar nach der Zugabe der Testiésung. Durch die Bildung des
2-Hydroxymuconatsemialdehyds erfolgte eine grinlich-gelbliche Farbung der Suspension.
Der Vergleich mit Negativ- und Positivkontrollen ermoglichte die Bewertung der Farb-
reaktion.

3.5.2 Modifizierter BIOLOG®-MT-Test zur Bestimmung des biochemischen
Abbaupotentials fiir ausgewihlte aliphatische Verbindungen

Fur die Bestimmung des Abbaupotential von Umweltisolaten flir ausgewahlte aliphatische
Verbindungen wurde ein qualitativer, modifizierter BIOLOG®-MT-Plattentest entwickelt
(BIRGER et al., 1996). Dieser Test nutzt BIOLOG®-Mikrotiterplatten, in denen zwar der Re-
doxfarbstoff, nicht jedoch die Kohlenstoffquelle vorgegeben ist. In Anlehnung an das
BIOLOG®-System wurde die Nutzung der Kohlenstoffquelle durch Reduktion des Tetrazo-
liumsalzes unter Bildung von Formazan anhand einer Violettfarbung sichtbar und konnte bei
590 nm im Mikrotiterplattenleser gemessen werden.

Die Umweltisolate wurden zunéchst fir mindestens 24 Stunden auf R2A-Agar bei 30°C in-
kubiert bis ausreichend Zelimaterial vorhanden war. Das Zellmaterial wurde in einem Ep-
pendorf-ReaktionsgefaB, das mit 700 pl steriler 0,85%iger Kochsalzidsung geflllt war, auf-
genommen. Die Suspension wurde bei 10000 rpm fir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet



Materialien und Methoden 27

wurde in 700 pl steriler 0,85%iger Kochsalzlésung resuspendiert. Von den Suspensionen
wurden 20 pl in die Mulden von BICLOG®-MT- Platten eingetragen, in denen bereits 100 pl
steriler 0,85%iger Kochsalzldsung vorgelegt waren. Auf jeder Mikrotiterplatte wurden rand-
standig und zentral mehrere Negativkontrollen mitgefihrt. Nach Beimpfen mit den Suspen-
sionen wurde der Extinktionswert bei 590 nm im Mikrotiterplattenlesegeréat bestimmt. Dieser
Wert wurde als Nullwert geflhrt. Die fliichtigen, aliphatischen Kohlenwasserstoffe wurden
Uber die Gasphase dosiert. Dazu erfolgte ein gleichméaBiges Auftropfen von 200 ul des gete-
steten Alkans auf ein steriles Filterpapier, das in der GréBe der Mikrotiterplatte zugeschnit-
ten worden war. Das Fiterpapier wurde zwischen Mikrotiterplatte und Deckel plaziert. Die
Mikrotiterplatte wurde im AnschluB mit Parafilm verschliossen und in einem Plastikbeutel
untergebracht. Die Inkubation erfolgte bei Zimmertemperatur im Dunkeln. Die erste optische
Bewertung wurde nach 24 Stunden vorgenommen. Die Messung der Extinktion der Suspen-
sionen bei 580 nm erfolgte nach 48 Stunden und 7 Tagen. Durch den Vergleich der Null-
werte, der Negativkontrollen und der gemessenen Werte nach unterschiedlicher Inkubati-
onsdauer wurden die Isolate mit einem Abbaupotential fir die getesteten Alkane ermittelt.
Als positiv wurden jene Isolate gewertet, die eine Zunahme des Extinktionswertes um min-
destens 75% im Vergleich zum Nullwert aufwiesen. (Dieser Wert wird auch beim BIOLOG®-
Identifizierungssystem als Richtwert fiir eine Substratverwertung angenommen.)

3.5.3 PN-Bestimmung degradativer Mikroorganismen fiir ausgewéhlte
aromatische und aliphatische Kohlenwasserstoffe in Gesamtproben

In Abwandlung des modifizierten BIOLOG®-Mikrotiterplatten-Tests wurde von einigen Ge-
samtproben die MPN degradativer Mikroorganismen firr ausgewéhite Aromaten und Alipha-
ten bestimmt. Dazu wurden BIOLOG®-MT-Platten mit dekadisch verdinnten Gesamtproben
beimpft. Jede Verdlnnungsstufe wurde mit 16 Parallelen aufgetragen. Als Kohlenstofiquelle
wurden ausgewdhite aromatische und aliphatische Kohlenwasserstoffe (iber die Gasphase
dosiert. Dazu wurden jeweils 200 pl des fliichtigen Kohlenwasserstoffs gieichmaBig auf ein
Filterpapier aufgetropft und zwischen Deckel und Mikrotiterplatte plaziert. Die Platten wurden
mit Parafilm verschlossen und in einem Plastikbeutel untergebracht. Die Inkubation der
Platten erfolgte im Dunkeln bei Zimmertemperatur. Die Auswertung wurde visuell nach 24 h,
48 h und nach 7 Tagen vorgenommen. Dabei wurde eine violette Farbung der Fliissigkeit
bzw. des Sedimentes als positive Reaktion gewertet. Der Vergleich mit den auf jeder Platte
mitgefUhrten Negativkontrollen erleichterte die Beurteilung. Die Bestimmung der MPN er-
folgte mit Hilfe der Tabelle nach RODINA (1972). Die 16 Parallelanséatze wurden zu 4 MPN-
Werten zusammengefaBt und daraus der Durchschnittswert als MPN degradativer Mikroor-
ganismen/ ml ermittelt.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 PCR-Amplifikation, Transfer und Detektion von DNA-Sequenzen fiir
ausgewdhlite Abbauleistungen in Umweltisolaten

3.6.1.1 Amplifikation von Nukleinsdurefragmenten durch PCR

Die DNA-Sequenzen flr ausgewéhite Abbauleistungen wurden mittels PCR-Technik ampilifi-
ziert. Dabei wurde der Thermocycler Mastercycler 5330 (Eppendorf) mit beheizbarem Dek-
kel Eppendorf 5330 plus verwendet.

Die PCR-Reaktionen wurden sowohl mit DNA-LOsungen (Plasmidpraparationen) als auch
mit Zell-Lysaten durchgeflihrt. Dazu wurde von einer Einzelkolonie eine Suspension in steri-
lem agqua bidest. hergestellt, fir 10 min bei 100°C gekocht, sofort auf Eis abgekuhit und 10
min bei 4°C mit 12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand konnte direkt fiir die Amplifikation
eingesetzt werden. Flr die Ansatze wurde der PCR-Kit Primezyme (Biometra) nach den
Vorschriften des Herstellers verwendet. Die PCR-Ansatze enthielten 1pl Zell-Lysat.
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Die genspezifischen Besonderheiten der PCR-Amplifikationen sind der Tab. A 7 im Anhang
zu entnehmen.

Die Detektion der PCR-Amplifikationsprodukte erfolgte durch gelelektrophoretische Auftren-
nung eines Aguivalentes des PCR-Ansatzes. Dazu wurden jeweils 10 pl der Ansatze mit 1 p
Probenpuffer gemischt und in die Probentaschen eines 0,8%igen oder 1,5%igen Agarose-
gels eingetragen. Die Auftrennung der DNA-Molektile erfolgte bei 50 V fir ca. 30 min. Das
Gel wurde nach der Elektrophorese flr 10 min im Ethidiumbromidbad (5 pg/ml) geféarbt und
unter UV-Licht bilddokumentarisch erfaBt (System E.A.S.Y. plus Rev. 4.07). Die Abschéat-
zung der GréBe des PCR-Amplifikates erfolgte durch den Vergleich mit dem ebenfalls auf-
getragenden Molekulargewichtsmarker (z. B. Raoul™-Marker, Appligene).

3.6.1.2 Southern-Transfer amplifizierter DNA-Fragmente

Die DNA-Molekille wurden durch Inkubation des Agarosegels fir zweimal 15 min in frisch
angesetzter 1,5 M NaCl-, 0,5 M NaOH-Loésung denaturiert. Die anschlieBende Neutralisie-
rung erfolgte fir 30 min und 15 min in 1 M Tris HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,4. Die DNA-Molekdle
wurden durch Vakuum-Blotting (PERFEROEN et al., 1982) auf positiv geladene Nylon-
Membran (Boehringer Mannheim) Ubertragen. Der Southern-Transfer wurde bei 50 mbar fir
ca. 45 min mit Hilfe des Vakuumblotters (Appligene) nach Vorschrift des Herstellers durch-
gefiihrt. Die Membran wurde im feuchten Zustand 1 min unter einem UV-Transilluminator
(GATC GmbH Konstanz) gebacken und damit die DNA-Molekdile fixiert.

3.6.1.3 Nachweis der Amplifikationsprodukte durch Hybridisierung mit Digoxigenin-
markierten Oligonukleotidsonden und immunologische Detektion

Der Nachweis der PCR-Amplifikation erfolgte durch die Hybridisierung der Fragmente mit
DIG-endmarkierten zentralen Oligonukeotidsonden. Die genspezifischen Charakteristika der
Hybridisierungsbedingungen sind der Tab. A 8 im Anhang zu entnehmen.

Die Hybridisierung erfolgte unter Verwendung der Lésungen des Easy Hyb-Kits (Boehringer
Mannheim). Bei der Prahybridisierung wurde die Nylonmembran fir 30 min in ca. 20
mi/100em? der auf die errechnete Hybridisierungstemperatur vorgewérmten DIG Easy Hyb-
Lésung im Hybridisierungsofen Mini oven MKIl Hybaid oder Micro 4 (MWG Biotech) inku-
biert. 1-10 pMol der Digoxygenin endmarkierten Oligonukleotidsonde wurden fir 10 min bei
95°C (Denaturierung) inkubiert und auf Eis abgekihli. Die vorbereitete Sonde wurde mit
2,5 ml/ 100cm? vorgewéarmter DIG Easy Hyb-L&sung vorsichtig gemischt, die Préahybridisie-
rungslésung abgegossen und die Hybridisierungslésung unter Vermeidung von Luftblasen in
die Rohre gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei der berechneten Temperatur (Tab. A 8
im Anhang) Uber Nacht. Die Waschbedingungen am néchsten Tag sind der Tab. A 8 im An-
hang zu entnehmen.

Die Detektion wurde unter Zuhilfenahme der Losungen aus dem DIG Wash und Block Puffer
Set (Boehringer Mannheim) durchgefihrt. Die Zusammensetzung der verwendeten Ldsun-
gen ist dem Anhang A 9 zu entnehmen. Die immunologische Detektion erfolgte unmittelbar
nach den Waschschritten in der vom Hersteller empfohlenen Weise. Die entwickelte Nylon-
membran wurde 10 min bei 55°C getrocknet. Unmittelbar nach der Trocknung des Filters
wurde er mit Hilfe des Programmes Scanpack sp2 bilddokumentarisch archiviert, da die Si-
gnale verblassen.

3.6.2 Nachweis und Lokalisierung von Genen, die Abbauleistungen codieren
3.6.2.1 Préaparation von Gesamt-DNA aus Umweltisolaten (KIESEL, personliche
Mitteilung)

Die Zusammensetzung der fiir die Praparation bendtigten Losungen und Puffer ist dem An-
hang A 10 zu entnehmen.
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0,5-1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden bei 4°C und 15000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 75 pl 25 mM Tris-HCI, pH 7,0 auf dem Vortexer resuspendiert. Der Suspen-
sion wurden 75 ul STET-Puffer hinzugegeben und gut gemischt. Nach Zugabe von 300 il
frisch bereiteter 0,2 N NaOH-Ldsung und vorsichtigem Mischen wurde die Suspension fiir
15 min im Eisbad inkubiert, mit 300 pl 2M Tris-HCI; pH 7,0 versetzt und vorsichtig gemischt.
Nach Zugabe von 300 pl 10 M LiCl und vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz 1 Stunde
auf Eis inkubiert. Die Klarungszentrifugation wurde bei 4°C und 15000 rpm fiir 15 min durch-
gefiinrt. Der Uberstand wurde durch Dekantieren oder Pipettieren gewonnen. Die Plasmid-
DNA wurde mit 600 pl Isopropanol 10 min bei Raumtemperatur ausgefallt und im AnschluB
10 min bei 4°C und 15000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewa-
schen und mit 96% Ethanol entwéssert. Nach dem Trocknen wurde die Plasmid-DNA in
30 pl TE-Puffer aufgenommen.

3.6.2.2 Reinigung plasmidaler DNA durch Dichtegradientenzentrifugation

Aus einer Ubernachtkultur (500-800 ml) wurde die Gesamt-DNA prépariert. Das Pellet wurde
in 400 yl TE-Puffer geldst und diese Probe in 200 ul-Aquivalente geteilt. Jedem Rdhrchen
wurden 20 pl einer Ethidiumbromidstammiésung (10 mg/ ml) zugesetzt. Dem Gemisch wur-
den jeweils 0,139 g CsCl hinzugefugt. Die weiterhin benétigten Lésungen mit unterschiedii-
chen CsCl-Dichten wurden in folgender Weise hergestelit:

Underlay: 3,309 g CsCl in 3 ml TE-Puffer (Endvolumen)
Overlay: 3.829 g CsCl in 6 ml TE-Puffer (Endvclumen)

Die Losungen wurden in der angegebenen Reihenfolge in ein Zentrifugenréhrchen ge-
schichtet:

1. 0,67 ml underlay-Lésung

2. 0,2 ml Plasmid-DNA/ Ethidiumbromid-Gemisch

3. 1,33 ml overlay-Lésung

Die Dichtegradientenzentrifugation wurde in der Optima™ TLX Ultrazentrifuge (Beckmann)
vorgenommen. Sie erfolgte fir 18 Stunden bei 20°C in einem Ausschwingrotor bei
43000 rpm. Die von der chromosomalen DNA getrennte Plasmid-DNA wurde unter einem
Ultraviolettstrahler NU-8KL -Wellenldnge 366 nm- (Konrad Bende Laborgerate) mit einer
Pipette entnommen. Sie wurde mit 300 pl sterilem aqua bidest. verdiinnt. Die Entfernung
des interkalierenden Ethidiumbromids erfolgte durch 4-6 malige Extraktion der waBrigen
Phase mit Isoamylalkohol (1:1). Die farblose, waBrige Phase wurde in ein steriles Zentrifu-
genglas Uberfihrt und mit 1,5 ml sterilem aqua bidest. verdiinnt. Die Ausféllung der plasmi-
dalen DNA erfolgte nach Zugabe 1/10 Volumens 3M Na-Acetat (pH 5,0) und 2 Volumen eis-
kalten absoluten Ethanols bei -20°C Uber Nacht. Der Ansatz wurde bei 4°C fir 10-15 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde unter Vakuum (Vakuumpumpe Aquastop® [Van der Heijden])
im Exsikkator getrocknet und in'einer entsprechenden Menge TE-Puffer tber Nacht im Kahl-
schrank geldst. Die Effizienz der Praparation und Separation wurde in der Gelelektrophorese
in einem 0,8%igen Agarosegel Uberpriift.

3.6.2.3 Charakterisierung des Plasmides pAB 96 durch Restriktion und Hybridisierung
mit Sonden fiir die Gene nah Ac, xyl E und alk B

Fir die Abschadtzung des Molekulargewichtes und die Charakterisierung des Plasmides
pAB 96 war es notwendig, die plasmidale DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen zu spalten.
Dazu wurden die Enzyme Eco Rl und Xho! verwendet. Ein typischer Restriktionsansatz
setzte sich wie folgt zusammen:
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2 ug Plasmid-DNA
5 pl 10 x Restriktionspuffer
1-10 U Restriktionsenzym

wurden auf ein Gesamtvolumen von 50 pl mit sterilem aqua bidest. aufgeflllt.

Die gespaltene und gelelektrophoretisch aufgetrennte Plasmid-DNA wurde im Southern-
Transfer auf positiv geladene Nylonmembran Gbertragen. Der Transfer erfolgte unter An-
wendung der unter Abschnitt 3.6.1.2 beschriebenen Methodik. Den angegebenen Schritten
wurde wegen der Gro3e der Restriktionsfragmente eine Depurinisierung vorangestelit. Dafiir
wurde das Agarosegel 10 min in einer 0,2 N HCI-Lésung inkubiert. Nach dem anschlieBen-
den Spulen in destillierterm Wasser wurde mit der Denaturierung der DNA fortgefahren.

Die Lokalisierung abbaurelevanter Leistungen wurde anhand der Hybridisierung der Restrik-
tionsfragmente mit den in Tab. 4 beschriebenen Sonden vorgenommen. Die Tab. 4 enthalt
zudem die sondenspezifischen Hybridisierungsbedingungen.

Tab. 4: Sondenspezifische Hybridisierungsbedingungen fir die Detektion abbaurelevanter
Leistungen auf Restriktionsfragmenten des Plasmides pAB 96

Sonde xyl E nah Ac alk B
Herkunft der Sonde xyl E nah Ac alk B
PCR-Amplifikat aus | PCR-Amplifikat aus interne Oligonukleo-
pPWWO NAH 7 tidsonde
(P. putida mt-2) (P. putida G7)
Markierung der Sonde Digoxygenin random | Digoxygenin random Digoxygenin
primed markiert primed markiert 5' endmarkiert

Hybridisierungsbedingungen

Hybridisierungstemperatur

N 42 60 42
[°C]

Hybridisierungsdauer [h] 1214 12-14 12-14
Waschtemperatur [°C] 42 80 42

In Abdnderung der in der Tab. 4 gemachten Angaben wurde zum Nachweis des nah Ac-
Gens auf den Restriktionsfragmenten des Plasmides pAB 96 auch das interne Digoxygenin
5" endmarkierte Oligonukleotid nah Ac 2 als Sonde verwendet. Die Reaktionsbedingungen
wurden durch die Verringerung der Waschtemperatur auf 50°C geandert.

Der Nachweis erfolgte analog der in Abschnitt 3.6.1.3 angegebenen Weise

3.6.2.4 Markierung des Plasmides pAB 96 und Hybridisierun'g mit der Plasmid-DNA aus.
Umweltisolaten

Die Markierung von Plasmid-DNA wurde in Anlehnung an die vom Hersteller (Boehringer
Mannheim) empfohlenen Vorschriften durchgefiinrt. Soweit erforderlich wurde die DNA (3ng-
10ng) zunéchst linearisiert und durch 10 mindtige Inkubation bei 95°C und Abkuhlen auf Eis
denaturiert. Die Komponenten des Reaktionsansatzes wurden in den vom Hersteller
empfohlenen Konzentrationen eingesetzt. Der Ansatz wurde Uber Nacht (mindestens jedoch
60 min) bei 37°C inkubiert und die Reaktion mit 2 pl 0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt. Die
markierte DNA wurde durch Zugabe von 2,5 pl 4 M LiCl und 75 pl eiskaltern 96%igem Etha-
nol fir 2 Stunden bei -20°C ausgefallt. Sie wurde 15 min bei 4°C und 15000 rpm sedimen-
tiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, mit 96%igem Ethanol entwéssert
und getrocknet und in 50 pl TE-Puffer geldst.
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Die markierte DNA wurde als Sonde zur Hybridisierung mit Plasmid-DNA aus Umweltisola-
ten verwendet. Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C lber Nacht. Die Waschtemperatur am
néchsten Tag betrug 42°C. Der immunologische Nachweis erfolgte wie im Abschnitt 3.6.1.3
beschrieben.

3.6.3 Charakterisierung von Mikroorganismen durch die Methode des Ribotyping

3.6.3.1 Isolation, Restriktion und Transfer der chromosomalen DNA

Die Methode des Ribotyping erlaubt die Differenzierung von Bakterien auf dem Niveau der
Stémme (JORKS, 1996).

Dazu wurde die chromosomale DNA der Mikroorganismen mit Hilfe des Isolationskits
NucleoSpin C+T (Macherey und Nagel) nach den Anweisungen des Herstellers prapariert
und anschlieBend in einem 0,8%igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe
des Computerprogramms PC/Gene wurden die fiir P. fluorescens publizierten, rDNA ent-
haltenden Sequenzen verglichen, um Restriktionsenzyme zu finden, fur die keine Schnitt-
stellen in diesen Genabschnitten vorhanden sind. Auf diese Weise wird zwar die chromoso-
male DNA fragmentiert, jedoch weitestgehend ausgeschlossen, daB dies im Bereich der
rBRNA-Gene geschieht.

Es wurde das Restriktionsenzym Kpn | ausgewahit. Die chromosomale DNA wurde in einem
Restriktionsansatz mit diesem Enzym (10U) Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Um zu gewéhr-
leisten, daB auch kleine Restriktionsfragmente in ausreichender Konzentration bei der Hy-
bridisierung zur Verfligung stehen, muBte relativ viel chromosomale DNA (5pg) gespalten
werden. Die Einengung des Ansatzvolumens erfolgte durch Ausfallen mit 1/10 Volumen 4M
LiCl und 2,5 Volumen 96%igen Ethanols Uber Nacht bei -20°C. Die gelelektrophoretische
Auftrennung der restringierten und hitzedenaturierten chromosomalen DNA wurde in einem
0,8%igen Agarosegel Uber Nacht bei 30 V vorgenommen. Der Southemn-Transfer der Re-
striktionsfragmente erfolgte nach der bilddokumentarischen Erfassung des Agarosegels wie
im Abschnitt 3.6.1.2 beschrieben.

3.6.3.2 Hybridisierung und immunologischer Nachweis

Als Sonde fur die Hybridisierung wurde das Digoxygenin random primed markierte PCR-
Amplifikat der 16S rDNA aus Escherichia coli verwendet. Sie wurde freundiicherweise von
Herrn Jorks zur Verfligung gestellt. Die Konzentration der Sonde in der Hybridisierungslo-
sung betrug 200 ng/ml.

Hybridisierungs- und Waschtemperatur betrugen 60°C. Hybridisierung und Detektion er-
folgten in der unter Abschnitt 3.6.1.2 und Abschnitt 3.6.1.3 angegebenen Weise. Die Hybri-
disierungsmuster wurden bilddokumentarisch erfafit.
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4 Ergebnisse
41 Mikrobiologische Charakterisierung der Biozénosen
411 Zahl der koloniebildenden Einheiten des unbelasteten

Grundwasserbereiches GWBR 21/92°

In der Wasserphase des unbelasteten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92) traten in der
Zahl der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar keine jahreszeitlichen Schwankungen
auf. Diese Tendenz konnte auch auf Standardmedium mit 1% Spindeldl (SM[SO]) bestatigt
werden. Auf diesem Medium wurden Lebendkeimzahlen in gleicher GréBenordnung ermittelt
wie auf R2A-Agar. Eine signifikante Zunahme der Bakterienzahlen wurde jedoch auf SMSO

im Frihjahr 1995 nachgewiesen (Abb. 9).
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Abb. 9: KBE-Werte der Wasserphase des unbelasteten Grundwasserbereiches (GWEBR 21/92)
zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten
(Abklirzungen : SMSO-Standardmedium mit 1% Spindelsl)

Flr das Sediment des unbelasteten Brunnens wurden die KBE-Werte nur im Jahr 1994 be-
stimmt (Abb. 10). In Abh&ngigkeit vom Isolationsmedium konnte von Friihjahr bis Herbst
1994 eine deutliche Zunahme der Bakterienzahlen ermittelt werden, wobei auf R2A-Agar
stets héhere Werte nachgewiesen wurden als auf SMSO.

Die Abb. 10 zeigt den Vergleich der KBE-Werte aus der Wasserphase und dem Sediment
des GWBR 21/92 im Jahr 1994. Wahrend die Lebendkeimzahlen beider Kompartimente im
Frihjahr 1994 die gleiche GréBenordnung aufwiesen, wurde im Herbst 1994 eine signifi-
kante Ungleichverteilung durch die Zunahme der KBE-Werte im Sediment festgestellt.
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Abb. 10: Vergleich der KBE-Werte in verschiedenen Kompartimenten des unbelasteten Grund-
wasserbereiches (GWBR 21/92) zu unterschiedlichen Zeitpunkten
(Abkiirzungen: SMSO-Standardmedium mit 1% Spindelél; W-Wasserphase; S-Sediment)

4.1.2 Zahl der koloniebildenden Einheiten verschiedener Kompartimente des
belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91

Fir den mit Mineraldl stark belasteten Brunnen ergaben sich in Abhéngigkeit vom beprobten
Kompartiment signifikante Unterschiede in der Zahl der KBE.

In der Olphase (GWBR 6/91) wurden starke jahreszeitliche Schwankungen der Lebend-
keimzahlen festgestellt (Abb. 11). Im Friihjahr wurden deutlich héhere KBE-Werte ermittelt
als im Herbst. Mégliche Ursachen werden im Abschnitt 5 (Diskussion) erlautert,

Diese Tendenzen konnten auf beiden Inkubationsmedien nachgewiesen werden. Erhebli-
chen EinfluB auf die mikrobiellen Biozénosen des belasteten Grundwasserbereiches hatte
das infolge einer Pumpenhavarie auftretende Ansteigen der Mineraldiphase im Pegelrohr
des GWBR 6/91 im Herbst 1995 (Abb. 15). Die extreme Zunahme der Schichtdicke flhrte
vermutlich dazu, daB im Herbst 1996 in der Olphase keine Lebendkeimzahlen auf den gete-
steten Medien mehr nachgewiesen werden konnten (Abb. 11).

In der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches traten im ersten Probenahmejahr
keine jahreszeitlichen Schwankungen der KBE-Werte auf (Abb. 12). Auf beiden Inkubations-
medien wurden Bakterienzahlen in gleicher GréBenordnung ermittelt. Eine deutliche Zunah-
me der Lebendkeimzahlen sowohl auf R2A-Agar als auch auf SMSO konnte im Frithjahr
1995 nachgewiesen werden, wobei auf R2A-Agar héhere Werte ermittelt wurden. Die Hava-
rie und das Ansteigen der Schichtméchtigkeit der Olphase (Abb. 15) beeinfluBte vermutlich
auch die mikrobiellen Biozonosen der Interphase. Zu diesem Zeitpunkt (Herbst 1995) wurde
eine erneute Zunahme der KBE-Werte besonders auf R2A-Agar festgestellt. Im darauffol-
genden Jahr (Herbst 1996) wurde ein signifikanter Riickgang der KBE-Werte auf R2A-Agar
ermittelt, auf SMSO wurde hingegen eine Zunahme der Bakterienzahlen nachgewiesen.
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Abb. 11: KBE-Werte der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/31) zu unter-
schiedlichen Probenahmezeitpunkten
(Abkirzung: SMSO- Standardmedium mit 1% Spindelo!)
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Abb. 12: KBE-Werte der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) zu unter-
schiedlichen Probenahmezeitpunkten
{(Abkurzung: SMSO- Standardmedium mit 1% Spindeldl)

Im ersten Jahr der Beprobung des belasteten Grundwasserbereiches wurden in der Was-
serphase auf beiden Inkubationsmedien KBE-Werte in gleicher GréBenordnung ermittelt,
wobei keine jahreszeitlichen Schwankungen festzustellen waren (Abb. 13). Eine signifikanté
Zunahme der Bakterienzahlen trat im Frihjahr 1995 auf. Die KBE-Werte auf R2A-Agar wa-
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ren dabe

i deutlich héher als die auf SMSO. Durch die Havarie im Herbst 1995 konnte keine

Wasserphase im Brunnenrohr mehr nachgewiesen und beprobt werden (Abb. 15).
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Abb. 13: KBE-Werte der Wasserphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) zu
unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten
(Abklrzung: SMSO- Standardmedium mit 1% Spindeldl)
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Abb. 14; KBE-Werte des Sedimentes des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) zu

unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten
(Abktrzung: SMSO- Standardmedium mit 1% Spindeldl)

Im Sediment, das nur im Jahr 1994 beprobt wurde, zeigten sich in Abhangigkeit vom Inku-

bationsm

edium unterschiedliche jahreszeitliche Tendenzen (Abb. 14).
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Wahrend bei der Bestimmung der Lebendkeimzahlen auf R2A-Agar eine signifikante Zu-
nahme der Werte im Herbst nachgewiesen werden konnte, wurde auf SMSO eine gegenlau-
fige Tendenz festgestellt.

Die Abb. 16 zeigt beispielhaft die kompartimentabhangige Verteilung der Bakterienzahlen im
belasteten Grundwasserbereich zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dabei wiesen das Sedi-
ment jeweils die héchsten und Wasser- bzw. Olphase die geringsten KBE-Werte auf. Dié
signifikante Zunahme der Lebendkeimzahlen von der Olphase zur Interphase konnte auch
bei spateren Beprobungen bestatigt werden. Ein deutlicher Anstieg der Bakterienzahlen war
von der Wasserphase zum Sediment ausgepragt.

Friihjahr 1994 Herbst 1994

1400

2000 3000 4000 0 1000 2000 SOIOO 40'00
in Tausend in Tausend
ER2A ESM (S0) EHR2A ESM (SO) I

Abb. 16: Vergleich der KBE-Werte in verschiedenen Kompartimenten des belasteten Grundwas-
serbereiches (GWBR 6/91)
(Abkdrzungen: SMSO-Standardmedium mit 1% Spindelsl; IP-Interphase; W-
Wasserphase; S-Sediment)
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4.1.3 MPN- Werte verschiedener ékophysiologischer Gruppen

Als funktionelles Charakteristikum wurde mit Hilfe des Quantifizierungsverfahrens MPN
(most probable number) die Dichte der Bakterien abgeschétzt, die in ausgewahiten
Stoffkreisldaufen die Beschaffenheit des Grundwassers beeinflussen kénnen.

Von den Grundwasser- und Sedimentproben aus dem unbelasteten und belasteten Grund-
wasserbereich wurden die MPN-Werte der folgenden dkophysiologischen Gruppen ermittelt:

Denitrifizierer, Manganoxidierer
Ammoniumoxidierer, Eisenoxidierer
Nitritoxidierer, Desulfurikanten
Manganreduzierer, Schwefeloxidierer

41.3.1 MPN-Werte Okophysiologischer Gruppen aus dem unbelasteten
Grundwasserbereich (GWBR 21/92)

Der Vergleich der MPN-Werte verschiedener Stoffkreislaufe zeigte fur die Wasserphase des
unbelasteten Grundwasserbereiches eine jahreszeitliche Abhangigkeit der Zahlen oxidieren-
der und reduzierender Bakterien (Abb. 17). Auf Milieuveranderungen des Kompartimentes
im Herbst deutete die Zunahme reduzierender Mikroorganismen der untersuchten
Stoffkreisldufe hin. Gleichzeitig wurde ein Rlickgang der Zahlen oxidierender Bakterien fest-
gestellt. Im Frihjahr zeigten sich zumeist gegenlaufige Tendenzen.

1000000 B Denitrifizierer

O Nitritoxidierer

B Ammoniumoxidierer
B Desulfurikanten

m Schwefeloxidierer
B Manganreduzierer
Manganoxidi

B Eisenoxidierer

100000

10000 4

1000 1

MPN/ mi

R A R

Abb. 17: MPN-Werte verschiedener ékophysiologischer Gruppen in der Wasserphase des unbela-
steten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92)

In allen Wasserproben des GWBR 21/92 konnten denitrifizierende Mikroorganismen festge-
stellt werden (Abb. 17). Die Schwankungen der MPN-Werte sind vermutlich jedoch nicht
durch Veranderungen der Nitratkonzentrationen im Grundwasser bedingt (diese lagen in
jedem Fall oberhalb der fiir die Denitrifikation begrenzenden Nitratkonzentration). Fir die
Dichten denitrifizierender Bakterien deutete sich vielmehr eine Abhangigkeit von der Kon-
zentration des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) an (Abb. 18). Dabei wurde ein
Rickgang der Bakterienzahlen ermittelt, wenn die DOC-Konzentrationen im Grundwasser
sanken (Frihjahr 1995 und Herbst 1996). Bei Anstieg des DOC-Gehaltes im Grundwasser
konnte auch eine Zunahme der MPN-Werte denitrifizierender Bakterien festgestellt werden
(Herbst 95).
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Abb. 18: MPN-Werte denitrifizierender Mikroorganismen in Abhangigkeit von DOC- und Nitratge-
halt im unbelasteten Grundwasserbereich

Fur die MPN-Werte Nitrat bildender Mikroorganismen wurde ab Friihjahr 1994 ein stetiger
Ruckgang nachgewiesen (Abb. 17). In allen Proben aus der Wasserphase des unbelasteten
Grundwasserbereiches konnten hohe Zahlen Eisen oxidierender Bakterien ermittelt werden.
Im Herbst 1996 wurde im Vergleich zu den Vorjahren ein deutlicher Riickgang der MPN-
Werte fiir die Mehrzahl der Okophysiotypen festgestellt (Abb. 17).

Der Vergleich der MPN-Werte in Sedimentproben des unbelasteten Grundwasserbereiches
zeigte wiederum eine jahreszeitliche Abhangigkeit der Dichten reduzierender und oxidieren-
der Bakterien (Abb. 19 und 20). Im Herbst war fir die untersuchten Stoffkreislaufe zumeist
ein Anstieg der MPN-Werte reduzierender Mikroorganismen bei gleichzeitigem Riickgang
der Zahlen oxidierender Bakterien nachweisbar.

Im Sediment konnten denitrifizierende Bakterien in dhnlicher GréBenordnung wie in der
Wasserphase ermittelt werden (Abb. 19 und 20). Im Unterschied zur Wasserphase wurden
in beiden Sedimentproben hohe MPN-Werte desulfurizierender Bakterien nachgewiesen,
wobei im Herbst ein Rickgang der MPN-Werte dieser Gruppe festgestellt wurde (Abb. 20).
Eine gleichzeitige Abnahme der MPN-Werte Schwefel oxidierender Mikroorganismen wurde
beobachtet.

Die Abb. 19 und 20 zeigen den Vergleich der MPN-Werte beider Phasen des unbelasteten
Grundwasserbereiches zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Fiir die Mehrzahl der untersuchten
Okophysiotypen wies das Sediment héhere MPN-Werte auf. In den Sedimentproben konnte
zudem eine gréBere Vielfalt 6kophysiologischer Gruppen nachgewiesen werden.
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Abb. 19:

MPN-Werte verschiedener kophysiologischer Gruppen in den Kompartimenten des un-

belasteten Grundwasserbereiches GWBR 21/92 (Fruhjahr 1994)
(Abkdrzungen: W-Wasser; S-Sediment)
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Abb. 20:

4.1.38.2

MPN-Werte verschiedener ékophysiologischer Gruppen in den Kompartimenten des un-

belasteten Grundwasserbereiches GWBR 21/92 (Herbst 1994)
(Abkdrzungen: W-Wasser; S-Sediment)

MPN-Werte 6kophysiologischer Gruppen aus dem belasteten
Grundwasserbereich (GWBR 6/91)

In Proben aus der Olphase konnten im Friithjahr hdhere MPN-Werte und eine gréBere Viel-
falt 6kophysiologischer Gruppen nachgewiesen werden als im Herbst (Abb. 23 und 24). Im
Fruhjahr waren die MPN-Werte denitrifizierender Bakterien jeweils hdher als die Nitrat bil-
dender Mikroorganismen (Abb. 21). Im Herbst kehrte sich diese Tendenz um, was haupt-
séachlich durch den Riickgang der Denitrifikanten erklart werden kann. Schwefel oxidierende
Bakterien konnten in allen Proben bestimmt werden und wiesen jeweils hdhere MPN-Werte
auf als die der Desulfurikanten. Manganreduzierer wurden in der Olphase zu allen Probe-
nahmezeitpunkten festgestellt. Eine gravierende Anderung der Besiedlung der Olphase mit
Mikroorganismen verschiedener &kophysiologischer Gruppen wurde im Herbst 1996 ermit-
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telt. Zu diesem Zeitpunkt waren in der Olphase lediglich Sulfatreduzierer nachweisbar
(Abb. 24).

In Proben aus der Interphase wurden im Frihjahr deutlich mehr denitrifizierende Bakterien
nachgewiesen als in den Herbstmonaten. Die Zahl der Desulfurikanten erreichte jeweils im
Herbst ihr Maximum (Abb. 22). Schwefeloxidierer traten mit hohen MPN-Werten in allen In-
terphasenproben auf (Abb. 23 und 24). Manganreduzierer und Manganoxidierer konnten
1994 und 1995 in allen Proben bestimmt werden, wobei die Zahl der Manganreduzierer zu-
meist die der Oxidierer (berstieg. Die Uberschichtung der Interphase im Pegelrohr mit einer
meterdicken Olphase ilber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr (Herbst 1996) fiihrte in
der Interphase zu einem massiven Riickgang der MPN-Werte aller Okophysiotypen. Erwar-
tungsgemé&n waren davon besonders oxidierende Bakterien betroffen.

Die MPN-Werte oxidierender und reduzierender Bakterien verschiedener dkophysiologischer
Gruppen zeigten fiir die Wasserphase des belasteten Grundwasserbereiches im Friihjahr
1994 zumeist héhere Zahlen reduzierender als oxidierender Mikroorganismen. Dies konnte
besonders flr den Mangan- und Stickstoffkreislauf gezeigt werden (Abb. 21 und Abb. 23}.
Der Rickgang der MPN-Werte dieser dkophysiologischen Gruppen flihrte dazu, dafB im
Herbst 1994 in allen Kreisidufen die Zahlen oxidierender Bakterien Gberwogen. Im Friihjahr
1995 konnte wiederum eine Zunahme der MPN-Werte denitrifizierender und Mangan redu-
zierender Mikroorganismen nachgewiesen werden. Die Zahl der Desulfurikanten erreichte im
Herbst 1994 ihren Hobchstwert (Abb. 22). Sulfatreduzierer traten vergesellschaftet mit
Schwefeloxidierern auf, die jedoch héhere MPN-Werte erreichten (Abb. 23).

Das Sediment des belasteten Grundwasserbereiches wurde nur 1994 untersucht. Dabei
wurde ein leichter Rickgang der MPN-Werte denitrifizierender Bakterien von Frihjahr bis
Herbst festgestellt (Abb. 21). Die Zahl der Desulfurikanten stieg im Herbst signifikant an
(Abb. 22). Manganreduzierer wurden zu beiden Probenahmezeitpunkten nachgewiesen und
zeigten eine Zunahme im Herbst.

In allen Kompartimenten des GWBR 6/91 konnten denitrifizierende Bakterien nachgewiesen
werden (Abb. 21).

Es wurde ersichtlich, daB die Dichte denitrifizierender Bakterien jahreszeitlichen Schwan-
kungen unterlag. Sc wurden in allen Kompartimenten im Frithjahr héhere Werte ermittelt als
im Herbst. £

Aus den MPN-Werten denitrifizierender Bakterien ergab sich eine Schichtung der Komparti-
mente des belasteten Grundwasserbereiches. So konnten in der Olphase im Frithjahr die
hochsten Zahlen ermittelt werden, im Herbst wies das Sediment die gréBten Dichten Nitrat
reduzierander Mikroorganismen auf. Die Zunahme die Méachtigkeit der Olphase bewirkte
einen starken Rilckgang denitrifizierender Bakterien in der Olphase (Herbst 1995 und 1996).
Die Abb. 22 zeigt Verteilung und Dichte desulfurizierender Bakterien in verschiedenen Kom-
partimenten des belasteten Grundwasserbereiches. Im ersten Jahr der Untersuchungen war
anhand der MPN-Werte der Sulfatreduzierer zwischen den Kompartimenten eine Schichtung
erkennbar, die im Herbst 1994 besonders signifikant ausgepragt war. Mit zunehmender
Tiefe stieg dabei die Zahl der Desulfurikanten an. Im Sediment konnte im Herbst 1994 eine
deutliche Zunahme der MPN-Werte ermiitelt werden. Fiir die Mehrzahl der Proben aus ver-
schiedenen Kompartimenten wurden desulfurizierende Bakterien in Vergesellschaftung mit
Schwefeloxidierern nachgewiesen (Abb. 23 und 24). Die Zunahme der MPN-Werte Sulfat
reduzierender Mikroorganismen in der Olphase im Frihjahr 1994 (Abb. 22) fiel mit einem
erheblichen Anstieg der Zahlen Schwefel oxidierender Bakterien zusammen, die als weiBli-
cher aufschwimmender Film bzw. Niederschlag nachgewiesen werden konnte.



Eraebnisse 42
160000+ mdl
M interphase
140000
B Wasser
12000{)”" [ Sediment
o 100000}
2
L
H
£ 80000
Z
o
x /
60000
40000
=
20000 '
;
0_ 1=
Mai 94 Nov 94 Mai 95 Sep 95 Sep 96
Abb. 21: Vergleich der MPN-Werte denitrifizierender Mikroorganismen in den Kompartimenten des
belasteten Grundwasserbereiches zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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Abb. 22: Vergleich der MPN-Werte Sulfat reduzierender Mikroorganismen in den Kompartimenten
des belasteten Grundwasserbereiches zu unterschiedlichen Zeitpunkten
4.1.3.2.1 MPN-Werte 6kophysiologischer Gruppen verschiedener Kompartimente zum

gleichen Zeitpunkt (Kompartimentabhangige Verteilung)

Die folgende Abb. 23 vergleicht die MPN-Werte der unterschiedlichen Kompartimente des
belasteten Grundwasserbereiches zum gleichen Probenahmezeitpunkt. Aufgrund der ermit-
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telten Bakteriendichten verschiedener dkophysiologischer Gruppen ergibt sich eine deutliche
Schichtung des Grundwassers.

Kompartimentabhéngige Unterschiede spiegeln sich im Friihjahr 1994 besonders fir die
okophysiologischen Gruppen der Nitritoxidierer, Ammoniumoxidierer, Desulfurikanten,
Schwefeloxidierer, Manganoxidierer und Eisenoxidierer wider (Abb. 23). Die Gruppen der
Denitrifizierer wurden in der Olphase mit den héchsten MPN-Werten nachgewiesen. Im Se-
diment wurden die hdchsten und in der Olphase die geringsten MPN-Werte ermittelt. Die im
Frihjahr 1994 nachgewiesenen kompartimentabhingigen Tendenzen konnten auch im
Herbst 1994 bestatigt werden (Abb. 23).

Wahrend wiederum die Bakteriendichten im Sediment und in der Interphase auf intensive
mikrobielle Aktivitidten hinweisen, wurden in der Olphase zu diesem Zeitpunkt sehr geringe
MPN-Werte ermittelt. Deutlich ist die Zunahme desulfurizierender Bakterien von der Inter-
phase zum Sediment, die mit einem Anstieg der MPN-Werte schwefeloxidierender Mikroor-
ganismen parallel verlauft.

Auf eine Anderung der Milieubedingungen deutet die Zunahme der MPN-Werte in der Ol-
phase zum Zeitpunkt der Probenahme im Friihjahr 1995 hin (Abb. 23). Die Proben aus der
Olphase wiesen im Vergleich zu denen anderer Probenahmen im Frihjahr 1995 die hoch-
sten MPN-Werte auf. Die Gruppe der Denitrifizierer zeigte kompartimentabhéngig deutliche
Unterschiede. Die Zahl der Schwefeloxidierer Gberstieg die Dichten der Desulfurikanten.

Die seit dem Herbst 1995 (Abb. 15) im Pegelrohr nachgewiesene meterdicke Olschicht
(Anderung der hydraulischen Verhéltnisse infolge einer Pumpenhavarie unmittelbar vor der
Probenahme im Herbst 1995) beeinfluBte offensichtlich in sehr starkem MaRe die Biozéno-
sen der Kompartimente des belasteten Grundwasserbereiches.

Fur alle untersuchten Phasen dieses Grundwasserbereiches wurde ein z. T. extremer Riick-
gang der MPN-Werte Okophysiologischer Gruppen nachgewiesen (ab diesem Zeitpunkt
konnten nur noch Ol - und Interphase beprobt werden). Die neuen Milieubedingungen fihr-
ten zum Ausfall einiger Okophysiotypen.

Der EinfluB der meterdicken Olphase im Pegelrohr auf die Biozénosen und insbesondere
auf die Konzentration von Mikroorganismen verschiedener &kophysiologischer Gruppen
konnte durch eine weitere Beprobung im Herbst 1996 gezeigt werden (Abb. 24).

Dabei wurde deutlich, daB es unter der Wirkung der Olschicht zu einem weiteren Rilckgang
der MPN-Werte kam. In der Olphase konnten nur noch wenige desulfurizierende Mikroorga-
nismen nachgewiesen werden.

Obwohl die Auswirkungen der gednderten Milieubedingungen auf die Populationen in der
ff)[phase offensichtlich am gravierendsten waren, so konnten auch in der Interphase nach
einem Jahr deutlich weniger Aktivitdten verschiedener ékophysiologischer Gruppen nachge-
wiesen werden. Die MPN-Werte zeigten zumeist einen starken Riickgang. Erwartungsge-
maf waren davon besonders oxidative Prozesse betroffen.
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E Eisenoxidierer
M Eisenreduzierer
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Abb. 24: MPN-Werte verschiedener dkophysiclogischer Gruppen in Kompartimenten des belaste-
ten Grundwasserbereiches 6/91 (Kompartimentabhangige Verteilung im Herbst 1998)
Abkurzung: IP-Interphase
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4.2 Taxonomische Zusammensetzung der aeroben, mikrobiellen
Biozdnosen
421 Identitdten der Umweltisolate

Die Beschreibung der Struktur mikrobieller Biozénosen beinhaltete eine Charakterisierung
inrer Zusammensetzung. Von jeweils ca. 70 Isolaten aus verschiedenen Kompartimenten
des belasteten und unbelasteten Bereiches des Grundwassers wurde die Zugehdrigkeit zu
Gattungen und Arten bestimmt. Dabei wurden sowohl Isolate von R2A-Agar als auch von
SMSO getestet.

4211 Gram, Oxidase- und Katalase Verhalten der Umweltisolate

Die Biozénosen wurden zundchst mit klassischen Methoden charakterisiert. Neben der Be-
stimmung des Gram-, Oxidase und Katalaseverhaltens wurden die Isolate auch hinsichtlich
der morphologischen Eigenschaften der Einzelzellen und makroskopischen Merkmale der
Kolonien beschrieben. Die Kenntnis dieser Charakteristika stelite zudem eine wesentliche
Voraussetzung flr die Verifizierung der Identifizierungsergebnisse dar.

Die Tab. 5 vergleicht die prozentuale Verteilung der grampositiven und gramnegativen Mi-
kroorganismen in verschiedenen Kompartimenten des belasteten und unbelasteten Grund-
wasserbereiches zum Zeitpunkt Frihjahr 1994. In Abhéngigkeit von der beprobten Phase
wurden erhebliche Unterschiede im Anteil gramnegativer Mikroorganismen festgestelit.
Wahrend die Isolate aus der Ol- und Interphase bzw. dem Sediment des belasteten Grund-
wasserbereiches mehrheitlich gramnegativ waren, wurde in der Wasserphase ein wesentlich
héherer Anteil grampositiver Bakterien bestimmt. Die Verteilung konnte auf beiden Isola-
tionsmedien bestétigt werden. Im Unterschied zum belasteten Grundwasserbereich wurde
unter den Isolaten des Sedimentes im unbelasteten Grundwasserbereich ein hoherer Anteil
grampositiver Mikroorganismen ermittelt als in der Wasserphase.

Tab. 5: Prozentuale Verteilung des Gramverhaltens der isclate aus Biozénosen verschiedener

Kompartimente des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches
(Angaben in Prozent)

GWBR Phase Medium Gram
positiv negativ
unbelastet
21/92 Wasser R2A 11 89
21/92 Sediment R2A 32 68
belastet
6/91 o] R2A b 95
6/91 o] SM (SO) 1 99
6/91 Interphase R2A 4 96
6/91 Interphase | SM (SO) 7 93
6/91 Wasser R2A 15 85
6/91 Wasser SM (SO) 13 87
6/91 Sediment R2A 0 100
6/91 Sediment | SM{SO) 1 99
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421.2 Identitdten der Umweltisolate im BIOLOG-System

Fir die Isolatidentifizierung standen die kommerziell erhéltlichen Systeme BIOLOG® und
APILAB zur Verfigung. Das BIOLOG®-System ermdglicht in einem metabolischen Finger-
printing dber die Messung der Respirationsrate mit Tetrazoliumsalz als Indikator eine com-
putergestiitze Auswertung der Substratverwertungsmuster und die Ausgabe einer Identifizie-
rung. Dieses System wurde stets in Kombination mit anderen Methoden angewandt, um eine
Verifizierung der Identifizierungsergebnisse zu erméglichen. Neben dem Nachweis der Oxi-
dase und Katalase, der Bestimmung des Gram-Verhaltens und der makroskopisch und mi-
kroskopischen Beschreibung wurden die Reaktionen im APILAB-System APl 20 E, AP|
20 NE und API CH sowie das Verhalten auf Pseudo F- und Pseudo P-Agar fiir die Beurtei-
lung der im BIOLOG®-System bestimmten taxonomischen Einordnung herangezogen.

Die Mikrotiterplatten des BIOLOG®-Systems wurden nach 24 und 48 Stunden ausgewertet.
Identifizierungsergebnisse wurden in Abdnderung der Herstellerempfehlung nur dann als
zutreffend bewertet, wenn der Identitatsindex bei Zuweisung der Art (ber 0,6 und bei Be-
stimmung der Gattung ohne Artangabe iber 0,45 lag und zudem die Auswertung nach 24
und 48 Stunden diesselbe Gattungszugehérigkeit ergeben hatte. Es trat haufiger auf, daB
trotz Identitatsindex unter 0,5 (ansonsten ,No Identification®) eine eindeutige Gattungszuge-
horigkeit zugewiesen wurde. Zudem wurden die Identifizierungsergebnisse des APILAB-
Systems fir eine Verifizierung herangezogen. Bei einer Ubereinstimmung der Zuweisung
der Gattungs- jedoch nicht Artzugehdrigkeit wurde dem Ergebnis des BIOLOG®-Systems
mehr Bedeutung beigemessen, da hierbei fir die Identifizierung 95 Substrate, beim APILAB-
System nur 20 Eigenschaften herangezogen werden.

Die Abb. 25 bis 30 veranschaulichen beispielhaft den prozentualen Anteil der im BIOLOG®-
System identifizierten Bakterienisolate aus verschiedenen Biozénosen des unbelasteten und
belasteten Grundwasserbereiches. Dabei reprisentiert die Kategorie ,nicht bestimmt® den
Anteil der Mikroorganismen, die nicht mit dem BIOLOG®-System untersucht wurden, da eine
Vorkultur auf den vom BIOLOG®-System vorgeschriebenen Medien bzw. bei den empfohle-
nen Temperaturen nicht moglich war. Als ,nicht identifiziert” werden Bakterien bezeichnet,
fur die die Identifizierungssysteme keine ausreichende Ubereinstimmung mit den in den
Datenbanken enthaltenen Substratverwertungsmustern feststellen konnten.

Onicht bestimmt M nicht identifiziert

B Pseudomonas alcaligenes O Pseudomonas fluorescens
B Pseudomonas corrugata Pseudomonas putida A1
B Pseudomonas resinovorans B Psaudomonas sp.

0 Xanthomonas oryzae

Abb. 25: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus der Was-
serphase des unbelasteten Grundwasserbereiches GWBR 21/92 im Frilhjahr 1994
(Isolationsmedium: R2A-Agar)
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In der Zusammensetzung isolierter Mikroorganismen verschiedener Bakteriengemeinschaf-
ten zeigten sich deutliche Unterschiede. Wahrend sich in der Wasserphase des unbelaste-
ten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92) eine mit mindestens sieben verschiedenen Arten
héhere Diversitat in der Zusammensetzung der Isolate aus mikrobiellen Biozénosen andeu-
tete (Abb. 25), zeigte sich eine abnehmende Diversitét in den verschiedenen Kompartimen-
ten (Abb. 26 bis 31) des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 (genaue Aussagen
bezlglich der Diversitat jedoch erst nach Kenntnis der ldentitdt der Isolate der Kategorie
Jnicht bestimmt* maglich). Gleichzeitig wurde eine Zunahme von Isolaten festgestellt, deren
Identifizierungsergebnis Pseudomonas fluorescens (kinftig: P. fluorescens) lautete.

In der Interphase (GWBR 6/91) wurden je nach Inkubationsmedium 47-58 % der Isolate, in
der Wasserphase 59-63 % der Isolate (Abb. 26 und 28) und im Sediment sogar 78-88 % der
Isolate (Abb. 27 und 29) als P. fluorescens identifiziert.

1% 1%
Onicht bestimmt W nicht identifiziert
B Pseudomonas marginalis @ Pseudomonas fluorescens
S Flavebacterium gleum @ Pseudomonas sp.

Abb. 26: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus der Was-
serphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Frithjahr 1994
(Isclationsmedium: R2A-Agar)

Onicht bestimmt M nicht identifiziert

Pseudomonas fluorescens

Abb. 27: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus dem Se-
diment des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Frihjahr 1994
(Isolationsmedium: R2A-Agar)
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13%

17%

Onicht bestimmt HEnicht identifiziert
I Agrobacterium sp. B Pseudomonas fluorescens
B Psaudomonas sp.

Abb. 28: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus der Was-
serphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Frilhjahr 1994
(Isolationsmedium: SMSO)

Onicht bestimmt M nicht identifiziert
Kingella denitrificans B Pseudomonas fluorescens

Abb. 29: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus dem Se-
diment des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Frihjahr 1994
(Isolationsmedium: SMSO)

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden hierbei die Reaktionen auf Pseudo F- und Pseudo
P-Agar herangezogen. Dabei bestatigte sich, daB Isolate, die auf Pseudo F-Agar eine gelb-
lich-grine Farbung und Fluoreszenz bei UV-Licht aufwiesen, im BIOLOG®-System als
P. fluorescens bestimmt wurden.

Isolate aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches wurden auf Pseudo F-Agar
inkubiert und zeigten zu 95% die flr P. fluorescens postulierten Merkmale. Fir stichproben-
haft ausgewéhlte Isolate wurde die Identitat P. fluorescens im BIOLOG®-System bestétigt
(Abb. 31).
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O nicht identifiziert
® Pseudomonas fluorescens

Abb. 30: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System und auf Pseudo F-Agar identifizierten Bakte-
rienisolate aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Frih-
jahr 1994 .
(Isolationsmedium: SMSQ)

Der Nachweis von Photobacterium phosphoreum in der Wasserphase des unbelasteten
Grundwasserbereiches bzw. Brucella canis im Sediment des belasteten Grundwasserberei-
ches muB trotz hoher Ahnlichkeitsindices angezweifelt werden, da es sich dabei um ein ma-
rines Bakterium bzw. einen Krankheitserreger handelt, die in den untersuchten Biozénosen
nicht vorkommen werden. Diese Isolate muf3ten daher der Kategorie ,nicht identifiziert" zu-
geordnet werden.

Aufgrund des fir alle Proben sehr hohen Anteils an fluoreszierenden Pseudomonaden wur-
den die Isolate mikrobieller Biozénosen aus verschiedenen Kompartimenten bei spéteren
Probenahmen zunéchst stets auf Pseudo F-Agar kultiviert und charakterisiert. Die Tab. 6
gibt eine Ubersicht iber die prozentualen Anteile fluoreszierender Pseudomonaden in Pro-
ben unterschiedlicher Probenahmezeitpunkte und Kompartimente. Sie zeigt den héchsten
Anteil fluoreszierender Pseudomonaden zum Probenahmezeitpunkt Frithjahr 1994. Kompar-
timentabhéngig sinkt er im Herbst 1994 extrem ab, im Sediment des belasteten Grundwas-
serbereiches betragt er nur noch 1 % (Abnahme im Vergleich zu Mai 1994 um 98%), in der
Wasserphase nahm er um 91% auf einen Anteil von 6 % ab.

Die im Herbst 1994 aus der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches isolierten Mi-
kroorganismen wurden im BIOLOG®-System untersucht. Dabei wurden starke Verinderun-
gen in der Zusammensetzung im Vergleich zum Frihjahr 1994 deutlich. Wahrend der Anteil
fluoreszierender Pseudomonaden im Frilhjahr 1994 in der Interphase kompartimentabhan-
gig zwischen 50 und 58 % betrug, wurden im Herbst keine fluoreszierenden Pseudomona-
den mehr na~hgewiesen.

Die Zusammensetzung der Biozonose der Interphase im Herbst 1994 zeigt die Abb. 31.
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Tab. 6:

Prozentualer Anteil fluoreszierender Pseudomonaden in verschiedenen Proben unter-

schiedlicher Kompartimente und zu unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten

GWBR Kompartiment Medium Probenahme- Prozentualer Anteil
zeitpunkt fluoreszierender
Pseudomonaden
21/92 Wasser SMSO Frithjahr 1994 13
6/91 Olphase R2A Frithjahr 1994 55
6/91 Interphase R2A Frihjahr1994 50
6/91 Wasser R2A Frihjahr 1994 68
6/91 Sediment R2A Frihjahr 1994 86
6/91 Olphase SMsO Frihjahr 1994 95
6/91 Interphase SMSO Frihjahr 1994 58
6/91 Wasser SMsO Frihjahr 1994 61
6/91 Sediment SMSO Frilhjahr 1994 78
Nordrand Boden SMsO Frihjahr 1994 3
21/92 Sediment R2A Herbst 1994 11
6/91 Wasser R2A Herbst 1994 6
6/91 Sediment R2A Herbst 1994 1
6/91 Olphase R2A Friihjahr 1995 15
108/94 Olphase R2A Friihjahr 1995 23
108/94 Interphase R2A Fruhjahr 1995 15
108/94 Wasser R2A Fruhjahr 1995 36
21/92 Wasser R2A Herbst 1995 0
19/92 Wasser R2A Herbst 1995 2
108/94 Interphase R2A Herbst 1995 21
108/94 Interphase SM (SO) Herbst 1995 40
108/94 Interphase SM (MO) Herbst 1995 69
33%
Onicht bestimmt W nicht identifiziert
B Burkholderia sclanacearum B Comamonas acidovorans
0 Pseudomonas paucimobilis O Pseudomonas vesicularis
Xanthomonas oryzae B Kingella denitrificans
B Kingella kingae
Abb. 31: Prozentualer Anteil der im BIOLOG®-System identifizierten Bakterienisolate aus der Inter-

phase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 im Herbst 1994
(Isolationsmedium: SMSQ)
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Der Anteil fluoreszierender Pseudomonaden an der Gesamizahl der Isolate ist abhé&ngig
vom verwendeten Isolationsmedium.

Bei dem direkten Vergleich dreier verschiedener Medien (R2A-Agar, SMSO und SMMC))
wurden fur die Beprobung der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches 108/94 zum
Probenahmezeitpunkt Herbst 1995 folgende Anteile fluoreszierender Pseudomonaden an
der Gesamtzahl isolierter Bakterien ermittelt: auf SMMO 69%, auf SMSO 40% und auf R2A-
Agar 21%.

Fur die Olphase des belasteten Brunnens (GWBR 6/91) betrug der Anteil fluoreszierender
Pseudomonaden auf R2A-Agar 55%, auf SMSO 95%. Wenngleich die mikrobiellen Biozono-
sen der beprobten Kompartimente offensichtlich durch einen hohen Anteil an Isolaten ge-
pragt sind, die der Gattung Pseudomonas zuzuordnen sind, so befanden sich unter den
isolaten in unterschiedlichen Anteilen Mikroorganismen, bei denen trotz der angewandten
Methodenkombination kein Identifizierungsergebnis zu erzielen war. Dieser Anteil betrug in
der Wasserphase des unbelasteten Brunnens (GWBR 21/92) 39%, in den verschiedenen
Phasen des belasteten Brunnens (GWBR 6/91) 5 bis 17%.

4.3 Biochemisches Abbaupotential fiir ausgewé&hlte aliphatische und
aromatische Kohlenwasserstoffe in Isolaten und Gesamtproben

Neben der taxonomischen (BIOLOG, APILAB, Pseudo F) und physiologischen Beschreibung
der Zusammensetzung der mikrobiellen Biozénosen anhand von Isolaten stellte die Bestim-
mung des Degradationspotentials besonders im Hinblick auf die chemische Belastung des
Grundwassers vor Ort einen wesentlichen Schwerpunkt der Untersuchungen dar.
Angesichts der extremen grenzwertiberschreitenden Kontamination des Grundwassers mit
PAK und Alkanen wurde das Abbaupotential der Isolate aus verschiedenen Kompartimenten
des belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches fiir Mono- und Diaromaten, polycy-
clischen aromatischen sowie aliphatischen Kohlenwasserstoffen getestet.

431 Biochemisches Degradationspotential fiir ausgewahite aromatische
Verbindungen in Isolaten

Die Isolate wurden auf das Vorhandensein der Catechol-1,2-Dioxygenase-Aktivitat (C120)
und Catechol-2,3-Dioxygenase-Aktivitdt (C230) nach Inkubation Uber Nacht auf verschiede-
nen aromatischen Modellsubstanzen (Na-Benzoat, Phenol, m-Toluat, Naphthalen) unter-
sucht.

4.3.1.1 Nachweis der ortho- und meta-Spaltung des Brenzcatechins in isolaten aus
unterschiedlichen Kompartimenten des belasteten und unbelasteten
Grundwasserbereiches

Die Abb. 32 bis 34 veranschaulichen die prozentuale Verteilung von Mikroorganismen mit
C120- und C230-Aktivitdten in verschiedenen Kompartimenten des belasteten und unbela—
steten Grundwasserbereiches im Frihjahr 1994.

Der héchste Anteil degradativer Mikroorganismen konnte unter Isolaten aus der Olphase
ermittelt werden. Diese Tendenz wurde auf beiden Isolationsmedien (R2A-Agar und SMSO)
bestétigt (Abb. 32 und 33). Der Anteil der Bakterien, die Brenzcatechin durch ortho-Spaltung
umsetzen, war stets hoher als der Anteil von Mikroorganismen, die Catechol-2,3-
Dioxygenase-Aktivitdten aufwiesen.. Das héchste Potential zur Umsetzung von Brenzcate-
chin sowohl tber den ortho - als auch Uber den meta -Weg wurde nach Induktion auf Naph-
thalen festgestellt.
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70 B C12 O Na-Benzoat

B C23 O Na-Benzoat

= mC12 O Phenol
O C23 O Phenol
50 EC12 O m-Toluat
mC23 O m-Toluat
-40 B C12 O Naphthalen
&
= EC23 O Naphthalen
30 -+
20
10 1 i
nl
0 A S

o]} Interphase Wasser Sediment

Abb. 32: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230-Aktivitdten an der Ge-
samtzahl der Isolate aus unterschiedlichen Kompartimenten des belasteten Grundwas-
serbereiches GWBR 6/91
(Isolation von R2A-Agar)

70
B C12 O Na-Benzoat
& EC23 O Na-Benzoat
O0C12 O Phenol
0OC23 O Phenol
50
0C12 O m-Toluat
EC23 O m-Toluat
40
= S C12 O Naphthalen
- B C23 O Naphthalen
30 4
20 -
10 -
0 A
o] Interphase Wasser Sediment

Abb. 33: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230-Aktivititen an der Ge-
samtzahl der Isolate aus unterschiedlichen Kompartimenten des belasteten Grundwas-
serbereiches GWBR 6/91
(Isolation von SMSO)

Auch die Isolate aus der Interphase und dem Sediment des belasteten Grundwasserberei-
ches wiesen ein hohes Abbaupotential fiir aromatische Kohlenwasserstoffe auf (Abb. 32 und
33). Die Umsetzung des Brenzcatechins erfolgte vorzugsweise durch ortho-Spaltung. Wih-
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rend sowoh! der ortho- als auch der meta-Weg in Isolaten aus der Interphase bevorzugt
durch Naphthalen induziert wurden, flihrten m-Toluat bzw. Naphthalen in Isolaten aus dem
Sediment am haufigsten zur Induktion der Catechol-1,2-Dioxygenase bzw. Catechol-2,3-
Dioxygenase (Abb. 33). Der héchste prozentuale Anteil degradativer Mikroorganismen an
der Gesamtzahl der Isolate aus der Wasserphase konnte fiir die Induktion der orthc-und
meta-Spaltung durch Naphthalen nachgewiesen werden. In der Wasserphase wurden die
geringsten absoluten Zahlen abbauaktiver Mikroorganismen festgestelit. (Dargestelite Er-
gebnisse -Abb. 33- beziehen sich auf Isolate aus unterschiedlichen Verdiinnungsstufen.)

Der EinfluB des urspriinglichen Inkubationsmedium auf den Anteil degradativer Mikroorga-
nismen zeigt sich beim Vergleich der Abb. 32 und 33. Von R2A-Agar wurde zumeist ein we-
sentlich geringerer Anteil abbauaktiver Bakterien isoliert als von SMSO. Auch die Zahl der
Bakterien, in denen der meta-Weg der Brenzcatechinumsetzung durch die getesteten Mo-
dellsubstanzen induziert werden konnte, war bei Isolaten von R2A-Agar wesentlich geringer.
Die Isolate aus der Wasserphase und dem Sediment des unbelasteten Grundwasserberei-
ches (GWBR 21/92) zeigten auf R2A-Agar in Abhéngigkeit vom Induktor deutliche Unter-
schiede in ihrem Anteil abbauaktiver Mikroorganismen (Abb. 34). Dabei wurde der meta-
Weg der Brenzcatechinumsetzung in Isolaten aus der Wasserphase am haufigsten durch
Na-Benzoat und m-Toluat induziert. Isolate mit Catechol-1,2-Dioxygenase-Aktivitat konnten
im Sediment bevorzugt nach Induktion durch Naphthalen festgestellt werden. Unter den
Isolaten aus der Wasserphase (Isolation von R2A-Agar) wurden keine Mikroorganismen
nachgewiesen, bei denen eine Induktion der Expression der Catechol-2,3-Dioxygenase
durch Naphthalen méglich war (Abb. 34).

25
EC12 O Na-Benzoat
W C23 O Na-Benzoat
20 OC12 O Phenol

0OC23 O Phenol
BEC12 O m-Toluat

mC23 O m-Toluat
EC12 O Naphthalen

[%]

EC23 O Naphthalen

10

Wasser Sediment

Abb. 34: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230-Aktivititen an der Ge-
samtzahl der Isolate aus unterschiedlichen Kompartimenten des unbelasteten Grundwas-
serbereiches GWBR 21/92
(Isolation von R2A-Agar)

Bei keinem der untersuchten Mikroorganismen aus dem Sediment konnte eine durch Na-
Benzoat, Phenol oder m-Toluat induzierbare Catechol-2,3-Dioxygenaseaktivitdt bestimmt
werden. Isolate mit Catechol-2,3-Dioxygenase-Aktivitdt wurden im Sediment am haufigsten
nach Induktion durch Naphtalen nachgewiesen (Abb. 34).
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431.2 Stabilitdt des Degradationspotentials - Untersuchungen der Isolate ausgewahlter
Biozdnosen zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Das Abbaupotential fir aromatische Verbindungen wurde von Isolaten aus ausgewahiten
Biozénosen verschiedener Kompartimente des belasteten und unbelasteten Grundwasser-
bereiches zu spéateren Probenahmezeitpunkten bestimmt, um zu Uberprifen, ob der Anteil
degradativer Mikroorganismen auch Uber einen |dngeren Zeitraum in den Biozénosen stabil
bleibt. Die folgenden Abb. 35 und 36 stellen die ermittelten prozentualen Anteile abbauakti-
ver Isolate aus der Olphase zu unterschiedlichen Zeitpunkten dar.

Die Abb. 35 zeigt in der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) eine
kontinuierliche Zunahme des Anteils der flir Na-Benzoat, Phenol und m-Toluat abbauaktiven
Isolate von R2A-Agar, die (iber Catechol-2,3-Dioxygenase-Aktivitaten verfligen. Lediglich bei
der Induktion durch Naphthalen war von Frihjahr 1994 bis Frithjahr 1995 ein starker Ruck-
gang zu beobachten. Im Herbst nahm der Anteil abbauaktiver Isolate mit Catechol-2,3-
Dioxygenase-Aktivititen wieder zu. Die Zahl der Isolate, die iiber den ortho-Weg der
Brenzcatechinumsetzung verfigten, ging (bis auf die Induktion durch Phenol) von Friihjahr
1994 bis Frihjahr 1995 zunéchst stark zuriick. Die im Friihjahr 1995 erreichten Werte stabi-
lisierten sich (Naphthalen, Phenol) bzw. erhéhten sich um das Doppelte (m-Toluat) bis Drei-
fache (Na-Benzoat). Auffallig war ebenfalls, daB die Isolate aus mikrobiellen Biozénosen der
Olphase im Friihjahr 1995 und im Herbst 1995 hinsichtlich ihres Degradationspotential eine
groBere Diversitat in ihrer Zusammensetzungen aufwiesen. Im Unterschied zum Friihjahr
1994 konnten in diesen Biozénosen in &hnlichen Anteilen Mikroorganismen nachgewiesen
werden, in denen ortho- und meta-Spaltung des Brenzcatechins induzierbar waren.
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Abb. 35:  Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230- Aktivititen an der
Gesamtzahl der Isolate aus der Olphase des GWBR 6/91 zu unterschiedlichei;’
Zeitpunkten (Isolationsmedium: R2A-Agar)
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Abb. 36:  Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230- Aktivitdten an der
Gesamtzahl der Isclate aus der Olphase des GWBR 6/91 zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (Isolationsmedium: SMSO)

Die Abb. 36 zeigt, daBB das Degradationspotential der Bakterien (Isclation von SMSO) aus
der Olphase auch tber einen ldngeren Zeitraum (Frihjahr 1994-Herbst 1995) stabil war. Die
Diversitat der Abbauleistungen (beide Enzymsysteme durch alle getesteten Modellsubstan-
zen induzierbar) blieb erhalten. Unterschiede konnten lediglich im Anteil der fir die einzelnen
Substanzen degradativen Bakterien an der Gesamtzahl der Isolate nachgewiesen werden.
Dabei war der Riickgang des Anteils m-Toluat und Naphthalen abbauender Mikroorganis-
men und die deutliche Zunahme Phenol abbauender Bakterien vom Frihjahr 1994 zum
Herbst 1995 signifikant.

Verglichen wurde das Abbaupotential von Isolaten aus der Interphase des belasteten
Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) im Frihjahr und Herbst 1994. Induktorabhéngig sind
Schwankungen des prozentualen Anteils degradativer Isolate festzustellen (Tab. 7).

Tab. 7: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230- Aktivitdten an der
Gesamizahl der Isolate zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Interphase des GWBR 6/91)
Belasteter Grundwasserbereich (GWBR 6/91) Interphase
(Standardmedium mit 1% Spindelél)
Enzym (Induktor) Frihjahr 1994 Herbst 1994
C120 (Na-Benzoat) 24 19
C230 (Na-Benzoat) 9 9
C120 (Phenol) 18 23
C230 (Phenol) 17 11
C120 (m-Toluat) 24 4
C230 (mToluat) 8 2
C120 (Naphthalen) 40 21
C230 (Naphthalen) 32 9
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Wahrend fldr die durch Na-Benzoat, m-Toluat und Naphthalen induzierte Catechol-1,2-
Dioxygenase-Aktivitéat eine deutliche Abnahme des prozentualen Anteils degradativer Mikro-
organismen festzustellen war, konnte im Herbst 1994 in einer gréBeren Anzahl von Isolaten
die durch Phenol induzierte Catechol-1,2-Dioxygenase Expression nachgewiesen werden.
Ein unterschiedlich starker Rickgang des Anteils von Mikroorganismen mit Catechol-2,3-
Dioxygenase-Aktivitat von Frihjahr zum Herbst wurde bei den Induktoren m-Toluat, Phenol
und Naphthalen festgestellt. Das Abbaupotential fiir Na-Benzoat blieb hingegen stabil.

Die Wasserphase des unbelasteten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92) wurde hinsicht-
lich ihres Potentials zum Abbau mono- und diaromatischer sowie polycyclischer aromati-
scher Substanzen im Friihjahr 1994 und Friihjahr 1995 untersucht (Tab. 8).

Tab. 8: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit C120- und C230- Aktivitdten an der

Gesamtzahl der Isolate zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Wasserphase des GWBR
21/92)

Unbelasteter Grundwasserbereich 21/92 Wasserphase
(R2A-Agar)
Enzym (Induktor) Frihjahr 1994
C120 (Na-Benzoat) 4

Frithjahr 1995
nicht nachweisbar

C230 (Na-Benzoat)

nicht nachweisbar

C120 (Phenol)

nicht nachweisbar

C230 (Phenol)

nicht nachweisbar

C120 (m-Toluat)

2

(o230 B [ 2 B [0}

C230 (mToluat)
C120 (Naphthalen) 1
C230 (Naphthalen) nicht nachweisbar

2
nicht nachweisbar
nicht nachweisbar

Der Anteil degradativer Isolate aus der Wasserphase zeigte im unbelasteten Grundwasser-
bereich innerhalb eines Jahres einen signifikanten Riickgang. Zudem konnten die Indukto-
ren Na-Benzoat, Phenol und Naphthalen in keinem der Isolate die ortho- oder meta-Spaltung
des Brenzcatechins induzieren.

4.31.3 EinfluB des urspringlichen Isolationsmediums auf den Anteil degradativer Isolate
in unterschiedlichen Biozénosen

Der EinfluB des Isolationsmediums auf den Anteil degradativer Bakterien wurde am Beispiel
der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 und der Interphase des
belasteten Grundwasserbereiches GWBR 108/94 untersucht. Dabei wurden die Antsile ab-
bauaktiver Mikroorganismen an der Gesamtzahl der Bakterien, die von unterschiedlichen
Medien isoliert worden waren, bestimmt und verglichen. Es sollte getestet werden, ob das
flr Grundwasseruntersuchungen empfohlene R2A-Medium geeignet ist, eine Kultivierung
vergleichbarer Anteile degradativer Mikroorganismen zu erméglichen wie die Standard-
medien mit Spindeldl (SMSO) bzw. Mineraldlrestgemisch (SMMO).

Fir die Olphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) ergab sich bei der
Inkubation auf SMSO ein oftmals héherer Anteil degradativer Isolate als bei der Inkubation
auf R2A-Agar (Tab. 9). Die Differenzen waren offensichtlich abhéngig vom Induktor. Danach
beeinfluBte das urspriingliche Isolationsmedium am stérksten die Etablierung Phenol und
Naphthalen degradativer Mikroorganismen. Hierbei wurde ein geringerer Anteil auf R2A-
Agar als auf SMSO nachgewiesen. Hingegen schien der Anteil m-Toluat und Na-Benzoat
abbauender Bakterien unabhangig vom urspriinglichen Isolationsmedium der Mikroorganis-
men zu sein bzw. durch das Wachstum auf R2A-Agar erhdht zu werden.
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Tab. 9: Abhangigkeit des prozentualen Anteils degradativer Isolate aus der Olphase des belaste-
ten Grundwasserbereiches 6/31 vom urspriinglichen Isolationsmedium

Belasteter Grundwasserbereich 6/91 Olphase (Herbst 1995)
Enzym (Induktor) R2A-Agar SMsd
C120 (Na-Benzoat) 19 14
C230 (Na-Benzoat) 10 8
C120 (Phenol) 19 52
C230 (Phenol) 19 48
C120 (m-Toluat) 13 15
C230 (m-Toluat) 15 12
C120 (Naphthalen) 15 39
C230 (Naphthalen) 10 14

Flr die Biozénose der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches 108/94 bewirkte die
Inkubation auf SMMO einen zumeist héheren Anteil degradativer Isolate mit Catechol-2,3-
Dioxygenase-Aktivitdt (Tab. 10). Am deutlichsten zeigte sich der EinfluB des urspringlichen
Isolationsmediums auf die Etablierung Naphthalen degradativer Mikroorganismen. Hierbei
wurde auf SMMO ein mehr als zehnfach héherer Anteil abbauaktiver Isolate nachgewiesen
als auf SMSO.

Tab. 10: Abhangigkeit des prozentualen Anteils degradativer Isolate aus der Interphase des bela-
steten Grundwasserbereiches 108/94 vom urspriinglichen Isolationsmedium

Belasteter Grundwasserbereich 108/94 Interphase (Herbst 1995)
Enzym (Induktor) SMSO SMMO
C120 (Na-Benzoat) 6 4
C230 (Na-Benzoat) 2 8
C120 (Phenol) 17 21
C230 (Phenol) 10 12
C120 (m-Toluat) 12 8
G230 (m-Toluat) 4 4
C120 (Naphthalen) 4 62
C230 (Naphthalen) 4 40

Flr eine Vielzahl degradativer Isolate konnten Aktivititen sowohl fir die Catechol-1,2-
Dioxygenase als auch fur die Catechol-2,3-Dioxygenase ermittelt werden. Die folgende
Tab. 11 vergleicht den prozentualen Anteil der Isolate, die Uber beide Enzymsysteme verfi-
gen.

Aus der Tab. 11 wird ersichtlich, daB die mikrobiellen Biozdnosen des belasteten Grundwas-
serbereiches (GWBR 6/91 und GWBR 108/94) (ber eine Vielzahl abbauaktiver Isolate ver-
fugten, die sowohl die ortho- als auch die meta-Spaltung des Brenzcatechins katalysieren
konnten. Die Aussage trifft insbesondere auf Bakterien aus der Ol-, Inter- und Wasserphase
zu, die insgesamt durch ein hohes. Abbaupotential flr alle untersuchten Modellsubstanzen
gekennzeichnet waren. Besonders hoch war der Anteil degradativer Isolate, in denen beide
Enzymsysteme durch Naphthalen induziert werden konnten.
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Tab. 11: Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit Catechol-1,2-Dioxygenase- und Catechol-
2,3-Dioxygenase-Aklivitat an der Gesamtzahl der Isolate
(Abklrzungen: W- Wasserphase, IP-Interphase; S-Sediment)
GWBR| Kompar- Datum Medium | Prozentualer Anteil von Mikroorganismen mit Catechol-
timent 1,2-Dioxygenase- und Catechol-2,3-Dioxygenase-
Aktivitat an der Gesamtzahl der Isolate
Na-Benzoat Phenol m-Toluat Naphthalen
Frahjahr
92 W R2A 1 1
4y 1994
21/92 s Frahjahr | sy 10
1994
6/91 ol Frahjahr | pop 2 63
1994
6/91 o1 Frahjahr | g1 (s69) 12 9 19 34
1994
6/91 P Frahjahr | oo 2 21
1994
6/91 P Frahjahr | oy (s0) 8 6 G 28
1994
8/91 w Fribjahr | oo 1 1 26
1994
6/91 W Frahiahr | oy (s6) 4 10 17 22
1994
6/91 s Frohjahr | gop 1 1
1994
6/91 s Frahiahr | oy (s6) 4 - 5 6
1994
6/91 P Herbst | SM (SO) 9 11 2 9
1994
2192 | w Frlhjahr | pag 2
1995
6/91 loll Frahjahr | oo 4 2 4 4
1995
6/91 o] Herbst R2A 8 17 13 6
1995
6/91 ol Herbst | SM (SO) 8 48 11 1
1995
108/94 IP Herbst | SM (SO) 2 8 4 4
1995
108/94 IP Herbst | SM (MO) 2 10 2 37
1995
4.3.2 Biochemisches Degradationspotential fiir ausgewahite aliphatische

Verbindungen in Isolaten

Die Bestimmung des Abbaupotentials der Mikroorganismen erfolgte zunéchst mit Hilfe des
von BECKER (1993) beschriebenen Petrischalentests. Hierbei wurde einem Minimalmedium
Tetrazoliumsalz zugesetzt. Die Mikroorganismen wurden entweder durch ein im Deckel be-
findliches Filterpapier, das mit dem entsprechenden n-Alkan befeuchtet war, mit Kohlenstoff
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versorgt oder die Kohlenwasserstoffverbindung wurde in entsprechender Konzentration in
das Medium eingemischt. Die durch die Oxidation der Kohlenwasserstoffverbindung freige-
setzten Elektronen reduzierten das Tetrazoliumsalz, was zur Bildung von Formazan und zur
Farbung der Kolonien flhrte.

Aus Kosten- und Zeitgrinden wurde dieser Petrischalentest durch den als qualitativen
Schnelltest entwickelten, modifizierten BIOLOG®-MT-Plattentest ersetzt (BIRGER et al,,
1996).

Der modifizierte BIOLOG®-MT-Test macht sich das Prinzip des BIOLOG®-Systems zunutze.
Die Oxidation einer beliebigen Kohlenstoffquelle bewirkt die Freisetzung von Reduktions-
aquivalenten, die wiederum die Reduktion eines Tetrazoliumsalzes zu Formazan bewirken.
Die damit einhergehende Violettfarbung kann visuell oder durch Ermittlung des Extinktions-
wertes bei 590 nm bestimmt werden. Sie deutet direkt auf die Nutzung der zur Verfligung
stehenden Kohlenstoffquelle hin. Fiir die Untersuchungen wurden die von der Fa. BIOLOG®
zur Verfligung gestellten BIOLOG®-MT-Platten verwendet. Diese Mikrotiterplatten sind be-
reits mit Tetrazoliumchlorid beschickt, die Kohlenstoffquelle kann jedoch frei gewahit wer-
den. Die Verwendung der Platten erméglichten es, gleichzeitig von 96 Isolaten das Abbau-
potential fir n-Alkane zu bestimmen. Als Kohlenstoffquellen wurden n-Alkane mit der Ket-
tenldnge C8-C16 berilcksichtigt. Die Kohlenstoffverbindungen wurden den Mikroorganismen
Uber die Gasphase zugeflhrt (Abschnitt 3 Materialien und Methoden).

Dieser Test wurde einerseits fir die Bestimmung des Abbaupotentials flr aliphatische Ver-
bindungen von Einzelisolaten genutzt und andererseits zur Ermittlung des Degradationspo-
tentials mikrobieller Biozénosen aus Originalproben angewandt. Das Potential der Ge-
samtprobe konnte Uber die Bestimmung der MPN abgeschéatzt werden. Die einfache und
schnelle Handhabung des Tests erlaubte zudem eine groBe Zahl von Parallelansétzen zur
Absicherung der ermittelten MPN-Werte.

4.3.21 Biochemisches Abbaupotential von Einzelisolaten fiir ausgewahite n-Alkane
(Petrischalentest)

Mit Hilfe des Petrischalentests wurden insgesamt 223 Isolate aus 3 Proben hinsichtlich ihres
Abbaupotentials fur aliphatische Kohlenwasserstoffe untersucht. Als Kohlenstofiquellen wur-
den Octan (Gasphase), Nonan und Undecan als ungeradzahlige Alkane (Zusatz zum Medi-
um) und Decan als weiteres geradzahliges n-Alkan getestet (Zusatz zum Medium). Die
Tab. 12 zeigt die ermittelten prozentualen Anteile degradativer Isolate. ’

Tab. 12: Prozentualer Anteil degradativer Mikroorganismen an der Gesamtzah! der Isolate in ver-
schiedenen Kompartimenten des belasteten Grundwasserbereiches 6/31

Kompartiment o]l Wasser
Isolationsmedium R2A R2A
Octan 23 33
Nenan+Undecan 17 32
Decan 16 29

Aus der Tab. 12 geht hervor, daB sich die Anteile degradativer Isolate zwischen den Kom-
partimenten unterschieden. So war der Anteil degradativer Mikroorganismen unter den Iso-
laten aus der Wasserphase hdher als aus der Olphase. Unter Beriicksichtigung der Tatsa-
che, daf3 die Bakterien aus verschiedenen Verdunnungsstufen isoliert wurden, ergeben sich-
in der Olphase hoher absolute Zahlen abbauaktiver Mikroorganismen.
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4322 Biochemisches Abbaupotential von Einzelisolaten aus dem unbelasteten
Grundwasserbereich (GWBR 21/92) flr ausgewéhlte n-Alkane- (Modifizierter
BIOLOG®-MT-Test)

Die Abb. 37 zeigt die ermittelten prozentualen Anteile der n-Alkanverwerter an der Gesamt-
anzahl der Isolate aus der Wasserphase und dem Sediment des unbelasteten Grundwas-
serbereiches (GWBR 21/92). Da vielfach eine gleichzeitige Nutzung verschiedener n-Alkane
nachgewiesen wurde, kann die Summe 100% (berschreiten.
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Abb. 37: Prozentualer Anteil der Alkanverwerter an der Gesamtheit der Isolate aus verschiedenen
Kompartimenten des unbelasteten Grundwasserbereiches 21/92

Es wurde deutlich, daB ein gravierender Unterschied im Anteil degradativer Mikroorganis-
men zwischen den Biozonosen beider Phasen bestand. Wahrend in der Wasserphase keine
Verwerter von Nonan, Dekan und Undekan ermittelt werden konnten, zeigten zwischen 20
und 25% der Isolate des Sedimentes ein deutliches Abbaupotential fiir die genannten
n-Alkane. Bei 24% der Isolate aus der Wasserphase wurden degradative Leistungen gegen-
Uber Hexadecan festgestellt. Die prozentualen Anteile einzelner Alkanverwerter an der Ge-
samtzahl der Isolate (Abb. 37) wiesen im Sediment des unbelasteten Grundwasserbereiches
keine groBen Unterschiede auf. Die Summe der Undecanverwerter stellte zwar mit ca. 25%
den groBten Anteil dar, jedoch auch zwischen 20 und 22% der Isolate waren zum Abbau der
n-Alkane mit 8 bis 10 Kohlenstoffatomen fahig.
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Der prozentuale Anteil degradativer Isolate der Wasserphase und des Sedimentes an den
Alkanverwertungsklassen wird in der Abb. 38 veranschaulicht.
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Abb. 38: Prozentualer Anteil der Isolate unterschiedlicher Kompartimente des unbelasteten
Grundwasserbereiches GWBR 21/92 an den Alkan-Verwertungsklassen

Dabei wurde bei einer groBen Anzahl von Isolaten aus der Wasserphase keinerlei Verwer-
tung der getesteten n-Alkane ermittelt. Die Alleinverwertung von Hexadecan bei ca. 96% der
Isolate schien auf eine Spezialisierung der Mikroorganismen auf den Abbau von n-Alkanen
dieser Kettenldnge hinzuweisen. Lediglich 1% aller abbauaktiven Isolate verwerteten neben
Hexadecan auch n-Alkane mit geringerer Kettenlange (Octan und Undecan).

Die Darstellung der prozentualen Anteile der Isolate an den n-Alkanverwertungskiassen
(Abb. 38) zeigt, daB eine Vielzahl der Isolate des Sedimentes befahigt waren, mehr als die
n-Alkane einer Kettenldnge zu nutzen. (In dieser Darstellung werden nur die n-Alkane be-
rlicksichtigt, die Ubereinstimmend in allen Biozénosen getestet wurden- Octan, Nonan, De-
can -, um die Anteile degradativer Mikroorganismen der einzelnen Kompartimente unterein-
ander vergleichen zu kdnnen.) Die Gruppe der C8-C10-Verwerter stelite mit 17% die gréBte
Klasse der n-Alkanverwerter dar. Eine Alleinverwertung von Decan konnte bei keinem der
Isolate festgestellt werden. (Abb. 38)
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Der Anteil der Isolate, die keines der getesteten n-Alkane verwerten konnten, war im unbe-
lasteten Grundwasserbereich in beiden Phasen (Wasser 99% und Sediment 65%) im Ver-
gleich zur belasteten Biozdnose relativ hoch.

4.3.2.3 Biochemisches Abbaupotential von Einzelisolaten aus dem belasteten
Grundwasserbereich (GWBR 6/91) fur ausgewahlte n-Alkane- (Modifizierter
BIOLOG®-MT-Test)

In der folgenden Abb. 39 sind vergleichend die prozentualen Anteile der Alkanverwerter an
der Gesamtanzahl der Isolate aus verschiedenen Phasen des belasteten Grundwasserbe-
reiches (GWBR 6/91) dargestellt. (In einigen Fallen wurden die Ergebnisse aus den Petri-
schalentests Abschnitt 4.3.2.1 einbezogen, um sie im Zusammenhang vergleichend darstel-
len zu kénnen. Dies ist entsprechend im Text oder in den Tabellen gekennzeichnet.)

Aus der Abb. 39 wird ersichtlich, daB von der Olphase zum Sediment der prozentuale Anteil
der Octanverwerter an der Summe der Isolate kontinuierlich anstieg, sich beinahe verdrei-
fachte. Eine &hnliche Tendenz ergab sich bei dem Vergleich der prozentualen Anteile der
Nonan- und Decanverwerter in der Qlphase und im Sediment. Auch hierbei wurde das héch-
ste Abbaupotential im Sediment und das geringste in der Olphase bestimmt.

Fir Isolate aus den Bioz6nosen der Olphase (Ergebnisse aus Petrischalentests) und des
Sedimentes wurde zudem eine Abnahme des Anteils degradativer Bakterien mit zunehmen-
der Kettenldnge der getesteten n-Alkane festgestellt. -
In der Olphase waren ca. 23% der Isolate zur Octanverwertung beféhigt, lediglich 16% wie-
sen degradative Aktivitdten fir Decan auf. In der Interphase und in der Wasserphase traten
hingegen die geringsten prozentualen Anteile Nonan verwertender Bakterien auf. Die gerad-
zahligen n-Alkane werden von den Isolaten dieser Biozonosen offensichtlich bevorzugt ab-
gebaut.

Eine deutliche Abnahme des Anteils von Isolaten, die keines der angebotenen n-Alkane
verwerten konnten, wurde von der Olphase zum Sediment festgestellt. Betrug dieser Anteil
in der Olphase 45%, so waren es im Sediment lediglich 11%.

Die Abb.40 =zeigt die prozentualen Anteile der degradativen Isolate an den
n-Alkanverwertungsklassen fiir unterschiedliche Kompartimente des belasteten Grundwas-
serbereiches (GWBR 6/91) vom Isolationsmedium R2A-Agar. (In dieser Darstellung wurden
nur die n-Alkane berlcksichtigt, die libereinstimmend in allen Biozénosen getestet wurden-
Octan, Nonan, Decan-, um die Anteile degradativer Mikroorganismen der einzelnen Kom-
partimente untereinander vergleichen zu kénnen.)

Aus der Abb.40 wird ersichtlich, daB die Isolate aus der Olphase, die kein Degra-
dationspotential aufwiesen, die groBte Klasse darstellten. Der Anteil der Isolate, die alle an-
gebotenen n-Alkane (C 8-C 10) verwerten konnten, betrug in der Olphase 6%.

In der Interphase (Abb. 40) betrug der Anteil der Octan alleinverwertenden Mikroorganismen
(10%) ca. ein Finftel der Gesamtzahl der Octanverwerter. Besonders hoch war der Anteil
derer (ca. 38%), die alle angebotenen n-Alkane verwerten konnten. Der Anteil der Isolate,
die keines der getesteten n-Alkane nutzen konnten, war geringer als in der Olphase.

Unter den Isolaten der Wasserphase (Abb.40) des belasteten Grundwasserbereiches
(GWBR 6/81) waren 31% der untersuchten Isolate fahig, alle der angebotenen n-Alkane zu
verwerten. In der gleichen GréBenordnung (ca. 27%) wurde auch der Anteil der Mikroorga-
nismen ermittelt, die keine Abbauaktivitaten Zeigten.

11% der Isolate des Sedimentes (Abb. 40) konnte keines der angebotenen n-Alkane nutzen.
Die Mikroorganismen, die fiir alle getesteten n-Alkane degradative Aktivititen zeigten, stell-
ten mit ca. 37% den gréBten Anteil dar.
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Ergebnisse 66

Fir die von R2A-Agar isolierten Mikroorganismen ergeben sich damit folgende Tendenzen

bei der Verteilung in unterschiedlichen Kompartimenten:

« von der Olphase zum Sediment deutlicher Riickgang derer, die keines der getesteten n-
Alkane verwerten konnten, @Iphase: 45%, Sediment: 11%

« von Olphase zum Sediment Zunahme des Anteils derer, die alle der getesteten n-Alkane
verwerten konnten, f)lphase: 6%, Sediment: 37%, deutliche Zunahme bereits von Glpha-
se zu Interphase

= konstanter Anteil der Octan alleinverwertenden Isolate in allen Phasen.

Neben den Bakterien von R2A-Agar wurden auch die Isolate der Biozénosen von Standard-
medium mit 1% Spindeldl (SMSO) getestet.

Die Abb. 41 zeigt die prozentualen Anteile der n-Alkanverwerter an der Gesamtanzah! der
Isolate fiir die einzelnen Kompartimente. Die Isolate der Ol- und Interphase wurden zusétz-
lich hinsichtlich ihres Abbaupotentials fir Undecan und Hexadecan getestet.

Aus der Abb. 41 wird ersichtlich, daB besonders in der Olphase die Summe der Nonan-,
Decan und Undecanverwerter sehr hoch war. Am geringsten war der Anteil der Hexadecan-
verwerter.

Der prozentuale Anteil der Nonan-, Decan- bzw. Undecanverwerter an der Summe der Iso-
late war in der Interphase (Abb. 41) wesentlich geringer als in der Olphase. Lediglich der
prozentuale Anteil der Ocatanverwerter wies in beiden Kompartimenten ahnliche Werte auf,
In der Wasserphase war die Halite aller Isolate zur Verwertung von Octan féhig, der Anteil
der Decanverwerter lag héher als in der Interphase. Ein weiterer Rickgang des prozentua-
len Anteils Nonan verwertender Isolate war wiederum von der Interphase zur Wasserphase
nachzuweisen, lediglich jedes dritte Isolat konnte dieses Alkan verwerten.

Im Sediment konnte mit steigender Zahl der Kohlenstoffatome eine Zunahme des Anteils
degradativer Isolate nachgewiesen werden.

Durch den Vergleich der Abb. 40 und 42 wird der EinfluB der urspringlichen Isolations-
medien auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Isolate aus mikrobiellen
Biozdnosen deutlich. Dargestelit sind die prozentualen Anteile der Isolate an den Alkan-
Verwertungsklassen. (In diesen Darstellungen wurden nur die n-Alkane beriicksichtigt, die
Gbereinstimmend in allen Biozdnosen getestet wurden- Octan, Nonan, Decan-, um die An-
teile degradativer Mikroorganismen der einzelnen Kompartimente untereinander vergleichen
zu kénnen.)

Der Anteil der Isolate (Isolation von SMSOQ), die keines der angebotenen n-Alkane verwerten
konnten, erreichte in der Olphase (Abb. 42) mit ca. 3 % den niedrigsten Wert aller unter-
suchten Kompartimente. Die Klasse der Nonan und Decan verwertenden Mikroorganismen
war in der Olphase mit 60 % am gréBten. Etwa ein Finftel der Bakterien aus der Olphase
waren in der Lage, alle der getesteten n-Alkane abzubauen.

In der Interphase wiesen 40 % der Isolate keinerlei Abbauaktivititen gegeniiber den ge-
testeten n-Alkanen auf (Abb. 42). Am groBten war die Klasse der Isolate, die Octan und
Nonan gemeinsam verwerten konnten. Der Anteil der Isolate, die alle getesteten n-Alkane
nutzen konnten, ging von der Ol- zur Interphase deutlich zuriick.

Die Hélfte der von SMSO isolierten Mikroorganismen der Wasserphase konnten keines der
angebotenen n-Alkane als Kohlenstoffquelle nutzen (Abb. 42). Die Isolate aus der Wasser-
phase wiesen damit den héchsten Anteil inaktiver Mikroorganismen auf. Ca. ein Drittel der
Isolate zeigte Abbauaktivitdten gegenliber Octan, Nonan und Decan.

Der prozentuale Anteil der Octan bis Decan verwertenden Isolate betragt im Sediment 40 %
und stellt damit die groBte Klasse dar (Abb. 42). Etwa ein Drittel der Isolate konnten keines
der n-Alkane verwerten.
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Ergebnisse 69

Fur die von SMSO isolierten Mikroorganismen ergeben sich damit folgende Tendenzen bei

der Verteilung in unterschiedlichen Kompartimenten:

¢ hdchster Anteil abbauaktiver Isolate in der Olphase

« hochster Anteil inaktiver Isolate in der Wasserphase

e in der Interphase geringster Anteil an Isolaten, die alle angebotenen Alkane verwerten
konnten, im Sediment héchster Anteil.

Die folgende Tab. 13 gibt die prozentualen Anteile der Alkanverwerter an der Gesamtzahl
der Isolate aus der Olphase in Abhéngigkeit vom Isolationsmedium an.

Tab. 13:  Prozentualer Anteil der Alkanverwerter an der Gesamtzahl der von unterschiedlichen Me-
dien isolierten Mikroorganismen aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches
GWBR 6/91

Belasteter Grundwasserereich (GWBR 6/91)
Olphase (Frithjahr 1994)
R2A-Agar sSMso
(Petrischalentest)
Prozentualer Anteil der Octanverwerter an 23 a3
der Summe der isolierten Mikroorganismen,
Werte gerundet
Prozentualer Anteil der Nonanverwerter an 17 89
der Summe der isolierten Mikroorganismen,
Werte gerundet
Prozentualer Anteil der Decanverwerter an 16 86
der Summe der isolierten Mikroorganismen,
Werte gerundet

Das Abbaupotential der Isolate aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches
zeigte eine signifikante Abhéngigkeit vom Isolationsmedium (Tab. 13). Die Inkubation auf
SMSO filhrte zu einem wesentlich héheren Anteil degradativer Isolate als auf R2A-Agar.

Ein wesentlich differenzierteres Bild zeigte sich beim Vergleich des Degradationspotentials
der Isolate aus der Interphase, Wasserphase und dem Sediment von verschiedenen Inku-
bationsmedien.

Im Unterschied zur Olphase wurde aus der Interphase, der Wasserphase und dem Sedi-
ment ein zumeist hdherer Anteil abbauaktiver Mikroorganismen von R2A-Agar isoliert als
von SMSO.

4.3.3 MPN-Werte degradativer Mikroorganismen fiir ausgewahlte aromatische
und aliphatische Kohlenwasserstoffe in Gesamtproben

Von den Gesamtproben der Wasserphase des unbelasteten Grundwasserbereiches (GWBR
21/92) sowie der Olphase und der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches
(GWBR 6/91) wurde im Herbst 1996 die MPN degradativer Mikroorganismen fiir ausge-
wéhite aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe mit Hilfe des modifizierten
BIOLOG®-MT-Tests ermittelt. Dabei sollte der EinfluB der meterdicken Olschicht im Pegel-
rohr (GWBR 6/91) [seit Herbst 1995] auf das Degradationspotential der mikrobiellen Bio-
zbnosen im belasteten Grundwasserbereich bestimmt werden. Zudem sollite die Eignung
des modifizierten BIOLOG®-MT-Tests fir die Bestimmung des Abbaupotentials von Ge-
samtproben getestet werden.
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Zwischen den Proben aus dem unbelasteten und belasteten Grundwasserbereich zeigten
sich signifikante Unterschiede. Uberraschenderweise wurden jedoch fir die mikrobiellen
Biozdnosen der Wasserphase des unbelasteten Grundwasserbereich deutlich héhere MPN-
Werte degradativer Mikroorganismen ermittelt als fiir die Bakteriengemeinschaften des be-
lasteten Grundwasserbereiches. In Abhangigkeit von der getesteten Substanz betrug die
Dichte degradativer Mikroorganismen in der Wasserphase des unbelasteten Grundwasser-
bereiches (GWBR 21/92) zwischen 1 und 10* /ml. In der Interphase wurden hingegen zwi-
schen 10" und 10° degradative Mikroorganismen /ml bestimmt. Auffllig war, dai3 die mikro-
biellen Biozénosen aus der Olphase fiir keines der getesteten Kohlenwasserstoffe ein De-
gradationspotential aufwiesen. Sie wurden daher nicht in der Abb. 43 berlicksichtigt.

Die Abb. 43 zeigt den Vergleich der MPN-Werte degradativer Mikroorganismen der unter-

suchten Gesamtproben.

Teees BGWBR 21/92
Wasser
10000
O GWBR 6/91
Interphase
8000

6000 -

MPN/ mi

4000+

2000+

Octan
Nonan
Decan

Undecan ®

Tridecan
Hexadecan
Naphthalen

Abb. 43: Vergleich der MPN-Werte degradativer Mikroorganismen aus der Gesamtprobe der Was-
serphase des unbelasteten (GWBR 21/92) und der Interphase des belasteten (GWBR
6/91) Grundwasserbereiches im Herbst 1996

Die Uberschichtung des Grundwassers mit einer meterdicken Olphase im Pegel (GWBR
6/91) Uber einen langeren Zeitraum bewirkte vermutlich eine starke Veranderung der Diver-
sitat mikrobieller Biozénosen des belasteten Grundwasserbereiches, die mit einem starken
Rickgang degradativer Mikroorganismen einhergeht.

Es konnte gezeigt werden, daf3 der modifizierte BIOLOG®*-MT-Test mit einem vertretbaren
Zeitaufwand die Abschatzung des Abbaupotentials von Gesamtproben zuldBt und auf die
Testung zusatzlicher Kohlenstoffquellen erweitert werden sollte.
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4.4 Genverbreitung und Gentransfer degradativer Leistungen

Wie aus den bisher dargesteliten Ergebnissen deutlich wurde, hatten die biochemischen
Tests in einer Vielzahl der untersuchten Isolate aus Biozonosen unterschiedlicher Kompar-
timente des belasteten Grundwasserbereiches zum Nachweis eines Abbaupotentials fiir
aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe gefiihrt. Der Anteil der abbauaktiven Mi-
kroorganismen zeigte eine signifikante Abhéngigkeit vom Isolationsmedium sowie der Her-
kunft der Biozénosen.

Uberraschenderweise wurden in einigen Isolaten degradative Eigenschaften sowohl flir die
getesteten n-Alkane als auch fiir die Mono- und Diaromaten nachgewiesen.

In der Literatur sind Ergebnisse dokumentiert, aus denen geschluBfolgert werden kann, daB
unterschiedliche mikrobielle Populationen fir den Abbau aliphatischer bzw. aromatischer
Kohlenwasserstoffe verantwortlich sind (FOGHT et al., 1990, SOTSKY et al., 1994).

Angesichts des Abbaupotentials einiger Isolate fir beide Kohlenwasserstoffklassen war es
von besonderem Interesse, die genannte Hypothese am zur Verfiigung stehenden Proben-
material (Isolate aus Biozénosen belasteter Grundwasserbereiche) zu iiberpriifen. Dies er-
forderte die Anwendung molekularbiologischer Methoden. Diese Techniken gestatteten es
zudem, die Ergebnisse aus den biochemischen Tests auf molekularbiologischer Ebene zu
bestatigen und zu prazisieren.

Dabei stand zunéchst im Mittelpunkt, Gene bzw. Genfragmente, die Enzyme ,klassischer”
Wege des Aliphaten- und Aromatenabbaus codieren, in ausgewdhlten Isolaten nachzuwei-
sen. Durch die Anwendung molekularbiologischer Techniken wurden auch Hinweise tber die
Dynamik der Verteilung des Abbaupotentials innerhalb der Populationen erwartet. Untersu-
chungen zum Vorkommen von Plasmiden in ausgewihiten Isolaten bzw. zur Lokalisierung
von Genen bzw. Genfragmenten degradativer Enzyme auf diesen Plasmiden waren vorge-
sehen.

Dabei wurden Gensequenzen von Enzymen mit initialer bzw. mit Bedeutung im weiteren
Abbau aromatischer (Monoaromaten, PAK) und aliphatischer Kohlenwasserstoffe berlick-
sichtigt:

Xyl E

Diese Gensequenz codiert die Catechol-2,3-Dioxygenase im fower pathway der meta-
Spaltung aromatischer Kohlenwasserstoffe. Das Produkt des xyl E-Genes wurde im Verlaufe
der Bestimmung des biochemischen Abbaupotentials in einer Vielzahl von Umweltisolaten
nachgewiesen (Abschnitt 4.3.1).

nah Ac

Diese Gensequenz ist Bestandteil des auf dem NAH 7-Plasmid lokalisierten nah-Operons
aus P. putida G7. Es codiert die Naphthalendioxygenase, das Initialenzym des Naphthalen-
abbaus. Durch den Nachweis dieser Gensequenz sollte das Potential der untersuchten Bio-
z6nosen zum Abbau von Naphthalen molekularbiologisch bestétigt werden (Abschnitt 4.3.1).
alk B

Dieses Gen codiert im Zusammenwirken mit den Genen alk G und alk T die Alkanmonooxy-
genase, die als Initialenzym die Umwandiung aliphatischer Kohlenwasserstoffe zum ent-
sprechenden Alkohol einleitet.

Aufgrund der Belastung des Grundwassers mit n-Alkanen und wegen der zahlreichen Hin-
weise auf ein Abbaupotential der Umweltisolate aus verschiedenen Proben (Abschnitt 4.3.2)
wurde dieses Schllsselgen in den molekularbiologischen Untersuchungen beriicksichtigt.

4.4.1 Verbreitung von DNA-Sequenzen fiir die Codierung von Abbauleistungen in
Isolaten mikrobieller Biozénosen

In Vorbereitung auf den Nachweis der Gensequenzen wurde zunichst aus degradativen
Umweltisolaten verschiedener Bereiche des belasteten Grundwassers durch eine besonders
flr Pseudomonaden geeignete Methode die Gesamt-DNA isoliert. Die gelelektrophoretische
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Auftrennung der DNA-Praparate erbrachte flr eine Mehrzahl der abbauaktiven Isolate den
Nachweis von Plasmiden, die aufgrund ihres Molekulargewichtes die Vermutung zulieBen,
daf es sich dabei um degradative Plasmide handelt (SCHUMANN, 1990).

Die DNA-Préparationen, die sowohl plasmidale als auch fragmentierte chromosomale DNA
enthielten, wurden zunichst fir PCR-Ampilifikationen eingesetzt. Die PCR-Amplifikations-
bedingungen wurden der Literatur entnommen und teilweise hinsichtlich der Annealingtem-
peratur modifiziert (Abschnitt 3 Material und Methoden).

Im Fall der Amplifikation des alk B Genfragmentes wurde das in der Literatur vorgeschlage-
ne Reaktionsregime (Abschnitt 3.6.1) modifiziert.

4411 Naphthalendioxygenase nah Ac

Die Abb. 44 zeigt beispielhaft die gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten der
Amplifikation des Naphthalendioxygenase-Genfragmentes in Umweltisolaten.

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10

+ 672 bp

Abb. 44: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikationsprodukte des
Naphthalendioxygenase-Genfragmentes aus ausgewahlten abbauaktiven Isolaten
verschiedener Kompartimente des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91

Bahn 1: Isolat aus der Wasserphase

Bahnen 2-5 und 7-9: Isolate aus der Olphase

Bahn 8: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 10: Plasmid NAH 7 aus P. pufida G7 (Positivkontrolle)

Aus der Abb. 44 wird ersichtlich, daB3 die aufgrund ihres biochemischen Abbaupotentials fur
Naphthalen ausgewahlten Isolate Amplifikationsprodukte mit dem gleichen Molekulargewicht
aufwiesen wie aus dem NAH 7-Plasmid, das als Positivkontrolle mitgeflihrt wurde. Neben
dem erwarteten Amplifikationsprodukt mit einem Molekulargewicht von 672 bp wurden je~
doch weitere Banden im Agarosegel sichtbar, deren Molekulargewicht vom berechneten des
Genfragmentes abweicht. Deshalb wurde in einem veranderten Reaktionsregime mit wech-
selnden Annealingtemperaturen versucht, die Amplifikationsprodukte auf das erwartete
Fragment zu reduzieren. Es wurde jedoch deutlich, daf3 auch die veranderten Reaktionsbe-
dingungen die Anzahl der Produkte nicht &nderte, so daf wieder auf das publizierte Reakii-
onsregime zuriickgegriffen wurde.

Eine eindeutige Identifizierung des amplifizierten nah Ac- Genfragmentes war jedoch durch
die Hybridisierung mit der internen Oligonukleotidsonde nah Ac 2 maoglich.
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Die Amplifikation mehrerer Fragmente weist auf die Moglichkeit des Vorhandenseins nicht-
homologer, paralleler katabolischer Operonen hin (wie sie im Plasmid pJP 4 und einigen
TOL-Plasmiden nachgewiesen wurden), die zwar die Primererkennungsregionen aufweisen,
aber durch Deletion oder Insertion von DNA-Fragmenten unterschiedlich groBe Amplifi-
kationsprodukte ergeben.

441.2 Catechol-2,3-Dioxygenase xyl E

Mit der Verwendung von Lysatiiberstanden, die direkt fiir die PCR eingesetzt wurden, konnte
eine Vereinfachung der Methode erreicht und gleichzeitig die Moglichkeit geschaffen wer-
den, eine groBere Anzahl von Isolaten zu testen und damit die Gesamtheit der degradativen
Isolate einer Probe zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wurde auch getestet, ob eine
Stabilisierung der Nukleinséuren durch CHELEX 100 bei der Lysierung durch Hitze die Ef-
fektivitat der PCR erhdhen kann.

Die Abb. 45 zeigt neben einer modellhaften Amplifikation des xyl E Genfragmentes den Ver-
gleich der Effektivitdt der PCR-Amplifikation mit und ohne Stabilisierung der Nukleinsauren
durch CHELEX 100.

« 700 bp

Abb. 45: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikationsprodukte des Catechol-2,3-
Dioxygenase Genfragmentes aus ausgewahiten abbauaktiven Isolaten verschiedener
Kompartimente des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 und P, putida mt-2
mit und ohne Stabilisierung der DNA durch Chelex 100
Bahnen 1 und 8: Raoul™-Molekulargewichtsmarker
Bahnen 2 und 6: Isolate aus der Olphase mit Stabilisierung der DNA durch Chelex 100
Bahnen 3 und 7: Isolate aus 2 und 6 ohne Stabilisierung der DNA
Bahnen 4 und 5: P. putida mt-2 mit bzw. ohne Stabilisierung der DNA durch Chelex 100

Die Abb. 45 veranschaulicht, daB sich in den ausgewahiten Umweltisolaten Genfragmente
amplifizieren lieBen. Die PCR-Produkte aus den getesteten Isolaten und dem als Positiv-
kontrolle mitgefihrten Plasmid pWWO wiesen das gleiche Molekulargewicht auf. Sie ent-
sprechen den errechneten FragmentgréBen von 700 bp. Zudem wird erkennbar, daB eine
Stabilisierung der DNA durch CHELEX 100 wahrend der Lysierung offensichtlich nicht erfor-
derlich ist. Die Effektivitdt der PCR zeigt keine Unterschiede, was an einer vergleichbaren
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DNA-Konzentration sichtbar wird. Entscheidend scheint hingegen zu sein, daB die Lyse der
Suspensionen in kochendem Wasser durchgefihrt wird; eine Inkubation im Thermoblock bei
95°C fuhrte zu einer deutlich geringeren Effektivitét.

4.41.3 Alkanmonooxygenase alk B

Aufgrund des im biochemischen Test ermittelten Abbaupotentials fir aliphatische Kohlen-
wasserstoffe bei einer groBen Anzahl von Isolaten aus verschiedenen Phasen des belaste-
ten Grundwassersbereiches wurde versucht, das alk B-Genfragment Gber PCR zu amplifi-
zieren.

Modellhaft dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung einiger ausgewahliter PCR-
Anséatze in der Abb. 46.

Die Darstellung zeigt, daB3 mit den in der Literatur empfohlenen Primern in einigen Umwelt-
isolaten mehr als ein Fragment amplifiziert wurde (Bahn 1, 2, 3, 5, 6, 8), wahrend in anderen
(Bahn 4, 7, 11, 12) nur ein Fragment angereichert wurde. In einigen Umweltisolaten (Bahn
14, 15, 16) lieBen sich keine Fragmente darstellen. Der Vergleich der Molekulargewichte der
amplifizierten Fragmente mit den errechneten Molekulargewichten (870 bp) macht deutlich,
daB die jeweils obere Bande (Bahn 1, 2, 3, 8) das erwartete Fragment représentiert. Die
z. T. zusatzlich auftretenden kleineren Fragmente (Bahn 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12) wai-
sen ein deutlich geringeres Molekulargewicht auf und kénnen somit keinen vollstandigen
alk B-Genabschnitt darstellen. Ihr Molekulargewicht liegt zwischen ca. 500 - 600 bp.

8

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11

+ 870 bp

Abb. 46: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikationsprodukte des Alkanmonooxy-
genase-Genfragmentes aus ausgewahliten abbauaktiven Isolaten verschiedener Kompar-
timente des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91
Bahnen 1 bis 8 sowie 10: Isolate aus der Wasserphase
Bahn 11: Isolat aus der Olphase
Bahn 9: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

In der nachfolgenden Tab. 14 wird eine Ubersicht tiber die Anzahl und die Ergebnisse der
PCR-Amplifikationen gegeben.
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Tab. 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der PCR-Amplifikationen ausgewéhlter Genfragmente
in Isolaten unterschiedlicher Kompartimente
Brunnen 6/91 6/91
Kompartiment Olphase Wasserphase
Isolationsmedium Standardmedium mit | Standardmedium mit
1% 1%
Spindeldl Spindeldl
Anzahl der getesteten Isolate 27 a3
alk B
Prozentualer Anteil der Isolate mit erwarteter 19 6
FragmentgréBe (alk B)
Anzahl der getesteten Isolate 18 20
nah Ac
Prozentualer Anteil der Isolate mit erwarteter 100 75
FragmentgréBe (nah AC)
Anzahl der getesteten Isolate 4 o5
xyl E
Prozentualer Anteil der Isolate mit erwarteter 100 48
FragmentgréBe (xyl E)

s Aus der Tab. 14 geht hervor, daB die PCR-Amplifikation des nah Ac-Genfragmentes in
einem deutlich héheren Anteil der Umweltisolate erfolgreich war und zum PCR-Produkt in
der erwarteten GroBe fiihrte. .

= Die Amplifikation des alk B-Genfragmentes gelang hingegen nur in einem geringen Teil
der Umweltisolate (19 bzw. 6%). Offensichtlich ist, daB trotz hohem biochemischen Ab-
baupotential die Alkanmonooxygenase nur in wenigen Isolaten codiert ist oder daB die
DNA keine den Primern komplementéren Erkennungssequenzen aufweist. Dies kénnte
durch Insertionen, Punktmutationen oder Deletionen der entsprechenden DNA-Bereiche
maoglich sein.

4.4.1.4

Obwohl durch den Vergleich der errechneten FragmentgréBe mit dem amplifizierten PCR-
Produkt das Vorhandensein des entsprechenden Gens in den Umweltisolaten sehr waht-
scheinlich gemacht werden konnte, ist ein endgiiltige Nachweis nur durch Hybridisierung
mdbglich.

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Fragmente wurden auf positiv geladene Ny-
lonmembran Gbertragen und fixiert. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe Digoxygenin markierter
interner Cligonukleotidsonden bei der anhand der Nukleotidsequenz errechneten Hybridisie-
rungstemperatur. '
Die folgenden Abb. 47 und 48 zeigen die mit Hilfe des Computerprogramms Scan-Pack be-
arbeiteten Fotografien verschiedener Hybridisierungsfilter.

Die Abb. 47 stellt die auf positiver Nylonmembran fixierten PCR-Amplifikationsfragmente
dar, die mit der internen endmarkierten Digoxygenin Oligonukleotidsonde nah Ac 2 hybridi-
sierten.

Detektion durch Hybridisierung
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Abb. 47: Hybridisierung der PCR-Amplifikationsfragmente des Naphthalendioxygenase-
Genfragmentes ausgewahlter Isolate aus verschiedenen Kompartimenten des belasteten
Grundwasserbereiches GWBR 6/91 mit der Digoxygenin endmarkierten Oligonuklec-
tidsonde nah Ac2

Bahn 1: Isolat aus der Wasserphase

Bahnen 2-5 und 7-9: Isolate aus der Olphase

Bahn 8: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 10: Plasmid NAH 7 aus P. putida G7 (Positivkontrolle)
Bahnen 11 und 12: frei

Die erwarteten Hybridisierungssignale zeigen sich als Banden im GréBenbereich zwischen
600 und 700 bp (Raoul™-Molekulargewichtsmarker Bahn 6). Die unterschiedliche Effektivitat
der PCR-Amplifikationen spiegelt sich in der Stdrke des Signales wider (Bahn 2 und 4).
Wenngleich im Agarosegel flr das Isolat (Bahn 2) keine Bande im erwarteten GréBenbe-
reich festgestellt werden konnte, so ist auf dem Hybridisierungsfilter ein schwaches Signal
zu erkennen. Es kann davon ausgegangen werden, daB sich auch in diesem Umweltisolat
das nah Ac-Genfragment amplifizieren (geringe Effektivitdt) und nachweisen lieB, eine
Beobachtung, die sich zudem mit dem flr das Isolat biochemisch ermittelten Abbaupotential
deckt.

Die Abb. 48 stellt den Hybridisierungsfilter mit dem Nachweis des Alkanmonooxygenase-
Genfragmentes dar.

Beim Vergleich mit dem entsprechenden Agarosegel (Abb. 46) wird deutlich, daf die obere
Bande ein Hybridisierungssignal mit der internen endmarkierten Digoxygenin Oligonukleo-
tidsonden alk B (S) ergab.

Die unteren Banden im GroBenbereich zwischen 500 und 600 bp enthielten nicht die zur
alk B-Sonde komplementére Sequenz.

Deutliche Hybridisierungssignale im GréBenbereich von 700 bp wurden beim Nachweis des
xyl E-Genfragmentes in ausgewahiten Umweltisolaten festgestelit.



Ergebnisse

77

Ll « 870 bp

Abb. 48: Hybridisierung der PCR-Amplifikationsprodukte des Alkanmonooxygenase-
Genfragmentes ausgewahlter abbauaktiver Isolate aus verschiedenen Kompartimenten
des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 mit der Digoxygenin endmarkierten
Oligonukleotidsonde alk B (S)

Bahnen 1 bis 8:  Isolate aus der Wasserphase
Bahn 9: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Aus den Ausflhrungen lassen sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

1. Durch die gezielte PCR-Amplifikation ausgewahlter Genfragmente, die bekannte Schiis-
selenzyme codieren, ergaben sich deutliche Hinwsise auf das Vorhandensein ausge-
wéhiter Abbauwege in den untersuchten Isolaten. Die allgemeinen Informationen zum

biochemisch ermittelten Abbaupotential konnten somit verifiziert und ergénzt werden.

2. Die anschlieBende Hybridisierung mit internen genspezifischen Oligonukleotidsonden
flhrte zum Nachweis der entsprechenden Gensequenzen und bestétigte, daB in den

Umweltisolaten die klassischen Abbauwege codiert sind.

3. Eine Vereinfachung der Methodik konnte durch die Verwendung von Lysatiiberstanden
anstelle von DNA-Préparaten erreicht werden und schaffte die Maglichkeit, die Gesamt-

heit der Isolate einer Probe mit einem vertretbaren Zeitaufwand zu testen.

4. Es zeigte sich fir die untersuchten Proben des belasteten Grundwasserbereiches 6/91
(Olphase und Wasserphase), daB3 der Anteil der degradativen Isolate, deren Potential
auch auf molekularbiologischer Ebene nachgewiesen werden konnte, in der Wasserpha-

se héher war als in der Olphase.

5. Am haufigsten konnte dabei das nah Ac-Genfragment amplifiziert und nachgewiesen

werden (Wasserphase 100%, Olphase 75%).

6. Im Fall des xyl E-Genfragmentes war ein Nachweis in Isolaten der Olphase zu 48% mog-
lich, in denen der Wasserphase zu 100%. Beriicksichtigt werden muf jedoch , daB ledig-

lich 4 Isolate aus der Wasserphase getestet wurden.

7. Das alk B-Genfragment lieB sich in beiden Proben nur in jedem 5. Isolat (Wasserphase)

bzw. nur in jedem 17. Isolat (Olphase) amplifizieren und nachweisen.
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4.4.2 Lokalisierung von DNA-Sequenzen fiir die Codierung von Abbauleistungen
in Isolaten mikrobieller Biozénosen

Wie bereits anfanglich erwéhnt, wurden von einer Vielzahl degradativer Umweltisolate DNA-
Préparationen vorgenommen. In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise, daB das
breite Spektrum der Abbauleistungen von Pseudomonaden mit dem Vorhandensein von
Plasmiden korreliert (PEMBERTON, 1983; SAYLER et al., 1990; SCHUMANN, 1990). Die z. T.
sehr gut charakterisierten Plasmide (NAH 7, pWWO, CAM u. a.) weisen zumeist ein sehr
hohes Molekulargewicht auf. Unter der Voraussetzung des Nachweises degradativer Lei-
stungen ist es als wahrscheinlich anzusehen, daB die Plasmide, die aus Umweltisolaten des
belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches prapariert wurden und ein entspre-
chendes Molekulargewicht aufwiesen, auch Abbauleistungen codieren.

4.4.2.1 Plasmidvorkommen in mikrobiellen Biozénosen

Die gelelekirophoretisch aufgetrennten Praparate zeigten flr den Uberwiegenden Teil de-
gradativer Umweltisolate das Vorkommen von Plasmiden.

Die Abb. 49 und 50 zeigen dies beispielhaft flr einige ausgewahlte Isolate aus verschiede-
nen Bereichen des belasteten und unbelasteten Grundwassers.

*+ 117 kb
“ 60 kb
“= chromosomale DNA

Abb. 48: Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA-Préparate ausgewahlter abbauakti-
ver Isolate aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91

Bahnen 1-9: Isolate aus der Olphase

Bahn 10: P. putida mt-2 mit Plasmid pWWO (117 kb)
Bahn 11: P. fluorescens mit Plasmid pAB 26

Bahn 12: E. coliHB 101 mit Plasmid RP 4

Dabei wurden in der Abb. 49 hauptséchlich Plasmide mit einem vergleichbaren Molekular-
gewicht dargestellt. Die Abb. 50 zeigt hingegen, daf3 in einigen Isolaten mehrere Plasmide
nachweisbar sind. Zur Abschatzung des Molekulargewichtes wurden vergleichend Marker-
plasmide aufgetragen, die gut charakterisiert sind und deren Molekulargewicht bekannt ist.
Die aus Umweltisolaten préparierten Plasmide wiesen ein geringeres Molekulargewicht auf
als das Plasmid pWWO [117 kb] (Bahn 10) aus P. putida mt-2. Fiur die Mehrzahl| der Plas-
mide wurde ein ahnliches Molekulargewicht nachgewiesen wie das des Plasmides RP 4 aus
Escherichia coli HB 101, das mit 60 kb angegeben wird (Bahn 12).
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Abb. 50: Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA-Praparate ausgewahlter abbauakti-
ver Isolate aus der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 108/94

Bahnen 1-3: Isolate aus der Interphase

Bahn 4: P. putida mt-2 mit Plasmid pWWO (117 kb)
Bahn 5: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96

Bahn &: E. coliHB 101 mit Plasmid RP 4

Aus der Abb. 50 wird hingegen ersichilich, daB in einem Isolat (z. B. Bahn 1) sowohl gréBere
Plasmide als das Markerplasmid pWWO (Bahn 4) als auch kleinere als das Plasmid RP 4
(Bahn 6) auftreten. Zum Vergleich wurde auf der Bahn 5 eine Plasmidpréparation aufgetra-
gen, die ein Plasmid in vergleichbarer GréBe wie jene in der Abb. 49 enthélt. Der GréBen-
unterschied zu den Plasmiden in Bahn 1, 2 und 3 wird somit deutlich erkennbar.

Die Tab. 15 gibt eine Ubersicht Gber die Anzahl der Isolate aus verschiedenen Phasen des
belasteten und unbelasteten Grundwasserbereiches, in denen Plasmide gelelektrophore-
tisch nachgewiesen wurden. Berticksichtigt wurde eine z. T. stichprobenartige Auswahl! von
Umweltisolaten, bei denen mit Hilfe der biochemischen Tests degradative Leistungen ermit-
telt wurden.

Aus der Tab. 15 wird ersichtlich, daf in allen Phasen der Uberwiegende Teil der Isolate Tra-
ger von Plasmiden ist. Innerhalb der Phasen des belasteten Grundwasserbereiches sind
dabei vergleichbare prozentuale Anteile plasmidtragender Isolate festzustellen. Auffallig ist
lediglich der mit 22 % geringe Anteil in der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches
8/91. Einschrénkend sollte jedoch nochmals darauf hingewiesen werden, daf teilweise nur
stichprobenhaft untersucht wurde. Zudem sei an dieser Stelle bemerkt, daf3 der Anteil plas-
midtragender Isolate wahrscheinlich ber den genannten Werten liegt. Das Unterschreiten
der Nachweisgrenze fiir plasmidale DNA im Agarosegel bewirkt, daB solche Isolate nicht
berlcksichtigt werden konnten.

Es ist jedoch festzustellen, daB das biochemisch ermittelte degradative Potential im engen
Zusammenhang mit dem hohen Anteil plasmidtragender Isolate steht.
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Tab. 15: Verbreitung und geschatztes Molekulargewicht isolierter Plasmide aus Mikroorganismen
unterschiedlicher mikrobieller Biozénosen

Brunnen | Phase |lsolations- |Anzahlder |Anteil Anzahl der Isolate mit einem geschétztem
medium getesteten | plasmid- Molekulargewicht
Isolate tragender
Isolate

(%]
<117kb |=60kb |<80kb |>117kb

Frithjahr 1994
21/92 |Wasser| R2A 3 100 3 3 3
6/91 Wasser R2A 3 67 2 2
6/91 ol SMSS 20 75 15 15 3
go1 | 'Me™ | smso 9 22 2 2 1
phase
6/91 |Wasser| SMSO 25 68 17 17 2 6
6/91 Sedi- SMsSO 6 67 3 3 2
ment
Frihjahr 1995
691 | o | ma | 3 | w0 | 3 | 3 | 3 ]

4422 Zuordnung degradativer Leistungen zu genetischen Loci der Isolate

Aus der Tab. 15 geht hervor, daB3 ein GroBteil abbauaktiver Isolate ber Plasmide verfigt.

Im folgenden Schritt wurde versucht, Abbauleistungen anhand ausgewéhlter Gensequenzen
nachzuweisen und sie bestimmten genetischen Loci zuzuordnen (Plasmid, Chromosom).
Dabei erwies es sich als sehr vorteilhaft, daB bei der angewandten Isolationsmethode fir
Plasmid-DNA aus Pseudomonaden auch fragmentierte chromosomale DNA mit prépariert
wird.

In der Abb. 51 wird dies veranschaulicht.

+« 117 kb
« B0 kb

< chromosomale
DNA

Abb. 51:  Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA ausgewahiter abbauaktiver Isolate
aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91)
Bahn 1 und 8: Raoul™-Molekulargewichtsmarker
Bahnen 2 bis 7:  lIsolate aus der Olphase
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Die jeweils obere Bande représentiert die Plasmid-DNA als ccc-Form (covalent closed cir-
cles), darunter ist die fragmentierte chromosomale DNA zu erkennen.

Als GroBenvergleich wurden auf Bahn 1 und 8 eine DNA-Préparation aus P. putida mt-2 mit
dem Plasmid pWWO aufgetragen. Die auf Nylonmembran fixierie Plasmid-DNA wurde mit
dem PCR-Amplifikationsfragment des Naphthalen-Dioxygenase-Gens nah Ac des NAH 7-
Plasmids aus P. putida G7 hybridisiert. Dieses Fragment wurde vorher random primed mit
Digoxygenin markiert. Die Hybridisierung des Filters erfolgte bei 42°C Uber Nacht.

Die Abb. 52 zeigt den entwickelten Filter. Man erkennt, da3 die Plasmide der Isolate in den
Bahnen 3, 4, 5 und 6 offensichtlich Zielsequenzen fiir die nah Ac-Sonde enthalten. Die obe-
ren Banden weisen deutlich Hybridisierungssignale auf.

Obwohl fiir die Plasmidpréparationen der Isolate in den Bahnen 2 und 7 der gelelektropho-
retische Nachweis von Plasmid-DNA mit einem &hnlichen Molekulargewicht wie in den ande-
ren Préparationen (Bahnen 3-6) erbracht wurde, enthielten sie nicht den zur nah Ac-Sonde
komplementéren DNA-Bereich. In diesen Bahnen war kein Hybridisierungssignal nachweis-
bar.

<+ 60 kb

S — i + chromosomale
DNA

Abb. 52: Hybridisierung der Gesamt-DNA ausgewahlter abbauaktiver Isolate aus der Olphase des
belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91) mit dem Digoxygenin random primed
markierten nah 7 PCR-Amplifikationsfragment (Naphthalendioxygenase)

Bahn 1 und 8: Raoul™-Molekulargewichtsmarker
Bahnen 2bis 7:  Isolate aus der Olphase

Diese Beobachtung stimmt fir das Isolat auf Bahn 2 mit den biochemischen Untersuchun-
gen Uberein, wonach es keine degradative Aktivitat flir Naphthalen aufwies. Das Isolat in der
Bahn 7 zeigte hingegen ein degradatives Potential gegeniiber Naphthalen. Fiir beide Isolate
(Bahn 2 und 7) konnte weder aus Lysatiiberstanden noch aus Plasmidpraparationen das
nah Ac-Genfragment amplifiziert werden. Dies ist aus den Abb. 53 und Abb. 54 ersichtlich.
Dargestellt sind die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikationen des nah Ac-
Genfragmentes aus Plasmidpréparationen fiir ausgewéhlte Umweltisolate und der Filter der
Hybridisierung mit der internen Oligonukleotidsonde nah Ac 2.
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Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikationsfragmente der
Naphthalendioxygenase aus ausgewahlten abbauaktiven Isolaten verschiesdener
Kompartimente des belasteten Grundwasserbereiches GWBR 6/91 (ternplate-DNA -
Plasmidpraparate)

Bahnen 1 bis 7: Isolate aus der Wasserphase
Bahnen 8,9, 11 bis 17:  Isolate aus der Olphase
Bahn 10: nah 7-Plasmid aus P. putida G7

Man erkennt auf den Bahnen 12 und 17 eine unspezifische Amplifikation von DNA fir die
Isolate der Bahnen 2 bzw. 7 aus den Abb. 51 und 52.

e

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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Abb. 54:

Hybridisierung der PCR-Amplifikationsfragmente der Naphthalendioxygenase aus
ausgewahlten abbauaktiven Isolaten verschiedener Kompartimente des belasteten
Grundwasserbereiches GWBR 6/91 mit der Digoxygenin endmarkierten
Oligonukleotidsonde nah Ac 2

Bahnen 1 bis 7: Isolate aus der Wasserphase
Bahnen 8, 9, 11 bis 17: Isolate aus der Olphase
Bahn 10: nah 7-Plasmid aus P. putida G7

Auf dem Hybridisierungsfilter (Abb. 54) sind u. a. in den Bahnen 12 und 17 keine Signale
erkennbar. Das verdeutlicht, daBB eine fehlende Abbauaktivitdt des Isolates auf Bahn 12
(entspricht Bahn 2 in den Abb. 51 und 52) gegeniiber Naphthalen auch molekularbiologisch
nachgewiesen werden konnte. Das Fehlen von Zielsequenzen fir die nah Ac-Sonde
(Amplifikat aus NAH 7-Plasmid) im Isolat auf Bahn 17 (entspricht Bahn 7 in den Abb. 51 und
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52) bei gleichzeitig nachgewiesener Abbauaktivitat gegeniber Naphthalen deutet an, dafi3
die Initiierung des Abbaus von Naphthalen lber andere Stoffwechselwege erfolgen konnte
oder das Enzym durch heterologe Gensequenzen codiert wird.

ErwartungsgemaB zeigten sich in den Bahnen 1 und 8 (DNA-Praparat aus P. putida mt-2 mit
Plasmid pWWO) der Abb. 52 keine Hybridisierungssignale, so daB unspezifische Bindungen
der nah Ac-Fragment Gensonde (Amplifikat aus NAH 7-Plasmid) ausgeschlossen werden
konnten.

Neben den Hybridisierungssignalen im Bereich der plasmidalen DNA waren diese auch auf
der Hohe der fragmentierten chromosomalen DNA nachweisbar. Diese Tatsache wider-
spricht jedoch der bisherigen Auffassung, wonach das nah-Operon, das die Enzyme des
Naphthalenabbaus codiert, stets auf plasmidaler DNA lokalisiert sei (SANSEVERINO et al.,
1993).

4423 Charakierisierung des Plasmides pAB 96

Aus den biochemischen Tests hatten sich bei einigen Isolaten Hinweise eines Abbaupo-
tentials sowoh! fir Aromaten als auch fiir n-Alkane ergeben. Diese Befunde sollten auf mo-
lekularbiologischer Ebene naher untersucht werden. Unter den fiir mehrere Substanzen ab-
bauaktiven Mikroorganismen aus der Olphase des belasteten Grundwasserbereiches
(GWBR 6/91) wurde die plasmidale DNA eines dieser Isolate mittels Dichtegradientenzen-
trifugation separiert, um sie hinsichtlich ihres Molekulargewichtes naher zu charakterisieren
und Aussagen Uber die Lokalisierung degradativer Leistungen abzuleiten.

4.42.3.1 GroBe des Plasmides

Das Plasmid, das kiinftig als pAB 96 bezeichnet wird, wurde zunichst hinsichtlich seines
Molekulargewichtes mit gut charakterisierten Plasmiden (pPWWO, RP4) verglichen.
1 2 3

- 117 kb
+« 60 kb

Abb. 55: Gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Préparationen des Plasmides pAB 96 und
der Markerplasmide pWWO und RP4
Bahn 1: P. putida mt-2 pWWO,
Bahn 2: P.fluorescens pAB 96,
Bahn 3: E.coliHB 101 RP4



Ergebnisse 84

Die Abb. 55 zeigt die gelelekirophoretische Auftrennung der DNA des Plasmides pAB 96 im
Vergleich zu den Markerplasmiden pWWO aus P. putida mt-2 und RP4 aus Escherichia coli
HB 101. Man erkennt, daf das Plasmid pAB 96 etwas kleiner ist als 60 kb (RP 4).

4.4.2.3:2 Restriktionsanalysen

In den folgenden Schritten sollte das Plasmid pAB 96 aus P. flucrescens naher charakteri-
siert werden. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe ausgewahlter Restriktionsenzyme fragmen-
tiert. Daflr wurden die Restriktionsendonucleasen Eco Rl und Xho | angewandt.

Die Abb. 56 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionsfragmente. Zur Ab-
schétzung des Molekulargewichtes der entstandenen Fragmente wurde in den Bahnen 1
und 6 der Raoul™-Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Bahnen 2 und 3 représentie-
ren die Restriktionsmuster der DNA des Plasmides pWWO aus P. putida mt-2.

9

i 2 3 4 5 6 7 8 10 11

Abb. 56: Gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionsfragmente der Plasmide pWWO und

DAB 96

Bahnen 1 und 11: Raoul™-Molekulargewichtsmarker
Bahn 2: pWWO x Eco Al

Bahn 3: pWWO x Xhol

Bahn 4: pAB 96 x Eco Al

Bahn 5: pAB 96 x Xhol

Die Abb. 56 veranschaulicht, daB sich die Restriktionsmuster beider Plasmide deutlich un-
terscheiden. Anhand des Vergleiches der Restriktionsfragmente des pAB 96 mit den be-
kannten FragmentgroBen des Raoul™-Molekulargewichtsmarker war es nach einer Auf-
summierung mdglich, das Molekulargewicht des Gesamtmolekils zu ermittein. Wenngleich
eine eindeutige Differenzierung der Restriktionsfragmente mit geringem Molekulargewicht
aufgrund der verringerten Konzentration relativ schwierig ist, 143t sich dennoch das Moleku-
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largewicht des Plasmides grob abschatzen. Danach ergibt die Summe der Fragmente im
Fall der Eco RI-Spaltung ein Molekulargewicht von ca. 54,4 kb und fir das Enzym Xho [ ca.
53,7 kb. Die aus dem Vergleich mit gut charakterisierten Plasmiden vorgenommene Ab-
schatzung des Molekulargewichtes von pAB 96 konnte somit bestatigt bzw. konkretisiert
werden.

Die Tab. 16 gibt eine Auflistung der durch die genannten Restriktionsenzyme entstandenen
Fragmente hinsichtlich ihrer durch den Vergleich mit dem Raoul™-Molekulargewichtsmarker
abgeleiteten GroBen und nennt die méglichen Ergebnisse der Aufsummierung.

Tab. 16: Molekulargewichte der Restriktionsfragmente des Plasmides pAB 96

pAB 96 x Eco Rl pAB 96 x Xho
Fragment- Mg der Frag- |Bemerkung |Fragment- Mg der Frag- |Bemerkung
nummer mente [bp] nummer mente [bp]
1 17 1 17
2 15 2 10
3 3,8 3 6
4 3,6 4 5 evil. 3
Banden
5 3,4 5 2,6
31 6 2,3 Summe
6,7 kb
2,7 7 1,8
2,3 evil. Doppel- 8 1,4
bande
9 1,7
10 1,0
11 0,9
Summe der 54,5 83,7
Fragmente
[kb]
Summe der 56,8 Fragment 8 58,7 Fragment 4
Fragmente als Doppel- als Dreifach-
[kb] bande ge- bande ge-
incl. Doppel- wertet wertet
banden etc.

4.4.2.3.3 Lokalisierung abbaurelevanter Leistungen auf dem Plasmid pAB 96

Aufgrund des biochemisch nachgewiesenen Abbaupotentials des Tragerorganismus fiir das
Plasmid pAB 96 war es von besonderem Interesse nachzupriifen, ob auf dem Plasmid aus-
gewahlte Abbauenzyme codiert sind. Dazu wurde versucht, die aus den vorangegangenen
Untersuchungen bekannten Fragmente der Gensequenzen von xyl E, nah Ac und alk B auf
diesem Plasmid nachzuweisen. Die mit den Restriktionsendonukleasen Eco R/ und Xho /
verdaute Plasmid-DNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf positiv geladene Nyion-
membran Ubertragen, fixiert und hybridisiert. Die sich aus der Sequenz der Sonden erge-
benden Hybridisierungsbedingungen sind in der Tab. 17 zusammengefaft.
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Tab. 17: Charakteristika der Hybridisierungsbedingungen zum Nachweis degradativer Leistungen
auf Restriktionsfragmenten des Plasmides pAB 96

Sonde xyl E nah Ac alk B
Herkunft der Sonde xyl E nah Ac alk B
PCR-Amplifikat aus | PCR-Amplifikat aus interne Oligo-
pWWO NAH 7 nukleotidsonde
(P. putida mt-2) (P. putida G7)
Markierung der Sonde Digoxygenin random | Digoxygenin random Digoxygenin
primed markiert primed markiert 5" endmarkiert

Hybridisierungsbedingungen

Hybridisierungstemperatur [°C] 42 60 42
Hybridisierungsdauer [h] 12-14 12-14 12-14
Waschtemperatur [°C] 42 60 42

Um eine ausreichende Stdrke des Nachweissignals flr die Hybridisierung mit der alk B-
Oligonukleotidsonde zu erreichen (wegen der Endmarkierung nur jeweils ein Digoxygenin-
molekil je gebundenem Oligonukleotid), wurde in der Hybridisierungslésung ein UberschuB
des alk B-Oligonukleotides (0,3 nmol/ml) eingestellt. Diese Konzentration erwies sich fiir die
Detektion der Hybridisierungssignale als ausreichend. Homologien der alk B-
Oligonukleotidsonde konnten mit einer 2,5 kb groBen Bande im Muster der Xho | Spaltung
des Plasmides pAB 96 (Bahn 2), im Fall der Eco Rl Spaltung mit einer 15 kb (Bahn 3) gro-
Ben Bande nachgewiesen werden.

In den Bahnen 7 und 8 der Abb. 57 ist die Hybridisierung der pAB 96 Restriktionsfragmente
mit dem xyl E PCR-Amplifikat aus pWWO (P. putida mt-2) dargestellt. Dabei erkennt man,
daB jeweils eine Bande in beiden Restriktionsmustern mit der xyl E-Sonde hybridisiert. Der
auf Bahn 1 aufgetragene Raoul™-Molekulargewichtsmarker (Hybridisierung mit Digoxygenin
random primed markiertem Plasmid pUC) erméglichte eine Orientierung Uber die GréRe der
hybridisierenden Banden. Im Muster der Restriktion des Plasmides pAB 96 mit Xho | hybridi-
sierte eine Bande im GréBenbereich um 5 kb (Bahn 7), fir das Restriktionsmuster mit
Eco Rl war eine Hybridisierungssignal bei 18,5 kb nachweisbar (Bahn 8).

Die Hybridisierung mit dem Digoxygenin random primed markierten nah Ac PCR-
Amplifikationsfragment aus P. putida G7 als Sonde ergab eine Vielzahl von Hybridisierungs-
signalen (Abb. 57). Im Fragmentmuster der Xho |-Restriktion des Plasmides pAB 96 wurden
im GréBenbereich von 5 kb und 2,5 kb starke Hybridisierungssignale festgestellt. Schwache
Banden waren im GrdBenbereich von 17,8 kb, 10,6 kb und 6,1 kb sichtbar (Bahn 5). Fiir die
Fragmente der Spaltung mit dem Enzym Eco R/ wurden 2 unterschiedlich starke Signale mit
einem Molekulargewicht der Restriktionsfragmente von 16,5 kb (starkes Signal) und 17,8 kb
(schwaches Signal) nachgewiesen (Bahn 6).




Ergebnisse 87

Abb. 57: Hybridisierung der Restriktionsfragmente des Plasmides pAB 96 mit ausgewdhlten Gen-

sonden

Bahnen 1,4 und 7: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahnen 2, 5 und 8: pAB 96 x Xho |

Bahnen 3, 6 und 9: pAB 96 x Eco Rl

Bahnen 1, 2 und 3: Hybridisierung mit der Digoxygenin endmarkierten
alk B Oligonukleotidsonde

Bahnen 4, 5 und 6: Hybridisierung mit dem random primed Digoxygenin markier-
ten nah Ac PCR-Amplifikat aus NAH 7 (P. putida G7)

Bahnen 7, 8 und 9: Hybridisierung mit dem random primed Digoxygenin markier-

ten xyl E PCR-Amplifikat aus pWWO (P. putida mt-2)

Wegen der Vielzahl der Hybridisierungssignale mit dem vollstandig Digoxygenin random
primed markierten Amplifikationsfragment aus dem Plasmid NAH 7 lag die Vermutung nahe,
daf die Sonde zusétzlich zum nah Ac Gen auch noch unspezifische Bindungen mit anderen
Bereichen des Plasmides pAB 96 einging. Deshalb wurden die Restriktionsfragmente in ei-
nem néchsten Schritt statt mit dem PCR-Amplifikat mit der nah Ac 2-Oligonukleotidsonde
aus dem internen Bereich des nah Ac Genes hybridisiert. Wegen der nur am 5' Ende des
Oligonukleotids vorliegenden Markierung wurde das Sondenmolekiil in der Hybridisierung im
UberschuB eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte (ber Nacht bei 60°C. Die Waschschritte
wurden bei 50°C ausgefiihrt. Die stringenten Hybridisierungsbedingungen erlaubten die Zu-
ordnung des nah Ac Genes zu hestimmten Restriktionsfragmenten des Plasmides pAB 96
(Abb. 58).
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Abb. 58: Hybridisierung der Restriktionsfragmente der Plasmide pWWWO und pAB 96 mit der Di-
goxygenin endmarkierten nah Ac 2-Oligonukleotidsonde
Bahnen 1 und 11: Raoul™-Molekulargewichtsmarker
Bahn 3: pWWO x EcoRI Bahn 7: pAB 96 x Eco Rl
Bahn 5: pWWO x Xho | Bahn 8: pAB 96 x Xho |l

In der Bahn 7 wurde ein Hybridisierungssignal im GroBenbereich von ca. 15 kb sichtbar. Die
in der Bahn 9 aufgetragene Restriktion des Plasmides pAB 96 mit dem Enzym Xho / ergab
ein Hybridisierungssignal mit einem Fragment der GréBe von ca. 2,5 kb.

ErwartungsgemaB wurden bei der Hybridisierung des Filters mit der nah Ac 2-
Oligonukleotidsonde keine Signale auf den Bahnen 3 und 5 nachgewiesen; hier wurde das
mit Eco Rl und Xho I gespaltene Plasmid pWWO aus P. putida mt-2 als Negativkontrolle
aufgetragen. ’
Eine Auswertung der Hybridisierungsergebnisse gibt die Tab. 18.

Tab. 18: Ergebnisse der Hybridisierung von pAB 96-Restriktionsfragmenten mit ausgewéhlten

Gensonden
Sange | rercunitder Xho | EcoRI
Sonde
starkes schwaches starkes schwaches
Signal Signal Signal Signal
PCR-
xyl E Amplifikations- | S kb 18,5 kb
fragment
PCR- : 5 kb 17,8 kb
nah Ac | Amplifikations- 10,6 kb 16,5 kb 17,8 kb
fragment 2,5 kb 6,1 kb
nah Ac 2 | Oligonukleotid 2,5 kb 15 kb
alk B Oligonukleotid 2,5 kb 15 kb
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Die mit Hilfe des HEROLAB-Auswertungsprogramms ermittelten Molekulargewichte der
Fragmente, die Hybridisierungssignale ergaben, erlaubten eine erste Zuordnung der Ab-
bauleistungen zu Restriktionsfragmenten des Plasmides pAB 96 (Abb. 59).

Xhol Xhol EcoRlI EcoRI
xyl E xyl E
5 kb 18,5kb
Xhol Xhol EcoRlI EcoRI
| nahAc| akB | nahAc | alkB
2,5 kb 15kb

Abb. 59: Schematische Darstellung der Zuordnung von Abbauleistungen zu Restriktionsfragmen-
ten des Plasmides pAB 96

4424 Verbreitung des Plasmides pAB 96 in mikrobiellen Biozénosen des
mineraldlbelasteten Grundwassers

Im Verlaufe der Untersuchungen abbauaktiver Isolate hatten sich vielfach Hinweise auf ei-
nen hohen prozentualen Anteil plasmidtragender Mikroorganismen ergeben (Tab. 15). An-
hand der Untersuchungen eines dieser Plasmide (pAB 96) waren die geschétzten GroBen-
angaben von ca. 60 kb auf 56 kb konkretisiert worden. Ausgewahite degradative Leistungen
konnten bestimmten Restriktionsfragmenten zugeordnet werden.

Bei dem Vergleich der isolierten Plasmide aus unterschiedlichen degradativen Mikroorga-
nismen verschiedener belasteter Grundwasserbereiche hatte sich gezeigt, daB in einer Viel-
zahl der untersuchten Isolate Plasmide mit einem &hnlichen Molekulargewicht nachgewiesen
werden konnten wie das des Plasmides pAB 96. Es war daher von besonderem Interesse
aufzuzeigen, ob das Plasmid pAB 96 innerhalb der Biozénosen verbreitet ist.

Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen sollten Hinweise auf einen méglichen Ver-
breitungsmechanismus des Abbaupotentials innerhalb der belasteten Biozénosen geben.
Die Abb. 60, 61 und 62 stellen die gelelekirophoretische Auftrennung der plasmidalen DNA
verschiedener degradativer Isolate dar.

Die Abb. 60 repréasentiert eine Zusammenstellung der Gesamt-DNA aus Isolaten des unbe-
lasteten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92) und verschiedenen Kompartimenten des
belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91). Beriicksichtigt wurden somit Isolate aus
unterschiedlichen Biozénosen zum gleichen Zeitpunkt. ’
Im Agarosegel in der Abb. 61 wurden sowohl Isolate der Olphase des belasteten Grundwas-
serbereiches (GWBR 6/91) als auch der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches
108/94 aufgetragen, die bei unterschiedlichen Probenahmen gewonnen wurden. Damit soll-
ten sich Hinweise ergeben, ob sich das degradative Potential (reprasentiert durch das Plas-
mid pAB 96) auch in Biozénosen rdumlich voneinander entfernt liegender Grundwasserbe-
reiche (6/91; 108/94) nachweisen IaBt. Andererseits solite die zeitliche Stabilitat des degra-
dativen Plasmides pAB 96 innerhalb der Biozénosen der Olphase (GWBR 6/91) und Inter-
phase (108/94) untersucht werden.
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Abb. 60: Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA-Préparate aus Isolaten verschiede-.
ner Kompartimente des belasteten (GWBR 6/31) und unbelasteten Grundwasserberei-
ches (GWBR 21/92)

Bahnen 1 bis 3: Isolate aus der Wasserphase des GWBR 21/92
Bahn 4: Isolate aus der Interphase GWBR 6/91

Bahnen 5-10 und 12-15:  Isolate aus der Wasserphase des GWER 6/91
Bahn 11: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 16: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96

Bahn 17: P. putida mt-2 mit Plasmid pWWQO

5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17

Abb. 61: Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA-Praparate aus Mikroorganismen
verschiedener Kompartimente belasteter Grundwasserbereiche (GWBR 6/91 und 108/94)
zu unterschiedlichen Zeitpunkien

Bahnen 1-6: Isolate aus der Olphase des GWER 6/21 (Frilhjahr 1994)
Bahn 7: Isolat aus der Interphase GWBR 6/91 (Friihjahr 1994)
Bahnen 8, 9 und 12; Isolate aus der Olphase des GWBR 6/91 (Frithjahr 1995)
Bahn 10: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96

Bahn 11: Raoui™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 13: Isolat aus der Interphase GWBR 108/94 (Friihjahr 1995)
Bahn14-17: Isolate aus der Interphase GWBR 108/94 (Herbst 1995)

Die Abb. 62 reprasentiert ergénzend zu den in der A‘bb. 61 bericksichtigten Isolaten eine
Zusammenstellung von Plasmidpraparaten aus der Olphase (6/91). Dabei wurde auf der
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Bahn 4 ein Isolat ausgewahlt, bei dem in den biochemischen Tests zur Bestimmung des
Abbaupotentials flr aromatischen Kohlenwasserstoffen keine Abbauleistungen nachgewie-
sen werden konnten. Die in den Bahnen 10, 11 und 12 aufgetragenen Plasmide pWWO aus
P. putida mt-2, pAB 96 aus P. fluorescens bzw. RP4 aus E. coli HB101 dienten als Positiv-
bzw. Negativkontrollen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 62: Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-DNA-Praparate aus Isolaten der Olphase
des belasteten Grundwasserbereiches (GWBR 6/91)

Bahnen 1-9: Isolate aus der Olphase des GWBR 6/91
Bahn 10: P. putida mt-2 mit Plasmid pWWO
Bahn 11: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96
Bahn 12: E. coli HB 101 mit Plasmid RP4

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Gesamt-DNA-Priparate wurde diese im
Southern-Transfer auf positv geladene Nylonmembran (ibertragen und fixiert. Die Filter wur-
den Uber Nacht bei 42°C mit dem Digoxygenin random primed markierten Plasmid pAB 96
hybridisiert. Die Filter wurden bei 42°C gewaschen und entwickelt.

Die Abb. 63, 64 und 65 stellen die entwickelten Hybridisierungsfilter dar.

Die Abb. 63 veranschaulicht, daB die Mehrzahl der Isolate (Bahnen 1, 4-10, 12) komple-
mentdre Abschnitte zur Sonde pAB 96 aufweist und im GroBenbereich der Plasmid-DNA
Hybridisierungssignale nachweisbar sind.

Aus der Abb. 64 wird ersichtlich, daB das Plasmid pAB 96 oder ihm &hnliche Plasmide in den
aus der Olphase (6/91) isolierten Mikroorganismen verbreitet waren (Bahnen 2-5). In den
Bahnen 8, 9 und 12 sind als deutlich schwéchere Banden Hybridisierungssignale erkennbar,
deren Molekulargewicht geringer als das des Plasmides pAB 96 (Bahn 10) ist. Der Vergleich
der Plasmide aus Isolaten der Olphase (Abb. 64) zu unterschiedlichen Zeiten (Bahnen 2-5
bzw. 8, 9 und 12) macht deutlich, daB sich die zeitliche Stabilitat des Plasmides pAB 96 nicht
nachweisen lieB. Vielmehr trat ein Plasmid mit geringerem Molekulargewicht auf, das jedoch
offensichtlich Homologien mit der Sonde pAB 96 aufwies; eine Verwandtschaft der Plasmide
ist daher wahrscheinlich. Hybridisierungssignale im Bereich der plasmidalen DNA treten
auch in den Bahnen 13-17 auf (Abb. 64). Dabei wurde deutlich, daB die Plasmide in den
Isolaten der Interphase des belasteten Grundwasserbereiches 108/94 ebenfalls ein geringe-
res Molekulargewicht aufwiesen als'das des pAB 96. Unterschiede zeigten sich jedoch nicht
beim Vergleich der Plasmide aus Mikroorganismen, die zu verschiedenen Zeitpunkten iso-
liert wurden.
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Abb. 63: Hybridisierung der Gesamt-DNA-Praparate aus Isolaten verschiedener Kompartimente
des belasteten (GWBR 6/91) und unbelasteten Grundwasserbereiches (GWBR 21/92) mit
dem Digoxygenin random primed markierten Plasmid pAB 96

Bahnen 1 bis 3: Isolate aus der Wasserphase des GWBR 21/92
Bahn 4: Isolate aus der Interphase GWBR 6/91

Bahnen 5-10 und 12-15: Isolate aus der Wasserphase des GWBR 6/91
Bahn 11: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 16: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96

Bahn 17: P. putida mt-2 mit Plasmid pWWQ
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Abb. 84:  Hybridisierung der Gesamt-DNA-Praparate aus Isolaten verschiedener Kompartimente
belasteter Grundwasserbereiche (GWBR 6/91 und 108/94) zu unterschiedlichen Zeit-
punkten mit dem Digoxygenin random primed markierten Plasmid pAB 96

Bahnen 1-6: Isolate aus der Olphase des GWBR 6/91 (Frithjahr 1995)
Bahn 7: Isolat aus der Interphase GWBR 6/91 (Frithjahr 1995)
Bahnen 8, 9 und 12: Isolate aus der Olphase des GWBR 6/91 (Frihjahr 1995)
Bahn 10: P. fluorescens mit Plasmid pAB 96

Bahn 11: Raoul™-Molekulargewichtsmarker

Bahn 13: Isolat aus der Interphase GWBR 108/94 (Frihjahr 1995)
Bahni4-17: Isolate aus der Interphase GWBR 108/94 (Herbst 1995)

Die Abb. 65 zeigt fir die Isolate der Olphase unterschiedlich starke Hybridisierungssignale
im GréBenbereich der plasmidalen DNA. Bei der Hybridisierung des Plasmides pWWQO mit
der pAB 96 Sonde wurden schwache Signale im Bereich der Plasmid-DNA nachgewiesen.
Das Vorkommen des xyl E Genes sowohl auf dem Plasmid pWWO als auch auf dem Plas-
mid pAB 96 erklart dieses Signal.
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ErwartungsgemalB waren bei der Hybridisi