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Abklrzungen, Symbole, Einheiten

ANC Acid Neutralizing Capacity : Sauren-Neutralisierungskapazitat

APS Ammoniumpersulfat

AVS Acid Volatile Sulfur : saureflichtiger Schwefel

BNC Base Neutralizing Capacity : Basen-Neutralisierungskapazitat

CRS Chromium Reducible Sulfur: chromreduzierbarer Schwefel

ddNTP didesoxy-Nucleosidtriphosphat

DEV Deutsche Einheitsverfahren

DIC Dissolved Inorganic Carbon : geloster anorganischer Kohlenstoff

dNTP desoxy-Nucleosidtriphosphat

DOC Dissolved Organic Carbon : geloster organischer Kohlenstoff

DOP Degree Of Pyritization : Bildungsgrad von Pyrit

DOS Degree Of Sulfidization : Bildungsgrad von sulfidischem Eisen

EDTA Ethylendiamin- N,N,N’,N-tetraessigsaure

(0} Porositat

FeOB eisenoxidierende Bakterien

FeRB eisenreduzierende Bakterien

g Erdbeschleunigung, g = 9,81 m s™

H20demin demineralisiertes Wasser

H5Oqest destilliertes Wasser

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonat

LENAB Leitbilder fr naturnahe Bereiche (im Lausitzer Braunkohlerevier)

i spezifische Wachstumsrate

MPN Most Probable Number

PCR Polymerase Chain Reaction

p Dichte

RS Restsee

SOB schwefeloxidierende Bakterien

SRB sulfatreduzierende Bakterien

SRP Soluble Reactive Phosphate : l16sliches reaktives Phosphat

SRR Sulfatreduktionsrate

TBE TRIS-Borsaure-EDTA-Puffer

ty Verdopplungszeit

TE TRIS-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin

TG Trockengewicht

Tm Schmelztemperatur

TP Total Phosphate : Gesamtphosphat

TRIS® Total Reduced Inorganic Sulfur : reduzierter anorganischer Gesamt-
schwefel

TRIS" Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TSB Tryptic Soy Broth

% diese Bedeutung der Abkiirzung gilt fir die gesamte vorliegende Arbeit mit Ausnahme von Kapitel 2.4
® diese Bedeutung der Abkiirzung gilt ausschlieRlich in Kapitel 2.4
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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Tagebau-Restseen im Braunkohlerevier der Niederlausitz

In der Lausitzer Bergbaufolgelandschaft entsteht gegenwartig eine Seenplatte mit mehr als
400 Seen und einer Gesamtflache von mehr als 25000 ha (Geller & Schultze 1999, Klapper
2000, Luckner & Eichhorn 1996). Die grol3eren Seen erreichen nach Beendigung der
Flutung Oberflachen von mehr als 1000 ha wie z.B. bis zu 1500 ha in Barwalde und bis zu
1300 ha in Sedlitz (Klapper 2000, Nixdorf & Hemm 2000). Der Senftenberger See, der von
der Schwarzen Elster durchflossen wird, besitzt eine GroRe von 1200 ha. Bei einer Vielzahl
der Seen handelt es sich jedoch um Kleinseen mit einer Gré3e von weniger als 1 ha, die aus
der Zeit des vorindustriellen Tagebaus stammen (Geller & Schultze 1999).

Das Hauptvorkommen der Lausitzer Braunkohle-Lagerstatten befindet sich in der
Niederlausitz, wobei die Tagebauregion Sudbrandenburg und den Nordosten von Sachsen
umfasst. Die tertiaren Schichten der Niederlausitz sind im Ubergangsbereich zwischen der
Uberwiegend von Meeren eingenommenen Norddeutschen Senke und dem Bohmisch-
Mitteldeutschen Festlandsgebiet abgelagert worden (Henningsen & Katzung 1992). Die
Braunkohlefloze entstanden im unteren bis mittleren Miozan. Das Braunkohlevorkommen
der Niederlausitz ist das grof3te in Deutschland und erreichte eine maximale Forderung von
200,5 Mio t im Jahr 1988 (Geller et al. 1998, Mobs & Maul 1994, Nixdorf & Kapfer 1998).
Nach 1990 ging die Forderung drastisch zurtick und lag im Jahr 1993 bei weniger als 45 %
der 1988 erzielten Maximalmenge.

Nach Stilllegung der Tagebaue fiihrt die Flutung der entstandenen Resthohlformen
zur Ausbildung von Restseen. Die Restseen der Niederlausitz unterscheiden sich unter-
einander sehr stark hinsichtlich ihrer Morphometrie und Wasserchemie (Nixdorf et al.
1998a). Gegenwartig bilden die neutralen Seen nur einen kleinen Anteil der gesamten
Restseenflache (Klapper 2000). Viele Seen sind stark versauert (pH < 4) und weisen hohe
lonenkonzentrationen auf. Calcium, Eisen, Magnesium und Aluminium bilden die
Hauptkationen, wahrend Sulfat das Hauptanion bildet (Herzsprung et al. 1998). Im
Gegensatz zu den neutralen, carbonatgepufferten Gewassern sind die sauren Restseen
eisengepuffert. Fir die Stabilisierung der pH-Werte im Bereich von pH 2 bis 4 ist das
Fe(OH),-Puffersystem verantwortlich (Geller et al.1998). Restseen im Bereich von pH 4,5 bis
5,5, in dem das Al(OH),-Puffersystem wirksam ist, kommen selten vor (Kleeberg 1998). Die
Besiedlung der sauren Restseen durch héhere Organismen ist durch das Vorkommen nur
weniger Arten, geringe Biomassen und die Entwicklung sehr einfacher Nahrungsnetz-
Strukturen charakterisiert (Packroff et al. 2000, Wollmann et al. 2000). Die geringe Produk-
tivitdt dieser Seen ist durch die Kohlenstoff- und Phosphorlimitierung des Phytoplanktons
bedingt (Kapfer 1998, Nixdorf & Hemm 2000, Nixdorf et al. 1998a).
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1.2 Die Bedeutung des mikrobiellen Schwefel- und Eisenkreislaufs fur die

Alkalinitatsbildung

Fur die Entwicklung der Bergbau-Restseen spielen die Kreislaufe der abundanten Elemente
Eisen und Schwefel (Abb. 1.1) eine grof3e Rolle. Zum einen nehmen sie Einfluss auf den
Kreislauf des Kohlenstoffs. Viele der Mikroorganismen, welche die Umsetzungen der
Schwefel- und Eisenverbindungen katalysieren, sind chemolithoautotroph und kénnen bei
hohen Abundanzen bedeutend zur Primarproduktion organischen Kohlenstoffs beitragen
(Schlegel & Bowien 1989, Shively & Barton 1991). Eisen(lll) und Sulfat bilden in anoxischen
Sedimenten wichtige terminale Elektronen-Akzeptoren im Mineralisationsprozess der
organischen Substanz (Lovley & Phillips 1986, Sgrensen 1982, Jgrgensen 1982). Zum
anderen bestimmt die Balance zwischen den oxidativen, aziditatsbildenden Prozessen und
den reduktiven, alkalinitatsbildenden Prozessen die Mdglichkeit zur Entwicklung eines
neutralen Gewassers.

Die Aziditat ist definiert als die Basen-Neutralisierungskapazitat (BNC) einer Lésung
und entspricht der Aquivalentsumme aller in einer Ldsung vorhandenen S&uren
(BNC = [HA] + [H'] - [OHT]), die bis zu einem Aquivalenzpunkt (A, H,O) mit einer starken
Base titriert werden kénnen (Sigg & Stumm 1996). In den sauren, eisengepufferten
Restseen wird die hohe Aziditat durch die hohen Konzentrationen von Protonen (H") und
gelostem Eisen(lll) [Fe* + 3 OH « Fe(OH)s] verursacht. Die Alkalinitat ist definiert als die
Saure-Neutralisierungskapazitat (ANC = [A] + [OHT] - [H']). Alkalinitatsbildung in den sauren
Restseen bedeutet die Eliminierung des geldsten Eisens und Sulfats und infolgedessen der
Protonen aus dem Freiwasser (Peine & Peiffer 1998).

Die Versauerung der Restseen in der Niederlausitz wird durch die Verwitterung von
Eisendisulfiden (FeS,) verursacht (Geller et al. 1998). Die Eisendisulfide gehen aus marin-
brackischen Sedimenten tertidrer Ablagerungen hervor, welche durch bergbauliche Aktivi-
taten an die Erdoberflache gelangen und im tertiar gepragten Abraum enthalten sind
(Heinkele et al. 1999, Katzur 1998, Thum et al. 1992). Dabei dominiert in Kippsubstraten des
Lausitzer Braunkohlereviers die Form Pyrit Gber Markasit (Heinkele et al. 1999). Die Oxi-
dation von Pyrit im Kippenmassiv, die Losung der Reaktionsprodukte SO,”, Fe** und H® im
Sicker- und Grundwasser sowie die Oxidation von Fe* und die Ausfallung von Fe(lll)-
Hydroxiden und Fe(lll)-Hydroxosulfaten fiihren zur Bildung saurer Grubenwdasser (Nordstrom
& Alpers 1999, Singer & Stumm 1970). In diesem als Acid Mine Drainage (AMD) bezeich-
neten Prozess wurde den schwefel- und eisenoxidierenden Mikroorganismen schon zeitig
eine aktive Rolle zuerkannt (Colmer & Hinkle 1947, Leathen et al. 1953a, 1953b). Diese
besteht aus der H*-Freisetzung durch die Oxidation der reduzierten Schwefelverbindungen

sowie der Nachlieferung des Oxidanten Fe** durch die Oxidation von Fe?*. Letztere Reaktion
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Abb. 1.1: Der anorganische Eisen- und Schwefelkreislauf (verandert nach Ehrlich
1996 und Robertson & Kuenen 1992).
thermophiler) Mikroorganismen, welche die Reaktionen katalysieren, sind in
Neutrophile (links) und Azidophile (rechts) eingeteilt.

ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des gesamten Prozesses; er wird bei pH-
Werten kleiner pH 3,5 durch die mikrobielle Katalyse stark beschleunigt (Singer & Stumm
1970). Der Angriff auf FeS, (und andere Disulfide) erfolgt chemisch tber Fe** (Luther 1987,
Silverman 1967, Singer & Stumm 1970), wobei als erste Reaktionsprodukte Fe** und S,05~
entstehen, welche in anschlieRenden Reaktionen chemisch oder mikrobiell oxidiert werden
(Schippers et al. 1999). Die Auflosung und Oxidation s&aurel6slicher Sulfide [z.B. die
Monosulfide (FeS) und Chalcopyrit (CuFeS;,)] erfolgt ebenfalls tiber die Oxidation mit Fe**
oder Uber einen Protonenangriff und folgende chemische oder mikrobielle Oxidation der

Ldsungsprodukte (Schippers & Sand 1999).

Beispiele mesophiler

(bis moderat



EINLEITUNG 4

Ob und zu welchem Grad eine Versauerung der Restseen eintritt, hangt zunachst von der
Art des Flutungswassers sowie der Pufferkapazitdt des Bodens ab (Klapper & Schultze
1995). Die Flutung der Resthohlformen erfolgt in den meisten Fallen durch den Wieder-
anstieg des Grundwassers, welches haufig aus benachbarten Kippmassiven austritt und
durch die oben genannten Prozesse stark belastet ist (Bozau et al. 1999, Knéller & Strauch
1999). Nur in wenigen Ausnahmen, z. B. bei sehr grof3en Restseen, erfolgt eine Auffillung
mit pH-neutralem Oberflachenwasser. Bei starker Pufferkapazitdt des Bodens, d. h. bei
hohen Anteil an Carbonaten und Silikaten, wird die gebildete Saure neutralisiert und es ent-
steht ein neutraler, calcium- und sulfatreicher Restsee (Klapper & Schultze 1995, Zachmann
et al. 1998). In der Niederlausitz bilden jedoch mit Ausnahme der nordwestlichen Region
schwach gepufferte Sandbdden die Uberwiegend eiszeitlichen Ablagerungen (Schulz &
Wiegleb 2000, Thum et al. 1992). Der Beitrag des Einzugsgebietes an der fir den See
bedeutenden Alkalinitéatshildung ist im allgemeinen bei schwach gepufferten Béden gering-
fugig (Cook et al. 1986, Schindler et al. 1986). Die Bedeutung der im See stattfindenden
Alkalinitatsbildung nimmt dartber hinaus bei kleinem Einzugsgebiet, geringen
Oberflachenzu- und -abfluss sowie langen Wasserverweilzeiten zu (Sampson et al. 1994).
Daher spielen in den kleineren Restseen der Niederlausitz, einschlieRlich der Unter-
suchungsgewasser der vorliegenden Arbeit, die seeinternen alkalinitatsbildenden Prozesse
eine wichtige Rolle.

Alkalinitat entsteht bei Verwitterung von Aluminiumsilikaten und Calciumkarbonaten,

bei Austauschreaktionen mit Basen-Kationen und bei biologischen Prozessen wie der Bio-
synthese (Assimilation von Nitrat, Sulfat und Phosphat), der dissimilatorischen Nitrat-,
Eisen(ll)- und Sulfatreduktion (letztere gekoppelt an die Bildung von Eisensulfiden) und der
Ammonifikation (Cook et al. 1986, Mills et al. 1989, Sampson et al. 1994, Schindler et al.
1986). In natirlichen Seen sind die Prozesse des Ca**-Austauschs und der Reduktion (bzw.
Eliminierung) von Sulfat und Nitrat hauptverantwortlich fur die in situ Alkalinitatsbildung und
finden im Sediment oder nahe der Sedimentoberflache statt (Cook et al. 1986, Sampson et
al. 1994, Schindler et al. 1986). In AMD-belasteten Gewéassern tragt neben der mikrobiellen
Sulfatreduktion (Herlihy et al. 1987) auch die mikrobielle Eisen(lll)-Reduktion bedeutend zur
Alkalinitatsbildung und Neutralisierung bei (Vile & Wieder 1993).
Die Alkalinitatsbildung bei der Oxidation organischen Materials (dargestellt durch die
Summenformel <CH,0O>) mit Eisen(lll) oder Sulfat als Elektronenakzeptor kann durch
folgende Reaktionsgleichungen vereinfacht beschrieben werden (Anderson & Schiff 1987,
Cook et al. 1986, Mills et al. 1989):

<CH,0> + 4 FeOOH + 8 H" - CO, + 4 Fe** + 7 H,0O (1)

2 <CH,0> + SO,Z + 2 H" = 2 CO, + H,S + 7 H,0 2)
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Der Ubergang der Reaktionsprodukte, H,S and Fe?*, in eine nichtlésliche Form verhindert

die Diffusion und die Reoxidation im oxischen Bereich (Anderson & Schiff 1987):

Fe” +H,S - FeS+2H" (3

Die Kombination der Reaktionen (1), (2) und (3) ergibt den Netto-Effekt, welcher aus
Eisen(lI)-Reduktion, Sulfatreduktion und der Bildung von FeS hervorgeht (Anderson & Schiff
1987, Cook et al. 1986):

9 <CH,O> + 4 FeOOH + 4 SO, + 8 H" - 9 CO, + 4 FeS + 15 H,0 (4)

Anorganischer Schwefel kann auch in anderer Formen als FeS z. B. als Pyrit (FeS,) fest-
gelegt werden. Die Bildung von Pyrit erfolgt Uber die Reaktion von FeS mit zerovalenten
Schwefel (hier summarisch dargestellt als elementarer Schwefel) (Berner 1984, Luther 1991,
Middelburg 1991):

FeS+S° - FeS, (5)

Die Entstehung von Pyrit unter anoxischen Bedingungen Uber die Reaktion von FeS mit
Schwefelwasserstoff unter Bildung von molekularem Wasserstoff wurde bislang nur fir
Temperaturen von 100 °C und daruber nachgewiesen (Drobner et al. 1990).

Elementarer Schwefel (S° entsteht chemisch oder mikrobiell bei der unvollstandigen
Oxidation von Schwefelwasserstoff durch Sauerstoff oder Eisen(lll). Die chemische
Reoxidation mit Eisen(lll) (z. B. FeOOH) kann beschrieben werden als (Aller & Rude 1988,
Canfield 1989, Pyzik & Sommer 1981):

2 FEOOH + 3 H,S - 2 FeS + S+ 4 H,0 (6)

Auf diese Weise werden bei der Eisen(lll)-Reduktion direkt keine Protonen verbraucht.
Jedoch gibt es einen Netto-Alkalinitatsgewinn durch die vorangegangene Sulfatreduktion.
Die Reaktion von H,S mit FeOOH anstatt Fe** und die Bildung von S° vermeiden die Abgabe
von H* wie in Gleichung (3). Die Kombination der Reaktionen (2) und (6) ergibt:

6 <CH,O> + 2 FeOOH + 3 SO, + 6 H" = 6 CO, + 2 FeS + S° + 10 H,0 @)

oder (Boesen & Postma 1988):

6 <CH,O> + 2 FeOOH + 3 SO, + 6 H" - 6 CO, + FeS + FeS, + 10 H,0 (8)

Aus den Reaktionsgleichungen (4), (7) und (8) geht hervor, dass pro Mol reduziertes Sulfat
zwei Mol Protonen verbraucht werden, unabhangig davon, ob FeS, s? oder FeS, gebildet
werden. Der neutralisierende Effekt dieser Reaktionen kann demnach vom Verlust des
Sulfats aus dem Wasserkorper oder von der Akkumulation der reduzierten Schwefel-
verbindungen im Sediment abgeleitet werden (Cook et al. 1986, Peine & Peiffer 1998,
Kleeberg 1998).
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1.3 Azidophile Mikroorganismen in schwefelsauren Habitaten

Als erste Mikroorganismen, die an der Biooxidation von Metallsulfiden und somit an der
Bildung saurer Grubenwasser beteiligt sind, wurden Thiobacillus thiooxidans (Colmer &
Hinkle 1947, Waksman & Joffe 1922) und Thiobacillus ferrooxidans (Colmer et al. 1950,
Temple & Colmer 1951) identifiziert. Die Typenstamme dieser Organismen wurden erst
kirzlich in Acidithiobacillus thiooxidans bzw. Acidithiobacillus ferrooxidans umbenannt (Kelly
& Wood 2000). Wie ihr neuer Gattungsname besagt, sind diese Organismen azidophil, d. h.
sie wachsen bei pH-Werten kleiner als pH 6 (siehe Abb. 1.2A). Sie werden sogar als extrem
azidophil bezeichnet, da der fur ihr Wachstum optimale pH-Wert unter pH 3 liegt (Harrison
1984, Johnson 1998). Sie gelten als mesophil, da ihre optimale Wachstumstemperatur im
Bereich von 20 - 40 °C liegt (siehe Abb. 1.2B). Weitere extrem azidophile, in die Erzlaugung
involvierte Mikroorganismen sind die extrem thermophilen Archaebakterien Acidianus spp.,
Metallosphaera spp., Sulfolobus spp. und Sulfurococcus spp., die moderat thermophilen
Vertreter, darunter das Archaebakterium Ferroplasma acidiphilum sowie die Eubakterien
Acidimicrobium ferrooxidans, Acidithiobacillus caldus und Sulfobacillus spp., und die
mesophilen Eubakterien Acidiphilium acidophilum, Acidithiobacillus albertensis, Lepto-
spirillum ferrooxidans und Sulfobacillus disulfidooxidans (Bosecker 1997, Golyshina et al.
2000, Johnson 1998, Schwartz 1977). Die schwefel- und eisenoxidierenden Mikro-
organismen sind haufig mit azidophilen heterotrophen Vertretern assoziiert, die auch zur
Erzlaugung beitragen und deren Vorkommen typisch fir diese schwefelsauren Habitate ist
(Bosecker 1997, Harrison 1984, Schwartz 1977). Zu diesen heterotrophen Mikroorganismen
gehoren die moderat thermophilen Archaebakterien Thermoplasma spp. und Picrophilus
spp. und die mesophilen Eubakterien Acidisphaera rubrifaciens, Acidiphilium spp., Acido-
bacterium capsulatum, Acidocella spp. und Acidomonas methanolica (Hiraishi et al. 2000,
Johnson 1998).

Die oben genannten azidophilen Mikroorganismen kommen ebenfalls in nattrlichen
schwefelsauren Habitaten vor (Johnson 1998, Robbins 2000). In diesen oft vulkanisch und
geothermal aufgeheizten Lebensrdumen, wie z. B. in heiRen Schwefelquellen (Solfataren),
liegen die Temperaturen weit tber 40 °C, weshalb viele der extrem azidophilen Organismen
thermophil sind. Eine Ubersicht tUber azidophile Archae- und Eubakterien aus schwefel-
sauren Habitaten gibt Tab. 1.1 (siehe auch Johnson 1998 und Robbins 2000). Die Besied-
lung saurer Grubenwdasser erfolgt neben prokaryotischen Mikroorganismen auch durch
azidophile Pilze, Algen, Flagellaten, Ciliaten und Amdben (Gross & Robbins 2000, Johnson
1998, LeBmann et al. 2000, Marchlewitz & Schwartz 1961, Packroff & Woelfl 2000).

Zur Eisen(lll)-Reduktion ist eine Vielzahl von Mikroorganismen befahigt (Lonergan et
al. 1996, Lovley 1997, Lovley & Coates 2000), wobei es unter ihnen wie auch bei den

schwefel- und eisenoxidierenden Mikroorganismen azidophile Vertreter gibt (siehe Abb. 1.1
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Azidophile Alkaliphile
B
. extrem
Mesophile Thermophile
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Abb. 1.2: Spanne der Temperaturen (A) und pH-Werte (B) in von Mikro-
organismen besiedelten Lebensrdumen (nach Madigan et al. 2000).

und Tab. 1.1). Jene sind fakultativ anaerob und zu ihnen gehdren Acidiphilium spp.,
Acidimicrobium ferrooxidans, Sulfobacillus spp. (Johnson & McGinness 1991a, Bridge &
Johnson 1998) sowie Acidithiobacillus ferrooxidans und Sulfolobus acidocaldarius (Brock &
Gustafson 1976, Pronk et al. 1992). Unter den schwefelreduzierenden Mikroorganismen
sind ebenfalls azidophile Vertreter zu finden, wobei es sich durchweg um thermophile
Archaebakterien handelt (siehe Tab. 1.1). Dagegen gelten alle bislang beschriebenen
dissimilatorischen sulfatreduzierenden Bakterien als neutrophil oder alkaliphil (Fauque 1995,
Stackebrandt et al. 1995, Widdel & Bak 1992). Hard et al. (1997) beobachteten das
Wachstum von Reinkulturen einiger Desulfovibrio-Stamme bis minimal pH 4,0 bis 4,5 und
bezeichneten dieses Verhalten als azidotolerant. Anreicherungen bei Ausgangswerten
unter pH 3 fuhrten zur Entwicklung sulfatreduzierender Kulturen (Johnson et al. 1993,
Wakao et al. 1979), jedoch fand eine Abnahme des Sulfats erst bei pH 4,0-5,0 statt
(Wakao et al. 1979). Tuttle et al. (1969a) stellten eine Abnahme des Sulfats in Reinkulturen
von Desulfovibrio-Stdmmen erst bei pH-Werten tber pH 5,5 fest. Baas Becking & Wood
(1955) konstatierten fir eine Reihe von Umweltproben die Bildung von Schwefelwasserstoff
und Eisensulfid tber einen Bereich von pH 4 bis 10, welcher dem Toleranzbereich von
Reinkulturen sulfatreduzierender Bakterien entspricht. In situ Messungen mit radioaktiv
markiertem Sulfat demonstrierten Sulfatreduktion bei pH-Werten unter pH 4: in Vulkanseen
bei pH 1,8 - 2,0 (Satake 1977) und in Sedimenten von Bergbau-Restseen bei pH 3,8 (Gyure
et al. 1990).
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Tab. 1.1: Azidophile Prokaryoten""’b aus schwefelsauren Habitaten.

BACTERIA (Eubakterien)

Mesophil bis moderat thermophil

Acidimicrobium
Firmicutes
Actinobacteria
Acidimicrobiales

Acidothermus
Firmicutes
Actinobacteria
Actinomycetales

Alicyclobacillus
Firmicutes
Bacillus/Clostridium-Gruppe
Bacillus/Staphylococcus-
Gruppe

Leptospirillum
Nitrospira-Gruppe

Sulfobacillus
Firmicutes
Bacillus/Clostridium-Gruppe
Bacillus/Staphylococcus-
Gruppe

A. ferrooxidans
(Clark & Norris 1996)

A. cellulolyticus
(Moshageghi et al. 1986)

A. acidocaldarius
(Darland & Brock 1971)

A. acidoterrrestris
(Deinhard et al. 1987a)

A. cycloheptanicus
(Deinhard et al. 1987b)

L. ferrooxidans (Markoysan 1972)
L. thermoferrooxidans
(Golovacheva et al. 1992)

S. acidophilus (Norris et al. 1996)
S. thermosulfidooxidans
(Golovacheva & Karavaiko 1978)
S. disulfidooxidans
(Dufresne et al. 1996)

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/aerob: Oxidation von Fe(ll),
Schwefel- oder org. Verbindungen;
auto- oder heterotroph; fakultativ
anaerob: Reduktion von Fe(lll)

chemoorganoheterotroph/aerob
(cellulolytisch)

chemoorganoheterotroph/aerob

chemolithoautotroph/aerob:
Oxidation von Fe(ll)

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/aerob: Oxidation von Fe(ll),
Schwefel- oder org. Verbindungen;
auto- oder heterotroph; fakultativ
anaerob: Reduktion von Fe(lll)

Mesophil

Acidiphilium
a-Proteobacteria

Acidisphaera
a-Proteobacteria

Acidithiobacillus
y-Proteobacteria

Acidobacterium
Fibrobacter/
Acidobacteria-Gruppe

Acidocella
a-Proteobacteria

Acidomonas
a-Proteobacteria

"Ferromicrobium"
Firmicutes
Actinobacteria

Flavobacterium
Cytophaga/ Flavobacterium
Flavobacteria

. acidophilum (Guay & Silver 1975)
. angustum (Wichlacz et al. 1986)
. cryptum (Harrison 1981)

. multivorum (Wakao et al. 1994)

. organovorum (Lobos et al. 1986)
. rubrum (Wichlacz et al. 1986)

. rubrifaciens (Hiraishi et al. 2000)

> >>>>2>>

A. albertensis (Bryant et al. 1983)
A. caldus (moderat thermophil)
(Hallberg & Lindstrém 1994)
A. ferrooxidans
(Temple & Colmer 1951)
A. thiooxidans
(Waksman & Joffe 1922)

A. capsulatum
(Kishimoto et al. 1991)

A. aminolytica
(Kishimoto et al. 1993)
A. facilis (Wichlacz 1986)

A. methanolica (Uhlig et al. 1986)

"F. acidophilus”
(Bacelar-Nicolau & Johnson 1999)

F. acidurans (Millar 1973)

chemoorganoheterotroph/aerob;
fakult. anaerob: Reduktion von
Fe(ll);

(A. acidophilus: auch chemolitho-
autotroph/aerob: Oxidation von
Schwefelverbindungen)

chemoorganoheterotroph/aerob;
(phototroph)

chemolithoautotroph/aerob:
Oxidation von Schwefel-
verbindungen [A. ferrooxidans:
auch Oxidation von Fe(Il)];
fakultativ anaerob: Reduktion von
Fe(ll1)

chemoorganoheterotroph/aerob
(saccharolytisch)

chemoorganoheterotroph/aerob

chemoorganoheterotroph/aerob
(methylotroph)

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/aerob: Oxidation von Fe(ll)
od. org. Verbindungen; heterotroph

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/aerob: Oxid. von Schwefel-
od. org. Verbindungen; heterotroph
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Tab. 1.1: Fortsetzung

Halothiobacillus
y-Proteobacteria

Rhodopila
a-Proteobacteria

Rhodopseudomonas

a-Proteobacteria

Thiomonas
B-Proteobacteria

H. neopolitanus (Parker 1957)

R. globiformis (Pfennig 1974)
R. acidophila (Pfennig 1969)

T. intermedia (London 1963)
T. perometabolis
(London & Rittenberg 1967)

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/ aerob: Oxidation von
Schwefel- oder org. Verbindungen;
auto- oder heterotroph

phototroph oder chemoorgano-
troph/anaerob; heterotroph

phototroph oder chemoorgano-
troph/aerob; auto- od. heterotroph

chemolitho- oder chemoorgano-
troph/aerob: Oxidation von
Schwefel- oder org. Verbindungen;
auto- oder heterotroph

ARCHAEA (Archaebakterien)

Extrem thermophil bis hyperthermophil

Acidianus A. ambivalens (Zillig et al. 1986) chemolithotroph/aerob: Oxidation
Crenarchaeota A. brierley (Brierley & Brierley 1973)  von Schwefelverbindungen; auto-
Sulfolobales A. infernus (Segerer et al. 1986) oder heterotroph; fakultatiy

anaerob: Reduktion von S

Desulfurococcus D. mobilis (Zillig et al. 1982) chemoorganoheterotroph/0
Crenarchaeota anaerob: Reduktion von S
Desulfurococcales

Metallosphaera M. sedula (Huber et al. 1989) chemolitho- oder chemoorgano-
Crenarchaeota troph/aerob: Oxidation von
Sulfolobales Schwefel- oder org. Verbindungen;

auto- oder heterotroph

Stygiolobus S. azoricus (Segerer et al. 1991) chemolithoautotré)ph/anaerob:
Crenarchaeota Reduktion von S
Sulfolobales

Thermofilum T. pendens (Zillig et al. 1983) chemoorganoheterotroph/0
Crenarchaeota anaerob: Reduktion von S
Thermoproteales

Thermoproteus T. tenax (Zillig et al. 1981) chemolitho- oder chemoorgano-
Crenarchaeota troph/anaerob: Reduktion von NOz’
Thermoproteales oder S’ auto- oder heterotroph

Moderat thermophil bis extrem thermophil

Sulfolobus S. acidocaldarius (Brock et al. 1972)  chemolitho- oder chemoorgano-
Crenarchaeota S. metallicus (Huber & Stetter 1991)  troph/aerob: Oxidation von Fe(ll),
Sulfolobales S. shibatae (Grogan et al. 1990) Schwefel- oder org. Verbindungen;

; s auto- oder heterotroph; fakultativ
S. solfataricus (Zillig et al. 1980) anaerob: Reduktion von Fe(lll
Sulfurococcus © S. yellowstonensis chemolitho- oder chemoorgano-
(Karavaiko et al. 1994) troph/aerob: Oxidation von Fe(ll),
Schwefel- oder org. Verbindungen;
auto- oder heterotroph

Thermoplasma T. acidophilum (Darland et al. 1970) ~ chemoorganoheterotroph/aerob;

Euryarchaeota T. volcanicum (Segerer et al. 1988) fakult. anaerob: Reduktion von S

Thermoplasmales

Mesophil bis moderat thermophil

Ferroplasma
Euryarchaeota
Thermoplasmales

Picrophilus
Euryarchaeota
Thermoplasmales

F. acidiphilum
(Golyshina et al. 2000)

"F. acidarmanus”
(Edwards et al. 2000)

P. oshimae (Schleper et al. 1996)

P. torridus (Schleper et al. 1996)

chemolithoautotroph/aerob:
Oxidation von Fe(ll)

chemoorganoheterotroph/aerob

#Nomenklatur entspricht Approved List of Bacterial Names (Skerman et al. 1980 oder http://www.dsmz.de)
bSystematik nach EMBL (European Bioinformatic Institute, http://www.ebi.ac.uk, Stoesser et al. 2000)

“nicht aufgefiihrt in EMBL
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1.4 Zielsetzung der eigenen Arbeit

Die vorliegende Arbeit war eingegliedert in das Verbundprojekt "Niederlausitzer Bergbau-
folgelandschaft: Erarbeitung von Leitbildern und Handlungskonzepten fur die verantwortliche
Gestaltung und nachhaltige Entwicklung ihrer naturnahen Bereiche" — kurz: Leitbilder flr
naturnahe Bereiche oder LENAB (Wiegleb et al. 2000). Bei der Erarbeitung von wissen-
schaftlich begrindeten Leitbildern und Handlungskonzepten bilden Datenerhebung und
-analyse im Plangebiet eine wichtige Basis. Sie beinhalten die Erfassung der Ausgangs-
bedingungen (Ist-Zustand) sowie die Prognose mdglicher Entwicklungen des Unter-
suchungsobjektes. Dies erlaubt die Erstellung eines Zukunftszenarios (Soll-Zustand) und die
Formulierung von Malnhahmen, mittels denen das Ziel zu erreichen ist. Im Teilprojekt
"Limnologie und Gewasserchemie geogen schwefelsaurer Bergbau-Restseen im Lausitzer
Braunkohlerevier" wurde zum Teil wissenschaftliches Neuland betreten, da am Anfang des
Projektes nur wenige Forschungsarbeiten zu diesen Seen existierten (Nixdorf et al. 2000,
Packroff et al. 2000). Innerhalb des Teilprojektes sollte im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit die Bedeutung des mikrobiellen Schwefelkreislaufs fur die Wasserqualitat der
Restseen untersucht werden. Zu Beginn der Untersuchungen zum mikrobiellen Schwefel-

kreislauf stellte sich deshalb die Frage:

1. Ist ein natirliches Neutralisierungspotenzial in Form der dissimilatorischen Sulfat-
reduktion in den Sedimenten der sauren Bergbau-Restseen vorhanden, und wie stark

wirken der dissimilatorischen Sulfatreduktion die oxidativen Prozesse entgegen?

Zur Beschreibung und Quantifizierung dieser Prozesse wurden die Gehalte verschiedener
Schwefelspezies sowie die Sulfatreduktionsraten in den Sedimenten bestimmt. Besonderes
Interesse galt den Mikroorganismen, die diese Reaktionen katalysieren. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte in Verdinnungsreihen in selektiven Medien nach der Most Probable
Number-Methode. Diese Methode ermdoglicht es, die Organismen aufgrund ihrer physiolo-
gischen Eigenschaften zu erfassen und zu charakterisieren. Im Vordergrund der Unter-
suchungen stand der Schwefelkreislauf. Da dieser jedoch eng verknupft ist mit dem Eisen-
kreislauf, wurden auch die Redoxprozesse des Eisens in die Betrachtung mit einbezogen.
Die Sedimentuntersuchungen verliefen parallel zu den Untersuchungen des Freiwassers, so
dass der See als Ganzes charakterisiert und einzelne Prozesse vor diesem Hintergrund
dargestellt werden konnten. Fur die Abschatzung des Entwicklungspotenzials einer

seeinternen Neutralisierung war die Beantwortung folgender Frage wichtig:

2. Durch welche Faktoren werden Sulfatreduktion sowie Oxidation reduzierter Schwefel-
verbindungen an diesen Standorten maRgeblich beeinflusst und unter welchen

Bedingungen kommt es zum Netto-Alkalinitdtsgewinn?
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Die Untersuchungen wurden an drei Bergbau-Restseen durchgefuihrt. Die Seen sind
bezuglich ihrer Entstehung und der weitgehend ungestorten Entwicklung sowie ihrer Grolie
miteinander vergleichbar. Sie unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer Wasserqualitat.
Zwei der Untersuchungsgewdasser sind schwefelsauer, wobei sie unterschiedliche Ver-
sauerungsgrade aufweisen. Das Dritte ist neutral und wurde als Referenzstandort in die
Untersuchung einbezogen. Vergleichende Untersuchungen an den drei Restseen ermdog-
lichten, den Einfluss des pH-Wertes sowie sekundar bedingter Faktoren wie die Substrat-
verfugbarkeit (eingeschrankte autochthone Produktion organischen Materials) oder die
Sauerstoffverhaltnisse (durch hohe lonenkonzentrationen beeinflusstes Schichtungsver-
halten) auf die Prozesse des Schwefel- und Eisenkreislauf zu analysieren. Zum besseren
Verstandnis der Reaktionen und der auf sie einwirkenden Faktoren tragt die Kenntnis der

involvierten Mikroorganismen erheblich bei. Daher stellte sich die Frage:

3. Welche Mikroorganismen sind verantwortlich flr diese Prozesse und zeigen sie

besondere Anpassungen an die extremen Bedingungen der sauren Restseen?

Zur Analyse der mikrobiellen Lebensgemeinschaften des Schwefelkreiskaufs wurde der
Kultivierungsansatz gewdahlt. Mit Hilfe spezieller Isolationstechniken wurden Reinkulturen
sulfatreduzierender und schwefeloxidierender Bakterien aus den Sedimenten der Restseen
gewonnen. Die Bakterienstamme wurden physiologisch charakterisiert und mittels der
partiellen 16S rDNA-Sequenzanalyse identifiziert. Mikroorganismen in extremen Habitaten
zeigen haufig eine hohe Spezialisierung in ihrer Anpassung an herrschende Stressfaktoren
(Atlas & Bartha 1993). Der Kultivierungsansatz erméglicht es, physiologische Fahigkeiten
der Mikroorganismen zu untersuchen und daruber ihre 6kologische Rolle (Funktion) am
Standort zu analysieren. Besonderes Interesse galt dabei den sulfatreduzierenden
Bakterien. Das Vorkommen sulfatreduzierender Bakterien in schwefelsauren Kippen-
massiven und Grubenwassern sowie ihre Bedeutung fir Sanierungsmalnahmen wurde
vielfach beschrieben (z. B. Benner et al. 2000, Fortin et al. 2000, Webb et al. 1998), tber
ihre ldentitat und ihre Physiologie ist bislang jedoch nur wenig bekannt (Fortin et al. 1996,
Johnson et al. 1993, Tuttle et al. 1969a).

Anmerkung: Der Begriff "Bakterien" wird in der vorliegenden Arbeit haufig in Verbindung mit der
Beschreibung des Metabolismus verwendet, wie z. B. "sulfatreduzierende Bakterien". Dabei handelt es
sich um (teils feststehende) Bezeichnungen physiologischer Gruppen, die alle prokaryotischen
Vertreter einschlieBen. Werden dagegen ausdrtcklich Mikroorganismen der Domanen Bacteria bzw.
Archaea angesprochen, so werden die lateinischen Begriffe oder die vorher Ublichen (deutschen)

Bezeichnungen "Eubakterien” bzw. "Archaebakterien" verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Die Untersuchungsgewasser

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an Restseen (RS) ehemaliger
Braunkohle-Tagebaue der Niederlausitz durchgefuhrt (Abb. 2.1). Die Auswahl der
Untersuchungsgewaésser wurde im Rahmen des LENAB-Verbundprojektes (BMBF Fkz
0339648) getroffen. Wahrend der Projektlaufzeit vom 01.01.1995 bis 31.12.1997 wurden im
Teilprojekt "Limnologie und Gewasserchemie geogen schwefelsaurer Bergbau-Restseen im
Lausitzer Braunkohlerevier" Daten vom Freiwasser monatlich erhoben und die Sedimente zu

gesonderten Kampagnen untersucht (siehe auch Kap. 2.2.1).

Berlin
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RS 111
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Abb. 2.1: Kartenskizze des Untersuchungsgebietes (nach Friese et al. 1998a).

Die Untersuchungsgewasser RS 111 und RS 107 sind in ehemaligen Tagebauen kleinerer
Kohlevorkommen westlich der Braunkohlelagerstatte Lauchhammer entstanden. Diese
Altbergbaubereiche sind durch kleinflachige Abbaugebiete und Bruchfelder gekennzeichnet.
Die Auskohlung erfolgte im Tagebau Plessa (RS 111) von 1929 bis 1956 und im Tagebau
Agnes (RS 107) von 1897 bhis 1928 (Braunkohlenausschuss 1993). Die Restseen
entwickelten sich relativ ungestort und sie sind heute Bestandteil des Naturparkes
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"Niederlausitzer Heidelandschaft" (Braunkohlenausschuss 1996, Schulz & Wiegleb 2000).
Das Untersuchungsgewasser RS B gehort zu den Restseen des Tagebaus Schlabendorf-
Nord, stdwestlich der Stadt Lubbenau. Dieses Gebiet ist typisch fir den modernen
GroRtagebau. Die Aufschlussbaggerung erfolgte von 1959 bis 1962 und RS B entstand
1963/64 (Braunkohlenausschuss 1993). Eine Rekultivierung des Tagebaus fand bereits in
weiten Teilen statt (Braunkohlenausschuss 1993, Schulz & Wiegleb 2000).

Tab. 2.1: Limnologische Kenndaten, Hauptinhaltsstoffe und Nahrstoffe der
Untersuchungsgewasser (Herzsprung 1998, Packroff et al. 2000, Schimmele

1998).

RS 111 RS 107 RSB
Oberflache (ha) 10,7 12,2 ca. 10
Volumen (10° m®) 0,5 0,23 nb
maximale Tiefe (m) 10,2 5,0 10
mittlere Tiefe (m) 4,6 1,9 ca. 5-6
Leitfahigkeit (mS cm™) 2,4-26 25-5 09-11
pH* 2,6 2,3 8,0
Sulfat (mM) 13,65 27,92 4,59
Chlorid (mM) 0,24 0,11 0,56
DIC (mM) S S 1,79
Calcium (mM) 5,65 8,91 4,2
Eisen (mM) 2,79 9,84 S
Aluminium (mM) 1,41 1,91 <<
Magnesium (mM) 1,19 1,83 0,81
Silizium (mM) 0,61 0,66 0,027
Natrium (mM) <04 <0,2 0,5
Kalium (mM) 0,1 < 0,025 0,13
Mangan (mM) 0,055 0,20 S
Ammonium (mM) 0,20 0,43 <
Nitrat (mM) 0,023 0,014 <
TP (UM) 0,35 0,74 0,29
SRP (uM) 0,23 0,69 0,06

DIC Dissolved Organic Carbon : geldster organischer Kohlenstoff
nb nicht bestimmt

S Spurenstoffe

SRP Soluble Reactive Phosphate : 16sliches reaktives Phosphat
TP Total Phosphate : Gesamtphosphat

< gering, unterliegt starken saisonalen Schwankungen

<< nicht nachweisbar

% Medianwerte an der Wasseroberflache (pH und Inhaltsstoffe)
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In Tab. 2.1 sind limnologische Kenndaten, Hauptinhaltsstoffe (mit Konzentrationen grof3er
als 0,1 mM) und Nahrstoffe der drei Gewésser zusammengefasst. Die Restseen sind relativ
klein, besitzen keine oberflachlichen Zu- oder Abfliisse und ihr Chemismus ist durch hohe
Konzentrationen anorganischer lonen sowie geringe Nahrstoffgehalte gepragt. Sie
unterscheiden sich jedoch in pH-Wert, Konzentrationen und Zusammensetzung der
Wasserinhaltsstoffe und in ihrem Schichtungsverhalten (Nixdorf et al. 1998b, Packroff et al.
2000). Letzteres wird insbesondere in den sauren Seen (RS 111 und RS 107) aul3er durch
Temperatur und Beckenform vergleichsweise stark durch geléste Stoffe bestimmt
(Schimmele 1999). Der Gehalt an geléstem anorganischen Kohlenstoff (DIC) ist in den
sauren Restseen den niedrigen pH-Werten entsprechend sehr gering. Er unterschreitet
haufig den Wert von 1 mg DIC I"* (dies entspricht 0,08 mmol DIC I), unterhalb dessen eine
Limitierung des Phytoplanktons eintritt (Nixdorf et al. 1998a, Packroff et al. 2000). Ebenfalls
typisch fir die sauren Gewasser ist der geringe Gehalt an geléstem organischen Kohlenstoff
im Epilimnion (unterhalb 0,1 mmol DOC I*, Herzsprung et al. 1998, Packroff et al. 2000).

2.1.1 Restsee 111

Das Untersuchungsgewdasser RS 111 erstreckt sich in NNO-SSW Richtung mit einer
Langsausdehnung von 900 m und einer Breite von 120 - 140 m. Der See wird westlich
begrenzt durch natirlich gewachsene Sedimente aus dem Tertiar und Quartar, welche an
den steilen Uferabschnitten freigelegt sind. Ostlich, sowie im Siiden als auch im Norden,
grenzt der See an Abraumhalden, welche Uberwiegend tertidres Kippenmaterial enthalten
(Abb. 2.2). Durch flachere Einschnirungen ist der Restsee in drei Becken unterteilt. Im
Mittelbecken wird eine maximale Tiefe von 10,2 m erreicht, wobei der Bereich mit einer
Wassertiefe gréRer als 7,5 m nur 4 % der Gewasserflache und 1 % des Wasservolumens
entspricht (Buttner et al. 1998). Im Nord- und Siudbecken sowie im Grof3teil des
Mittelbeckens liegt die maximale Wassertiefe bei 7 m. Der Wasserspiegel wird durch Zu-
und Abstrom des Grundwassers bestimmt. Die generelle FlieRrichtung ist von SW nach NO,
d. h. dass der See sowohl durch tertidre und quartare als auch durch Grundwasserleiter im
Kippenmassiv gespeist wird (Kndller & Strauch 1999).

Wahrend des Untersuchungszeitraumes 1995 - 1997 stellte sich im Mittelbecken
wahrend der Sommermonate eine thermische Schichtung ein (Packroff et al. 2000). Fur den
relativ kleinen, tiefsten Teil bewirkte die lang anhaltende Eisbedeckung im Winter 1995/96
und die darauffolgende Eisschmelze den Aufbau eines chemischen Gradienten und die
Ausbildung einer Meromixis (Schimmele 1999). Der Wasserkdrper unterhalb einer Tiefe von
6-7m war durch eine erhdhte Leitfahigkeit (bis 2,9 mS cm™) und ganzjahrige Anoxie

gekennzeichnet. Die Wassertemperaturen iber dem Sediment lagen bei 5 - 6 °C.
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Abb. 2.2: Restsee 111 im April 1997. Blick auf Mittel- und Nordbecken.
An der roten Messboje liegt die Probenahmestelle bei einer Wassertiefe
von 10 m.

Abb. 2.3: Farbung des Wassers (im Littoral des Nordbeckens in
Restsee 111).

Die rostrote Farbung des Wassers (Abb. 2.3) ist auf hohe Konzentrationen an geldstem
Eisen zuruckzufuhren. Der niedrige pH-Wert und die hohen Gehalte an Sulfat und Eisen im
Freiwasser (Tab. 2.1) weisen auf den Eintrag versauerter Grund- und Sickerwasser hin, die
durch die Verwitterung der im Kippenmaterial vorhandenen Eisensulfide verursacht werden
(Bozau et al. 1999, Geller et al. 1998). Aufgrund der geringen Nahrstoffkonzentrationen, der
sparlichen pelagischen Besiedlung durch Phytoplankton (bis 10 ug Chl al™, Tiefenchloro-
phyllmaxima bis 20 pg Chl a ™) und der geringen Primarproduktion gilt RS 111 als oligotroph
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(Nixdorf & Hemm 2000, Nixdorf & Kapfer 1998, Nixdorf et al. 1998b, Packroff et al. 2000).
Mikrobiologische Untersuchungen im Jahr 1996 (Meier & Babenzien 1998) zeigten, dass die
Gesamtzellzahl des nicht phototrophen Bakterioplanktons keine saisonalen Tendenzen auf-
wies. Der Jahresdurchschnitt 1996 lag bei 2,6- 10° Zellen ml™. Der Anteil fadiger Zellen mit
Zelllangen Uber 10 um war sehr hoch und erreichte bis zu 33 % der Gesamtzellzahl im Mai
1996. Das heterotrophe Potenzial, welches der maximalen Aufnahmerate von Glucose
entspricht, erreichte einen maximalen Wert von 0,18 pg C I h™ im August 1996.

Im RS 111 wurden an zwei Stellen Sedimentproben genommen. Der eine Probe-
nahmepunkt befand sich im Mittelbecken an seiner tiefsten Stelle [im folgenden als
"RS 111 (10 m)" bezeichnet]. Wéahrend der Sedimentkartierung von Bittner et al. (1998)
stellte sich heraus, dass an dieser Stelle die Sedimente in ihrer Beschaffenheit stark von den
Sedimenten an anderen Probenahmestellen abwichen. Deshalb wurde 1997 eine zweite
Probenahmestelle im Mittelbecken bei einer Wassertiefe von 7 m [im folgenden als

"RS 111 (7 m)" bezeichnet] hinzu genommen.

2.1.2 Restsee 107

Restsee 107 (Abb. 2.4) erstreckt sich in W-O Richtung Uber eine Langsausdehnung von
700 m und einer Breite von maximal 330 m. Aufgrund seiner geringen Tiefe ist eine Poly-
mixis zu erwarten. Wahrend der See in den Jahren 1995 und 1997 (und auch 1998), abge-
sehen von vorlibergehenden Temperaturschichtungen im Sommer, gut durchmischt war,
zeigte er 1996 eine fast ganzjahrige Schichtung in Folge der lang anhaltenden Eisbe-
deckung im Winter 1995/96 (Schimmele 1999). Dies fihrte 1996 unterhalb einer
Wassertiefe von 3m bis zu ihrer Aufhebung durch die Herbstzirkulation im
Oktober/November zu einer fast ganzjahrigen Anoxie (Le3mann et al. 1999). Anfang 1997
war der Sauerstoff in sedimentnahen Wasserschichten in Folge der Eisbedeckung im Winter
1996/97 bis zu Beginn der Frihjahrszirkulation im April/Mai nahezu verbraucht. Unterstitzt
durch die thermische Schichtung stellten sich im Sommer 1997 unterhalb einer Wassertiefe
von ca. 4 m anoxische Verhéltnisse ein. Diese wurden durch die Herbstzirkulation wieder
aufgehoben. Die Wassertemperaturen Uber dem Sediment lagen wahrend des Unter-
suchungszeitraumes bei 2 - 16 °C. Fur die vorliegende Arbeit wurden die Sedimentproben
nahe der tiefsten Stelle bei einer Wassertiefe von ca. 4 m entnommen.

Erhéhte lonenkonzentrationen insbesondere von geléstem Sulfat und Eisen im
Vergleich zu RS 111 weisen auf eine starkere Versauerung hin. Hohe lonenkonzentrationen
sowie ein Teil der Sauerstoffzehrung im Hypolimnion sind auf den Eintritt von anoxischem,
Eisen(ll)-haltigem Grundwasser zurtickzufiihren (LeBmann et al. 1999). RS 107 ist bezliglich
geringer Biomassen des Phytoplanktons (maximal 3,5 pg Chl al™) und geringer Primar-
produktionsraten (0,02 - 4 ug C I* h™) als oligotroph einzustufen (LeBmann et al. 1999,
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Packroff et al. 2000). Der Jahresdurchschnitt 1996 der Gesamtzellzahl des nicht
phototrophen Bakterioplanktons lag bei 3,7- 10° Zellen mI™* (Meier & Babenzien 1998). Der
Anteil der fadigen Zellen erreichte maximal 26 % der Gesamtzellzahl im Oktober 1996. Das
heterotrophe Potenzial war im allgemeinen hoher als im RS 111 und erreichte einen
maximalen Wert von 0,67 pug C I'' h™ im Juni 1996.

Abb. 2.4: Restsee 107 im August 1995.

2.1.3 Restsee B

Restsee B besitzt die kleinste Oberflache der drei Untersuchungsgewésser mit einer
Langsausdehnung von 420 m und einer Breite von 250 m. Der See wird von einem breiten
Schilfglrtel umgeben (Abb. 2.5). Wahrend des Untersuchungszeitraumes 1995 - 1997
verhielt sich der See dimiktisch, d.h. der Wasserkorper wurde zur Frihjahrs- und zur
Herbstzirkulation durchmischt (Schimmele 1998). Der Sauerstoffgehalt nahm wahrend der
Sommerstagnation unterhalb einer Wassertiefe von 6 m ab, das Hypolimnion wurde jedoch
nie ganzlich anoxisch. Die Temperaturen tber dem Sediment lagen wéhrend des Unter-
suchungszeitraums bei 4 - 10 °C. Die Sedimentprobenahmen fanden nahe der tiefsten Stelle
bei einer Wassertiefe von ca. 10 m statt.

Erhohte Leitfahigkeitswerte und insbesondere der erhéhte Gehalte an Sulfat zeugen
vom Ursprung eines schwefelsauren Restsees. Der erhdhte Anteil an Mergel im Boden und
der neutralisierende Effekt der darin enthaltende Carbonate und Tonminerale flhrten jedoch
zur Entwicklung eines neutralen Sees (Klapper & Schultze 1995, Zachmann et al. 1998).
Aufgrund des neutralen pH-Wertes wurde RS B als Referenzstandort fir die Unter-

suchungen gewahlt. Nahrstoffverhaltnisse und Primarproduktion weisen RS B als meso-
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trophen See aus (Nixdorf et al. 1998b,
Packroff et al. 2000). Die durch-
schnittliche Gesamtzellzahl des nicht
phototrophen Bakterioplanktons von
2,0- 10° Zellen mI™* fur das Jahr 1996
war grofer als in den sauren Restseen
(Meier & Babenzien 1998). Die Zellen
waren jedoch viel kleiner und
erreichten selten Zelllangen dber 2 um.
Der Anteil der fadigen Zellen lag
meistens unter 1% der Gesamtzell-
zahl. Die Werte fur das heterotrophe
Potenzial lagen in den Sommer-
monaten weit unter den Werten, die in
den sauren Restseen gemessen
wurden, und erreichten einen maxi-
malen Wert von 0,11 pug C I'* h™ im Juli
1996.

Abb. 2.5: Restsee B im April 1997.

2.2 Untersuchung von Standortparametern

2.2.1 Sedimentprobenahme und -aufarbeitung

Zur Untersuchung der Sedimente im Vertikalprofil erfolgten im Rahmen des Projektes
umfangreiche Sedimentbeprobungen im Mai 1996 [RS 111 (10 m), RS 107], Juli 1996
(RS B) und August 1996 [RS 111 (10 m)] sowie im April 1997 und August 1997 (alle vier
Standorte). Kleinere Sedimentprobennahmen fanden parallel zu den monatlichen Gewasser-
untersuchungen statt. Zusatzliche Termine waren im Juni 1998 (RS B) und April 1999
[RS 111 (10 m)].

Zur Analyse der Sedimente im Vertikalprofil wurden weitgehend ungestotrte
Sedimentkerne mittels eines modifizierten Kajak-Brinkhurst Sedimentstecher (Mudro &
Azcue 1995) gewonnen. Ansonsten wurde zur Beprobung der oberen Sedimentschicht (ca.
0—-10cm) ein Birge-Ekman Sedimentgreifer (Mudro & Azcue 1995) verwendet. Die
Sedimentkerne wurden direkt nach der Entnahme unterteilt. Dazu wurden die Kerne in 1 cm-
Intervallen aus der Plexiglasséule geschoben, geschnitten und Aliquots in Glasflaschen

abgefullt. Der verbleibende Gasraum wurde mit sauerstofffreiem Stickstoff gespult und die
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Glasflaschen mit gasdichten Schraubdeckeln verschlossen. Zur Bestimmung von
Sulfatreduktionsraten wurden kleine Unterkerne in 5 ml-Spritzen (die Spitzen wurden
entfernt) enthommen. Die Unterkerne umfassten eine Schichtdicke von 5cm und ein

Gesamtvolumen von 6 ml. Zur Gewinnung der oberen 10 cm wurden demnach zwei Satze
von Unterkernen entnommen: 0-5cm und 5 - 10 cm. Die Spritzen wurden mit Parafilm[]

verschlossen und in gasdichten Behdltern, welche mit sauerstofffreiem Stickstoff gespuilt

wurden, transportiert.

2.2.2 Analyse physikalischer und chemischer Sedimentparameter
2.2.2.1 pH-Wert und Redoxpotenzial

Die Messungen des pH-Wertes und des Redoxpotenzials (E;) erfolgten direkt am Material
vom frisch geschnittenen Kern, wobei die jeweilige Messelektrode in die abgetrennte
Sedimentschicht eingetaucht wurde. Es wurden kommerzielle Glaselektroden verwendet. Als
Referenzelektrode zur Messung des Redoxpotenzials diente eine Ag/AgCl/KCI-Elektrode
(3M KCI). Der gemessene Wert wurde unter Bericksichtigung der Sedimenttemperatur
nach folgender Formel auf die Standardwasserstoffelektrode umgerechnet und pH-korrigiert
(DEV 1984: DIN 38404 C6, Fresenius et al. 1988):

E,,=E,, +E pH,, —7)CF

hAg/ AgCl + (

E,,: Redoxpotenzial bezogen auf pH 7 (mV)
E,, : Redoxpotenzial gemessen gegen die Referenzelektrode (mV)
E : Redoxpotenzial der Referenzelektrode (mV) = 217 mV bei 10°C

hAg/ AgCl *
pH,, : pH gemessen in der Probe
foo= E, RIOR3

D= = = 56,1 mV bei 10 °C
pH F

Die Redoxintensitat (pe) wurde aus den nicht pH-korrigierten Werten des Redoxpotenzials
berechnet (Sigg & Stumm 1996):

F
e=———I[E
PY TS Y B
pe= —Iog{e'}, wobei {e'} die Elektronenaktivitat bedeutet
F : Faraday-Konstante = 96487 J V' mol™
R: Gaskonstante = 8,314 J K™* mol™
T : Temperatur in Kelvin (K)

__F . _178V'bei10°C (283K)
2,3[R[T
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2.2.2.2 Trockengewicht, Glihverlust und Porositat

Das Trockengewicht des Sedimentes wurde Uber den Gewichtsverlust bei 105 °C fur 12 h
ermittelt. Der Gluhverlust wurde tber den Gewichtsverlust bei 550 °C fur 4 h bestimmt. Die
Porositat wurde aus dem Trockengewicht und der ermittelten spezifischen Dichte des Sedi-
mentes berechnet. Dabei wurde angenommen, dass das durch gasformige Sediment-
bestandteile eingenommene Volumen vernachlassigbar gering ist. Danach entspricht die
berechnete Porositat dem Volumenanteil des Porenwassers:

_ %M

P
=P ooy

Ve, 100

(p:

V., : Volumen des Porenwassers

Vseq: Volumen des gesamten Sediments

%M ., : Gewichtsanteil des Porenwassers im Sediment
Pseq: Dichte des Sediments

2.2.2.3 Sulfat und gel6ster organischer Kohlenstoff im Porenwasser

Das Porenwasser wurde durch Zentrifugation von 20 - 30 ml Sediment bei 9000 g und bei
4 °C fur 10 min gewonnen. Der Uberstand wurde filtriert (Celluloseacetat, 0,2 um), das Filtrat
mit HCI leicht angeséauert und bei 4 °C bis zur Analyse aufbewahrt. Zur Beseitigung leicht
I6slicher organischer Bestandteile wurden die Filter zuvor mit 100 ml lauwarmen H;Ogest
vorfiltriert. Die Filtration sowie die Aufbewahrung des Filtrats erfolgte unter sterilen
Bedingungen, da die Proben nicht eingefroren wurden. Diese MaflRnahme sowie die
Ansauerung des Filtrats dienten dazu, die Ausfallung von Fe(lll)-Hydroxiden zu vermeiden.
Das geloste Sulfat wurde entweder turbidometrisch (Tabatabai 1974) oder
ionenchromatographisch bestimmt. Fir die lonenchromatographie wurde die Anionen-
austauscher-Saule GAT Anions/S 250 x 4,6 mm ID (Gamma Analysentechnik GmbH,
Bremerhaven-Lehe) verwendet. Der Eluent bestand aus 5 mM Phthalsaure eingestellt auf
pH 5,0 mit LIOH. Die Flussrate betrug 2 ml min™. Der gelste organische Kohlenstoff (DOC)
wurde IR-spektrometrisch bestimmt (DimaTOC 100, Dirsus & Co Umwelt- und Analysen-
technik, Essen). Die ionenchromatographische Bestimmung des Sulfats sowie die
Bestimmung des DOC wurden von Dr. Peter Herzsprung, UFZ-Gewasserforschung

Magdeburg, durchgefinhrt.

2.2.2.4 Reduzierte Schwefelverbindungen

Der Gehalt an reduzierten anorganischen Schwefelverbindungen im Sediment erfolgte Gber

eine sequenzielle Ruckflussdestillation (Fossing & Jegrgensen 1989). Die Bestimmung
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erfolgte an den mit 20 % Zinkacetat-Losung fixierten und gewaschenen Sedimentproben,
welche ebenfalls zur Bestimmung der Sulfatreduktionsraten verwendet wurden (siehe Kap.
2.2.3). Zur Extraktion der sdaureflichtigen Schwefelverbindungen (AVS) wurden der
Sedimentprobe 12,5ml 3N HCI (in 50 % Ethanol) zugesetzt und 30 min kalt und
anschliel3end 5 min heil3 (kéchelnd) destilliert. Dies garantiert die vollstandige Extraktion von
amorphen FeS, Pyrrhotin (FeS:,) und Mackinawit (Fe;,S), jedoch nur eine unvollstdndige
Reduktion von Greigit (FesS,) (Cornwell & Morse 1987) und Monosulfiden aus alteren
Gesteinsschichten (Rice et al. 1993). Die saurefliichtige Fraktion enthielt ebenfalls das als
ZnS gebundene freie Sulfid (H,S, HS, und Sz') aus dem Porenwasser. Die
chromreduzierbaren Schwefelverbindungen (CRS) wurden mit 15 ml 1 N CrCl; (in 0,5 N HCI)
40 min hei3 (k6chelnd) extrahiert. Unter diesen Bedingungen wird frischer Pyrit (FeS,) und
geloster elementarer Schwefel vollstandig, &alterer Pyrit und kolloidaler (Partikel mit 0,2 -
0,5 um Durchmesser) sowie granularer (Partikel mit Durchmesser >1 mm) elementarer
Schwefel nur teilweise reduziert (Fossing & Jgrgensen 1989, Duan et al. 1997). Organische
Schwefelverbindungen und Sulfate werden nicht reduziert (Canfield et al. 1986, Zhabina &
Volkov 1978).

Bei den Proben von April 1997 wurde der elementare Schwefel (S gesondert
bestimmt. Im Anschluss an die Extraktion des AVS wurde das Sediment bei 3000 g fir
10 min abzentrifugiert. Als Extraktionsmittel wurde Ethanol verwendet (Schippers 1998). Das
Sedimentpellet wurde mit 5 ml 96 % Ethanol versetzt und wahrend 30 min Extraktionszeit
regelmafRig geschittelt. AnschlieBend wurde das Sediment bei 3000 g fur 10 min
abzentrifugiert und die Extraktion ein zweites Mal wiederholt. Die drei Uberstande wurden
vereinigt und der geldste elementare Schwefel mit 15 ml 1 N CrCl, (in 0,5 N HCI) 40 min
heild extrahiert. Vom Rickstand wurde der restliche CRS bestimmt.

Der gebildete Schwefelwasserstoff wurde unter standigem Stickstoff-Strom ausge-
trieben und in 10 ml 5% Zinkacetat-Losung aufgefangen. Die Masse des reduzierten
Schwefels wurde spektrophotometrisch nach der Methylenblau-Methode (Cline 1969)
bestimmt. Angaben des Schwefelgehaltes pro Sedimentvolumen erfolgen in umol S cm™.

2.2.2.5 Eisenverbindungen

Amorphes bzw. mikrobiell reduzierbares Eisen(lll) und sdureldsliches Eisen(ll) wurden nach
dem Protokoll von Lovley & Phillips (1987a) bestimmt. Saurel6sliches Eisen(ll) wurde mit
0,5M HCI (5 ml auf ca. 0,1 g Nassgewicht Sediment) fiir 1 h extrahiert. In einer zweiten
Sedimentprobe wurde mit 0,25 M Hydroxylamin (in 0,25M HCI, 5ml auf ca. 0,1g
Nassgewicht Sediment) das amorphe Eisen(lll) reduziert und zusammen mit dem
saureldslichen Eisen(ll) fir 1 h extrahiert. Von den Extrakten wurden je 0,1 ml zu 5 ml

Ferrozin-Lésung [1 g I* in 50 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N*-2-ethan-sulfonat)-
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Puffer, pH 7,0] pipettiert. Der Ansatz wurde kurz geschittelt, 2 ml abgenommen und bei
22000 g fur 10 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurde die Extinktion bei 562 nm (Essy)
gemessen. Bei hohen Eisen(lll)-Uberschuss in der Sedimentprobe fiihrt die Bildung von
Fe(lll)-Oxidhydraten zur Uberbewertung der Eisen(ll)-Konzentration. Die Korrektur erfolgte
nach Hennies (1991). Als Mal3 fur die Konzentration der Fe(ll)-Oxidhydrate diente der
Extinktionswert bei 400 nm. Vom Esg-Wert wurde ein siebtel des Esq-Wertes subtrahiert.
Der Gehalt an amorphem Eisen(lll) wurde aus der Differenz zwischen dem HCl-extrahierten
Eisen(ll) und dem Hydroxylamin-extrahierten Eisen(lll) plus Eisen(ll) berechnet. Der
Eisengehalt wurde anhand der ermittelten Sedimentdichte auf das Sedimentvolumen
umgerechnet und wird in pmol Fe cm™ angegeben. Die Bestimmung des Eisengehaltes in
Sedimentproben wurde von Dr. Katrin Wendt-Potthoff, UFZ-Gewasserforschung
Magdeburg, durchgefinhrt.

Wallmann et al. (1993) geben eine Ubersicht iber die Hydroxylamin-reduzierbaren
Eisen(lll)-Minerale und 1M HCl-extrahierbaren Eisen(lll)- und Eisen(ll)-Minerale. Mit
Hydroxylamin wird schwach kristallines Eisen(lll) reduziert und somit extrahiert. Dies
beinhaltet amorphes Fe(lll)-(Hydr)oxid [auch als amorphes Fe(lll)-Oxyhydroxid (Lovley &
Phillips 1987a), ferric gel (Roden & Zachara 1996) oder am-FeOOH (Croshy et al. 1983)
bezeichnet] und Ferrihydrit (FeOH); [FesHOgl4H,O (Bigham et al. 1996), wird jedoch nicht
immer vollstandig extrahiert (Roden & Zachara 1996)]. Lepidocrocit (y-FeOOH) wird groé3ten-
teils (83 %) extrahiert. Goethit (a-FeOOH), Akaganeit (B-FeOOH), Hamatit (Fe,O3) und
Magnetit (FesO,4) werden nur geringfligig oder gar nicht reduziert. Von den Fe-(Oxy)hydroxo-
sulfaten wird Schwertmannit [FegOg(OH)sSO,4] aber nicht Jarosit [(H,K,Na)Fe3(OH)s(SO4)2]
reduziert (K. Wendt-Potthoff, UFZ-Gewasserforschung Magdeburg, pers. Mitt.). In 1 M HCI
wird Siderit (FeCQOy), Vivianit [Fez(PO,),] und amorphes FeS vollstandig, Mackinawit (Fe1.S)
grofldtenteils (92 %) und Greigit (FesS,) nur teilweise (40 - 67 %) geldst. Goethit, Hamatit und
Akaganeit l6sen sich nicht. Von den Eisen(lll)-Mineralen lésen sich amorphes Fe(lll)-
(Hydr)oxid und Ferrihydrit vollstédndig und Lepidocrocit nur geringfiigig, wobei die Oxidations-

stufe erhalten bleibt.

2.2.3 Bestimmung der Sulfatreduktionsraten

Die Ratenbestimmung erfolgte mittels Radiotracer (*>SO,”). Der Vergleich verschiedener
Methoden in Hinblick auf Applikation des Tracers, Inkubation und Extraktion der reduzierten
Schwefelverbindungen (Meier et al. 2000) zeigte, dass die direkte Injektion der Tracerlésung
in ungestorte Sedimentkerne die geeignete Methode fir junge Sedimente verschiedener
aguatischer Systeme einschlief3lich der von Tagebau-Restseen darstellt. Die anschlieRende
Extraktion der reduzierten Schwefelverbindungen mittels der Diffusionsmethode (Hsieh &
Yang 1989, Ulrich et al. 1987) ergab vergleichbar gute Ergebnisse wie die Ruckfluss-
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destillation (Fossing & Jgrgensen 1989). Obwohl die Diffusionsmethode arbeitstechnisch
sehr viel einfacher ist, wurde in der vorliegenden Arbeit die Rickflussdestillation angewandt.
Letztere Methode bietet den Vorteil, die reduzierten Schwefelverbindungen sequenziell aus
einer Sedimentprobe in verschiedenen Fraktionen zu gewinnen (siehe Kap. 2.2.2.4). In
Abb. 2.6 ist der Arbeitsablauf schematisch dargestellt.

ZnAc
35805' %Hzo
- ‘
[ |
-
Sediment- =
Unterkern [
1. core-injection 2. Schneiden, 3. Destillation
und fixieren und
Inkubation waschen

Abb. 2.6: Schematische Darstellung zur Applikation von radioaktiv markiertem Sulfat
und der Aufarbeitung der Sedimentproben zur Bestimmung der Sulfatreduktionsraten.

Die Injektion der Na,**SO,-Arbeitslésung (4 MBg ml*, Amersham Corp., Braunschweig)
erfolgte senkrecht zur Kernoberflache mit einer Hamiltonspritze gefiihrt von einem
Mikromanipulator (Piker et al. 1998). Es wurden funf Mal 8,4 ul Losung injiziert. Die
Unterkerne wurden mit Parafiim® verschlossen und in einem gasdichten Behdlter unter
sauerstofffreiem Stickstoff bei in situ-Temperatur inkubiert. Die Inkubation dauerte abhéngig
von der zu erwartenden sulfatreduzierenden Aktivitat des Sedimentes 4 bis 52 h. Die Kerne
wurden anschlieRend in 1 cm-Schritten (dies entspricht 1,2 ml Sediment) geschnitten, in
Zentrifugenrdéhrchen Uberfihrt und mit 5 ml 20 % Zinkacetat-Lésung fur mindestens 1 h
fixiert. Die Zugabe von Zinkacetat verhindert wahrend der Aufarbeitung eine Oxidation der
Sulfide bei Kontakt mit Luftsauerstoff und vermindert wahrend der Destillation mit HCI die
Oxidation durch das im Sediment vorhandene Eisen(lll) (Duan et al. 1997). Das fixierte

Sediment wurde bei 3000 g fur 10 min abzentrifugiert und zweimal mit je 5 ml Wasser
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gewaschen. Zur Bestimmung des verbliebenen *S0,* wurden von den Uberstanden jeweils
100 pl in 5 ml Szintillationscocktail (Lumagel® SB, Mallinckrodt Baker B.V., Griesheim)
pipettiert. Die gewaschenen Sedimente wurden in Destillationskolben Uberfihrt und die
Destillation wie in Kap. 2.2.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Zur Bestimmung des reduzierten
*5.Schwefels wurden 5 ml der Absorberlésung (5 % Zinkacetat-Lésung) in 10 ml Szintilla-
tionscocktail pipettiert. Die Radioaktivitat wurde im Szintillationsspektrometer (LSC 1600TR,
Canberra Packard, Dreieich) gemessen. Die Sulfatreduktionsraten (SRR) wurden unter

Berucksichtigung der Porositat nach der folgenden Gleichung berechnet (Ingvorsen 1998):

a

2= i 2- 3 41
(A+a)t EﬁSQ ]DIDELOG (in nmol SO, cm™ d™)

SRR=

a: Radioaktivitat des gesamten reduzierten **S-Schwefels
A: Radioaktivitat des verbliebenen **S0O,*
t: Inkubationszeit (d)

[SQ,Z_J: Sulfatkonzentration im Porenwasser (nmol ml™)

@: Porositat bzw. Porenwassergehalt (siehe Kap. 2.2.2.2)
1,06: Diskriminierungsfaktor

2.2.4 Experimente zum Einfluss organischer Substrate auf die Sulfatreduktion
(Restsee 111)

Im Hinblick auf eine Sanierung der sauren Restseen wurde im Rahmen des Projektes
"Untersuchungen zur Entwicklung und Erprobung eines Verfahrens zur in situ
Sulfatreduktion von geogen schwefelsauren Bergbaurestseen" (BMBF FKZ 02 WB 9592/6)
die Stimulierung der Sulfatreduktion in den Sedimenten von RS 111 durch die Zugabe
organischer Substrate untersucht. Dazu wurden 2 I-Duran-Flaschen mit 200 ml Sediment,
2000 ml Standortwasser und 15 g Stroh bestickt (Frommichen 1997). Die organischen
Substrate wurden in einer Konzentration von 30 mM (berechnet auf 2| Standortwasser)
zugegeben. In zwei Serien wurden die Substrate Pyruvat, Glucose und Succinat (08.10.-
05.11.96) und die Substrate Lactat, Ethanol und Acetat (29.10.-26.11.96) getestet. Parallel
wurde ein Ansatz sowohl ohne Substrat als auch ohne Stroh sowie ein Ansatz mit
autoklaviertem Standortmaterial inkubiert. Es wurden Sediment-Greiferproben aus RS 111
(10 m) vom 23./24.09.96 fur die erste Serie und vom 21./22.10.96 fir die zweite Serie
verwendet. Die Ansatze wurden vier Wochen bei Raumtemperatur (ca. 20 °C) inkubiert.

Die Sedimententnahme aus den Flaschen erfolgte mit einer 10 mi-Pipette mit
vergroRerter Offnung. Zur Bestimmung der Sulfatreduktionsraten und der Schwefelver-
bindungen wurden 4 ml Sediment in Reagenzréhrchen pipettiert, der Gasraum mit sauer-
stofffreiem Stickstoff gespilt, 50 pl Na,>*SO,-Arbeitslésung (4 MBg mlI™) hinzu pipettiert und
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die Rohrchen mit Gummistopfen verschlossen. Die Ansatze wurden fir 3 h 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der Sulfatreduktionsraten und der reduzierten
Schwefelverbindungen wurden wie in Kap. 2.2.3 bzw. Kap. 2.2.2.4 beschrieben durch-

gefluhrt.

2.2.5 Berechnung der relativen Standardabweichung

Die Messungen von Sulfatreduktionsraten, Schwefel- und Eisenverbindungen beruhen auf
. =X

einer begrenzten Anzahl von Parallelen. Daher wurde der relative Fehler(:1OOE—L )
X

der zwei bzw. drei Parallelen berechnet. Die relative Standardabweichung fir alle Parallel-
bestimmungen der untersuchten Horizonte eines Standorts driickt die Variabilitat der Mess-
parameter fur jeden Standort aus. Dabei wurde angenommen, dass die Varianz der relativen

Fehler fur die verschiedenen Sedimenttiefen gleich ist.

2.2.6 Berechnung des Verhaltnisses von saurefliichtigen Schwefel zu Pyrit-Schwefel

und der Bildungsgrade von Pyrit und sulfidischem Eisen

Das Verhéltnis von saureflichtigen Schwefel zu Pyrit-Schwefel entspricht dem Quotienten
aus AVS (Mittelwert der parallelen Messwerte) und Pyrit-S. Pyrit-S wurde anhand des
Mittelwerts des Gesamt-CRS abziiglich des Anteils an elementarem Schwefel (bestimmt an

nur einer Parallele) abgeschatzt.

Der Bildungsgrad von Pyrit, DOP (Degree Of Pyritization), ist definiert als:

DOP = pyritic Fe

= — - (Berner 1970, Raiswell & Berner 1985)
pyritic Fe+ acid-solubleFe

Pyrit-Fe entsprach der Halfte der Konzentration des Pyrit-S. Saureltsliches bzw. reaktives
Eisen (Canfield et al. 1992) entsprach hier dem Hydroxylamin-extrahierbaren Eisen(lll) plus

Eisen(ll) (Mittelwert der parallelen Messwerte).

Der Bildungsgrad von sulfidischem Eisen, DOS (Degree Of Sulfidization), ist definiert als:

DOS = sulfidic Fe
pyritic Fe+ acid-solue Fe

(Boesen & Postma 1988)

Sulfidisches Eisen entsprach der Summe aus AVS und Pyrit-Fe, wobei angenommen wurde,

dass das gesamte bzw. der Hauptteil des AVS als FeS vorlag.
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2.3. Mikrobiologische Untersuchungen

2.3.1 Stammlodsungen fur Kulturmedien

Zur Bestimmung der Anzahl kultivierbarer Zellen im Sediment sowie zur Gewinnung und
Charakterisierung von Reinkulturen wurden verschiedene Medien verwendet, die in den
anschliel3enden Kapiteln beschrieben werden. Fur die Herstellung wurden folgende Mineral-

medien bzw. Stammlésungen verwendet:

Tab. 2.2: Mineralmedium A.

in 1000 Ml H2Ogemin:

KH,PO, 0lg
NH,CI 01lg
NaCl 0,19
KCl 019
CaCl,- 2H,0 02g
MgCl,: 6H,0 029

Tab. 2.3: Mineralmedium B.

in 2000 ml H2Ogemin:

KH,PO, 0,05 g
(NH,)2SO0, 1259
KCI 0,05 g
Ca(NOs), 0,01g
MgSO,- 7H,0 059

Tab. 2.5: Spurenelementlésung (SL) 12B (Overmann et al.

1992).

in 1000 Ml HyOgest:

EDTA-Di-Natriumsalz 3,09

FeSO,- 7H,O 119

CoCl,- 6H,0 190 mg
MnCl,- 2H,0O 50 mg
ZnCl, 42 mg
NiCl,- 6H,0 24 mg
Na,MoO,- 2H,0 18 mg
H3BOs 300 mg
CuCl;- 2H,0 2 mg
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Tab. 2.4: Selenit-Wolframatlosung (Widdel & Bak 1992).

in 1000 ml HyOgest:

NaOH 049
Na,SeO;: 5H,0 6 mg
Na,WO,- 5H,0 8 mg

Tab. 2.6: Vitaminldésung (Stams et al. 1983)

in 1000 ml HyOgest:

p-Aminobenzoesaure 0,19
Riboflavin 0,19
Thiamin 0,29
Nicotinsdure 0,29
Pyrodoxamin 0,59
Pantothenséure 01lg
Cobalamin 01lg
Biotin 0,02g

2.3.2 Medien zur Bestimmung der Anzahl kultivierbarer Zellen im Sediment

Die Anzahl der kultivierbaren Zellen wurde nach der Most Probable Number (MPN)-Methode
bestimmt (siehe Kap. 2.3.3). Die fir die Verdinnungsreihen verwendeten Medien sind
selektiv fir die verschiedenen physiologischen Gruppen der schwefel- und eisen-

oxidierenden sowie der eisen- und sulfatreduzierenden Bakterien.

Schwefeloxidierende Bakterien (SOB)

Zur Bestimmung der Anzahl der SOB wurden zwei Medien mit unterschiedlichen pH-Werten
verwendet (Tab. 2.7). Als Grundlage fir die Zusammensetzung des sauren Mediums
(pH 4,5) diente das von der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) fur Acidithiobacillus thiooxidans angegebene Medium (Nr. 35
Thiobacillus thiooxidans, DSM Catalogue 1993 oder http://www.dsmz.de). Als neutrales
Medium (pH 7) wurde das Medium von Visscher et al. (1992) leicht modifiziert verwendet.
Das saure Medium wurde nach dem Autoklavieren mit steriler 1 M HCI (ca. 4 ml) auf
pH 4,5 + 0,1 eingestellt. Das neutrale Medium wurde nach dem Autoklavieren mit steriler
1 M HCI (ca. 0,5 ml) auf pH 7,0 £ 0,1 eingestellt.
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Tab. 2.7: MPN-Medien fur schwefeloxidierende Bakterien.

in 1000 ml Mineralmedium A:

SL 12B 1ml

Na,S,0; (getrennt autoklaviert) 2,48 g (=10 mM)

FeSO, 7H,0 (10 g I" 0,1 M H,SO,) 100 pl

Vitamin By, (40 mg I, steril filtriert) 1 ml
aernativ: ]

e pH 4,5

KH,PO, 0,91 g (= 6,7 mM)

Bromphenolblau (1 g I 5 ml

epH 7

NaHCO; anh. (getrennt autoklaviert) 0,56 g (= 6,7 mM)

Bromkresolpurpur (1 g I'") 5ml

Azidophile eisenoxidierende Bakterien (FeOB)

Zur Bestimmung der Anzahl azidophiler FeOB wurden zwei Medien verwendet. Eins war mit
und eins ohne organischem Substrat. Das Medium fir autotrophe FeOB wurde in Anlehnung
an das von der DSMZ fur Acidithiobacillus ferrooxidans empfohlene Medium (Nr. 70
Thiobacillus ferrooxidans, DSM Catalogue 1993 oder http://www.dsmz.de) hergestellt
(Tab. 2.8). Der pH-Wert lag nach dem Autoklavieren bei pH 1,6 - 1,8. Fir die heterotrophen
Vertreter der FeOB wurde das FTY (Fe-Tetrathionate-Yeast)-Medium (D.B. Johnson,
University of Bangor, UK, pers. Mitt.) verwendet (Tab. 2.9). Der pH-Wert wurde vor dem
Autoklavieren mit 1 M H,SO, auf pH 2,4 + 0,1 eingestellt.

Tab. 2.8: MPN-Medium fiir autotrophe eisenoxidierende Bakterien.

in 1000 ml Mineralmedium A:

SL 12B 1ml
FeSO,- 7H,0 (in 250 ml 0,1 M H,SOy, st. f.) 22,5 g (=80 mM)
Vitamin By, (40 mg I, steril filtriert) 1ml

Tab. 2.9: FTY-Medium (MPN-Medium fir heterotrophe eisen-
oxidierende Bakterien)

in 1000 ml Mineralmedium B:

SL 12B 1 ml
FeSO, 7H,O (IMin 1 M H,SO,, st. f.) 25 ml (= 25 mM)
K2S40¢ (steril filtriert) 0,76 g (= 2.5 mM)

Hefeextrakt 0,2 g (= 0,02 %)
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Sulfatreduzierende Bakterien (SRB)

Die fur SRB verwendete Medien (Tab. 2.10) entsprechen leicht modifiziert den Medien von
Widdel & Bak (1992). Aufgrund der hohen Konzentrationen von Eisen und Magnesium im
Verhaltnis zu Natrium am Standort (siehe Kap. 2.1 und Tab. 2.1) wurden entweder MgSOQy,,
das auch fir Medien mariner SRB eingesetzt wird (Widdel & Bak 1992), oder FeSO, anstatt
NaSO, als Sulfatsalze verwendet. Zudem wurden die Medien in ihrem pH-Wert variiert.

Tab. 2.10: MPN-Medien fur sulfatreduzierende Bakterien.

in 1000 ml Mineralmedium A:
SL 12B 1ml
Selenit-Wolframat-Lésung 0,2 ml
Resazurin 0,5 ml
Vitaminldsung (steril filtriert) 1ml
akernativ: ]
e MgSO,- 7H,O
MgSO,- 7H,O 3,69 g (=15 mM)
FeSO, 7H,0 (10 g I" 0,1 M H,SO,, getr. auto.) 5 mi
oo pH 7
NaHCOs; anh. (getrennt autoklaviert) 1,68 g (= 20 mM)
Na-Lactat (8,76 ml 50 % Lsg. in 100 ml, st. f.) 10 ml (=5 mM)
Na-Acetat (4,1 g in 100 ml, getr. auto.) 10 ml (=5 mM)
oo pH 3
KH,PO, (getrennt autoklaviert) 2,73 g (=20 mM)
Glycerin® (4,3 ml 87 % Lsg. in 100 ml, getr. auto.) 10 ml (=5 mM)
e FeSO, 7H.O/ pH 3
FeSO,- 7H,0 (in 100 ml 0,1 M H,SOy, st. f.) 2,78 (= 10 mM)
Glycerin (4,3 ml 87 % Lsg. in 100 ml, getr. auto.) 10 ml (=5 mM)

? Ferac, Berlin

Die Medien wurden in Widdel-Kolben (Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern) hergestellt
und nach dem Autoklavieren unter sauerstofffreiem Stickstoff abgekuhlt. Der pH-Wert des
MgSO,-Mediums wurde mit ca. 5 ml 1 M HCI auf pH 6,8 + 0,1 bzw. pH 3,2 £ 0,2 eingestellt.
Der pH-Wert des FeSO4/pH 3-Mediums wurde mit ca. 0,5 ml 1 M NaOH auf pH 2,9 +0,1
eingestellt. Natriumdithionit diente als Reduktionsmittel. Davon wurde dem Medium mit

einem sterilen Spatel so viel hinzugefligt, bis eine Entfarbung des Resazurins eintrat.
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Azidophile eisenreduzierende Bakterien (FeRB)

Zur Bestimmung der Anzahl azidophiler FeRB wurden zwei Medien mit verschiedenen
Elektronendonatoren verwendet (Tab.2.11). Das Medium fur autotrophe FeRB mit
elementarem Schwefel (S°) als Elektronendonator basierte auf den Angaben von Pronk et
al. (1992). Das Medium fur heterotrophe FeRB mit Glucose als Elektronendonator entsprach

leicht modifiziert dem Medium von Johnson & McGinness (1991a).

Tab. 2.11: MPN-Medien fur azidophile eisenreduzierende Bakterien.

in 1000 ml Mineralmedium B:

SL 12B 1ml

TSB (Tryptic Soy Broth)® 0,25 g (= 0,025 %)
alternativ: ]

. s’

Fe,(S0y)s- 5H,0 (steril filtriert) 25,3 g (=50 mM)

Flowable Sulfu”® (11 M, getrennt autoklaviert) 13,6 ml (= 150 mM)

* Glucose

Fe,(S0y)s- 5H,0 (steril filtriert) 12,6 g (= 25 mM)

Glucose (getrennt autoklaviert) 0,99 (=5mM)

& Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA
® Stoller Enterprises Inc., Lancashire, UK

Die Medien wurden in Widdel-Kolben hergestellt und nach dem Autoklavieren unter
sauerstofffreiem Stickstoff-Kohlendioxid-Gemisch (80/20) abgekihlt. Der pH-Wert wurde mit
ca. 90 ml steriler 1M NaOH [bei 50 MM Fey(SOy);] auf pH2,5+0,1 eingestellt. Der
elementare Schwefel in Form von Flowable Sulfur (Germida 1985) wurde vor Gebrauch vier
Mal mit H,Ogest (VOlumenverhaltnis 1:1) gewaschen und nach jeweiligen Waschvorgang wie
folgt abzentrifugiert: 5 min bei 300 g nach dem 1. Waschvorgang, 5 min bei 900 g nach dem
2. und 3. Waschvorgang und 5 min bei 1500 g nach dem 4. Waschvorgang. Die Schwefel-
suspension wurde 15 min bei 121 °C autoklaviert und anschlieRend sofort bis zur voll-
standigen Resuspension geschiittelt und mit Ultraschall behandelt. Der Schwefelgehalt der

Suspension wurde nach Verdunstung des Wassers bei 90 °C bestimmit.

3.3.3 Durchfliihrung der Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl kultivierbarer, schwefel- und eisenoxidierender sowie sulfat- und
eisenreduzierender Bakterien wurde die Most Probable Number (MPN)-Technik angewandt
(Cochran 1950, Oberzill 1967). Die Verdunnungsreihen in funf (oder acht) Parallelen mit
acht (oder zwolf) Verdiinnungsstufen wurden in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen mit je
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1,5 ml Volumen durchgefihrt. Das Sediment wurde zunéchst vorverdiinnt (20 ml Sediment
in 60 ml Mineralmedium A). Die Uberstehende Gasphase wurde mit sauerstofffreiem Stick-
stoff 10 - 15 min gespilt und die Ansétze gut geschiittelt. Zuerst wurden die Verdinnungs-
reihen zur Z&hlung von SRB durchgefiihrt. Dann wurde das Sediment ein zweites Mal
vorverdinnt (10 ml Sedimentsuspension in 90 ml Mineralmedium A) und anschlie3end die
Zahlungen von FeRB, SOB und FeOB durchgefihrt. Um einen Hinweis zu erhalten, ob ein
grolBerer Anteil der SRB und FeOB als Sporen vorliegt, wurde die Sedimentsuspension
pasteurisiert (20 min bei 80 °C) und eine weitere Verdinnungsreihe fir SRB und FeOB
durchgefuhrt wurde. Die Kulturmedien wurden in entsprechenden Volumina in den Mikrotiter-
platten vorgelegt. Die Verdinnungsreihen fir SRB wurden mit Verdiinnungsfaktor zehn
(100 pl Sedimentsuspension auf 900 pyl Medium) im neutralen RS B und mit Verdinnungs-
faktor sechs (200 ul auf 1000 pl Medium) in den sauren Seen durchgefihrt. Fir azidophile
FeRB wurde ein Verdunnungsfaktor von zehn (100 ul auf 900 pl Medium) gewahlt. Fir die
aeroben SOB und FeOB wurde ein kleineres Gesamtvolumen gewahlt und die Ver-
dunnungsreihen ebenfalls mit Verdiinnungsfaktor zehn (50 ul Sedimentsuspension auf
450 ul Medium) durchgefuhrt.

Die Platten wurden mit einer sterilen, gasdurchlassigen Folie (ThinSeal™, Excel
Scientific, Roth, Karlsruhe) verschlossen. SRB und FeRB wurden anoxisch (Anaerocult A
mini, Merck, Darmstadt) und SOB und FeOB oxisch im Dunkeln bei 28 °C inkubiert. Nach
mindestens acht Wochen wurden die beimpften Platten ausgewertet. Als positives Ergebnis
wurde bei SOB der Farbumschlags des pH-Indikators, bei FeOB die Bildung eines
rostfarbenen Niederschlags, bei SRB die Bildung eines schwarzen Niederschlags und bei
FeRB eine Entfarbung des Mediums bewertet. Die hdchstwahrscheinlich Zahl (MPN) des
Orginaltiters wurden mit Hilfe des Computerprogramms von Klee (1993) bestimmt, wobei die

Berechnung des 95 %-Konfidenzintervalls nach der Cornish & Fisher-Methode erfolgte.

2.3.4 Gewinnung von Reinkulturen

Azidophile schwefel- und eisenoxidierende Bakterien

Azidophile schwefel- und eisenoxidierende Bakterien wurden auf doppelschichtigen
Agarose-Platten (Abb. 2.7 B) isoliert (Johnson & McGinness 1991a, Johnson 1995). In die
Bodenschicht wird die Kultur eines heterotrophen, azidophilen Organismus eingebettet. Die
Kultur diente dazu, die bei pH 2,5 auftretenden Saurehydrolyse-Produkte der Agarose (vor-
wiegend Kohlenhydrate) wegzufangen. Dies ermoglicht auf der sterilen Deckschicht das
Wachstum autotropher Organismen, das durch erhdéhte Konzentrationen organischer
Substanzen gehemmt werden kann (Tuttle et al. 1977, Matin 1978). Der hier verwendete

azidophile heterotrophe Stamm "Acidiphilium cryptum"” SJH wurde von D.B. Johnson
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(University of Wales, UK) freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die Zusammensetzung
der Boden- und Deckschicht sind in Tab.2.12 bzw. Tab.2.13 wiedergegeben. Der
Deckschicht wurden verschiedene Elektronendonatoren zugesetzt: 1) nur Eisen(ll), 2)

Eisen(ll) und Tetrathionat und 3) Eisen(ll) und elementarer Schwefel (S°, Flowable Sulfur).

Tab. 2.12: Zusammensetzung der Bodenschicht der Agaroseplatten zur
Isolierung von azidophilen schwefel- und eisenoxidierende Bakterien.

400 ml (fur 12 Platten):

H2Odemin 230 ml
Mineralmedium B (10x) 40 ml

SL 12B 0,4 ml

TSB (Tryptic Soy Broth) 0,1 g (= 0,025 %)
FeSO, 7H,O (1 Min 1 M H,SO,, steril filtriert) 10 ml (= 25 mM)
SJH-Kultur 20 ml
Agarose Typ I: low EEO? (in 100 ml HyOgemin, 29 (=0,5%)
getrennt autoklaviert)
- bei Deckschicht mit Tetrathionat oder °
K,S,06 (steril filtriert) 0,3g (=2,5mM)

% Sigma-Aldrich, Stammheim

Tab. 2.13: Zusammensetzung der Deckschicht der Agaroseplatten zur
Isolierung von azidophilen schwefel- und eisenoxidierenden Bakterien.

200 ml (fur 12 Platten):

A. demin. 125 ml
Mineralmedium B (10x) 20 ml

SL 12B 0,2 ml

TSB (Tryptic Soy Broth) 0,05 g (= 0,025 %)
FeSO, 7H,0 (27,8 gin 1 M H,SQy, st. f.) 5 ml (= 25 mM)
Agarose Typ I: low EEO® (in 50 ml HyOgemin, 19 (=0,5%)

getrennt autoklaviert)

alternativ:

 Tetrathionat

K,S,406 (steril filtriert) 0,159 (= 2,5 mM)
« s
Flowable Sulfur (11 M, getrennt autoklaviert) 0,9 ml (= 100 mM)

Der pH-Wert der Medien wurde vor dem Autoklavieren mit 1 M H,SO, auf pH 2,4 +0,1
eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurden Medien und Agaroselésungen auf ca 45 °C
abgekihlt. AnschlieRend wurden SJH-Kultur, FeSO,4-Lésung und alternativ K,S;0¢-L6sung
und Flowable Sulfur-Suspension zu den Medien hinzu pipettiert. Die Medien wurden mit der
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Agaroselésung durch leichtes Schwenken vermischt und auf zwolf Platten verteilt, wobei die
sterile Deckschicht erst nach Verfestigung der Bodenschicht dartiber gegossen wurde. Zum
Animpfen der Platten wurden Aliquots aus den am hochsten verdinnten, positiven MPN-
Rohrchen [Proben von RS 111 (10 m und 7 m) und RS 107 im April 1997] oder direkt von
mit Mineralmedium verdinntem Sediment [Proben von RS 111 (10 m) im Juni 1997]
entnommen. Die Platten wurden oxisch bei 28 °C inkubiert. Isoliert liegende Kolonien
wurden in FTY-Medium (siehe Tab. 2.9, 10 mM Fe) Uberimpft. Zur Gewinnung einer

Reinkultur wurde das Ausstreichen auf Agaroseplatten mindestens dreimal wiederholt.

A. Doppelschicht-Agaroseplatten B. Tiefagar-Verdiinnungskultur
Kolonien /
azidophiler schwefel- und eisen-
oxidierender Bakterien
) _ Kolonien
sterlle Deckschicht sulfatreduzierender
Bakterien

Bodenschicht
mit eingebetteter aktiver
SJH-Kultur Agar semi-solid

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Isolationstechniken fiir azidophile schwefel- und
eisenoxidierende Bakterien (A) und sulfatreduzierende Bakterien (B).

Zur Stammbhaltung bzw. Anzucht und Vorkonditionierung des Bakterienstammes SJH wurde
das Medium aus Tab. 2.14 verwendet. Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit 1 M

H,SO, auf pH 2,4 + 0,1 eingestellt.

Tab. 2.14: Medium zur Stammhaltung von "Acidiphilium cryptum” SJH.

in 1000 ml Mineralmedium B:

SL 12B 1 ml
FeSO,- 7H,O (IMin 1 M H,SO,, steril filtriert) 25 ml (= 25 mM)
Galactose (getrennt autoklaviert) 1,8 g (10 mM)
TSB (Tryptic Soy Broth) 0,25 g (= 0,025 %)

bei Deckschicht mit Tetrathionat oder S°
K2S406 (steril filtriert) 0,76 g (= 2,5 mM)
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Sulfatreduzierende Bakterien

Die Isolierung von sulfatreduzierenden Bakterien wurde sowohl bei neutralem pH-Wert als
auch bei saurem pH-Wert versucht. Die Isolierung bei neutralem pH-Wert erfolgte in
Tiefagar-Verdunnungsreihen (Widdel & Bak 1992) (Abb. 2.7 B). Dazu wurde das neutrale
Medium aus Tab. 2.10 (MgSO4/pH 7) mit dem Unterschied verwendet, dass dieses in
1,5facher Konzentration (in 670 ml anstatt 1000 ml) und ohne Zusatz von FeSOQOy4-Ldsung
angesetzt wurde. Zur Herstellung der 3 %-Agarldsung wurde der Agar (Difco Laboratories,
Detroit Michigan, USA) dreimal in H,Og4s gewaschen. In 20 ml-Réhrchen wurden jeweils
3 ml Agarlésung vorgelegt, autoklaviert und auf 45 °C abgekihlt. Das Medium wurde
ebenfalls auf 45 °C temperiert und jeweils 6 ml zur Agarldsung pipettiert. Zur ersten
Verdunnungsstufe wurden 1 ml Inokulum hinzu gegeben, der Ansatz geschwenkt und 1 ml
fur die nachste Verdinnungsstufe entnommen. Das angeimpfte Réhrchen wurde mit einem
Butylgummistopfen verschlossen und in ein kaltes Wasserbad gestellt. Die Verdinnungs-
reihen wurden bis zur Verdiinnungsstufe 10" durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die Gas-
phase mit sauerstofffreiem Stickstoff gesplilt, die Butylgummistopfen fest angedriickt und
die angeimpften Rohrchen bei 28 °C inkubiert. Isoliert liegende Kolonien wurden in
Flissigmedium Uberimpft. Die Tiefagar-Verdinnungsreihen wurden so oft wiederholt, bis
makroskopisch und mikroskopisch keine Unreinheiten mehr zu erkennen waren. Als
Inokulum fur die Tiefagar-Verdinnungsreihen wurden Aliquots aus den am hdchsten
verdinnten, positiven MPN-Ro6hrchen mit MgSO./pH 7-Medium (vorwiegend von den
Probenahmen im April 1997) und aus einer Anreicherungskultur in FeSO,/pH 3-Medium
(siehe auch Tab. 2.10, Greiferproben von September 1997) verwendet.

Tab. 2.15: Zusammensetzung der Boden- und Deckschicht der Agarose-
platten zur Isolierung von sulfatreduzierenden Bakterien bei saurem pH-Wert.

400 ml (far 12 Platten):

H20demin 230 bzw. 250 mi
Mineralmedium B (10x) 40 ml

SL 12B 0,4 ml
Hefeextrakt 0,08 g (= 0,02 %)
Glycerin (1 M, getrennt autoklaviert) 4 ml (= 10 mM)
FeSO,- 7H,O (1 Min 1 M H,SO,, steril filtriert) 4 ml (= 10 mM)
Agarose Typ I: low EEO? (in 200 ml H,Ogemin, 29 (=0,5%)

getrennt autoklaviert)

nur fur die Bodenschicht:
SJIH-Kultur 20 ml

K2S406 (steril filtriert) 0,39 (=2,5mM)
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Der Versuch, sulfatreduzierende Bakterien bei saurem pH-Wert zu isolieren, erfolgte auf
doppelschichtigen Agaroseplatten. Die Medienzusammenstellung ist in Tab. 2.15 wiederge-
geben (A. Sen, University of Bangor, UK, pers. Mitt.). Der pH-Wert wurde auf pH 3,2 £ 0,2
eingestellt. Deck- und Bodenschicht besal3en die gleiche Machtigkeit. Zum Beimpfen der
Platten wurden Aliquots von verdinntem Sediment [Proben von RS 111 (10 m) und (7 m) im
Juni 1997] oder aus den am héchsten verdiinnten, positiven MPN-Rohrchen in FeSO4/pH 3-
Medium [Proben von RS 111 (10 m) und (7 m), RS 107 und RSB im August 1997]
entnommen. Die Platten wurden bei 28 °C anoxisch in Anaerobiertopfen (AnaeroGen 2,51,
Oxoid Limited, Wesel) inkubiert.

2.3.5 Physiologische Charakterisierung von Reinkulturen

Azidophile schwefel- und eisenoxidierende Bakterien

Die Isolate von den oxisch inkubierten Agaroseplatten wurden auf 1. chemolithoautotrophes
2. chemoorganoheterotrophes und 3. anaerobes Wachstum untersucht. Autotrophes
Wachstum wurde in Mineralmedium (MM B, SL 12B, pH 2,5) mit Eisen(ll) (50 mM
FeSO,- 7H,O) oder elementaren Schwefel (300 mM Flowable Sulfur) getestet.
Chemoorganotrophes Wachstum wurde in TSB-Medium (MM B, SL 12B, TSB 0,025 %,
pH 2,5) mit Glucose (10 mM) getestet. Die Medien wurden mit FTY-Kulturen beimpft und bei
positivem Ergebnis zwei weitere Male Uberimpft. Bei negativem Ergebnis wurde der Ansatz
mit frischen Kulturen (bis zu dreimal) wiederholt. Wachstum wurde anhand des rostfarbenen
Niederschlags [Medium mit Eisen(ll)], bzw. der Abnahme des pH-Wertes (Medium mit
elementaren Schwefel) sowie der Tribung oder durch Mikroskopie (Medium mit Glucose)
festgestellt. Anaerobes Wachstum bzw. Eisen(lll)-Reduktion wurde an ausgewahlten
Stammen getestet. Dazu wurden die Medien aus Tab. 2.11 (mit elementaren Schwefel fur
autotrophe und mit Glucose fur heterotrophe Stdmme) verwendet. In gasdicht
verschlieBbaren 300 ml-Erlenmeyerkolben wurden ca. 100 ml Medium eingeflllt und die
Gasphase mit sauerstofffreiem Stickstoff-Kohlendioxid-Gemisch (80/20) gespult. Eisen(lll)-
Reduktion wurde anhand der Entfarbung des Medium bzw. Messung des HCI-I6slichen
Eisen(ll) und des Hydroxylamin-extrahierbaren Eisen(lll) plus Eisen(ll) (siehe Kap. 2.2.2.5)

festgestellt.

Sulfatreduzierende Bakterien

Fir die sulfatreduzierenden Stamme wurde ein grof3eres Substratspektrum aufgenommen.
In Anwesenheit von 15 mM Sulfat (MgSO,/pH 7-Medium ohne Acetat und Lactat, siehe
Tab. 2.10) wurden als Elektronendonatoren (jeweils 10 mM) Lactat, Acetat, Formiat (mit
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zusatzlich 2 mM Acetat als Kohlenstoffquelle), Propionat, Butyrat, Succinat, Fumarat,
Methanol, Ethanol, Glycerol, Alanin und Benzoat (2 mM) getestet. In Abwesenheit von Sulfat
wurde Wachstum auf Lactat, Formiat, Succinat und Methanol untersucht. In Anwesenheit
von Formiat/Acetat bzw. Lactat wurden als alternative Elektronenakzeptoren Thiosulfat
(15 mM), Tetrathionat (2,5 mM), Sulfit (5 mM), elementarer Schwefel bzw. Flowable Sulfur
(100 mM), Nitrat (15 mM) und Eisen(lll) [25 mM, Fe(lll)-Citrat-Stammldsung mit 1 M NaOH
auf pH 6,7 £ 0,2 eingestellt] getestet. Die Substrattests wurden in 22 ml-Glasréhrchen mit
Septum-Schraubverschluss durchgefiihrt. Die Rohrchen wurden mit Kulturen in
MgSO,/pH 7-Medium mit je 5 mM Lactat und Acetat (Tab. 2.10) beimpft und bei positivem
Ergebnis zwei weitere Male Uberimpft. Bei negativem Ergebnis wurde der Substrattest mit
frischen Kulturen (bis zu dreimal) wiederholt. Die Triibung der Suspension galt als Indikator
fur Wachstum. Im zweiten Durchgang wurde in den Ansatzen mit Schwefelverbindungen als
Elektronenakzeptoren die Bildung von Sulfid mit einem sauren Kupferreagenz (5 mM CuSO,
in 50 mM HCI) Uberprift. In den Ansatzen mit Nitrat wurde ebenfalls im zweiten Durchgang
die Bildung von Nitrit und Ammonium Uberprft (Test 67 und 05, Filterphotometer Nanocolor
200D, Macherey-Nagel, Diren). Die Fahigkeit, Eisen(lll) zu reduzieren, wurde anhand der
Entfarbung des Mediums tberpruft.

Bei einigen Stammen wurde das Wachstum bei verschiedenen pH-Werten getestet.
Dazu wurde ein phosphatgepuffertes Medium (10 mM) mit 15 mM Sulfat und 10 mM Lactat
(siehe Tab. 2.10) verwendet, wobei der pH-Wert auf pH 3, 4, 5, 6 und 7 eingestellt wurde.
Parallel wurde carbonatgepuffertes Medium mit 15 mM Sulfat und je 5 mM Lactat und Acetat
(siehe Tab. 2.10) beimpft. In diesen Anséatzen wurden die Wachstumsraten bei 28 °C mittels
Tribungsmessung (Ratio XR, Hach, Loveland, Colorado) bestimmt.

Fur einige Stamme wurden Nachweise flr Desulfoviridin und Katalaseaktivitat durch-
gefuhrt. Diese erfolgten an gewaschenen und aufkonzentrierten Zellsuspensionen. Zum
Nachweis von Desulfoviridin wurde der Fluoreszenztest nach Postgate (1959) angewendet.
Katalaseaktivitdt wurde mit einer Wasserstoffperoxid-Reagenz (ID color catalase Kit,
BioMerieux, Marcy I"étoile, Frankreich) Uberprift.

Mikroskopische Untersuchungen sowie die Erstellung von Phasenkontrast-
Aufnahmen erfolgten am Mikroskop Typ Leica DM RB (Bensheim).



MATERIAL UND METHODEN 37

2.4 Molekularbiologische Untersuchungen

Zur ldentifizierung der isolierten Bakterienstimme wurde eine partielle Sequenzierung des
16S rRNA-Gens (16S rDNA) durchgefiihrt. Der Vergleich der analysierten Sequenzen mit
16S rDNA-Sequenzen aus Datenbanken ermdglichte die Bestimmung ihrer phylogene-
tischen Zugehorigkeit.

2.4.1 Zellernte, Isolierung und Aufreinigung der Zell-DNA

Zellmassen aus 140 ml (bei autotrophen Bakterienstammen) bzw. 70 ml (bei heterotrophen
Bakterienstimmen) frisch gewachsener Kulturen wurden durch Zentrifugation fir 30 min bei
18000 g und 4 °C in sterilen, verschlieBbaren Zentrifugenbechern gewonnen. Zellkulturen in
Eisen(ll)-haltigem Medium wurden zuvor fur 1 min im Ultraschallbad (Stufe 1) behandelt und
der Eisen(lll)-Niederschlag fur 5 min bei 600 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml
Mineralmedium (A oder B) aufgenommen, resuspendiert und 30 min bei 18000 g und 4 °C
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml TE-Puffer (10 mM TRIS Base, 1 mM
Na,EDTA, mitHCI auf pH8 eingestellt) aufgenommen, in ein steriles Eppendorf-
Reaktionsgefald Gberfuhrt und 20 min bei 22000 g abzentrifugiert.

Zur Isolierung der Zell-DNA wurde das Zellpellet in 600 pl TE-Puffer aufgenommen,
mit 600 pul Phenol versetzt und fir 30 min bei 55 °C aufgeschlossen. Nach einer Zentrifu-
gation fir 10 min bei 22000 g wurde die obere Phase abgenommen und mit 600 pl
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1, v/viv) versetzt. Der Ansatz wurde gemischt und
anschlie3end fir 5 min bei 22000 g zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und
mit 600 ul Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde gemischt und anschlief3end flr 2 min bei
22000 g zentrifugiert. Die obere Phase enthielt den DNA-Rohextrakt.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte entweder mit dem DNA purification kit Easy Pure
(Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) nach Anleitung oder durch Fallung mit Isopropanol.
Dazu wurden zu i. d. R. 300 pl DNA-Rohextrakt 30 ul 3 M NaAcetat und 231 pl Isopropanol
pipettiert. Der Ansatz wurde leicht gemischt und dber Nacht bei -20 °C inkubiert. Die
ausgefallte DNA wurde fir 15 min bei 22000 g zentrifugiert und anschlieBend zweimal mit
500 pl 70 % Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bei 60 °C ca. 30 min getrocknet und
in 30 pul H2O4est aufgenommen. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte im Fluorometer
(DyNA Quant 200, Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Fransisco, USA).

2.4.2 Amplifikation der 16S rDNA mittels  Polymerase Chain Reaction

Die spezifische Amplifizierung des 16S rRNA Gens erfolgte mittels Polymerase Chain
Reaction (PCR) nach Saiki et al. (1988) unter Verwendung der in Tab. 2.16 aufgefuhrten
Primer (Brosius et al. 1981). Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes (Tab. 2.17) betrug
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50 ul, wobei 5-20ng Zell-DNA eingesetzt wurden. Die PCR wurde in dinnwandigen
Eppendorf-Reaktionsgefalen im Thermocycler (Typ Progene, F. Techne, Cambridge, UK)

nach dem in Tab. 2.18 angegebenen Temperaturprogramm durchgefihrt.

Tab. 2.16: Verwendete Primer zur Amplifizierung der 16S rDNA (Roth, Karlsruhe).

Name Sequenz Lange* Tn’ Position®
8forward 5>AGAGTTTGATCCTGG CTC AG <3 20 60 °C 8 -27
1492reverse 5> GGT TACCTT GTT ACG ACT T <3 19 54 °C 1492 -1474

% Anzahl der Nucleotide
P Schmelzpunkt nach der 2 °C + 4 °C-Regel
¢ E. coli-Nummerierung (Gutell et al. 1985)

Tab. 2.17: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifizierung der

16S rDNA.

Primer 8f (10 pmol pI™) 2,5 ul
Primer 1492r (10 pmol pl™) 2,5 ul
10x Tag-Inkubationspuffer 5ul
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2,5 mM)? 2 ul
Tag-DNA Polymerase (5 units pl™)° 0,15 pl
DNA-LAsung 0,5-10pl
H20 gest ad. 50 pl

& Roth, Karlsruhe
Boehringer Mannheim

Tab. 2.18: Temperaturprogramm fir die PCR zur Amplifizierung der 16S rDNA.

Start 5 min 95 °C  Melting : Denaturierung
10 Zyklen 45s 94 °C  Melting
45 s 55 °C  Annealing : Bindung des Primers
3 min 70 °C  Extension : Kettenverlangerung
30 Zyklen 45s 94 °C  Melting
45 s 55 °C  Annealing

3min+5s 70°C Ramping : Verlangerung der Extensionszeit um je 5 s pro Zyklus
10 min 70 °C  Final Extension : AbschlieRende Doppelstrang-Synthese

2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese und Aufreingung des PCR-Produktes

Eine erfolgreiche PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese der amplifizierten DNA im
Vergleich zu einem DNA-L&ngenstandard nachgewiesen. 3 pl PCR-Produkt wurden mit 1 pl
Farbmarker (Blue/orange 6x loading dye; Promega, Heidelberg) gemischt und in je eine
Tasche des Agarose-Gels [0,8 % Agarose (Serva, Heidelberg) in 0,5x TBE-Puffer: 5,4 g I
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Tris Base, 2,759 |" Borsaure, 0,42 g|* EDTA] aufgetragen. Als DNA-Langenstandard
wurde Hind lll/Eco RI verdaute A-DNA (Promega, Heidelberg) in einer eigenen Spur
aufgetragen. Die Elektrophoresekammer wurde mit 0,5x TBE gefillt und die elektro-
phoretische Auftrennung erfolgte bei 60 V fir 30 - 40 min. AnschlieRend wurde das Gel fir
ca. 10 min in ein Ethidiumbromid-Bad gelegt und die DNA-Banden auf einem UV-Trans-
illuminator sichtbar gemacht. Nach erfolgreicher Amplifizierung wurde das PCR-Produkt mit
Nucleon QC kit for PCR/oligo clean up (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg) nach
Anleitung gereinigt. Der DNA-Gehalt wurde, wie in Kap. 2.4.2 beschrieben, bestimmt und
das gereinigte PCR-Produkt bei -20 °C aufbewabhrt.

2.4.4 Partielle Sequenzierung der 16S rDNA

Die amplifizierte 16S rDNA wurde direkt mittels Cycle Sequencing (Murray, 1989)
sequenziert. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Dideoxyribonucleotide Chain-
termination-Methode nach Sanger et al. (1977) kombiniert mit der PCR-Methode (Hillis et al.
1996). Die Amplifizierung der 16S rDNA erfolgt in vier parallelen Ansétzen, die neben den
vier Desoxy-Nukleotiden jeweils eines der vier Didesoxy-Nukleotide (ddNTP: ddATP, ddCTP.
ddGTP, ddTTP) enthélt. Diesen Nucleotiden fehlt die 3'OH-Gruppe, welche die Bindung zum
folgenden Nucleotid herstellt. Wird ein ddNTP eingebaut, so kommt es zum Kettenabbruch.
Da diese an jeder Position des komplementaren DNA-Stranges eingebaut werden kénnen,
entstehen ebenso viele Fragmente, wie das entsprechende Desoxy-Nukleotid in der
Sequenz vorkommt. Die Fragmente in einem Ansatz enden jeweils mit dem verwendeten
ddNTP. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Langen konnen die Fragmente in einer
anschlielenden Gelelektrophorese aufgetrennt werden, wobei die vier Ansatze in vier
parallelen Spuren aufgetragen werden. Nachdem die markierten Fragmente sichtbar
gemacht worden sind, kann anhand der Abfolge der Banden in den vier Spuren die Sequenz
des komplementaren DNA-Stranges abgelesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur ein Abschnitt der 16S rDNA der Isolate
sequenziert. Die partielle Sequenzierung erfolgte in beide Richtungen unter Verwendung der
Primer 357f (Brosius et al. 1981) und 907r (Muyzer et al. 1995). Die Primer waren am 5'-
Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein markiert (Tab. 2.19).

Tab. 2. 19: Verwendete Primer zur partiellen Sequenzierung (Roth, Karlsruhe).

Name Sequenz Lange*  Tn’ Position®
357forward 5> CTC CTA CGG GAG GCAGCAG <3 19 64 °C 357 - 375
907reverse  5>CCG TCAATTCCTTTG AGT TT <3' 20 56 °C 907 - 888

% Anzahl der Nucleotide
P Schmelzpunkt nach der 2 °C + 4 °C-Regel
¢ E. coli-Nummerierung (Gutell et al.1985)
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Fur die Cycle Sequencing-PCR wurde das SequiTherm EXCEL[O 1l Long-Readll DNA

Sequencing Kit-ALFL] (Biozym, Diagnostik, Hess. Oldendorf) verwendet. Das Volumen der
Sequenzier-Ansatze betrug je 6 pl (Tab. 2.20). Die Sequenzierung wurde nach dem in
Tab. 2.22 angegebenen Temperaturprogramm durchgefiihrt. Nach Ablauf des Programms
wurden die Ansatze auf 4 °C abgekihlt und jeweils 3 ul Farbmarker (STOP/Loading buffer:
95 % Formamid, 10 mM EDTA und 10 mg ml™ Blue dextran) hinzu pipettiert. Die DNA wurde
bei 94 °C (2 min) denaturiert, zurliick auf 4 °C abgekihlt und 6 ul des Sequenzier-Ansatzes
auf das 0,35 mm Polyacrylamidgel (Tab. 2.21) aufgetragen. Die gelelektrophoretische
Auftrennung fand in einem automatisierten A.L.F DNA Sequencer (Amersham-Pharmacia
Biotech, Freiburg) statt. Die fluoreszenzmarkierten Einzelstrangfragmente werden hierbei
Uber einen Laserscanner detektiert.

Ein Teil der 16S rDNA-Sequenzen wurde ausgehend vom PCR-Produkt von der

Firma Replicon (Berlin) sequenziert.

Tab. 2.20: Zusammensetzung des Sequenzier-Ansatzes.

Sequenzier-Puffer 7,2 ul
Polymerase (5 units ™) 1l
Primer 357f/Fluos oder 907r/Fluos (10 pmol pl™) 0,5 ul
gereinigtes PCR-Produkt (2 - 50 ng DNA pro Ansatz) 8,3 ul
auf vier Ansatze aufgeteilt

alternativ:
* Termination mix A (0,45 mM ddATP + 0,45 pM je dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP) 2 ul

* Termination mix C (0,03 mM ddCTP + 0,45 uM je dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP) 2 ul

* Termination mix G (0,03 mM ddGTP + 0,45 uM je dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP) 2 ul

e Termination mix T (0,45 mM ddTTP + 0,45 puM je dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP) 2 ul

Tab. 2.21: Zusammensetzung des Sequenziergels.

Harnstoff 16,8 g
Hydrolink (Longranger gel solution)?® 4,6 ml
10x TBE (108 g I'* TRIS Base, 55 g I, Borsaure, 8,3 g I EDTA) 4,8 ml
H2Ogest ad. 40 ml
30 min ruhren, dann filtrieren und entgasen

TEMED 21,6 pl
APS (10 %) 280 pl
3 h auspolymerisieren lassen

Laufpuffer: 0,6x TBE

# FMC Bioproducts, Rockland, Maine, USA
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Tab. 2.22: Temperaturprogramm der Cycle Sequencing-PCR.

Start 2 min 95 °C Melting

25 Zyklen 45 s 94 °C Melting
45 s 55°C Annealing
1 min 72 °C Extension

2.4.5 Phylogenetische Analysen

Die Sequenzen wurden vom A.L.F. DNA Sequencer-Programm Evaluation (ALFwinTM
version 1.00) automatisch ausgewertet. Die so erhaltenen Sequenzen wurden in den
Multicolor Sequenz Alignment Editor (http://www-3.igb-berlin.de/abt3/hepperle, Hepperle
1999) eingelesen. Anhand der Signalkurven sowie durch den Vergleich der beiden
komplementaren Strange (forward und reverse) wurden unklare Zuweisungen manuell
korrigiert oder unvollstédndige Sequenzabschnitte erganzt.

Das Alignment (die Zuordnung der homologen Nucleotid-Positionen der einzelnen
Sequenzen zueinander) erfolgte manuell anhand der Sekundarstruktur von Escherichia coli
(Gutell et al. 1986). Die partiellen 16S rDNA-Sequenzen der Isolate wurden mit Sequenzen
der Datenbanken RDP (Ribosomal Database Project I, http://www.cme.msu.edu, Maidak et
al. 2000) und EMBL (European Bioinformatic Institute, http://www.ebi.ac.uk, Stoesser et al.
2000) verglichen. Die fir die phylogenetische Analyse ausgewéhlten Datenbank-Sequenzen
wurden mit den Sequenzen der Isolate in Ubereinstimmung gebracht, wobei die Sequenzen
aus der RDP-Datenbank prealigned mit der 16S rDNA-Sequenz von E. coli zur Verfligung
standen. Die partiellen 16S rDNA-Sequenzen der Isolate wurden bei EMBL Nucleotide
Sequence Database unter folgenden Accession Codes hinterlegt: AJ306698 (Stamm 48a),
AJ306699 (Stamm 22), AJ306700 (Stamm 46), AJ306701 (Stamm 19), AJ306702 (Stamm
18), AJ306703 (Stamm SRB 14), AJ306704 (Stamm SRB 12), AJ306705 (Stamm SRB 3),
AJ306706 (Stamm SRB 15), AJ306707 (Stamm SRB 7), AJ306708 (Stamm SRB 10) und
AJ306709 (Stamm SRB 11). Die Accession Codes der verwendeten Datenbank-Sequenzen
sind im Dendrogramm mit angegeben (siehe Abb. 3.12, 3.13 und 3.15).

Die phylogenetische Analyse und die Erstellung von Dendrogrammen erfolgte nach
der Maximum Likelihood-Methode. Diese Methode beruht auf einem Modell, das den
moglichen Evolutionsprozess beschreibt. Sie berechnet die Wahrscheinlichkeiten der
einzelnen evolutiven Schritte, welche benétigt werden, um den vorhandenen Sequenz-
Datensatz auf eine gemeinsame Vorldufersequenz zurlickzufiihren (Felsenstein 1981,
Swofford et al. 1996). Der phylogenetische Stammbaum (Evolutionsprozess) mit der

hochsten Wahrscheinlichkeit wird akzeptiert. Die Berechnung nach der Maximum Likelihood-
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Methode erfolgte mit dem Programm Puzzle 4.0.2 (Strimmer & Von Haeseler 1996,
http://member.tripod.de/korbi/ puzzle). Dabei wurden das Substitutionsmodell HKY85
(Hasegawa et al. 1985) angewendet. Weiterhin wurde die Optionen gewahlt, einheitliche
Substitutionsraten und 1000 Puzzling Steps anzuwenden sowie den Transition/Transversion-
Parameter anhand des Datensatzes zu bestimmen. Der in dieser Analyse verwendete
Algorithmus zur Stammbaumberechnung (QP Quartet Puzzling) bestimmt Werte, welche die
Zuverlassigkeit der internen Verzweigungen angeben. Diese Quartet Puzzling Support-
Werte sind in ihrer Aussage vergleichbar mit Bootstrap-Werten (siehe unten).
Verzweigungen mit Werten von 90 - 100 % koénnen als zuverlassig angesehen werden.
Verzweigungen mit Werten kleiner als 50 % werden im Dendrogramm nicht dargestellt.

Zusatzlich wurden phylogenetische Analysen nach der Neighbor Joining-Methode
(DNADIST und NEIGHBOR; Saitou & Nei 1987) und der Maximum Parsimony-Methode
(DNAPARS; Eck & Dayhoff 1966, Fitch 1971, Kluge & Farris, 1969) unter Verwendung von
PHYLIP (Phylogeny Inference Package, Felsenstein 1989, http://evolution.genetics.
washington.edu/phylip) durchgefihrt. Die Neighbor Joining-Methode ist eine Distanz-Matrix-
Methode, bei der die Sequenzen paarweise verglichen werden und aus den ermittelten
Sequenzahnlichkeiten eine Matrix mit Distanzwerten erstellt wird. Bei der Maximum
Parsimony-Methode wird der phylogenetische Stammbaum mit der kleinsten Anzahl an
erforderlichen Mutationsereignissen (evolutiven Schritten) angestrebt. Zur statistischen
Absicherung der nach diesen Methoden berechneten phylogenetischen Stammbaume wurde
die Bootstrap-Methode angewandt (DNABOOT, Felsenstein 1985). Dabei wird aus dem
originalen Datensatz durch zuféllige Deletionen, Verdopplungen und Verschiebungen von
Sequenzabschnitten neue, unterschiedliche Datensatze (hier 100) der gleichen GroRe
hergestellt. Fir jeden dieser neuen Datensétze wird eine neue Berechnung durchgefuhrt.
Der Bootstrap-Wert gibt an, in wie vielen der berechneten phylogenetischen Stammbéaume
eine bestimmte Verzweigung identisch ist. Aus den 100 Baumen wurde ein Konsensus-
Baum erstellt (CONSENSE). Die Distanzwerte wurden nachtraglich eingefigt (RETREE,
FITCH).

2.5 Verwendete Chemikalien und Gase

Alle bendétigten Chemikalien besalRen die Reinheitsgrade "zur Analyse" (per analysi, p.A.)
oder "fur Molekularbiologie” und wurden, sofern nicht extra angegeben, von den Firmen
Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Stammheim) oder Serva (Heidelberg)/Boehringer
(Ingelheim) bezogen. Die Gase lieferte Messer Griesheim (Berlin).
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der Sedimente der drei Untersuchungsgewasser

Zur Beschreibung der vier Standorte bzw. zur Charakterisierung der Sedimente wurden
hauptsachlich die Ergebnisse der Probenahme im April 1997 herangezogen. Sie umfasst
alle Standorte und ist fur die beschriebenen Messparameter am vollstandigsten. Fir
zusatzliche Daten sind die Probenahmetermine angegeben. Die Beschreibung der
Sedimente bezieht sich weitestgehend auf die oberen 10 cm. Temperatur- und Sauerstoff-
verhaltnisse in der Wasserschicht tber dem Sediment wéhrend den Probenahmen im April
1997 sind in Tab. 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Temperatur und Sauerstoff Uber dem Sediment im April 1997.

Standort Probenahmedatum Temperatur® Sauerstoff*
RS 111 (10 m) 20.04.1997 55°C anoxisch
RS 111 (7 m) 21.04.1997 50°C 3mg !
RS 107 15.04.1997 7,5°C 11 mg I
RS B 23.04.1997 7,1°C 11,5 mg I

% gemessen mit einer Multiparameter Sonde (Idronaut Srl., Brugherio, Italien) (Schimmele 1998).

3.1.1 Allgemeine Sedimentbeschreibung

Die Sedimente in den Restseen waren durch hohe Eisengehalte und hohe Glihverluste (als
ein Mal3 fur den Gehalt an organischem Kohlenstoff) gekennzeichnet. Das Sediment in
RS 111 (10 m) war in oberflichennahen Schichten (0-2 cm) braunlich gefarbt mit
zunehmendem Grauton in tieferen Schichten. Es traten schwarze Horizonte begleitet von
H,S-Geruch auf. Die Schwarzfarbung (oft in feinen Lamellen) verschwand ab einer Tiefe von
8 cm und wurde abgeldst von einer grauen bis olivbraunen Farbung. Der Porenwassergehalt
der oberen 10 cm betrug 88 - 91 Vol% (Volumenprozent). Die oberen 10 cm enthielten 10 -
35 TG% (Trockengewichtsanteil) Fe,O; (Friese 1998). In tieferen Sedimentschichten
nahmen bei geringeren Gehalten von Fe,Os;, die Gehalte an Al,O; und SiO, zu. Der
Gluhverlust betrug 25 TG% an der Sedimentoberflache und nahm auf 10 TG% in 10 cm
Tiefe ab. Im RS 111 (7 m) wurden ahnliche Porenwassergehalte (84 - 96 Vol%) und
Gluhverluste (19 - 20 TG%) bestimmt. In der Farbung unterschied sich das Sediment jedoch
deutlich von dem an der tiefsten Stelle (10 m) und war die oberen 10 cm ocker- bis

braunfarben.
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In RS 107 waren die Sedimente an der Probenahmestelle bedeckt von einer dichten Matte
aus fadenformigen, metaphytischen Algen. Die darunter liegende Sedimentschicht (bis
2cm) war ocker- bis braunfarben und hatte einen geringen Porenwasseranteil (75 -
81 Vol%). Fur diese Schicht wurden sehr hohe Fe,O;-Gehalte (bis zu 40 TG%) bestimmt
(Friese 1998). Zwischen 2 und 6 cm Sedimenttiefe nahm der Porenwassergehalt bis auf
86 Vol% zu. In dieser Schicht wurden die hdchsten Gluhverlust-Werte (bis zu 40 TG%)
gemessen und eine Schwarzfarbung durch viele kleine, schwarze Partikel (vermutlich
Pflanzenreste oder Kohlepartikel) beobachtet. Unterhalb dieses "organischen" Horizonts war
das Sediment graubraun gefarbt und die Gluhverluste nahmen bis auf einen Wert von
12 TG% in 10 cm Sedimenttiefe ab. Mit zunehmender Tiefe nahmen die Anteile an SiO, und
Al,O3 zu (Friese 1998) und die Porenwassergehalte auf 73 Vol% ab.

In RS B waren zwei sehr unterschiedliche Sedimentschichten vorhanden. Die obere
mit einer Machtigkeit von 7 -9 cm bestand aus dunkelgrauem feinen Material. Der
Porenwassergehalt lag bei 76 - 84 Vol% und die Hauptmineralkomponente neben SiO, war
Al,O3 (Friese 1998). Die darunter liegende Schicht bestand fast aus reinem Quarzsand (> 90
TG% SiO,) und der Porenwassergehalt lag bei 54 Vol%. Der Glihverlust betrug in den

oberen 10 cm zwischen 5 und 10 TG%.

3.1.2 pH-Wert und Redoxpotenzial

Die Tiefenprofile von pH-Wert und pH-korrigiertes Redoxpotenzial (Enpnz) Sind in Abb. 3.1
dargestellt. In RS 111 (10 m) war eine Zunahme des pH-Wertes mit zunehmender
Sedimenttiefe von pH 3,9 bei 0-1cm auf pH6,4 bei 9-10cm zu beobachten. Das
Redoxpotenzial nahm mit zunehmender Tiefe ab und erreichte in den Sedimentschichten
3-4 cmund 5 - 6 cm negative Werte. In Sedimenten von RS 111 (7 m) nahm der pH-Wert
nur geringfligig zu (von pH 2,5 auf pH 3,6). Der Enpu7-Wert nahm mit der Tiefe ab, blieb aber
im positiven Bereich von 270 - 430 mV. In RS 107 wurden im Vergleich zu den anderen
Standorten die kleinsten pH-Werte gemessen und es war nur eine sehr geringflgige
Zunahme von pH 2,3 auf pH 2,5 in den oberen 10 cm des Sedimentes zu beobachten. Der
Enpnr-Wert lag in den oberen 5cm zwischen 350 und 410 mV und zeigte dann in der
Sedimentschicht von 5-6 cm eine plotzliche Abnahme auf 100 mV. In tieferen
Sedimentschichten stiegen die Enpi-Werte wieder leicht an. Aufgrund des hohen Gehaltes
an Quarzsand konnten in RS B pH- und Eypur-Profile nur bis zu einer Tiefe von 7 cm
gemessen werden. Der niedrigste pH-Wert von pH 6,9 wurde in der obersten Sediment-
schicht gemessen, in tieferen Schichten lagen die Werte bei pH 7,2. Das Redoxpotenzial

erreichte maximal 220 mV bei 0 - 1 cm und minimal 95 mV bei 4 - 5 cm Sedimenttiefe.
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Abb. 3.1: Tiefenprofile der pH-Werte (links) und der pH-korrigierten Redox-
potenziale (rechts).

3.1.3 Sulfat und geldster organischer Kohlenstoff im Porenwasser

Die Sulfatgehalte in den Sedimenten waren sehr hoch und insbesondere bei den sauren
Restseen hoher als in der Wassersaule (vergleiche Tab. 2.1). Besonders deutlich war dieser
Unterschied fir RS 111 (10 m). Die Profile der Sulfatkonzentrationen zeigten keine
Abhangigkeit von der Sedimenttiefe (zu- oder abnehmende Tendenz mit der Tiefe) wohl
aber groRRe Konzentrationsunterschiede zwischen benachbarten Sedimentschichten. In
RS 111 (10 m) lagen die Sulfatwerte bei 18 - 26 mM und in RS 111 (7 m) bei 19 - 21 mM. In
RS 107 wurden die héchsten Sulfatwerte im Bereich von 25 - 32 mM gefunden. In RS B
lagen die Sulfatkonzentrationen bei 4,6 - 5,3 mM.

Die Gehalte an gelostem organischen Kohlenstoff im Porenwasser waren
insbesondere in den sauren Restseen sehr hoch. In RS 111 (10 m) lagen die Werte fir die
oberen 10cm bei 0,9-34mMDOC (11-40mgl") und in RS111 (7m) bei 0,7 -
2,0mMDOC (8-24mgl™"). In RS 107 wurden die hdchsten Werte im "organischen"
Horizont gemessen. Die Werte lagen im Bereich von 1,7 - 4,40 mM DOC (20 - 53 mg I"). In
RS B wurden Werte im Bereich von 0,3 - 1,1 mM DOC (4 - 14 mg ") gemessen.
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3.1.4 Reduzierte Schwefel- und Eisenverbindungen

Die Tiefenverteilungen der reduzierten Schwefelverbindungen (saurefliichtiger Schwefel:
AVS, chromreduzierbarer Schwefel: CRS bzw. elementarer Schwefel: S° und Pyritschwefel:
FeS,) und der Eisenverbindungen [HCI-IGsliches Eisen(ll) und die Summe aus HCI-I6slichem
Eisen(ll) und Hydroxylamin-reduzierbarem Eisen(lll)] sind in Abb. 3.2 dargestellt. Die
Summe von AVS und CRS ergab die Menge des gesamten reduzierten anorganischen
Schwefels (TRIS).

In RS 111 (10 m) traten die hochsten Konzentrationen an reduzierten Schwefelver-
bindungen (18 - 47 umol TRIS ¢cm™®) in den Sedimenttiefen von 2 - 7 cm auf. Davon wurden
70 + 8 % als AVS extrahiert. Nahe der Sedimentoberflache und unterhalb des AVS-reichen
Horizonts war der Gehalt an TRIS geringer und nur ein geringflgiger Teil war davon in der
AVS-Fraktion enthalten. Gemittelt Uber die oberen 10 cm lag der AVS-Anteil bei 46 + 27 %.
Die relative Standardabweichung fir die AVS-Bestimmung lag bei 36 %, wobei
insbesondere in der Sedimenttiefe von 4 -5 cm die Messwerte der Duplikate sehr stark
voneinander abwichen. Die separate Extraktion von S° zeigte einen Anteil von
47 £ 21 % CRS bzw. 27 +18 % TRIS. Der Anteil an FeS, lag bei 28 + 16 % TRIS. Die
relative Standardabweichung fir die CRS-Bestimmung lag bei 34 %. Im Gegensatz zu
RS 111 (10 m) wurden in Sedimenten von RS 111 (7 m) nur sehr geringe Konzentrationen
an reduzierten Schwefelverbindungen (< 2 pmol TRIS cm™®) und zwar ausschlieBlich in der
CRS-Fraktion gefunden.

In Sedimenten von RS 107 wurden &hnlich hohe Gehalte an reduzierten Schwefel-
verbindungen (bis zu 52 umol TRIScm®) wie in RS 111 (10m) gemessen. TRIS
akkumulierte hier in einem sehr schmalen Tiefenhorizont von 4 -6 cm und bestand
groldtenteils (71+15%) aus FeS,. Die relativen Standardabweichungen fir die
Bestimmungen waren mit 77 % fur AVS, 51 % fur s® und 50 % fiir FeS, recht hoch. GroRe
Abweichungen zwischen den Parallelen wurden insbesondere bei geringen
Schwefelgehalten festgestellt.

In RS B nahm der Gehalt an reduzierten Schwefelverbindungen von der Sediment-
oberflache mit 3 umol TRIS cm™ bis zu einer Tiefe von 5 - 6 cm auf 37 umol TRIS cm™ zu. In
den sandigen Sedimentschichten (tiefer als 7 cm) wurden nur geringe Gehalte an TRIS
nachgewiesen. In TRIS-reichen Schichten lag der Anteil von AVS mit 62 = 10 % ahnlich
hoch wie in Sedimenten von RS 111 (10 m). Gemittelt Uber die oberen 10 cm verteilte sich
TRIS auf 51 +/-22 % AVS, 18+8 % S° und 30 + 20 % FeS,. Die relative Standardab-
weichung lag bei 42 % fur die AVS-Bestimmung und bei 25 % fur die CRS-Bestimmung.

Wie die Schwefelverbindungen, zeigten auch die Eisenverbindungen den starker
reduzierten Charakter der Sedimente in RS 111 (10 m) und RS B sowie den starker
oxidierten Charakter der Sedimente in RS 111 (7 m) und RS 107. Es ist hervorzuheben,
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dass die Bestimmung von Eisen(ll) und Eisen(ll) + Eisen(lll) an getrennten Proben
durchgefuhrt wurde. Zur Bestimmung des amorphen bzw. mikrobiell reduzierbaren Eisen(lll)
wurde jeweils die Differenz zwischen den Mittelwerten gebildet. Aufgrund der Sediment-
heterogenitat und der dadurch bedingten hohen relativen Standardabweichungen (die
jedoch kleiner als die fur die Bestimmung der Schwefelverbindungen waren) filhrte dies
unter Umstanden zu negativen Werten. Daher sind absolute Werte bzw. der Nachweis von
amorphen Eisen(lll) bei kleinen Differenzen vorsichtig zu bewerten.

In den Sedimenten von RS 111 (10 m) wurden in den oberen 4 cm nur geringe
Mengen an amorphen Eisen(lll) [< 4 pmol Fe(lll)., cm™] gefunden. Darunter folgte eine
Schicht mit bis zu 41 pmol Fe(lll)am cm™. Diese erhohten Konzentrationen an amorphen
Eisen(lll) waren auch bei anderen Probenahmeterminen (siehe Kap. 3.2.1) in dieser Sedi-
menttiefe zu beobachten. Fir 7 - 10 cm Sedimenttiefe war kein amorphes Eisen(lll) mehr
nachzuweisen. Der Gesamtgehalt an extrahiertem Eisen lag an der Sedimentoberflache bei
12 umol Fe cm™ und nahm bis zu einer Sedimenttiefe von 7 - 8 cm auf 100 umol Fe cm™ zu.
In tieferen Schichten ging der Eisengehalt wieder leicht zuriick. Die relative Standardab-
weichung lag bei 5 % fir die Eisen(ll)- und bei 9 % fir die Eisen(ll) + Eisen(lll)-Bestimmung.
In RS 111 (7 m) waren groRe Mengen an amorphen Eisen(lll) [13 - 60 pmol Fe(ll)am cm™)]
Uber die gesamten oberen 10cm vorhanden. Der Gehalt an Eisen(ll) nahm von
11 umol Fe(ll) cm™ an der Sedimentoberflache auf 75 pmol Fe (Il) cm™ in 9 - 10 cm Sedi-
menttiefe zu. An diesem Standort wurden die maximalen Werte fir den Gesamtgehalt an
extrahierten Eisen mit bis zu 118 pmol Fe cm™® bei 9-10 cm gemessen. Die relative
Standardabweichung lag bei 13 % fir die Eisen(ll)- und bei 10 % fir die Eisen(ll) +
Eisen(lI)-Bestimmung.

In den Sedimenten von RS 107 wurde ebenfalls wie in RS 111 (7 m) hohe Gehalte an
amorphem Eisen(lll) gefunden [23 - 63 umol Fe(Ill)an cm™)], jedoch nur bis zu einer Tiefe
von 6 cm. Die Eisen(ll)-Gehalte waren im Verhdaltnis zu den anderen Standorten mit 8 -
24 pmol Fe(ll) cm™ recht gering und variierten wenig mit der Tiefe. Die relative Standard-
abweichung lag bei 24 % fur die Eisen(ll)- und bei 34 % fur die Eisen(ll) + Eisen(lll)-
Bestimmung.

In den Sedimenten von RS B wurden nur geringe Werte an amorphen Eisen(lll)
nachgewiesen mit maximalen Werten von 14 umol Fe(lll)am cm™ an der Sedimentoberflache.
Das gesamte extrahierte Eisen lag vorwiegend als Eisen(ll) vor und erreichte im Gegensatz
zu den Standorten in RS 111 hochste Konzentrationen (79 - 99 pmol Fe cm™) in den oberen
Sedimentschichten. Der Eisengehalt nahm mit zunehmender Tiefe ab und betrug
28 pmol Fe cm™ in 9 - 10 cm Sedimenttiefe. Die relative Standardabweichung lag bei 11 %

fur die Eisen(ll)- und bei 16 % fur die Eisen(ll) + Eisen(lll)-Bestimmung.
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Abb. 3.2: Tiefenverteilung der reduzierten Schwefelverbindungen (links) und Eisen-
verbindungen (rechts). Saureflichtiger Schwefel (AVS) und chromreduzierbarer Schwefel
(CRS) wurden in zwei Parallelen [in RS 111 (7 m) einfach] bestimmt. Elemementarer
Schwefel (S% wurde aus dem prozentualen Anteil (bestimmt an einer Parallele, in RS 107 an
beiden Parallelen) des gemittelten CRS-Wertes berechnet. FeS, entspricht der Differenz von
CRS und S° (Fehler)Balken geben die beiden Messwerte der AVS- und CRS-
Bestimmungen an.
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Abb. 3.2 (Fortsetzung): Eisen(ll) [HCI-I6sliches Fe(ll)] und Eisen(ll) + Eisen(lll) [Summe aus
HCI-l6slichem Fe(ll) und Hydroxylamin-reduzierbarem Fe(lll)] wurden in drei Parallelen
gemessen. (Fehler)Balken geben minimalen und maximalen Messwert der Eisen(ll)- und
Eisen(ll) + Eisen(ll)-Bestimmungen an. nb: nicht bestimmt.
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3.1.5 Sulfatreduktion und der Einfluss organischer Substrate

Sulfatreduktion mittels der Radiotracer-Technik konnte nur fur die Standorte RS 111 (10 m)
und RS B bestimmt werden (Abb. 3.3). Auch nach Herabsetzung der Nachweisgrenze auf
0,3 nmol SO, cm®d™ (durch verlangerte Inkubationszeiten und erhohte Zugaben an
Na,*>S0,) konnte weder in RS 111 (7 m) noch in RS 107 eine Sulfatreduktion nachge-
wiesen werden. In RS 111 (10 m) lagen die Sulfatreduktionsraten (SRR) in den oberen
10 cm des Sediments unter 10 nmol SO,* cm®d™ und zeigten bezuglich ihrer absoluten
Werte keine Abhangigkeit mit der Sedimenttiefe. In TRIS-reichen Horizonten (vergleiche
Abb. 3.2) wurde der reduzierte **S-Schwefel vorwiegend in der AVS-Fraktion gewonnen
(Abb. 3.3). In RS B waren die SRR um den Faktor 10 héher als in RS 111 (10 m) und
erreichten maximale Werte in 4 - 5 cm Sedimenttiefe. Geringere SRR wurden an der Sedi-
mentoberflaiche sowie in den sandhaltigen Schichten bei 7 - 10 cm gemessen. Der redu-
zierte **S-Schwefel wurde vorwiegend aus der AVS-Fraktion extrahiert. Aus oberflachen-
nahen Schichten (0 - 2 cm) wurde der reduzierte **S-Schwefel groRtenteils als elementarer
Schwefel extrahiert. Weniger als 9 % wurden in der FeS,-Fraktion wiedergefunden.

In Sedimenten von RS 111 (10 m) wurde die Stimulierung der SRR durch die Zugabe
von organischen Substraten getestet (Tab. 3.2). Bei der Zugabe von Pyruvat, Lactat und
Acetat wurden im Vergleich zur Kontrolle (ohne Stroh und ohne Substrat) nach vier Wochen
hohere SRR und hohere AVS-Gehalte bestimmt. In dem Ansatz mit Ethanol lagen die SRR
unterhalb der der Kontrolle trotz hoherer AVS-Gehalte. In den Ansatzen mit Glucose und
Succinat lagen die SRR und die AVS-Gehalte unterhalb der der Kontrolle.

Tab. 3.2: Sulfatreduktionsraten (SRR) und Gehalte an saureflichtigen Schwefel
(AVS) in Sedimenten von RS 111 (10 m) nach vierwodchiger Inkubation mit verschie-
denen organischen Substraten. Serie 1 in drei (Sedimentproben von September
1996) und Serie 2 in zwei (Sedimentproben von Oktober 1996) Parallelen.
Angegeben sind die Mittelwerte (minimale und maximale Messwerte in Klammern).

Substrat SRR AVS
(nmol SO~ cm® d™) (umol S cm®)
Serie 1 30 mM Pyruvat 1219 (889/1443) 6,25 (3,63/10,03)
30 mM Glucose 1,2 (<</3,6) 1,28 (0,28/2,09)
30 mM Succinat 1,7 (0,7/3,5) 0,25 (0,06/0,41)
Kontrolle* 69,0 (61,3/82,6) 1,59 (1,38/1,78)
Serie 2 30mM Lactat 69,8 (19,2/120,4) 3,13 (1,94/3,78)
30mM Ethanol 12,1 (6,8/17,4) 1,41 (1,00/1,81)
30 mM Acetat 234 (197/270) 2,59 (1,59/3,50)
Kontrolle* 27,7 (15,7/39,7) 0,04 (0,00/0,06)

& Ansatz ohne Stroh und ohne Substrat
<< unterhalb der Nachweisgrenze
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Abb. 3.3: Sulfatreduktionsraten (oben) und Verteilung des reduzierten **S-Schwefels in den
drei Fraktionen saurefliichtiger Schwefel (AVS), elemementarer Schwefel (S° und Pyrit-
Schwefel (unten) in RS 111 (10 m) (links) und RS B (rechts). Fir SRR sind die Mittelwerte
dargestellt. (Fehler)Balken geben die beiden Messwerte an. Die Verteilung des *S-
Schwefels in Prozent ist nur fir eine Parallele dargestellt (gestrichelte Linie gibt
Prozentanteil von AVS in der anderen Parallele an).
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3.1.6 Zellzahlen kultivierbarer schwefel- und eisenoxidierender und sulfatredu-

zierender Bakterien

Zum Vergleich von neutralen und sauren Medien zur MPN-Bestimmung von
schwefeloxidierenden Bakterien (SOB) und sulfatreduzierenden Bakterien (SRB) in den
Sedimenten wurden Greifer-Proben von RS 111 (10 m), RS 107 und RS B genommen
(Tab. 3.3). In RS 111 (10 m) und RS 107 erreichten MPN-Bestimmungen von SOB in sauren
Medien um den Faktor 10* bis 10° hohere Zellzahlen als in neutralen Medien. Entsprechend
wurden in Sedimenten von RS B hdhere Zellzahlen im neutralen als im sauren Medium
erzielt. Dahingegen wurde bei der MPN-Bestimmung von SRB an allen drei Standorten
jeweils hohere Zellzahlen im neutralen Medium erreicht. Geringes Wachstum in sauren
Medien wurde lediglich in Sedimenten von RS 111 (10 m) beobachtet. Zur Aufnahme von
Tiefenprofilen von MPN-Werten fiir die verschiedenen Bakteriengruppen wurden fir SOB
das fir den Standort jeweils optimale Medium gewahlt und fir SRB an allen Standorten das

neutrale Medium verwendet.

Tab. 3.3: Zellzahlen in neutralen und sauren Medien von 1) schwefeloxidierende Bakterien
(SOB): Thiosulfatmedium bei pH 7 und pH 4,5 (Sedimentproben von Mai 1996) und von 2)
sulfatreduzierenden Bakterien (SRB): Medium mit Lactat und Acetat (je 5 mM) bei pH 7 und
Medium mit Lactat und Acetat® (je 5 mM) oder Glycerinb (10 mM) bei pH 3 (Sedimentproben
von Oktober/November 1995). Die oberen und unteren 95 %-Konfidenzintervalle sind in
Klammern angegeben.

SOB SRB
PHuesum  MPN (Zellen cm™) PHuegsium MPN (Zellen cm™®)
RSB pH 7 1,75 (0,87/4,84) - 10° pH 7 1,42 (0,75/3,06) - 10°
pH45  1,51(0,72/3,92) - 10* pH 3 <<
RS 111 (10 m) pH 7 65 (31/139) pH 7 0,48 (0,26/1,01) - 10"
pH4,5 2,29 (1,21/6,56) - 10° pH 3 20 (4/46)%; 72 (35/149)°
RS 107 pH 7 120 (64/265) pH 7 0,15 (0,08/0,32) - 10

ab

pH45 7,45 (2,98/16,2) - 10° pH 3 <<

<< kein Wachstum

An allen vier Standorten wurden sehr hohe MPN-Werte fir SOB mit den héchsten Zellzahlen
an der Sedimentoberflache bestimmt (Abb. 3.4). In Sedimenten von RS 111 (10 m) nahmen
die Zellzahlen von maximal 1,9- 10’ Zellencm™ in 0-2cm auf 1,5- 10° Zellen cm™ in
8 - 9 cm Sedimenttiefe ab. In RS 111 (7 m) nahmen die MPN-Werte der SOB ebenfalls mit
der Tiefe ab, jedoch nicht so stark: bei einer Sedimenttiefe von 3 -4 cm wurden noch
1,3- 10° Zellen cm™ im Vergleich zu 2,8- 10 Zellen cm™ in RS 111 (10 m) bestimmt. Dieser
Unterschied war auch bei den Proben von August 1997 zu beobachten. In RS 107 waren die

Zellzahlen der SOB an der Sedimentoberflache geringer (1,8 10° Zellen cm™) als in den
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Abb. 3.4: Zellzahlen (MPN-Werte) der schwefeloxidierenden Bakterien (SOB) in
Thiosulfatmedium fiir sechs Sedimenthorizonte. Der pH-Wert des Mediums:
pH 4,5 fir Sedimentproben aus RS 111 (10 m) und (7 m) sowie RS 107, und
pH 7 fur Sedimentproben aus RS B. Die oberen und unteren 95 %-Konfidenz-
intervalle sind durch die Fehlerbalken angegeben.

Sedimenten von RS 111, nahmen jedoch ebenfalls mit zunehmender Sedimenttiefe ab. In
RSB wurden die hochsten MPN-Werte fir SOB bestimmt (5,1- 10" Zellen cm™). Die
Zellzahlen nahmen nur geringfuigig mit der Tiefe ab. In einer Sedimenttiefe von 5-6 cm
wurden noch 1,1- 10’ Zellen cm™ und bei 8 - 9 cm 1,6 10° Zellen cm™ bestimmt. Die MPN-
Werte der eisenoxidierenden Bakterien (FeOB) (Abb. 3.5) in den Sedimenten der sauren
Seen ergaben hinsichtlich der GréRenordnung und der Tiefenverteilung ein ahnliches Bild
wie das fur die MPN-Werte der SOB. In RS 111 (7 m) und RS 107 waren die Zellzahlen der
FeOB etwas geringer als die der SOB. In RS B waren die Zellzahlen der FeOB (in saurem

Medium) erwartungsgeman gering (2,4 - 11- 10° Zellen cm™).
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Abb. 3.5: Zellzahlen (MPN-Werte) der eisenoxidierenden Bakterien (FeOB) in
saurem Medium fir sechs Sedimenthorizonte. Die oberen und unteren 95 %-
Konfidenzintervalle sind durch die Fehlerbalken angegeben.

Die MPN-Zahlungen der SRB (Abb. 3.6) ergaben fir die gesamten oberen 10 cm des
Sediments in den sauren Restseen sehr geringe Zellzahlen. In RS 111 (10 m) wurden MPN-
Werte von 1,2 - 6,2- 10° Zellen cm™ erreicht, in RS 111 (7 m) und RS 107 lagen sie unter
10° Zellen cm®. In RS B wurden dagegen sehr hohe Zellzahlen fiir SRB gefunden mit einem
Maximum von 2,1- 10’ Zellen cm™ in 2 - 3 cm Sedimenttiefe. Noch weniger als bei der
Tiefenverteilung der SOB zeigte sich eine abnehmende Tendenz der Zellzahl mit der Tiefe.
Im August 1997 wurden nochmals fiir alle vier Standorte in zwei Sedimenthorizonten MPN-
Bestimmungen von SRB in neutralen und in sauren (FeSO./pH 3) Medien verglichen

(Abb. 3.7). Wiederum zeigte sich, dass in fast allen Proben, mit Ausnahme von RS 107 in
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Abb. 3.6: Zellzahlen (MPN-Werte) der sulfatreduzierenden Bakterien (SRB) in
neutralem Medium fir sechs Sedimenthorizonte. Die oberen und unteren 95 %-
Konfidenzintervalle sind durch die Fehlerbalken angegeben.

0-1cm Sedimenttiefe, das neutrale Medium hohere Zellzahlen als das saure Medium
erzielte. Im Gegensatz zu den anderen sauren Medien (vergleiche Tab. 3.3) wurde aber im
FeSO./pH 3-Medium Wachstum sulfatreduzierender Bakterien aus Sedimenten aller vier
Standorte beobachtet. In den sauren Restseen waren zudem die Unterschiede zwischen den

MPN-Werten im FeSO,/pH 3-Medium und denen im neutralen Medium sehr gering (z. B.
RS 107).



ERGEBNISSE 56

RS 111 (10 m) RS 107
SRB (Zellen cm'3) SRB (Zellen cm'3)
100 10 10° 107 10t 10%  10° 10

Tiefe (cm)

3-4

RS 111 (7m) RS B
SRB (Zellen cm'3) SRB (Zellen cm'3)
100 10®  10° 10’ 10t 10®  10° 107

Tiefe (cm)

WpH7 [CpH3

Abb. 3.7: Zellzahlen (MPN-Werte) der sulfatreduzierenden Bakterien (SRB) in
MgSO,/pH 7 Medium und in FeSO4/pH 3-Medium in zwei Sedimenthorizonten
(Sedimentproben von August 1997). Die oberen und unteren 95 %-
Konfidenzintervalle sind durch die Fehlerbalken angegeben.

3.2 Vergleich der Sedimente zu verschiedenen Probenahmeterminen

Die Hauptkampagnen fir Sedimentprobenahmen waren zeitlich so gewahlt, dass sie im
Frahjahr zur Vollzirkulation und im Spatsommer zum Ende der Sommerstagnation statt-
fanden. Dies war mit dem Ziel verbunden, saisonale Unterschiede (z. B. hinsichtlich der
Temperatur oder des Sauerstoffgehalts) zu untersuchen. Fir die Probenahmen im April
1997 und August 1997 liegen fir alle vier Standorte Daten vor. Der Vergleich der Tempera-
tur- und Sauerstoffwerte der Wasserschicht tber dem Sediment lie3 keine deutlichen Unter-
schiede zwischen den Probenahmen von April 1997 und August 1997 erkennen (siehe
Tab. 3.1 und Tab. 7.1 im Anhang 7.1). Aul3er in RS 107, wo die Temperatur im August um
8,4 °C hoher lag als im April, nahm sie an den anderen Standorten nur um 0,5 - 2,5 °C zu.
Wie im April herrschten im August in RS 111 (10 m) anoxische und an den anderen Stand-
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orten oxische Verhéltnisse Uber dem Sediment. Im folgenden werden flr zwei Parameter,
die reduzierten anorganischen Schwefelverbindungen an allen vier Standorten (Abb. 3.8)
und die Sulfatkonzentration im Porenwasser von RS B (Abb. 3.9), die Ergebnisse von ver-
schiedenen Probenahmen in zeitlicher Reihenfolge dargestellt und die Ver&nderungen unter
Berucksichtigung der anderen Messparameter kurz erlautert. Die hier erwahnten Daten sind
im Anhang 7.1 tabellarisch zusammengefasst.

In den Sedimenten von RS 111 (10 m) liegen im Jahr 1996 die maximalen Werte fur
reduzierte Schwefelverbindungen bei 16 pmol S cm™® im Mai und bei 15 pmol S cm™® im
August (siehe Abb. 3.8). GroRenordnung und Tiefenverteilung der Schwefelverbindungen ist
fur die beiden Monate sehr &hnlich, aulRer dass im August 1996 AVS auch in den oberen
3 cm des Sediments nachgewiesen wurde. Fiur Mai 1996 liegen keine Daten zur SRR-
Bestimmung vor und im August 1996 lagen die Raten unterhalb der Nachweisgrenze von
5 nmol SO, cm™ d™. Im Jahr 1997 wurden im April sehr hohe Gehalte und im August sehr
geringe Gehalte an reduzierten Schwefelverbindungen (maximal 8 pmol S cm™) bestimmt
(siehe Abb. 3.8). Im August 1997 wurden lediglich in den Sedimenthorizonten 2 - 3 cm,
3-4cm und 8 - 9 cm sulfatreduzierende Aktivitaten nachgewiesen. Die SRR lagen jedoch
mit Werten von 0,7 - 9,9 SO, nmol cm™ d™ in der gleichen GroRenordnung wie im April
1997. Auch die E,-Werte von August 1997 entsprachen denen von April 1997. Die pH-Werte
von August 1997 waren insgesamt etwas geringer als im April 1997 und reichten von pH 2,5
bei 0 - 1 cm bis pH 5,6 bei 9 - 10 cm. Bei den Eisenverbindungen waren die Ergebnisse von
August 1997 ebenfalls mit denen von April 1997 vergleichbar. Der Gesamtgehalt an
extrahiertem Eisen nahm mit der Tiefe zu und erreichte einen maximalen Wert von
112 umol Fe cm™ in einer Tiefe von 7 - 8 cm. In den oberen 4 cm war amorphes Eisen(lll)
nicht oder kaum nachweisbar und erreichte einen maximalen Wert von
48 pmol Fe(lll)am cm™® in 5- 6 cm. Im Gegensatz zu den Sedimenten im April 1997 wurde
amorphes Eisen(lll) auch unterhalb dieses Maximums in der Sedimentschicht von 6 - 10 cm
gefunden. Anhand der MPN-Werte von SOB, FeOB und SRB lie3 sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Terminen im Jahr 1997 feststellen.

In den Sedimenten von RS 111 (7 m) wurden im August 1997 ahnlich wie im April
1997 sehr geringe Gehalte an reduzierten Schwefelverbindungen (Abb. 3.8) und keine
sulfatreduzierenden Aktivitaten nachgewiesen. En- und pH-Werte zeigten fur August 1997
den gleichen Verlauf wie im April 1997. Die Bestimmungen der Eisenverbindungen zeigten
hingegen deutliche Unterschiede zwischen den beiden Probenahmeterminen. Die Gehalte
an HCI-l6slichem Eisen(ll) nahmen im August 1997 wie im April 1997 mit der Tiefe zu,
erreichten jedoch im August 1997 lediglich Maximalwerte von 19 pmol Fe (Il) cm™ in einer
Tiefe von 8-10cm. Die Gehalte an amorphen Eisen(lll) erreichten im August 1997

maximale Werte von nur 23 - 35 umol Fe(lll)am cm™ in der Sedimentschicht von 0 - 3 cm und
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Abb. 3.8: Reduzierte Schwefelverbindungen bestimmt an verschiedenen Probenahme-
terminen. Es sind jeweils die Mittelwerte von saureflichtigem Schwefel (AVS) und
chromreduzierbarem Schwefel (CRS) dargestellt. (Fehler)Balken geben minimalen und
maximalen Messwert an.
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Abb. 3.8 (Fortsetzung): ® ein Messwert, ® drei Parallelen, © zwei Parallelen (ein CRS-Mess-
wert setzt sich zusammen aus S° und FeS,), 4 z2wei Parallelen, ® ein Messwert (CRS setzt
sich zusammen aus S° und FeS,), " zwei Parallelen (CRS setzt sich zusammen aus s® und
FeSQ).
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nahmen im Gegensatz zu den Werten im April 1997 mit der Tiefe ab. MPN-Werte von SOB,
FeOB und SRB zeigten wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Probenahmeterminen.

Die Sedimente von RS 107 waren gekennzeichnet durch einen hohen Gehalt an
CRS, welcher wenige Zentimeter unter der Sedimentoberflaiche sein Maximum erreichte
(Abb. 3.8). Dieses Maximum war bei allen drei Probenahmeterminen zu beobachten. Im Mai
1996 waren die Gehalte hoher als in April 1997 und August 1997, jedoch lagen die Unter-
schiede bedingt durch die Heterogenitat des Sediments innerhalb der Schwankungsbreite
paralleler Proben (bis 51 % relative Standardabweichung bei der CRS-Bestimmung). Fir die
beiden Probenahmen im Jahr 1997 wurden auch hinsichtlich der anderen Parameter (SRR,
En- und pH-Werte, Eisenverbindungen, MPN-Werte) keine bemerkenswerte Unterschiede
festgestellt, mit der Ausnahme dass im August 1997 bei 0 - 1 cm Sedimenttiefe sehr hohe
Werte fir amorphes Eisen(lll) [160 pmol Fe(ll)am cm™] gemessen wurden.

In RS B wurde im Jahr 1997 im Vergleich zu Juli 1996 eine Zunahme des AVS
festgestellt (Abb. 3.8). Im August 1997 nahm der Gehalt an reduzierten Schwefelver-
bindungen mit der Tiefe zu und erreichte bei 8 - 9 cm ein Maximum von 39 umol S cm®. In
diesem Sedimentkern wurden in den oberen 10 cm im Gegensatz zu dem von April 1997
keine sandigen Schichten beobachtet. Die SRR fur Juli 1996, April und August 1997 (und
auch Juni 1998) lagen in der gleichen GroBenordnung mit maximalen Werten von 50 -
100 SO,* nmol cm™ d™. Die E,-Werte von August 1997 waren wie im April 1997 positiv und
lagen im Bereich von 50 - 125 mV. Die pH-Werte von August 1997 lagen unter pH 7 mit den
kleinsten pH-Werten von pH 6,7 bei einer Tiefe von 8 -10 cm. Die Eisenverbindungen
zeigten fur die beiden Termine im Jahr 1997 ebenfalls Unterschiede. Fir HCI-lI6sliches
Eisen(Il) wurden im August 1997 im Gegensatz zu April 1997 die kleinsten Werte (35 -
50 pmol Fe(ll) cm™®) an der Sedimentoberflache (0 -2 cm) gemessen und hohe Gehalte
(66 - 91 pmol Fe(l) cm™®) bis zu 10 cm Sedimenttiefe nachgewiesen. Amorphes Eisen(lll)
lag im August 1997 in hoheren Konzentrationen (3 - 25 umol Fe(lll)am cm™) als im April 1997
vor. Die MPN-Werte fir SRB und SOB waren fiir die drei Termine vergleichbar bis auf den
Unterschied, dass im Juli 1996 noch eine deutliche Abnahme (Faktor 100) der Zellzahl fir
beide Gruppen mit zunehmender Sedimenttiefe zu beobachten war.

Fir RS B sind in Abb. 3.9 die Profile der Sulfatkonzentrationen im Porenwasser von
vier Probenahmeterminen dargestellt. Wahrend im Juli 1996 und im April 1997 keine und im
August 1997 nur im oberen Bereich eine abnehmende Tendenz der Konzentrationen mit
zunehmender Sedimenttiefe zu beobachten war, wurde im Juni 1998 eine Abnahme von
4,2 mM SO,% in 0 -1 cm auf 3,0 mM SO, in 6 - 7 cm verzeichnet. Zudem nahm insgesamt
der Gehalt an Sulfat im Porenwasser uber einen Zeitraum von zwei Jahren von 4,7 -
5,7 mM SO,” auf 3,0 - 4,2 mM SO, ab.
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Abb. 3.9: Tiefenprofile des Sulfats im Porenwasser von Sedimenten
in Restsee B an verschiedenen Probenahmeterminen.  turbido-
metrische Bestimmung, ® ionenchromatographische Bestimmung.
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3.3 Charakterisierung der isolierten Reinkulturen

3.3.1 Schwefel- und eisenoxidierende Bakterienstamme

Aus den Sedimenten der sauren Restseen, RS 111 und RS 107, wurden auf den oxisch
inkubierten Doppelschicht-Agaroseplatten bei pH 2,5 mit Eisen(ll), elementaren Schwefel
und Tetrathionat als Elektronendonatoren 22 Stdmme isoliert und charakterisiert. Eine
Ubersicht tber die Isolate und die Isolierungsbedingungen sind in Tab. 3.4 und Tab. 3.5
dargestellt. Wéahrend der gesamten lIsolierungsversuche trat in zwei Fallen, jeweils auf
Agaroseplatten mit nur Eisen(ll) als Elektronendonator, eine Kontamination durch den

heterotrophen Stamm "Acidiphilium cryptum" SJH auf.

Morphologie und Physiologie

Die Isolate lieBRen sich, aufgrund ihrer
Eigenschaften chemolithoautotroph oder chemo-
organoheterotroph zu wachsen, in zwei Gruppen
unterteilen. Die sechszehn Stdmme, welche
chemolithoautotroph wuchsen, wurden aus ver-
schiedenen Sedimenttiefen von RS 111 (10 m)
und (7 m) sowie RS 107 isoliert (Tab. 3.4). Fast
alle Stamme wuchsen sowohl auf Eisen(ll) als
auch auf elementarem Schwefel (Flowable Sulfur)
in Abwesenheit einer organischen Kohlenstoff-
quelle. Eine Ausnahme bildete Stamm 36, der
auch nach wiederholtem Uberimpfen kein Wachs-

tum mit elementarem Schwefel zeigte. Keiner der

Stamme wuchs auf Glucose. Die Stamme 14, 23a,

Abb. 3.10: 24b, 29a und 38 wurden auf ihre Fahigkeit,
Phasenkontrastaufnahme von
Stamm 32. Autotrophes schwefel-
und eisen-oxidierendes Bakterium elementarem Schwefel zu reduzieren, getestet.
(Acidithiobacillus ferrooxidans-
Gruppe).

Eisen(lll) in Anwesenheit von Kohlendioxid und

Bei allen funf Stammen war das zugesetzte
Eisen(lll) innerhalb von wenigen Tagen reduziert.

Der Kolonietyp hing vorwiegend vom Kulturmedium ab. Auf Agaroseplatten mit reduzierten
Schwefelverbindungen waren die Kolonien oft farblos und bei gréRerer Koloniendichte
orange bis dunkelbraun. Grof3e Kolonien zeigten ein rostfarbenes Zentrum mit einem weil3-
gelben Rand. Auf Agaroseplatten mit nur Eisen(ll) bildeten sich aufgrund des Niederschlags

von Eisen(lll) sehr feste Kolonien, welche tief in die Agarose hineinragten. In allen Stamm-
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kulturen entsprach der Zelltyp einem Kurzstabchen mit einer Lange von 1 - 3 um. Die Zellen
waren haufig assoziiert mit Eisen(lll)-Kristallen (Abb. 3.10). DAPI (4',6-Diamino-2-phenyl-
indoldihydrochlorid)-gefarbte Zellen zeigten zwei stark leuchtende Einschliisse mit je einem
an jedem Zellpol (nicht dargestellt).

Die sechs chemoorganohetero-
trophen Stamme wurden vorwiegend aus
tieferen Sedimentschichten von RS 111
(10 m) und nur auf Agaroseplatten mit
reduzierten Schwefelverbindungen isoliert
(Tab. 3.5). Diese Stamme wuchsen nicht
ohne organische Kohlenstoffquelle (Hefe-
extrakt oder TSB) auf Eisen(ll) oder
elementarem Schwefel. Sie wuchsen wohl

in FTY-Medium, welches neben den

anorganischen Elektronendonatoren Tetra-
thionat und Eisen(ll) lediglich 0,02 %  app. 3.11:

Hefeextrakt enthielt. In den FTY-Kulturen  Phasenkontrastaufnahme von Stamm 22.
Heterotrophes schwefel- und eisen-

wurde eine leichte pH-Absenkung von  yidierendes Bakterium (Sulfobacillus sp.).

pH 2,5 auf pH 2,1-2,4 (im Gegensatz zu

pH-Absenkungen unter pH 2 bei den chemolithoautotrophen Stdmmen) beobachtet, die auf
eine Oxidation des Tetrathionats hinwies. Nach ein- bis dreiwtchiger Inkubationszeit bildete
sich mit Ausnahme von FTY-Kulturen des Stammes 19 ein Niederschlag von Eisen(lll), der
auf die direkte oder indirekte Eisen(ll)-Oxidation zurtickzufiihren war. Alle sechs Stamme
wuchsen auf Glucose in Abwesenheit von Eisen(ll) oder reduzierten Schwefelverbindungen.
Die Stamme 19 und 33 wurden auf ihre Fahigkeit, Eisen(lll) in Anwesenheit von Glucose zu
reduzieren, getestet. Nur in der Kultur von Stamm 33 wurde nach sechs Tagen eine geringe
Zunahme von Eisen(ll) nachgewiesen. Es fand jedoch innerhalb der zweimonatigen
Inkubationszeit keine vollstandige Reduktion des Eisen(lll) statt. Als Kontrolle diente Stamm
"Acidiphilium cryptum" SJH, welcher innerhalb von sechs Tagen das gesamte Eisen(lll)
reduzierte.

In der Kolonienmorphologie unterschieden sich die heterotrophen Stamme von den
autotrophen Isolaten dadurch, dass ihre Kolonien meist gré3er und heller waren und keine
Eisen(ll)-Inkrustierungen aufwiesen. Die Kolonien der Stamme 19, 33 und 47 waren sich
sehr ahnlich. Die Zellmorphologie der Stdmme war abh&ngig vom Kulturmedium und
Kulturalter. Es wurden sehr breite Zellen (bis 1,5 um) und sehr lange Zellen (bis 20 um)
beobachtet. Alle Stamme zeigten Sporenbildung. In FTY-Medium waren die Zellen oft mit
Eisen(lll)-Kristallen bedeckt (Abb. 3.11).



Tab. 3.4: Azidophile, autotrophe schwefel- und eisenoxidierende Bakterienstamme.

Stamm Herkunft Inokulum® Substrat® Kolonietyp Zelltyp® Elektronen-Donatoren® Fe(llNR® EMBL-Sequenzf &
Fe(l) S° Glu Ubereinstimmung in %
RS 111 (10 m)
14 0-1cm direkt Fe?' + weil3lich-matt bis rostfarben, Kurzstabchen + + - + Acidithiobacillus 99
54062- glanzend, Fe(ll)-gefarbter 0,5-0,7x1-2pum, ferrooxidans
Ausstrich oft gepaart N-Fe3 X75268
159 0-1cm direkt Fe* + weilllich-matt bis rostfarben (oft ~ Kurzstéabchen + + - nb A. ferrooxidans 99
84062_ in der Mitte), glanzend, Fe(lll)- 0,5x2-3pum N-Fe3
gefarbter Ausstrich
23a 0-1cm direkt Fe?* + S° durchscheinend bis orange (dann  Kurzstabchen + + - + A. ferrooxidans 96
glatt-glanzend), rostfarben, rund, 0,5-0,7 x1 pm, N-Fe3
ganzer Rand Ketten (4 - 7 Zellen)
24b 0-1cm direkt Fe?* + S° durchscheinend bis orange (dann  Kurzstabchen + + - + A. ferrooxidans 99
glatt-glanzend), rostfarben, rund, 0,5-0,7 x 2 um N-Fe3
ganzer Rand
10b 3-4cm direkt Fe?* Fe(Ill)-inkrustiert kegelformig, in ~ Kurzstabchen + + - nb A. ferrooxidans 98
die Agarose eingesunken, N-Fe3
20a 3-4cm direkt Fe?* +S° kleine einheitlich rostfarben, Kurzstabchen + + - + A. ferrooxidans 99
grof3e in der Mitte orange/ 05-0,7x1-2pum N-Fe3
rostfarben, erhoben, Rand
weiBlich-matt, undulierend
32 3-4cm direkt Fe?* +S° durchscheinend bis rostfarben Kurzstabchen + + - nb nb"
0,5-0,7x3-4pum
RS 111 (7 m)
48a° 3-4cm MPNFe® Fe?* + weiRR-gelblich-matt bis rostfarben  Kurzstébchen + + - nb A. ferrooxidans 99
S,06” 0,5-0,7x2-3pum N-Fe3
48h° 3-4cm MPNFe* Fe? +  weik-gelblich-matt bis rostfarben  Kurzstabchen + + - nb A. ferrooxidans 99
54062_ 0,5-0,7x3 um N-Fe3

3SSINg3O™d

¥9



Tab. 3.4: Fortsetzung

Stamm Herkunft Inokulum?® Substrat” Koloniet Zelltyp® Elektronen-Donatoren® Fe(ll)R® EMBL-Sequenz’ &
yp yp q
Fe(l) S° Glu Ubereinstimmung in %
RS 107
38 0-1cm MPN Fe?* Fe?* + weiBlich-matt bis rostfarben, Kurzstébchen + + - + A. ferrooxidans 99
5406 glatt-glanzend, Fe(lll)- gefarbter  0,5-0,7 x2 - 3 um, N-Fe3
Ausstrich Ketten (2 - 3 Zellen)
40 0-1cm MPN S,0;° Fe* +S° durchscheinend bis orange (dann  Kurzstabchen + + - nb A. ferrooxidans 98
glatt-glanzend), rostfarben, rund, N-Fe3
ganzer Rand
41 0-1cm MPN S,05> Fe?" +S% durchscheinend bis orange (dann  Kurzstébchen + + - nb A. ferrooxidans 08
glatt-glanzend), rostfarben, rund, 0,5-0,7x2-3 um N-Fe3
ganzer Rand
42° 0-1cm MPN S,0:° Fe* +S° durchscheinend bis orange/ Kurzstabchen + + - nb A. ferrooxidans 99
rostfarben 0,5-0,7x1-2pum, N-Fe3
oft gepaart
49 0-1cm direkt Fe?* + s° Mitte orange/rostfarben, erhoben, Kurzstibchen + + - nb nb"
Rand weillich-matt, undulierend  0,5-0,7 x1-2 pm
36 1-2cm MPN Fe? Fe?* rostfarben, Fe(lll)-inkrustiert Kurzstabchen + - - nb nb"
0,5-0,7x1-2pum
43 1-2cm MPN 82032' Fe?" +g° weil3-gelblich bis rostfarben, Kurzstabchen + + - nb nb"
Fe(Ill) geféarbter Ausstrich 0,7x1-2um

fur den Ausstrich verwendetes Impfmaterial 1) direkt: in Mineralmedium vorverdiinntes Sediment und 2) MPN: aus MPN-Verdunnungsreihen nach Inkubation
® Eisen- und Schwefelverbindungen enthalten im Deckschicht-Medium der Agaroseplatten

¢ autotrophe Stamme in FTY-Medium [10 mM Eisen(ll)]; chemoorganoheterotrophe Stamme in FTY- und Glucose-Medium

Elsen(ll) oder elementarer Schwefel: autotroph in Abwesenheit organischer Substanzen / heterotroph: in FTY; Glucose: in Abwesenheit von Fe(ll), S° oder S406”
autotrophe Stamme: mit elementarem Schwefel; chemoorganoheterotrophe Stamme: mit Glucose
"EMBL- Sequenz mit groRter Ahnlichkeit und von EMBL angegebene Ubereinstimmung in %

g Sequen2|erung durch die Fa. Replicon (Berlin)

" keine erfolgreiche PCR

nb nicht bestimmt

3SSINgIOHS
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Tab. 3.5: Azidophile, chemoorganoheterotrophe schwefel- und eisenoxidierende Bakterienstamme.

Stamm Herkunft Inokulum?® Substrat”

Kolonietyp

Zelltyp®

Elektronen-Donatoren® Fe(llNR®

EMBL-Sequenz' &

Fe(l) S° Glu Ubereinstimmung in %
autotr./heterotr.
RS 111 (10 m)
18 3-4cm direkt Fe?" + groRe weil bis creme-  Stabchen, 1 x 2 - 3 pm, oft —/+ —I(+) + nb Alicyclobacillus 95
S,06% farben, Mitte dunkler/ paarweise, auch Zelllangen cycloheptanicus
orange, kleine orange von 5 - 10 um, leicht X51928
bis rostfarben, Fe(lll) gekrimmt, Sporen
gefarbter Ausstrich
19 3-4cm direkt Fe?" + weiBlich bis hellbraun,  Stabchen, 0,5-1x1 -2 um, —/- —I(+) + - Sulfobacillus 92
S,0 62' flach, kornige Struktur,  Ketten (5 - 9 Zellen), Sporen, acidophilus NAL
hebt sich kaum von auch Zelllangen bis 20 um, AF050169
Agarose ab Sporen
22 3-4cm direkt Fe?" + Mitte rosa-orange und 1-1,5x>10 pum, Fe(lll) Kris- —/+ —I(+) + nb S. thermosulfido- 94
84062_ erhoben, Rand weil3- talle an Zelloberflache, auch oxidans AT-1
gelblich, flach und schmale und kiirzere Zellen, X91080
undulierend 0,7 x 3 - 6 um, oft paarweise,
kurze Ketten, Sporen
33 3-4cm direkt Fe?* +S° weiBlich bis hellbraun,  Stabchen 1 x 2 - 3 um, Ketten, —/+ —/(+) + (+) S. acidophilus 92
flach, kornige Struktur,  auch schmalere und langere NAL
hebt sich kaum von Zellen, 0,7 x > 10 pm, AF050169
Agarose ab gekrimmt, Sporen
46 8-9cm MPNFe* Fe+ weilRlich-matt, Struktur 1 pm x > 10 um, leicht —/+ —I(+) + nb S. thermosulfido- 96
S,0 62' kornig, Mitte leicht gekrimmt, Zellfaden bis 50 oxidans AT-1
erhoben, hebt sich pum, Sporen X91080
kaum von Agarose ab,
Fe(lll) gefarbter
Ausstrich
47 18-19cm MPN Fe?* Fe? +  hellbraun, flach, Struk- ~ Stabchen, 0,7 x2 -3 um, auch  —/+ —I(+) + nb S. acidophilus 91
84062_ tur kdrnig oder glatt, langere Zellen bis 20 um, leicht NAL

hebt sich kaum von
Agarose ab

gekrimmt, Sporen

F050169

abcdelohgene Tap, 3.4

3SSINg3OH3
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Phylogenie

Ein Vergleich der Sequenzen der zwolf autotrophen, schwefel- und eisenoxidierenden
Isolate, deren 16S rRNA-Gene partiell sequenziert wurden, mit Sequenzen der EMBL-
Datenbank erwies die Sequenz von Stamm Acidithiobacillus ferrooxidans N-Fe3 als die
ahnlichste Sequenz (Tab. 3.4). Dieser Mikroorganismus wurde in sauren Grubenwéssern
von Kupfererzen nachgewiesen (Goebel & Stackebrandt 1994). Die Sequenzen der Isolate
aus den Restseen waren nahezu identisch. Mit der Ausnahme von den Stammen 23a und
41 lagen die Sequenziubereinstimmung bei Uber 99 % (Tab. 3.6). Isolate mit einer Sequenz-
Ubereinstimmung von uber 99 % wurden als phylotypisch gleich angesehen. Dabei wurden
fehlende Basen nicht als Unterschied gewertet. Im Falle der Stamme 23a und 41 wurde nur
ein verhaltnismaRig kurzer Abschnitt verglichen. Da diese Sequenzen jeweils im Vergleich
zu den anderen lsolaten Sequenzibereinstimmungen von Uber 99 % zeigten, wurden auch

hier angenommen, dass diese beiden Stamme den gleichen Phylotyp besitzen.

Tab. 3.6: Sequenzibereinstimmungen unter den chemolithoautotrophen schwefel- und
eisenoxidierenden Stammen. Angegeben sind 1) die Anzahl unterschiedlicher Nukleotide pro
Gesamtanzahl der verglichenen Nukleotide (oberhalb der Diagonalen) und 2) die
Sequenzibereinstimmung in Prozent (unterhalb der Diagonalen). Fehlende Nukleotide
(gaps) wurden nicht als Unterschied gewertet.

14 15 23a 24b 10b 29a 48a 48b 38 40 41 42

14 1/506 3/497 0/477 1/466 0/373 1/506 1/506 0/466 0/505 3/375 1/506
15 99,8 2/535 1/495 1/467 0/378 0/707 0/706 0/467 1/593 3/376 0/720
23a 99,4 99,6 2/481 3/460 2/371 2/567 2/529 2/459 2/513 4/371 2/534
24b 100 99,8 99,6 1/445 0/345 1/495 1/495 0/444 0/493 3/375 1/495
10b 99,8 99,8 993 998 0/366 1/467 1/467 1/464 1/467 3/376 1/467
29a 100 100 99,5 100 100 0/378 0/378 0/368 0/378 0/328 0/378
48a 99,8 100 996 998 998 100 0/700 0/467 1/593 3/376 0/706
48b 99,8 100 996 998 99,8 100 100 0/467 1/593 3/376 0/706
38 100 100 996 100 99,8 100 100 100 0/467 3/376 0/467
40 100 99,8 996 100 99,8 100 99,8 998 100 3/376 1/593
41 99,2 99,2 989 99,2 99,2 991 99,2 992 992 992 3/376
42 99,8 100 996 998 998 100 100 100 100 99,8 99,2

In das Alignment wurden zunéchst alle Sequenzen, die in der RDP-Datenbank innerhalb der
"Thiobacillus ferrooxidans-Untergruppe” verfigbar waren, aufgenommen und durch
Sequenzen, welche beim Sequenzvergleich mit der EMBL-Datenbank unter die zwanzig
ahnlichsten Sequenzen fielen, ergénzt. Fiur die Erstellung des Dendrogramms wurde die
Sequenz des Isolats 48a aufgrund seiner Grol3e von 740 Nucleotiden genommen und jene

Datenbanksequenzen, welche fir diesen Abschnitt eine mdglichst vollstandige Sequenz
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Escherichia coli0157.H7 AB035926

Thermithiobacillus tepidarius DSM 31347 M79424

100

L Thiobacillus sp. str. C AF023264

— Acidithiobacillus caldus str. GO-1 AB023405

1100 A caldus DSM 8584 729975

100 A. caldus str. TC 1 AF137369

A. thiooxidans X72851

100

— A. thiooxidans DSM 612 M79401

A. ferrooxidans str. N-Fe2 X75266
100

87
clone cOS1 X86769

Thiobacillus sp. X98210
100
100 A. thiooxidans str. N-Fe4 Y11596
L A. thiooxidans str. B-53 X75269
— 85

— 64 A. ferrooxidans str. N-Fe4 X75267

48a RS 111 (7m)3-4cm

68

01 A. ferrooxidans str. N-Fe3 X75268

Abb. 3.12: Dendrogramm (basierend auf den partiellen 16S rDNA-Sequenzen und berechnet
nach der Maximum-Likelihood Methode) der autotrophen schwefel- und eisenoxidierenden
Isolate und Vertreter der Gattungen Acidithiobacillus und Thermithiobacillus. Escherichia coli

dient als Aulengruppe. Der Mal3strich entspricht 10 Veradnderungen pro 100
Nucleotidpositionen.
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Escherichia coli 0157.H7 AB035926
22 RS 111 (10 m)3-4cm
— 46 RS 111 (10 m)8 -9 cm

Sulfobacillus sp. str. C-MT 1 X75270

98
995. thermosulfidooxidans str. AT-1 X91080

76
1005. thermosulfidooxidans str. BC1 U75648

100

unidentified eubacterium clone A70 X72853
*‘ 92

clone cOS77 X86775

19 RS 111 (10 m) 3 - 4 ¢cm

73

S. acidophilus AF050169

Bacillus tusciae DSM 29127 726933

S. disulfidooxidans str. SD-11 U34974

86 S. thermosulfidooxidans 721979

97 81

Sulfobacillus sp. str. YTH2 AF031646
88

Sulfobacillus sp. str. YTH1 AF031645

- A. acidocaldarius str. TDBrock 115-8 X60741

100 1 o4 , ,
A. acidoterrestris DSM 3923 X60743

59

A. acidocaldarius str. 104-1AT X60742
100

- Alicyclobacillus sp. str. KHA-31 AB004581

191
Alicyclobacillus sp. str. UZ-1 AB004579
79 87

Alicyclobacillus sp. str. MIH-2 AB004580

0.1 18 RS 111 (10m) 3 -4 cm

99
— A. cycloheptanicus X51928

Abb. 3.13: Dendrogramm (basierend auf den partiellen 16S rDNA-Sequenzen und berechnet
nach der Maximum-Likelihood Methode) der heterotrophen schwefel- und eisenoxidierenden
Isolate und Vertreter der Gattungen Sulfobacillus und Alicyclobacillus. Escherichia coli dient
als AuRengruppe. Der Malf3strich entspricht 10 Veranderungen pro 100 Nucleotidpositionen.
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aufwiesen. Unsichere Zuordnungen von Nucleotiden wurden von der Berechnung
ausgeschlossen. Insgesamt wurden 570 Nucleotidpositionen verglichen. In Abb. 3.12 ist das
nach der Maximum-Likelihood Methode berechnete Dendrogramm dargestellt. Es zeigt die
nahe Verwandtschaft des Isolats 48a mit den Arten Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidi-
thiobacillus thiooxidans aus der Gruppe der y-Proteobacteria. Diese Gruppe ist gegentber
Vertretern der Arten Acidithiobacillus caldus und Thermithiobacillus tepidarius, welche
ebenfalls zu den y-Proteobacteria gehéren (Kelly & Wood 2000), deutlich abgegrenzt.

Die den partiellen 16S rDNA-Sequenzen der chemoorganoheterotrophen Stammen
ahnlichsten EMBL-Datenbank-Sequenzen gehdrten zu den Gattungen Alicyclobacillus und
Sulfobacillus der Bacillus/ Staphylococcus-Gruppe innerhalb der Firmicutes (Tab. 3.5). Die
Sequenzibereinstimmung zu den nachst ahnlichen Datenbank-Sequenzen war jedoch nicht
so hoch, wie dies fir die autotrophen schwefel- und eisenoxidierenden Stamme der Fall war.
Die Sequenz von Stamm 18 zeigte groRte Ahnlichkeit mit der von Alicyclobacillus
cycloheptanicus, ein thermophiles und azidophiles Bakterium (Deinhard et al. 1987b,
Wisotzkey et al. 1992). Die Sequenzen der Stamme 19, 33 und 47 besallen die hochste
Ubereinstimmung mit der von Sulfobacillus acidophilus NAL, ein moderat thermophiles
Bakterium, welches Metallsulfide oxidiert und aus Kohle-Abraumhalden isoliert wurde (Norris
et al. 1996). Die Sequenzen der Stamme 22 und 46 zeigten hochste Ubereinstimmung mit
Vertretern der Art Sulfobacillus thermosulfidooxidans [Stamm AT-1 und Stamm BC1 (Clark &
Norris 1996), letzterer ist ebenfalls moderat thermophil und oxidiert Metallsulfide). Die
Gruppe der chemoorganoheterotrophen Isolate zeigte im Vergleich zu den autotrophen
Stammen (und ebenfalls im Vergleich zu den sulfatreduzierenden Stammen) die grof3ten
Sequenzunterschiede untereinander (Tab. 3.7). Lediglich die Stamme 19, 33 und 47 zeigten

eine Sequenzibereinstimmungen von Uber 99 %.

Tab. 3.7: Sequenziibereinstimmungen unter den chemoorgano-
heterotrophen schwefel- und eisenoxidierenden Stammen.
Angegeben sind 1) die Anzahl unterschiedlicher Nukleotide pro
Gesamtanzahl der verglichenen Nukleotide (oberhalb der
Diagonalen) und 2) die Sequenzibereinstimmung in Prozent
(unterhalb der Diagonalen). Fehlende Nukleotide (gaps)
wurden nicht als Unterschied gewertet.

18 19 22 33 46 47

18 95/412 90/412 94/406 95/411 94/397
19 76,9 43/726  1/559 32/631  1/405
22 78,2 94,1 43/559 28/632 34/404
33 76,8 99,8 92,3 34/547  1/403
46 76,9 94,9 95,6 93,8 28/404

47 76,3 99,8 91,6 99,8 93,1
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In das Alignment wurden zunachst alle RDP-Sequenzen der "Alicyclobacillus-Gruppe" sowie
die zwanzig ahnlichsten EMBL-Sequenzen aufgenommen. Fir die Erstellung des Dendro-
gramms wurden die Sequenzen der Isolate 18, 19 (stellvertretend fir die Stamme 19, 33
und 47), 22 und 46 sowie Datenbanksequenzen mit einer méglichst vollstandigen Sequenz
Uber den gemeinsamen Abschnitt verwendet. Unsichere Zuordnungen von Nucleotiden
wurden ausgeschlossen, so dass insgesamt 414 Nucleotidpositionen zur Berechnung
herangezogen wurden. In Abb. 3.13 sind die Stellungen der Isolate innerhalb der
Alicyclobacillus/ Sulfobacillus-Gruppe dargestellt. Die Isolate fielen in zwei groRe Gruppen.
Die Isolate 19/33/47, 22 und 46 gehdrten in die Gruppe, welche mit Ausnahme der
Umweltklone ausschliel3lich Vertreter der Gattung Sulfobacillus enthielt. Fir die Stamme 22
und 46 liel3 sich eine genaue Zuordnung zu bekannten Organismen nicht herstellen. Stamm
19 bildete eine relativ gut abgesicherte monophyletische Gruppe mit Sulfobacillus acido-
philus, die Langen der endstandigen Aste weisen jedoch auf gréRere Sequenzunterschiede
hin. Stamm 18 gruppierte mit Vertretern der Gattung Alicyclobacillus und bildete eine sehr
gut abgesicherte monophyletische Gruppe mit Alicyclobacillus cycloheptanicus, wobei auch

hier die langeren Aste groRere Sequenzunterschiede bedeuten.

3.3.2 Sulfatreduzierende Bakterienstamme

Es wurden insgesamt zehn sulfat-
reduzierende Stamme aus den Sedimenten
der drei Restseen isoliert, wovon neun aus
den sauren Restseen, RS 111 (10 m) und
RS 107, und einer aus dem neutralen RS B
(Tab. 3.8) stammen. Die Isolierung von
sulfatreduzierenden Bakterien war nur in
Tiefagar-Verdunnungsreihen mit neutralem
Medium erfolgreich. Auf den anoxisch
inkubierten Agaroseplatten mit FeSO4/pH 3-

Medium bildeten sich keine Bakterien-

kolonien.

Phasenkontrastaufnahme von Stamm SRB 4.
Sporenbildendes, sullfatreduzierendes
Bakterium (Desulfosporosinus sp.).

Morphologie und Physiologie
Bei den Stammen aus den sauren Restseen handelte es sich durchweg um Sporenbildner.
Die Zellgrof3e war in Abhangigkeit von Kulturmedium und Kulturalter sehr variabel, insge-

samt waren die Zellen der Sporenbildner sehr grof3 und erreichten haufig Langen Uber
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10 um (Abb. 3.14). Stamm SRB 12 aus RS B bildete keine Sporen und die Zellen waren mit
einer Zelllange von 1 - 3 um wesentlich kleiner. Fur keines der untersuchten Isolate wurde

Katalase-Aktivitat oder Desulfoviridin nachgewiesen.

Tab. 3.8: Sulfatreduzierende Bakterienstamme.

Stamm Herkunft  Inokulum Sporen Katalase Desulfo- EMBL-Sequenz® &
viridin Ubereinstimmung in %

RS 111 (10 m)

SRB 13" O0-1cm MPN pH 7 + nb nb Desulfosporosinus sp. str. 97
5apy AF159120

SRB14° 0-1lcm MPN pH 7 + nb nb Desulfosporosinus sp. str. S8 96
AFQ076247

SRB 11 3-4cm MPN pH 7 + - - SRB str. STP12 AJO06607 96

SRB 3 8-9cm MPN pH 7 + - - Desulfotomaculum 98
auripigmentum str. Orex
u85624

SRB 10 0-10cm FeSO4/pH 3 + - - SRB str. STP12 98

(Anreicherung)
RS 107

SRB 15° 0-1cm MPN pH 7 + nb nb Desulfosporosinus sp. str. S8 97

SRB 4 3-4cm MPN pH 7 + - - Dtm. auripigmentum str. Orex 96

SRB 6 3-4cm MPN pH 7 + - - Dtm. auripigmentum str. Orex 99

SRB 7° 0-10cm MPN pH 7 + - - Desulfosporosinus orientis 95
DSM 765 Y11570

RSB

SRB 12 O0-1cm MPN pH 7 - - - Desulfomicrobium sp. str. 98

STP10 AJ006611

& Sequenz mit groRter Ahnlichkeit und von EMBL angegebene Ubereinstimmung in %
b Sequenzierung durch die Fa. Replicon (Berlin)

¢ Greiferproben von September 1996

nb nicht bestimmt

Weiterhin liel3en sich die Stamme aufgrund ihrer unterschiedlichen Substratnutzung charak-
terisieren (Tab. 3.9 und Tab. 3.10). Als Elektronendonatoren in Anwesenheit von Sulfat
nutzten alle Isolate Lactat und ebenso Formiat. Auf Acetat wuchsen nur SRB 7 und 11. Von
den anderen Monocarbonsauren wurde Propionat gar nicht und Butyrat lediglich nicht von
SRB 7 und 12 verwertet. Bei den Dicarbonséuren wurde kein Wachstum auf Succinat
beobachtet und auf Fumarat wuchsen nur die Stamme SRB 6, 13, 14 und 15. Von den
Alkoholen war Ethanol mit der Ausnahme von SRB 14 fir alle Isolate verwertbar. Glycerin
wurde ebenso von der Mehrzahl der Stamme verwertet. Auf Methanol wuchsen nur die
Acetat-verwertenden Stamme SRB 7 und 11. Keines der Isolate zeigte Wachstum mit der
Aminosaure Alanin oder dem Aromaten Benzoat. In Abwesenheit von Sulfat wurde bei allen
Stdmmen Wachstum auf Lactat festgestellt. Auf Formiat wuchsen die Stamme SRB 4, 6 und

7 und auf Methanol die Stamme SRB 7 und 11. Von den alternativ zu Sulfat angebotenen



Tab. 3.9: Sulfatreduzierende Bakterienstamme: Spektrum der organischen Elektronendonatoren® in Anwesenheit von Sulfat”.

Stamm Lactat Acetat Formiat® Propionat Butyrat Succinat Fumarat Methanol Ethanol Glycerin  Alanin Benzoat
SRB13 1110-1 + - + - + - (+) - + + - _
SRB14 1110-1 (+) - + - + - +) - - _ _ _
SRB11 1113-4 + + *) - ) - - +) + + _ _
SRB 3 1118-9 + - + - + - - - + + - _
SRB10 1111-10 + - + - + - - - + - - -
(FeSO4/pH3)
SRB15 1070-1 + - + - + - + - + + - -
SRB4 1073-4 + - *) - *) - - - + *) - -
SRB6 1073-4 + - + - + - ©) - + - - _
SRB7 1071-10 + *) + - - - - + + + - -
SRB12 BO-1 + - + - - - - - + - - -

& organische Elektronendonatoren in 10 mM mit der Ausnahme von Benzoat (2 mM)
® 15 mM MgS047H,0

¢ zusatzlich 2 mM Acetat

+ Wachstum in zwei oder drei Durchgangen

+ Wachstum nur in einem Durchgang, doch dann starke Triibung oder Sulfidbildung (Uberprift mit CuSO4 im 2. Durchgang)
(+) Wachstum nur in einem Durchgang
— kein Wachstum oder nur schwache Tribung in einem Durchgang

3SSINg3OH3

€.



Tab. 3.10: Sulfatreduzierende Bakterienstamme: Wachstum in Abwesenheit von Sulfat®.

Stamm Lactat® Formiat” Succinat” Methanol® Thiosulfat® Tetrathionat® Sulfitt  S°"  Nitrat®  Fe(lll)"
SRB13 1110-1 ) - - - + - + + - -
SRB14 1110-1 *) - - - - - - *) - -
SRB 11* 1113-4 + - - ) () +) *) - +) -
SRB3 1118-9 ¥ - - - " + . . - _
SRB10 1111-10 + - - - + (+) + + + _
(FeSOu/pH3)
SRB15 1070-1 + - - - + _ _ + + _
SRB4* 1073-4 + + - - + *) - + *) -
SRB6 1073-4 . + _ _ . @ . . o }
SRB7* 1071-10 + + - (+) + + + + xk -
SRB12 BO-1 ) _ _ _ _ _ . . _ )

% bei anorganischen Elektronenakzeptoren im 1. Durchlauf mit 10 mM Formiat und 2 mM Acetat, im 2. Durchlauf nur die mit " versehenen Stamme mit
Formiat/Acetat, die anderen und im 3. Durchlauf alle Stamme mit 10 mM Lactat
b jeweils 10 mM
©15mM
42,5 mM
5 mM
100 mM Flowable Sulfur .
s 15 mM, Bildung von Nitrit bzw. Ammonium bei den mit ** versehenen Stamme
25 mM
+ Wachstum in zwei oder drei Durchgangen
+ Wachstum nur in einem Durchgang, doch dann starke Triibung oder Sulfidbildung (Uberprift mit CuSO4 im 2. Durchgang)
(+) Wachstum nur in einem Durchgang
— kein Wachstum oder nur schwache Triibung in einem Durchgang

3SSINg3OHd

V.
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anorganischen Elektronenakzeptoren wurden von der Mehrzahl der Stamme die reduzierten
Schwefelverbindungen Thiosulfat, Tetrathionat, Sulfit und elementarer Schwefel genutzt.
Wachstum in Anwesenheit von Nitrat wurde ebenso bei der Mehrzahl der Stamme beo-
bachtet, jedoch konnte in diesen Féallen keine Nitratreduktion festgestellt werden. Die Nitrit-
gehalte lagen im Bereich von 0,2 - 0,8 mM und es wurde eine maximale Erhéhung der
Ammoniumkonzentration im Vergleich zum Kulturmedium um 0,3 mM erreicht. Keiner der
Stamme reduzierte Eisen(lll).

Fir die Stamme SRB 3, 4, 6 und 7 wurde Wachstum bei verschiedenen pH-Werten
in phosphatgepuffertem Medium getestet. Alle Stamme wuchsen bei pH 7, Stamme SRB 3
und 6 wuchsen bei pH 6, jedoch keiner der Stamme wuchs bei pH 5, pH 4 oder pH 3. Bei
28 °C wurden folgende Wachstumsraten (1) bzw. Verdopplungszeiten (ty) in karbonat-
gepufferten Medium bestimmt: SRB 3: p = 0,07 h*und ty = 10 h; SRB 4: p = 0,05 h*und ty =
13 h; SRB 6: 1 = 0,04 h*und ty =19 h; SRB 7: 4 = 0,07 h*und tg = 10 h.

Phylogenie

Der Vergleich der partiellen 16S rDNA-Sequenzen der sulfatreduzierenden Isolate mit
Sequenzen der EMBL-Datenbank ergab eine Zugehorigkeit der Isolate aus den sauren
Restseen, RS 111 (10m) und RS 107, zu den sporenbildenden sulfatreduzierenden
Bakterien der Gattung Desulfosporosinus der Heliobacterium-Gruppe innerhalb der
Firmicutes (Tab. 3.8). Zu den von EMBL angegebenen ahnlichsten Sequenzen gehdrten die
von Desulfosporosinus sp. 5apy aus Trinkwasseranlagen (Bade 2000), Desulfosporosinus
sp. S8 aus einem Benzol-kontaminierten Grundwasserleiter (Robertson et al. 2000), dem
sulfatreduzierenden Bakterium STP12 aus einem profundalen Seesediment (Sass et al.
1997 und 1998), dem Arsen(V)-reduzierenden Bakterium Desulfotomaculum auripigmentum
aus einem limnischen Oberflachensediment (Newman et al. 1997) und Desulfosporosinus
orientis DSM765 urspriinglich aus einer Bodenprobe isoliert (Adams & Postgate 1959,
Stackebrandt et al. 1997). Das Isolat SRB 12 aus dem neutralen RS B zeigte eine enge
Verwandtschaft zu der Gattung Desulfomicrobium der Gruppe der oJ-Proteobacteria
(Tab. 3.8). Innerhalb der Gruppe der sulfatreduzierenden, sporenbildenden Isolate zeigten
jeweils SRB 3 und 6, SRB 4 und 15, und SRB 13 und 14 eine Sequenzubereinstimmung
Uber 99 % (Tab. 3.11).
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Tab. 3.11: Sequenzibereinstimmungen unter den sporenbildenden, sulfatreduzierenden
Stammen. Angegeben sind 1) die Anzahl unterschiedlicher Nukleotide pro Gesamtanzahl
der verglichenen Nukleotide (oberhalb der Diagonalen) und 2) die Sequenziberein-
stimmung in Prozent (unterhalb der Diagonalen). Fehlende Nukleotide (gaps) wurden nicht
als Unterschied gewertet.

SRB 13 SRB 14 SRB11 SRB3 SRB 10 SRB15 SRB4 SRB6 SRB7

SRB 13 1/736  25/356 13/539 19/459 24/736 14/539 12/496 20/447
SRB 14 99,9 25/356 13/539 16/459 29/942 14/539 12/496 20/447
SRB 11 93,0 93,0 24/356  6/356 25/356 25/356 24/356 22/355
SRB 3 97,6 97,6 93,3 19/459 11/539 8/541  1/495  19/447
SRB 10 95,9 95,9 98,3 95,9 20/459 20/459 18/457 16/447
SRB 15 96,7 96,9 93,0 98,0 95,6 3/539  9/496  15/447
SRB 4 97,4 97,4 93,0 98,5 95,6 99,4 9/495  15/447
SRB 6 97,6 97,6 93,3 99,8 96,1 98,2 98,2 19/447
SRB 7 95,5 95,5 93,8 95,7 96,4 96,6 96,6 95,7

Fur die sulfatreduzierenden Sporenbildner aus den sauren Restseen wurden phylogene-
tische Analysen durchgefuihrt. Das Alignment enthielt zunachst alle RDP-Sequenzen der
"Desulfitobacterium dehalogenans-Gruppe" erganzt durch die zwanzig ahnlichsten EMBL-
Sequenzen. Fur die Erstellung der Dendrogramme wurden die Sequenzen der Isolate SRB 3
(stellvertretend fur die Stamme SRB 3 und 6), SRB 7, SRB 10, SRB 11, SRB 14
(stellvertretend fir die Stdmme SRB 13 und 14) und SRB 15 (stellvertretend fir die Stamme
SRB 4 und 15) sowie Datenbanksequenzen mit einer moglichst vollstandigen Sequenz Uber
den gemeinsamen Abschnitt eingesetzt. Insgesamt wurden 358 Nucleotidpositionen zur
Berechnung herangezogen. In Abb. 3.15 ist das nach der Maximum-Likelihood-Methode
berechnete Dendrogramm dargestellt. Es ergab sich eine deutliche Zugehdérigkeit der Isolate
zum Desulfosporosinus-Cluster, welcher sich gut von Vertretern der Gattung Desulfito-
bacterium abgrenzen lie3. Die Multifurkation innerhalb des Desulfosporosinus-Cluster weist
darauf hin, dass eine genaue Phylogenie vom vorhandenen Datensatz nicht abzuleiten war.
Dieses Ph&nomen trat unabhangig von der Auswahl der Stamme, der Lange der Sequenzen
und dem gewahlten Algorithmus auf. Die Dendrogramme erstellt nach der Neighbor Joining-
bzw. Maximum Parsimony-Methode sind im Anhang 7.2 dargestellt. In diesen Dendro-
grammen trat immer eine Bifurkation ein, hier waren die Bootstrap-Werte jedoch meist
kleiner als 30. Einzig die Zuordnungen von SRB 3 zu Desulfotomaculum auripigmentum
sowie von SRB 15 zu Desulfosporosinus sp. Blif und die nahe Verwandtschaft von SRB 10

zu 11 lieRen sich mit hoher Zuverlassigkeit aussagen.



ERGEBNISSE 77

E. coliO157.H7 AB035926

Desulfitobacterium sp. str. PCE-1 X81032
98

D. dehalogenans str. JW/IU-DC1 DSM 91617 128946
8 ___ D. chlororespirans str. Co23 U68528

68 D. frappieristr. PCP-1 U40078

-89 D. hafniense str. DCB-2 X94975

Desulfitobacterium sp. str. TCE1 X95742

SRB14 RS 111 (10 m) 0 -1 cm

Desulfosporosinus orientis str. DSM765 Y11570
clone WCHB1-77 AF050590
Boom3m02 773452
sulfate reducing bacterium str. STP 12 AJ006607
Desulfosporosinus sp. str. S7 AF076244

95
Desulfosporosinus sp. str. S6 AF076245

SRB3 RS 111 (10 m)8-9cm
92
Desulfotomaculum auripigmentum str. Orex U85624

62

SRB15RS 1070-1cm
1
Desulfosporosinus sp. str. Blif AF159121

—— SRB7RS 1070-10cm
83
- Desulfosporosinus sp. str. 5apy AF159120

D. orientis DSM 8344 Y11571

A Desulfosporosinus sp. str. T2 AF076526

65
Desulfosporosinus sp. str. S4 AF076246

SRB10 RS 111 (10 m) 0 - 10 cm E py 3
67
0.1 L SRB11RS 111 (10 m) 3 -4 cm

Abb. 3.15: Dendrogramm (basierend auf den partiellen 16S rDNA-Sequenzen und berechnet
nach der Maximum-Likelihood Methode) der sporenbildenden sulfatreduzierenden Isolate
und Vertreter der Gattungen Desulfosporosinus (einschlieBBlich Desulfotomaculum
auripigmentum) und Desulfitobacterium. Escherichia coli dient als Auliengruppe. Der
Malf3strich entspricht 10 Veranderungen pro 100 Nucleotidpositionen.
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3.3.3 Zellzahlbestimmungen

Eigenschaften der Isolate

in Sedimenten von Restsee 111 basierend auf

Nachdem die Isolate charakterisiert und identifiziert waren, wurden nachtraglich in Sedi-
menten von RS 111 (10 m) (Proben vom April 1999) MPN-Bestimmungen durchgefuhrt,

welche auf bestimmte Eigenschaften der Isolate gerichtet waren (Abb. 3.16). So wurden

MPN-Zahlungen fir Eisen(lll)-reduzierende Vertreter von Acidithiobacillus ferrooxidans (mit

elementarem Schwefel als Energiequelle) durchgefiihrt und mit MPN-Werten von hetero-

trophen Eisen(lll)-reduzierenden Bakterien (mit Glucose als Energiequelle) verglichen. Die

Anzahl der schwefeloxidierenden Fe(ll)RB in der Sedimentschicht von 0 -1 cm war sehr

RS 111 (10 m)

FeRB (Zellen cm'3)

10t 10° 10° 107 10°
—~ 0-1 8-
5 =
@ —
ms’
] Glucose
FeOB/SOB (Zellen cm3)
10t 10% 10° 107 10°
g T
£ -
L
P |
@ =i
I —
O Zellen + Sporen
0 Sporen
SRB (Zellen cm™3)
10t 10° 10° 107 10°
e
o
2
R
l_

m Zellen + Sporen
O Sporen

hoch und sogar hoher als die im April 1997 bestimmten
Zellzahlen der FeOB und SOB (siehe Abb. 3.4 und
Abb. 3.5). Die Anzahl nahm bei einer Tiefe von 3 -4 cm
stark ab. Auch die MPN-Werte der Glucose-verwertenden
Fe(llNRB ergaben an der Sedimentoberflache hohe
Werte, die mit der Tiefe stark abnahmen. Zudem wurde
der Anteil der Sporen der schwefel- und eisenoxidieren-
den sowie der sulfatreduzierenden Bakterien bestimmt,
um Auskunft daruber zu erhalten, ob die Sporenbildner
der Gattungen SulfobacilluslAlicyclobacillus und Desulfo-
sporosinus als vegetative oder vorwiegend als inaktive
Sporen vorlagen. Die Sporenanzahl der schwefel- und
eisenoxidierenden Bakterien lag in der obersten Sedi-
mentschicht weit unter der Summe von vegetativen Zellen
und Sporen. Dabei ist zu beachten, dass das verwendete
Medium sowohl fir heterotrophe als auch autotrophe
schwefel- und eisenoxidierenden Bakterien geeignet ist.
Dagegen wurde bei einer Sedimenttiefe von 3 -4 cm ein
Anteil der Sporen von 39 % der Gesamitzellzahl festge-
stellt. Bei den SRB lagen bei einer Sedimenttiefe von
O0-1cm 34% und von 3-4cm 76 % der kultivierbaren

Zellen als Sporen vor.

Abb. 3.16: MPN-Werte von azidophilen Eisen(lll)-
reduzierenden Bakterien (oben) und die Anteile der
Sporen bei schwefel- und eisenoxidierenden Bakterien
(mitte) sowie sulfatreduzierenden Bakterien (unten) (April
1999). Die oberen und unteren 95 %-Konfidenzintervalle
sind durch die Fehlerbalken angegeben.
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4. Diskussion

4.1 Eisen- und Schwefelkreislauf in den Sedimenten der Restseen

Die Sedimente der vier Standorte in den drei Restseen, RS 111 (10 m) und (7 m), RS 107
und RS B, unterscheiden sich deutlich anhand der untersuchten Parameter voneinander. Die
besonderen Eigenschaften der Standorte wurden durch die Ergebnisse mehrerer Probe-
nahmen bestétigt. Die daraus abgeleiteten, fur die vier Standorte im unterschiedlichen Maf3e
bedeutenden Prozesse sind in Abb. 4.1 zusammenfassend dargestellt. Die einzelnen
Prozesse und die Rolle der beteiligten Mikroorganismen werden in den nachfolgenden
Kapiteln diskutiert.

Fur die Sedimente der beiden Probenahmestellen im RS 111 sind die gleichen Aus-
gangsbedingungen (bezlglich des Grundwassereinflusses oder der Qualitat und Quantitat
des sedimentierenden Materials) an zu nehmen. lhre unterschiedliche Ausprégung
(Abb. 4.1) ist daher auf die unterschiedlichen Sauerstoffverhaltnisse zurlickzuftihren. In
RS 111 (10 m) war die sedimentnahe Wasserschicht ganzjadhrig anoxisch. Eisen(lll) stellt
den wichtigsten Oxidanten dar und erreicht das Sediment in Form von amorphen Fe(lll)-
Hydroxiden und Fe(lll)-Hydroxosulfaten. Der geringe Gehalt an Eisen(lll) im Sediment weist
darauf hin, dass dieses umgehend zu Eisen(ll) reduziert wird. Dies geschieht entweder
mikrobiell gekoppelt an die Oxidation organischen Materials und reduzierter Schwefelver-
bindungen oder chemisch durch Schwefelwasserstoff unter Bildung von FeS. Der Schwefel-
wasserstoff entsteht bei der im Sediment stattfindenden Sulfatreduktion, die jedoch durch
die geringe Verfligbarkeit an organischem Substrat limitiert ist. Aufgrund der geringen
Reoxidation kommt es zur Akkumulation reduzierter Schwefelverbindungen. Davon lag nur
ein geringer Anteil als Pyrit vor, was eine Limitierung der Pyritbildung andeutet. Dagegen
waren die Sedimente in RS 111 (7 m) durch ihren starker oxidierten Charakter gepragt.
Eisen(lIl) wird nur teilweise zu Eisen(ll) reduziert. Sulfatreduktion war nicht nachweisbar und
die Gehalte an reduzierten Schwefelverbindungen waren sehr gering. Ahnlich wie in RS 111
(7 m) stellte sich die Situation in Sedimenten von RS 107 dar, mit dem Unterschied, dass
grol3e Mengen an Pyrit gefunden wurden (Abb. 4.1). Da keine Sulfatreduktion nachgewiesen
wurde, ist die Herkunft des Pyrits unklar. Wegen der hohen Gehalte an Eisen(lll) wird eine
Oxidation der reduzierten Schwefelverbindungen angenommen.

Im neutralen RS B besalRen die Sedimente trotz oxische Verhdltnisse in dartber
liegenden Wasserschichten einen stérker reduzierten Charakter (Abb. 4.1). Reaktives Eisen
lag vorwiegend als Eisen(ll) vor, und die Sulfatreduktionsraten waren um ein zehnfaches
groRBer als in RS 111 (10 m). Im Vergleich zu RS 111 (10 m) ist jedoch von einer starkeren

Reoxidation auszugehen. Auch hier weist der geringe Gehalt an Pyrit auf eine Limitierung
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Abb. 4.1: Prozesse des Schwefel- und Eisenkreislaufs an der Sedimentoberflache und im
Sediment der Untersuchungsgewasser.
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der Pyritbildung hin. Die Ergebnisse zur Zellzahlbestimmung in verschiedenen Medien
sowie die Gewinnung von Reinkulturen zeigen, dass im neutralen RS B andere Mikro-
organismen flr die Umsetzungen der Eisen- und Schwefelverbindungen verantwortlich sind
als in den sauren Restseen RS 111 und RS 107.

Die dargestellten Unterschiede (sowie Gemeinsamkeiten) der vier Standorte sind
trotz einer starken Heterogenitat der Sedimente in horizontaler Ausdehnung deutlich. Die
heterogenen Eigenschaften der Sedimente driicken sich in den hohen prozentualen Stan-
dardabweichungen paralleler Messungen an einem Standort sowie beim Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Probenahmetermine aus. Die Kartierung des Ober-
flichensedimentes von RS 111 durch Buittner et al. (1998) zeigte eine stark heterogene
horizontale Elementverteilung. Der sehr heterogene Charakter der Sedimente von RS 111
wurde in der vorliegenden Arbeit bei dem Vergleich der Probenahmestellen RS 111 (10 m)
und (7 m) insgesamt (siehe Kap. 3.1) sowie der Schwefelverbindungen von RS 111 (10 m)
(gemessen in April 1997 und August 1997; siehe Kap. 3.2.1) erkennbar. Da die tiefste Stelle
in RS 111 eine sehr geringe horizontale Ausdehnung besitzt und die Sedimentbeprobung
vom Boot aus stattfand, ist es moglich, dass manche Sedimentkerne am "Rand" dieser
Vertiefung entnommen wurden und einen starker oxidierten Charakter aufweisen. Peine et
al. (2000) bestimmten ebenfalls sehr unterschiedliche Gehalte an reduzierten Schwefel-
verbindungen in neun Sedimentkernen (80 - 927 mmol S m®), welche alle nahe der tiefsten
Stelle eines benachbarten Restsees (RS 77) entnommen wurden.

Die Sedimentbeprobungen der vier Standorte fanden im Jahr 1997 zu zwei Terminen
statt, um eventuelle jahreszeitliche Unterschiede bedingt durch den Einfluss der Temperatur,
der Sauerstoffverhaltnisse sowie der Primarproduktion und der damit zusammenhangenden
Substratverfligbarkeit im Sediment zu erfassen. Deutliche Unterschiede zwischen den
Probenahmen im April 1997 und August 1997 (siehe Kap. 3.2) wurden jedoch nicht fest-
gestellt. Dies war nicht Uberraschend, da die Seen auch in Hinblick auf die oben genannten
Parameter keine ausgepragte Saisonalitat aufwiesen. Die Primarproduktion und die Bio-
masse des Phytoplanktons in den Untersuchungsgewassern ist insgesamt sehr gering
(siehe auch Kap. 2.1) (LeBmann et al. 1999, Nixdorf & Hemm 2000, Nixdorf et al. 1998b,
Packroff et al. 2000). GroRRere Temperaturunterschiede Uber dem Sediment im Jahres-
verlauf wurden nur in RS 107 gemessen, der eine geringe Wassertiefe besitzt. Anderungen
der Sauerstoffverhaltnisse traten in RS 111 (10 m) aufgrund der Meromixis nicht ein. An den
anderen drei Standorten waren die Unterschiede im Sauerstoffgehalt des Tiefenwassers zu
den beiden Probenahmeterminen nicht stark ausgepragt. Da der Vergleich verschiedener
Probenahmetermine keine starken saisonalen Einfliisse erkennen liel3, werden zur folgen-
den Diskussion des Eisen- und Schwefelkreislaufs vorwiegend die Ergebnisse der
Probenahme im April 1997 (siehe Kap. 3.1) herangezogen.
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4.1.1 Eisen(lll)-Minerale und Sulfattransport

Im Vergleich zu Sedimenten naturlicher Gewasser sind die Sedimente der drei Restseen
reich an reaktivem Eisen und geldstem Sulfat. Hydroxylamin-reduzierbares Eisen(lll) und
HCl-extrahierbares Eisen(ll) gelten als sehr reaktives Eisen, da sie die Fraktion umfassen,
die unmittelbar mit Schwefelwasserstoff unter Bildung von Eisensulfiden reagiert (Canfield
1989, Canfield et al. 1992, Lovley & Phillips 1987a). Bezogen auf das Sedimenttrocken-
gewicht enthielten die Sedimente der oberen 10 cm in RS 111 (10 m) bis zu 3,7 %, in
RS 111 (7 m) bis zu 5,1 %, in RS 107 bis zu 1,4 % und in RS B bis zu 1,8 % reaktives Eisen
(Daten von April 1997). In Sedimenten von RS 111 wurden Werte flr Gesamteisen bis zu
8 % (Friese et al. 1998b) und in Sedimenten benachbarter Restseen bis zu 35 % (Blodau et.
al 1998, Friese et al. 1998a, Peine et al. 2000) bestimmt. Vergleichend dazu werden die
Gehalte an reaktiven Eisen (bzw. Gesamteisen) fur marine Sedimente im Bereich der Kiste
mit Werten von 0,06 - 0,9 % (2,2 — 4 %) (Canfield et al. 1992), fir Fjorde mit Werten von
0,6 - 1,5 % (Gagnon et al. 1995), fur die Tiefsee mit Werten von 0,7 -1,6 % (4,2 - 5,6 %)
(Haese et al. 1997) und fur Salzmarsche mit Werten von 0,5 - 3,7 % (1,7 - 4,7 %) (Duan et
al. 1996) angegeben. Die Gehalte an Gesamteisen fir Sedimente eines Weichwassersees
liegen bei 3,6 - 6,7 % (Cook et al. 1986). Die Sulfatgehalte im Porenwasser der sauren
Restseen, RS 111 und RS 107, lagen uber dem mittleren Wert von 25 mM, welcher fir
marine Sedimente angegeben wird (Nealson 1997). Sogar im neutralen RS B erreichten die
Sulfatkonzentrationen mehr als das Zehnfache der fur limnische Sedimente (Ublichen
Konzentrationen im Bereich von 100 - 200 uM (Nealson 1997).

Die hohen Gehalte an Eisen und Sulfat in den Sedimenten sind durch die Ausfallung
des geldsten Eisens (z. B. aus dem eintretenden, anoxischen Grundwasser) als Fe(lll)-
Hydroxide und Fe(lll)-Hydroxosulfate bei Sauerstoffsattigung im Wasserkérper bedingt
(Bittner et al. 1998, Herzsprung et al. 1998, Peine et al. 2000). In Sedimenten von RS 111
bilden Fe(lll)-Hydroxide und Fe(lll)-Hydroxosulfate neben Quarz und den Tonmineralen Illit
und Kaolinit die wesentlichen mineralischen Komponenten (Zachmann et al. 1998). Fir den
benachbarten RS 77 wurde im Oberflachensediment Schwertmannit als Hauptbestandtell
der Eisen-Festphase nachgewiesen, wobei dieses in tieferen Schichten von mehr
kristallinen, hauptsachlich aus Goethit bestehenden Eisen-Mineralen abgeldst wird (Peine et
al. 2000). Die Bildung von sogenanntem "amorphen Fe(lll)-Hydroxid" (Fe** + 2,5 H,O +
0,25 0, - Fe(OH)s(s) + 2 H', Bigham et al. 1990) oder "yellow boy" (Brady et al. 1986) ist
typisch flr AMD-belastete aquatische Systeme. Abhéngig von pH-Wert und der Sulfat-
konzentration bilden sich eine Reihe von Eisen(lll)- und Sulfat-Minerale: Schwertmannit,
Jarosit, Ferrihydrit, Goethit, Hamatit und Gips (CaSO,) (Bigham et al. 1990 und 1996, Brady
et al. 1986, Crosby et al. 1983, Ferris et al. 1989). Bei niedrigen pH-Werten und hohen
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Sulfatkonzentrationen bildet sich vorrangig Schwertmannit, das aufgrund seiner schwach
kristallinen Struktur und hohen Reaktivitat sowie seinem Vorkommen weitestgehend dem
"amorphen Fe-Hydroxid" entspricht (Bigham et al. 1990 und 1996).

Neben der Bildung und Ausfallung von Fe(lll)-Hydroxosulfaten stellt die Adsorption
von Sulfat an die Oberflache der sedimentierenden Eisen(lll)-Minerale einen wichtigen
Mechanismus zum Transport des Sulfats aus dem Wasserkorper ins Sediment dar (Herlihy
& Mills 1989). Im Sediment erfolgt die Freisetzung des adsorbierten (und auch des
strukturellen, d. h. kristallbildenden) Sulfats durch reduktive Auflosung der Eisen-Minerale
(Bridge & Johnson 2000, Roden & Zachara 1996) sowie durch Desorption und Auflésung der
Fe(lll)-Hydroxosulfate bei erhéhten pH-Werten (Baron & Palmer 1996, Rose & Ghazi 1997).
Zudem tritt im Sediment ein Umwandlungsprozess ein, wobei die amorphen bzw. wenig
strukturierten, thermodynamisch instabilen Eisen-Minerale (z. B. Schwertmannit und Ferri-
hydrit) in kristallinere Formen, wie Goethit, Gbergehen (Bigham et al. 1990, Croshy et al.
1983, Ferris et al. 1989, Kuma et al. 1996). Aufgrund der pH- und E,- bzw. pe-Werte der
Sedimente der untersuchten Restseen ist anzunehmen, dass das amorphe oder mikrobiell
reduzierbare Eisen(lll) neben gelésten Eisen(lll) in den sauren Restseen [z. B. RS 111
(7 m)] zum Teil aus Schwertmannit und im neutralen RS B grofitenteils aus Ferrihydrit
besteht (siehe Abb. 7.3 im Anhang, Bigham et al. 1996). In tieferen bzw. stéarker reduzierten

Sedimentschichten liegt vermutlich Goethit vor.

4.1.2 Eisen(lll)-Reduktion und Reoxidation der reduzierten Eisen(ll)-Verbindungen

In den Sedimenten aller vier Standorte wurde Eisen(ll) nachgewiesen, was auf eine Reduk-
tion von Eisen(lll) hinweist. Die Reduktion von Fe(lll) erfolgt enzymatisch bzw. mikrobiell
(Jones 1986, Lovley 1995, Lovley & Phillips 1988, Pronk & Johnson 1992), chemisch z. B.
durch Schwefelwasserstoff (Aller & Rude 1988, Canfield 1989, Pyzik & Sommer 1981) oder
organische Verbindungen (Lovley et al. 1991) oder durch Photoreduktion (Collienne 1983,
McKnight et al. 1988). Letzteres spielt an der Wasseroberflache, weniger jedoch im
anoxischen Bereich der Wassersaule oder im Sediment eine Rolle (Herzsprung et al. 1998).
Wegen der hohen Reaktivitat vieler Eisen(lll)-Oxide steht die chemische Reduktion von
Eisen(lIl) durch H,S in starker Konkurrenz zur mikrobiellen Eisen(lll)-Reduktion (Canfield et
al. 1992). Reduktionsraten berechnet fur Ferrihydrit oder Lepidocrocit mit H,S liegen in der
gleichen GroRenordnung, wie die in natlrlichen Sedimenten gemessenen maximalen
Kohlenstoff-Oxidationsraten (Thamdrup 2000). Die chemische Reduktion von Eisen(lll)
durch organische Verbindungen ist in der Regel gering (Lovley et al. 1991). Die Stimulierung
der Eisen(lll)-Reduktion durch die Zugabe reduzierter Huminstoffe oder Huminstoffanaloge
deutet jedoch auf ihre Bedeutung fir den Elektronentransfer zwischen Eisen(lll)-

reduzierenden Mikroorganismen und Fe(lll)-Oxiden hin (Nevin & Lovley 2000).
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Tab. 4.1: Saureldsliches Eisen(ll)?, saurefliichtiger Schwefel (AVS) und das Verhaltnis
von AVS zu Fe(ll) in den oberen 10 cm der Sedimente von RS 111 (10 m) und RS B
(April 1997).

RS 111 (10 m) RS B
Tiefe Fe(ll) AVS AVS/Fe(ll) Fe(ll) AVS AVS/Fe(ll)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol S cm'3) (umol Fe cm'3) (umol S cm'3)
0-1 10,4 0,2 0,02 66,6 0,9 1
1-2 11,9 1,0 0,08 79,1 4.7 6
2-3 16,4 20,8 >1 75,3 7,3 10
3-4 28,9 16,9 0,59 91,7 10,7 12
4-5 41,0 33,8 0,82 78,4 13,2 17
5-6 57,9 10,9 0,19 56,4 28,0 50
6-7 55,6 20,8 0,37 48,7 17,7 36
7-8 100,2 1,6 0,2 36,7 0,5 1
8-9 77,9 0,4 0,1 49,4 0,7 1
9-10 51,5 3,8 0,7 21,2 0,8 4

40,5 M HCl-I6sliches Fe(ll)

In den reduzierten Sedimenten von RS 111 (10 m) und RS B lag der Hauptteil des
extrahierten Eisens als Eisen(ll) vor. An diesen Standorten ist die Reduktion des Eisen(lll)
durch H,S wahrscheinlich, da fir alle Horizonte Sulfatreduktion und somit H,S-Produktion
sowie hohe Konzentrationen an saureflichtigen Schwefel (AVS) nachgewiesen wurden
(Daten von April 1997). Der Vergleich der Gehalte von 0,5 M HCl-extrahierbarem Eisen(ll)
und AVS unter der Annahme, dass das gesamte Sulfid der AVS-Fraktion als FeS vorlag,
zeigt, dass in RS 111 (10 m) der Grof3teil und in RS B maximal 50 % des Eisen(ll) aus FeS
besteht (Tab. 4.1). In RS 111 (10 m) war bei einer Sedimenttiefe von 2 - 3 cm der Gehalt an
AVS grol3er als der an Eisen(ll), folglich war freies Sulfid vorhanden, welches durch den
Geruch von H,S bei der Probenahme bestétigt wurde. Der Nachweis von elementaren
Schwefel weist ebenfalls auf die Reduktion von Eisen(lll) durch H,S hin, da dieser bei der
Reaktion von z. B. FeOOH mit H,S entsteht (Pyzik & Sommer 1981).

Da in den Sedimenten von RS 111 (10 m) und RS B nur ein Teil des Eisen(ll) als
FeS vorlag und in den sauren Sedimenten von RS 111 (7 m) und RS 107 kein AVS bzw. nur
in geringflgige Mengen nachgewiesen wurde, ist anzunehmen, dass neben der chemischen
Reduktion durch H,S auch eine mikrobielle Reduktion stattfindet. Fir RS 111 (10 m) und
RS B wurde in Inkubationsexperimenten eine mikrobielle Eisen(lll)-Reduktion nachgewiesen
(Wendt-Potthoff & Meier 2000). In pH-neutralen Grundwasserleitern, marinen und lim-
nischen Sedimenten sind vorwiegend Vertreter der Gattungen Shewanella, Geobacter, und
Geothrix sowie die weniger haufig anzutreffenden Vertreter der Gattungen Geovibrio,

Pelobacter, Desulfuromusa und Desulfuromonas fur die Eisen(lll)-Reduktion verantwortlich
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(Coates et al. 1996, Lovley 1997, Lowe et al. 2000, Snoeyenbos-West et al. 2000).
Cummings et al. (1999, 2000) isolierten aus moderat sauren, durch Grubenwasser belas-
teten Seesedimenten (pH 5,8 - 6,4) Eisen(lll)-reduzierende Bakterien, welche phylogene-
tisch der Geobacter-Gruppe zugehbéren, sowie ein neues, ebenso neutrophiles Isolat, das als
Ferribacterium limneticum beschrieben ist. Die genannten Eisen(lll)-reduzierenden Bakterien
spielen wohl maoglich eine Rolle in den moderat sauren bis neutralen Sedimenten von
RS 111 (10 m) und RS B. Darauf weisen MPN-Bestimmungen von neutrophilen Acetat-
verwertenden Fe(llI)RB hin, welche im Vergleich zu RS 111 (7 m) und RS 107 relativ hohe
Zellzahlen mit bis zu 10° Zellen cm™ in RS 111 und bis zu 10* Zellen cm™ in RS B ergaben
(Wendt-Potthoff & Meier 2000). Acetat ist ein verbreitetes Substrat fur neutrophile Eisen(lll)-
reduzierenden Bakterien (Lovley 1997).

Zur Eisen(lll)-Reduktion sind ebenfalls manche sulfatreduzierende Bakterien z. B. der
Gattung Desulfovibrio befahigt, sie sind jedoch haufig nicht in der Lage, Energie Uber diesen
Prozess zu gewinnen (Coleman et al. 1993, Lovley 1995). Der Sporenbildner "Desulfoto-
maculum reducens" dagegen wachst mit Eisen(lll), Mangan (IV), Uran(VI) oder Chrom (VI)
als Elektronenakzeptoren (Tebo & Obstraztsova 1998). Fir die Sedimente von RS B wurden
sehr hohe MPN-Werte fir SRB bestimmt. Das Isolat Desulfomicrobium sp. SRB 12 aus
RS B besal} jedoch nicht die Eigenschatft, Eisen(lll) zu reduzieren. Die MPN-Werte fur SRB
in den sauren Restseen, RS 111 und RS 107, waren sehr gering und auch hier war keines
der sulfatreduzierenden Isolate in der Lage, Eisen(lll) zu reduzieren. Insgesamt liefern die
Ergebnisse keinen Hinweis daflr, dass die sulfatreduzierenden Bakterien maf3geblich an der
direkten Eisen(lll)-Reduktion in den Sedimenten der Restseen beteiligt sind.

Kisel et al. (1999) isolierten einen Eisen(lll)-reduzierenden Stamm von Acidiphilium
cryptum aus Sedimenten des benachbarten RS 77 (pH 3,0 - 6,0, Peine et al. 2000). Aul3er-
dem konnten die Autoren anhand von Inkubationsexperimenten darstellen, dass diese
Bakterien bedeutend fur die Fe(lll)-Reduktion am Standort waren. Die hohen MPN-Werte fir
azidophile, glucoseverwertende Fe(ll)RB in RS 111 (10 m) (Daten von April 1999) lassen
vermuten, dass Eisen(lll)-reduzierende Bakterien der Gattung Acidiphilium auch in den
Sedimenten von RS 111 und RS 107 eine Rolle spielen. Die heterotrophen Isolate der
Gattungen Sulfobacillus aus RS 111 (10 m) waren dahingegen nicht fahig, Eisen(lll) zu
reduzieren, obwohl dies fiir einige Sulfobacillus-Arten beschrieben ist (Bridge & Johnson
1998). Die hohen MPN-Werte fur azidophile, schwefelverwertende Fe(lll)RB an der Sedi-
mentoberflache von RS 111 (10 m) (Daten von April 1999) sowie die Fahigkeit der aus den
Sedimenten von RS 111 und RS 107 isolierten Acidithiobacillus ferrooxidans-Stamme,
Eisen(lll) zu reduzieren, weisen darauf hin, dass diese Mikroorganismen ebenfalls flr die
Reduktion von Eisen(lll) in den sauren Sedimenten verantwortlich sind. Voraussetzung hier-

fur ist das Vorhandensein reduzierter Schwefelverbindungen, welche reichlich in den Sedi-
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menten von RS 111 (10 m) und RS 107 vorhanden waren. Das anaerobe Wachstum von
Acidithiobacillus ferrooxidans erklart auch die hohen MPN-Werte von schwefel- und eisen-
oxidierenden Bakterien (SOB und FeOB) in anoxischen Sedimenten von RS 111 (10 m).

Das Eisen(ll) wird bei geeigneten Bindungspartnern im Sediment festgelegt oder es
bleibt in Lésung und wird bei Diffusion in oxische Schichten reoxidiert (Anderson & Schiff
1987, Schaller et al. 1997). In den Sedimenten von RS 111 (10 m) war ein Teil des Eisen(ll)
sulfidisch gebunden (siehe Tab. 4.1). In den oberen, schwach sauren Sedimentschichten
war dieser Anteil gering und der Verlust durch Diffusion des gel6sten Eisen(ll) fuhrte zu
relativ geringen Eisengehalten an der Sedimentoberflaiche und zu erhohten Eisen(ll)-
Konzentrationen im anoxischen (sowie sauren) Wasserkorper (Buttner et al. 1998, Friese et
al. 1998b, Herzsprung et al. 1998). In den Sedimenten von RS 111 (7 m) und RS 107 lag
das Eisen(ll) aufgrund des niedrigen pH-Wertes und geringer Konzentrationen an AVS
wabhrscheinlich vorwiegend in geléster Form vor. An beiden Standorten war die Uber dem
Sediment stehende Wasserschicht wahrend des Jahresverlaufs meist oder zumindest
zeitweilig oxisch und fuhrte zur raschen Reoxidation des Eisen(ll). Der starker oxidierte
Charakter der Sedimente in RS 107 ist anhand des sehr geringen Eisen(ll) zu Eisen(lll)
Verhaltnisses an der Sedimentoberflache zu erkennen. Hohe MPN-Werte von FeOB weisen
auf ein hohes Reoxidationspotenzial in den Sedimenten von RS 111 (7 m) und RS 107 hin.
In RS B war ein kleinerer Teil des Eisen(ll) als in RS 111 (10 m) sulfidisch gebunden. Eine
weitere maogliche Bindungsform des Fe(ll) im pH-neutralen Bereich ist Siderit. Siderit tritt
normalerweise nicht zusammen mit Eisensulfiden auf (Postma 1982, Sigg & Stumm 1996).
Bei niedrigen Konzentrationen geldsten Sulfids ist jedoch die Bildung nichtsulfidischer
authigener Phasen sowie Siderit mdoglich (Canfield 1989). Dies ist mdglicherweise in
Sedimenten von RS B der Fall, da hohe Konzentrationen von reaktivem Eisen die
Akkumulation gelésten Sulfids im Porenwasser verhindern. Zudem fihrt die direkte,
mikrobielle Eisen(lll)-Reduktion mit paralleler CO,-Produktion und der folgenden Reaktion
von Eisen(ll) mit HCOj3 zur Bildung von Siderit (Duan et al. 1996). Im Gegensatz zu RS 111
(10 m) war die tber dem Sediment stehende Wasserschicht in RS B fast ganzjahrig oxisch,
so dass an der Sedimentoberflache ein sehr viel starkerer Eisen(ll)-Gradient [erkennbar an
den hohen, oberflachennahen Eisen(ll)-Konzentrationen] und eine hdhere Reoxidationsrate

Zu erwarten war.

4.1.3 Sulfatreduktion und Reoxidation der reduzierten Schwefelverbindungen

In den Sedimenten von RS 111 (7 m) und RS 107 wurde entsprechend den niedrigen pH-
Werten (pH < 3,5) und stark positiven Redoxspannungen (E, > 200 mV) keine sulfatredu-
zierenden Aktivitdten nachgewiesen. In den Sedimenten von RS 111 (10 m) herrschten

lediglich an der Sedimentoberflache schwach saure Bedingungen und leicht positive Redox-
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potenziale vor. Sulfatreduzierende Aktivitdten in diesen oberen Schichten deuteten auf eine
Sauretoleranz der sulfatreduzierenden Bakterien hin, eine Eigenschaft welche die sulfat-
reduzierenden lIsolate jedoch nicht aufwiesen. Sowohl im neutralen als auch in den sauren
Restseen wurden in neutralen Medien hohere MPN-Werte fur sulfatreduzierende Bakterien
als in sauren Medien erzielt. Diese Beobachtung und die neutrophilen Eigenschaften der
Isolate lassen vermuten, dass auch in den sauren Restseen [hier RS 111 (10 m)] neutrophile
Vertreter fur die Sulfatreduktion verantwortlich sind. Es handelt sich jedoch dabei um andere
Arten als im neutralen Restsee (siehe auch Kap. 4.2.2). Die Sulfatreduktionsrate in Hohe
von 0,43 mmol SO, m?d* in Sedimenten von RS 111 (10 m) war im Vergleich zu
2,02 mmol SO, m?d™ in Sedimenten von RS B sehr viel geringer (Daten von April 1997
integriert Uber die obersten 10 cm). Zudem wiesen die geringen MPN-Werte der SRB in
Sedimenten von RS 111 (10 m) auf eine Limitierung der Sulfatreduktion trotz circum-
neutraler und anoxischer Bedingungen in Sedimenten von RS 111 (10 m) hin. Die
gemessenen SRR lagen im unteren Bereich von 0,12 - 226 mmol SO,~ m? d™, welcher fiir
Sedimente verschiedener limnischer Systeme angegeben wird (Roden & Tuttle 1993). Im
oberen Bereich liegen Raten aus circumneutralen Sedimenten in Lake Anna (Virginia). Diese
Sedimente befinden sich nahe der Mindungsstelle des AMD-belasteten Contrary Creek
(Herlihy et al. 1987). SRR mariner Sedimente liegen im Bereich von 0,001 -
712 mmol SO, m?d™* (Skyring 1987). Furr Sedimente mit pH-Werten unter pH 4 werden in
der Literatur sehr geringe Raten angegeben: 0,16 - 1,52 mmol SO,” m?d™ in Reservoir 29
(Indiana) mit pH 3,8 (Gyure et al. 1990) und 0,8 +0,2 mmol SO, m?d™* in RS 77
(Niederlausitz) bei pH 3,0 - 6,0 (Peine et al. 2000).

Durch Zugabe von Pyruvat, Lactat oder Acetat, welche geeignete Kohlenstoff- und
Energiequellen fur sulfatreduzierende Bakterien darstellen (Hansen 1993, Widdel 1989,
Widdel & Bak 1992), wurde die Sulfatreduktion in den Sedimenten von RS 111 (10 m)
stimuliert. Dies weist auf eine Substratlimitierung der Sulfatreduktion bezlglich der Kohlen-
stoffquellen und Elektronendonatoren hin. In nichtsulfatlimitierten Systemen ist die Sulfat-
reduktion nicht nur von der Menge sondern auch von der biologischen Abbaubarkeit des
vorliegenden organischen Materials abhangig (Westrich & Berner 1984). Die niedrigen SRR
in den Kontrollansatzen (ohne zugesetztes Substrat) sowie in situ SRR demonstrieren, dass
Substrate in den Sedimenten von RS 111 (10 m) verfigbar sind, diese jedoch aus
refraktdren Materialien bestehen. Die hohen Gluhverluste der Sedimente weisen auf hohe
Gehalte an organischen Kohlenstoff hin. Zudem wurden im Porenwasser der sauren
Restseen, RS 111 und RS 107, sehr hohe Gehalte an geléstem Kohlenstoff festgestellt.

Die Untersuchung des organischen Kohlenstoffs in Sedimenten benachbarter Rest-
seen (RS 77 und RS 117) ergab, dass diese zu 50 - 90 % aus Braunkohle oder Braunkohle-

verwitterungsprodukten, zu 10 - 30 % aus terrigenen und O - 30 % aus aquagenen Material
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bestehen (Nohlen 1999). Trotz des geringen Anteils des aquagenen organischen
Kohlenstoffs (AOC) zeigten Blodau et al. (2000), dass AOC in diesen Sedimenten haupt-
sachlich zu der an die Eisen(lll)- und Sulfatreduktion gekoppelten Kohlenstoff-Oxidation
beitrégt. Aufgrund der geringen Prim&rproduktion in den sauren Restseen der Niederlausitz
ist die autochthone Bildung dieser leicht abbaubaren Kohlenstoffquelle limitiert (Kapfer 1998,
Nixdorf et al. 1998a,b). Die Braunkohle selbst stellt keine geeignete Kohlenstoffquelle dar,
da sie bedingt durch ihre hohe Hydrophobizitat und hochpolymere Struktur nur von wenigen
Mikroorganismen (meist Basidiomyceten) abgebaut werden kann. Zudem ist Uber den
Abbau von Braunkohle unter anoxischen Bedingungen sehr wenig bekannt (Fakoussa &
Hofrichter 1999). Die hohen DOC-Konzentrationen im Porenwasser sind auf Kohle-
verwitterungsprodukte zurtickzufihren, welche hauptsachlich aus aromatischen Polycarbon-
sauren bestehen (Blodau et al. 1998, Friese et al. 1998b, Nohlen 1999). Die Konzentra-
tionen kurzkettiger Fettsauren lagen im Porenwasser von RS 111 (10 m) unterhalb der
Nachweisgrenze (K. Kusel, Bitok Bayreuth, pers. Mitt.). Das sehr diverse Substratspektrum
der sulfatreduzierenden Bakterien umfasst aromatische Verbindungen einschlief3lich poly-
cyclischer Kohlenwasserstoffe (Galushko et al. 1999, Hansen 1993, Schink et al. 2000,
Widdel 1989). Es wurde jedoch bei keinem der sulfatreduzierenden Isolate aus den sauren
Restseen Wachstum auf Benzoat beobachtet. Benzoat diente hier als Modellsubstanz, da
eine Vielzahl von aromatischen Verbindungen lUber den Benzoyl-CoA-Reaktionsweg abge-
baut werden (Schink et al. 2000). Blodau et al. (2000) stellten eine schwach negative
Korrelation zwischen den an die Eisen(lll)- bzw. Sulfatreduktion gekoppelten Kohlenstoff-
Oxidationsraten und den DOC-Konzentrationen im Porenwasser fest. Sie folgerten daraus,
dass der DOC nicht als Kohlenstoff- oder Energiequelle durch die Eisen(lll)- oder sulfat-
reduzierenden Bakterien genutzt wird.

Die Substratlimitierung der Sulfatreduktion wird verstarkt durch die Konkurrenz der
Eisen(lll)reduzierenden Bakterien um das organische Substrat. Die Eisen(lll)-Reduktion ist
gegenuber der Sulfatreduktion der thermodynamisch glinstigere Prozess und kann aufgrund
dieses kompetitiven Mechanismus zur Inhibierung der Sulfatreduktion fihren (Chapelle &
Lovley 1992, King 1990, Lovley & Phillips 1987b). Der Energieertrag durch die Reduktion
von amorphen Fe(lll)-Hydroxid liegt hoher als von kristallinen Formen wie Goethit oder
Jarosit, daher ist in Anwesenheit von amorphem Eisen(lll) die Eisen(lll)-Reduktion
gegenuber der Sulfatreduktion stets der favorisierte Prozess (Blodau et al. 1998, Postma &
Jakobsen 1996, Thamdrup 2000). In den Sedimenten der untersuchten Restseen,
insbesondere von RS 111 (7 m) und RS 107, lag amorphes Eisen(lll) vor und die Eisen(lll)-
Reduktion kann daher durch den Verbrauch der ohnehin knappen Ressourcen organischer
Substrate zur Limitierung der Sulfatreduktion beitragen. Dennoch fanden in den Sedimenten
von RS 111 (10 m) und auch RS B Eisen(lll)- und Sulfatreduktion simultan statt (Wendt-
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Potthoff & Meier 2000). Es ist auch zu beachten, dass die Konkurrenz um Kohlenstoffquelle
und Elektronendonatoren von den Eisen(lll)-reduzierenden Bakterien und ihrem jeweiligen
Substratspektrum abhangig ist. Acidiphilium cryptum oxidiert verschiedene Monosaccharide,
Alkohole sowie H,, jedoch keine kurzkettigen Fettsduren (Kisel et al. 1999). Im Gegensatz
dazu nutzen neutrophile Geobacter ssp. und viele sulfatreduzierenden Bakterien, einschliel3-
lich der sulfatreduzierenden lIsolate aus den untersuchten Sedimenten, seltener Mono-
saccharide aber haufig kurzkettige Fettsauren als Substrat. Acidithiobacillus thiooxidans
wachst autotroph und nutzt elementaren Schwefel als Energiequelle (Pronk et al. 1992) und
stellt somit keine Konkurrenz bezlglich der Kohlenstoff- und Energiequelle dar.

Wahrend in den Sedimenten von RS 111 (10 m), RS 107 und RS B grof3e Mengen
an reduzierten Schwefelverbindungen in den oberen 10 cm der Sedimente festgestellt
wurden, waren die Gehalte reduzierter Schwefelverbindungen in RS 111 (7 m) sehr gering.
Es wird angenommen, dass das sedimentierende Material sich in seiner Zusammensetzung
an den beiden Standorten in RS 111 nicht grundlegend unterscheidet und dass daher die
reduzierten Schwefelverbindungen in den Sedimenten von RS 111 (10 m) authigenen
Ursprungs sind, d. h. durch frihdiagenetische Prozesse gebildet wurden. Isotopenunter-
suchungen zeigten fiir die S°- und FeS,-Fraktion in manchen Sedimentschichten von
RS 111 (10 m) positivere 3*'S-Werte als fiir die AVS-Fraktion (Fauville 2000, Friese et al.
1998b). Diese sind durch den Eintrag von im Kippenmaterial vorhandenen primaren Pyrit
sowie dessen Oxidationsprodukten zu erklaren. Der Uberwiegende Teil der reduzierten
Schwefelverbindungen wurde jedoch in der AVS-Fraktion wiedergefunden und ist folglich auf
eine Neubildung im Sediment zuriickzufiihren. In Sedimenten von RS 107 waren die Gehalte
an reduzierten Schwefelverbindungen sehr hoch, obwohl keine sulfatreduzierenden Aktivi-
taten festgestellt wurden. Es kénnte sich hierbei ebenfalls um primaren Pyrit handeln, denk-
bar wére aber auch eine Neubildung durch episodisch auftretende Sulfatreduktion. Trotz
seiner insgesamt geringen Tiefe stellten sich aufgrund lang anhaltender Eisbedeckung
anoxische Bedingungen in den tiefsten Wasserschichten von RS 107 ein. Auf3erdem stellen
in RS 107 die dicht wachsenden, benthischen Algen eine mdgliche Quelle leicht abbau-
baren, organischen Materials dar und kdnnten unter anoxischen Bedingungen zu hohen
SRR fuihren. Es wurde zwar zu keinem Probenahmetermin Sulfatreduktion nachgewiesen,
jedoch wurden im April 1997 geringe Konzentrationen an AVS festgestellt, wobei AVS ein
Hinweis fur Sulfatreduktion ist (Thode-Andersen & Jgrgensen 1989). Vermutlich setzt sich
der reduzierte Schwefel in den Sedimenten des RS 107 aus unterschiedlichen Anteilen
primaren und neugebildeten Pyrits zusammen.

Die hohen Zellzahlen von schwefel- und eisenoxidierenden Bakterien (SOB und
FeOB) an der Sedimentoberflache der vier Standorte demonstrieren ein hohes Reoxida-

tionspotenzial. Die Reoxidation in RS 111 (10 m) und RS B kann durch den Vergleich der
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integrierten SRR mit den Akkumulationsraten des gesamten reduzierten anorganischen
Schwefels (TRIS) abgeschatzt werden. Dabei wurde angenommen, dass die reduzierten
Schwefelverbindungen authigenen Ursprungs sind. Fir die oberen 10 cm des Sediments in
RS B wurde ein Alter von ca. 30 Jahren, was dem Alter des Sees entspricht, angenommen.
Der Untergrund des Sedimentes bzw. der Boden des Tagebaus war durch hohe Gehalte an
Quarzsand charakterisiert und wurde in den meisten Sedimentkernen bei einer Tiefe von ca.
10 cm angetroffen. Dies stimmt gut mit der Datierung mittels Radioisotopen Uberein (Friese
1998). Danach erhalt man eine Akkumulationsrate fir TRIS von 45 mmol S m?a™ (Daten
von April 1997 integriert Uber die oberen 10 cm). Verglichen mit der integrierten SRR von
738 mmol SO,” m?a™ ergibt sich eine Reoxidation der reduzierten Schwefelverbindungen
von 94 % in Sedimenten von RSB. In RS111 (10 m) lieferte die Datierung mit
Radioisotopen keine eindeutigen Ergebnisse (Friese 1998). Friese et al. (1998b) schatzten,
dass nur die oberen 14 cm des Sedimentes sich in den letzten 30-40 Jahren seit
Einstellung bergbaulicher Aktivitaten ablagerten. Wird wie fur RS B fur die oberen 10 cm der
Sedimente ein Alter von 30 Jahren angenommen, ergibt sich eine Akkumulationsrate flr
TRIS von 60 mmol Sm?a™* (Daten von April 1997 integriert iiber die oberen 10 cm).
Verglichen mit der integrierten SRR von 156 SO, m?a™ erhalt man eine Reoxidation der
reduzierten Schwefelverbindungen von 61 % in Sedimenten von RS 111 (10 m). Dieser Wert
ist sehr gering im Vergleich zu Reoxidationswerten angegeben fur marine Sedimente im
Bereich von 72 - 94 % (Boesen & Postma 1988, Thamdrup et al. 1994). Der Anteil wird noch
geringer, wenn die oberen 10 cm des Sedimentes jungeren Datums sind, was wahrschein-
lich der Fall ist. Die geringe Reoxidation ist durch eine limitierte Zufuhr an Oxidanten als
Folge des permanent anoxischen Monimolimnion bedingt. Die Hauptquelle an Oxidanten
bilden sedimentierende Fe(lll)-Hydroxide und Fe(lll)-Hydroxosulfate.

Bei den nach der MPN-Methode bestimmten azidophilen SOB in den Sedimenten der
sauren Restseen, RS 111 und RS 107, handelt es sich wahrscheinlich Uberwiegend um
Acidithiobacillus ferrooxidans. Dieser Organismus wurde am haufigsten aus den MPN-
Verdinnungsreihen isoliert und ist in der Lage, sowohl reduzierte Schwefelverbindungen als
auch Eisen(ll) zu oxidieren. Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass die MPN-Werte
der SOB weitgehend deckungsgleich mit denen der FeOB waren [insbesondere in RS 111
(10 m) und (7 m)]. Die alternative Nutzung von Eisen(ll) erklart zudem die hohen Zellzahlen
von SOB trotz geringer Konzentrationen von reduzierten Schwefelverbindungen in Sedi-
menten von RS 111 (7 m). Vertreter der Gattungen Sulfobacillus und Alicyclobacillus wurden
vorwiegend aus tieferen Sedimentschichten von RS 111 (10 m) isoliert, wo im Vergleich zur
Sedimentoberflache ein groRer Teil der eisen- und schwefeloxidierenden Bakterien als
Sporen vorlagen. Aufgrund dieser Beobachtungen wird vermutet, dass diese Organismen an

der Sedimentoberflache den Zellen von Acidithiobacillus ferrooxidans zahlenmaflig unter-
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legen sind und in tieferen Sedimentschichten weitgehend inaktiv sind, und daher eine
weniger bedeutende Rolle am Standort spielen. Die Praferenz der SOB fiir neutrales
Medium deutet daraufhin, dass in Sedimenten von RS B andere Mikroorganismen fir die
Oxidation der reduzierten Schwefelverbindungen verantwortlich sind. Thiosulfat, welches als
reduzierte Schwefelverbindung in den MPN-Medien flr SOB eingesetzt wurde, wird von
einer Vielzahl von Mikroorganismen als Elektronendonator genutzt (Stubner et al. 1998,
Teske et al. 2000), welche nicht alle zu den typischen schwefeloxidierenden Bakterien
zéhlen (Kelly et al. 1997, Robertson & Kuenen 1992). Das hier verwendete Medium enthielt
keine organischen Kohlenstoffquellen, d. h. insbesondere in den hohen Verdiinnungsstufen
waren autotrophe Organismen zu erwarten. Autotroph wachsende, thiosulfatoxidierende
Bakterien besitzen meist die Eigenschaft, auch andere reduzierte Schwefelverbindungen wie
z.B. S° zu oxidieren (Brinkhoff et al. 1999a und b, Stubner et al. 1998). Daher wird
angenommen, dass es sich bei den Zahlungen fir RS B wirklich um SOB handelte und dass

deren Zellzahl unter Verwendung eines thiosulfathaltigen Mediums nicht berschatzt wurde.

4.1.4 Kontrolle der Pyritbildung

Auffallig in den Sedimenten von RS 111 (10 m) und RS B sind die geringen Gehalte an
chromreduzierbaren Schwefel (CRS) bzw. Pyrit (FeS;) im Vergleich zu den sehr hohen
Gehalten an AVS. Das Verhdltnis von AVS zu FeS,-S, der Bildungsgrad von Pyrit (DOP) und
Bildungsgrad von sulfidischem Eisen (DOS) der oberen 10 cm der Sedimente von RS 111
(10 m) und RS B sind dargestellt in Tab. 4.2. Dabei wurde angenommen, dass der gesamte
reduzierte anorganische Schwefel (TRIS) authigenen Ursprungs ist. Diese Parameter
wurden nicht fir die Sedimente von RS 107 bestimmt, da nicht davon ausgegangen werden
kann, dass der Hauptteil des bestimmten TRIS-Gehaltes im Sediment neugebildet wurde.
Sie wurden ebenfalls nicht fir RS 111 (7 m) bestimmt, da hier nur sehr geringe TRIS-
Gehalte vorlagen.

Das hohe AVS/FeS,-S Verhdltnis in Sedimenten von RS 111 (10 m) und RS B bedeuten ein
frihes Stadium der Pyritbildung (Duan et al. 1996) oder die eingeschréankte Umsetzung von
FeS zu FeS, (Gagnon et al. 1995). Die maximalen Werte des AVS/FeS,-S Verhaltnisses von
8,1 in RS 111 (10 m) und 5,7 in RS B liegen tber oder im oberen Bereich (0,02 bis 7,2) der
AVS/FeS,-S Verhaltnisse mariner Kistensedimente (Gagnon et al. 1995). Die Restseen sind
zwar noch relativ jung, die Wiederfindung des reduzierten **S-Schwefels in der CRS- bzw.
FeS,-Fraktion nach wenigen Stunden Inkubationszeit zur Bestimmung der SRR weisen
jedoch darauf hin, dass Pyrit unmittelbar als Folge der dissimilatorischen Sulfatreduktion

entstehen kann. Die Bildung von Pyrit als "shortterm end product” der Sulfatreduktion in



Tab. 4.2: Reaktives Eisen®, chromreduzierbarer Schwefel (CRS)°, Anteil an elementarem Schwefel (S°° das Verhaltnis von
saureflichtigen Schwefel (AVS) zu Pyritschwefel (FeS,-S), die Bildungsgrade von Pyrit (DOP) und sulfidischem Eisen (DOS) in den
Sedimenten von RS 111 (10 m) und RS B (April 1997). (Fur AVS-Gehalte vergleiche Tab. 4.1).

RS 111 (10 m) RS B
Tiefe Fe CRS S°%von  AVS/ DOP DOS Fe CRS S°%von  AVS/ DOP DOS
(cm) (umol Fe (umol S CRS FeS,-S (umol Fe (umol S CRS FeS,-S
cm®) cm®) cm”) cm”)

0-1 12,0 8,1 64 0,1 0,11 0,12 81,0 2,5 33 0,5 0,01 0,02
1-2 15,6 7,6 65 0,4 0,08 0,14 71,9 5,3 81 4,7 0,01 0,07
2-3 17,4 10,5 51 4,1 0,13 >1 89,4 3,8 21 2,5 0,02 0,10
3-4 31,7 3,1 9 6,1 0,04 0,55 98,9 5,2 42 3,6 0,02 0,12
4-5 82,1 13,5 69 8,1 0,03 0,42 83,4 11,5 75 4,6 0,02 0,17
5-6 79,0 6,9 61 4,1 0,02 0,15 51,0 8,6 43 5,7 0,05 0,60
6-7 55,7 10,8 55 4,2 0,04 0,40 56,2 9,5 37 2,9 0,05 0,35
7-8 75,4 3,5 18 0,6 0,02 0,04 40,5 1,6 29 0,5 0,01 0,03
8-9 57,1 1,8 31 0,3 0,01 0,02 37,6 2,2 21 0,4 0,02 0,04
9-10 37,6 4,7 47 15 0,03 0,13 27,6 1,0 34 1,2 0,01 0,04
0-10 463 71 45 3,5 0,03 0,26 637 51 51 3,3 0,02 0,15

40,5 M HCl-I6sliches Fe(ll) plus Hydroxylamin-reduzierbares Fe(lll)
Mittelwert von zwei Parallelen
¢ bestimmt an einer Parallele
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Sedimenten wird haufig beobachtet und wurde zuerst durch Howarth und Mitarbeiter
beschrieben (Howarth 1979, Howarth & Giblin 1983, Howarth & Jgrgensen 1984, Howarth &
Merkel 1984). Von daher wird angenommen, dass die geringen Gehalte an Pyrit nicht durch
das junge Alter von RS 111 (10 m) und RS B bedingt sind, sondern dadurch dass die
Umwandlung von FeS in FeS, eingeschrankt ist.

Die Pyritbildung in (jungeren) Sedimenten ist abhangig von den Sulfatreduktionsraten
und dem Gehalt an reaktivem Eisen (Berner 1984). Wahrend die Verflugbarkeit an reaktivem
Eisen den Gehalt an sulfidisch gebundenen Fe bestimmt, kontrolliert die Verfigbarkeit an
freiem Sulfid das Verhaltnis von FeS zu FeS, (Boesen & Postma 1988, Canfield et al. 1992).
In den untersuchten Restseen fiihrt der hohe Gehalt an sehr reaktivem Eisen zu einem
hohen Gehalt an sulfidisch gebundenen Eisen, was durch die hohen DOS-Werte von bis zu
0,55in RS 111 (10 m) (Sedimentschicht von 2 - 3 cm ausgenommen) und 0,60 in RS B aus-
gedriickt wird. Da nicht die FeS- sondern die AVS-Gehalte in den Sedimenten bestimmt
wurden und letztere der Berechnung von DOS zugrunde liegen, kann das zumindest in
RS 111 (10 m) zu einer leichten Uberschatzung der DOS-Werte filhren (siehe Sediment-
schicht von 2 - 3 cm). Die berechneten maximalen DOS-Werte liegen in dem Bereich, der
fur marine Sedimente angegeben wird, welche von einem anoxischen teilweise sulfidischen
Wasserkorper tberlagert sind: 0,2 - 0,6 im Bornholm und Gotland Tief der Ostsee (Boesen
& Postma 1988), bis zu 0,4 im Saguenay Fjord (Gagnon et al. 1995), bis zu 0,93 im hyper-
salinen Tyro und Bannock Bassin des Mittelmeeres (Henneke et al. 1997) und bis zu 0,47 im
Schwarzen Meer (Lyons 1997). Im Gegensatz zu den DOS-Werten sind die maximalen
DOP-Werte von 0,13 in RS 111 (10 m) und 0,05 in RS B sehr gering. In den Sedimenten
von RS 111 (10 m) und RS B fihrt der hohe Gehalt an reaktivem Eisen zu einer begrenzten
Verfligbarkeit an freiem Sulfid. AuRerdem sind in RS 111 (10 m) die SRR und somit die H,S-
Produktion sehr niedrig. Gagnon et al. (1995) fuhrten ungewohnlich hohe AVS-Gehalte in
Sedimenten von Saguenay Fjord (Kanada) darauf zuriick, dass ein Uberschuss an Eisen die
Akkumulation von freiem Sulfid im Porenwasser verhindert. Dadurch fehlen starke Konzen-
trationsgradienten und die Diffusion des Sulfids zur Redoxgrenze wird verlangsamt. Die
Bildung intermediarer reduzierter Schwefelverbindungen ist somit eingeschréankt und fihrt
zur Limitierung der Pyritbildung, wenn man davon ausgeht, dass Pyrit Uber die Reaktion von
FeS mit zerovalenten Schwefel entsteht. Ebenso limitiert der Mangel an Oxidanten die
Bildung intermediarer reduzierter Schwefelverbindungen und somit die Pyritbildung (Middel-
burg 1991). Diese Art der Limitierung ist ebenfalls denkbar fir die Sedimente von RS 111
(10 m) und RS B. Dem widersprechen zunéchst die relativ hohen Gehalte an elementarem
Schwefel (S° in den Sedimenten, welche auf die Reoxidation von freiem Sulfid durch
Eisen(lll) zuriickzufiihren sind. Reagiert der gebildete S° weiter mit HS’, so entstehen bei

diesem Prozess auBBerdem Polysulfide (Pyzik & Sommer 1981), welche die eigentlichen
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Reaktionspartner flr FeS zur Bildung von FeS, darstellen (Luther 1991). Sind jedoch die
Konzentrationen an H,S bzw. HS™ gering, so ist die Bildung von Polysulfiden und folglich
auch die Umsetzung des FeS in FeS; limitiert.

Fir die sauren Restseen ist in Hinblick auf eine Neutralisierung die Festlegung des
reduzierten Schwefels in der stabileren Form des Pyrit von groRem Interesse. Nach obigen
Uberlegungen wirde eine Steigerung der SRR (z. B. durch Zugabe von Kohlenstoffquellen)
und/oder eine Abnahme des verfligbaren reaktiven Eisens [z. B. durch Unterbindung des

weiteren Eintritts Eisen(ll)-haltigen Grundwassers] zur verstarkten Pyritbildung fihren.

4.1.5 Alkalinitatsbildung und Entwicklung der Seen

Anhand der Akkumulationsraten der reduzierten Schwefelverbindungen in den Sedimenten
wurden fur RS 111 (10 m) und RS B eine Neutralisierungs- bzw. Alkalinitétsbildungsrate von
121 bzw. 90 mmol H* m? a™ (meq m™ a™) berechnet (Daten von April 1997 integriert tiber
die oberen 10 cm). Die ebenfalls auf Grundlage des TRIS-Gehaltes im Sediment berech-
neten Alkalinitatsbildungsraten lagen im Edelmann-See (Tagebau-Restsee bei Schwandorf
in Bayern) bei 54 meqm?®a’ (Peine & Peiffer 1998) und im Scharmiitzelsee (Berlin) bei
32 meqm?a’ (Kleeberg 1998). Schindler (1986) gibt fur Alkalinitatsbildungsraten ver-
schiedener Seen einen Bereich von 118 - 765 meq m™” a™ an, wobei die Berechnung auf die
Massenbilanzierung von Alkalinitat-Titrationswerten basiert. Schindler et al. (1986) bestimm-
ten flr einen unbehandelten See (Lake 239) des Experimental Lake Area (ELA), Ontario,
aufgrund der Massenbilanzierung nicht protolytischer lonen eine Alkalinitatsbildungsrate von
74 meq m? a™, davon entfielen 53 % auf die Eliminierung von Sulfat. Fiir experimentell mit
Schwefelsaure angesauerte Seen wurden Raten von 288 meq m?a™ (85 % durch Sulfat-
Eliminierung, Lake 223, ELA, Cook et al. 1986) und 89 meq m?a™ (60 % durch Sulfatelimi-
nierung, Little Rock Lake, Wisconsin, Sampson et al. 1994) bestimmt. Die Alkalinitatshildung
in RS111 (10 m) und RSB ist somit vergleichbar mit der naturlicher sowie durch
Versauerung belasteter Seen.

Die seeinterne Alkalinitatsbildung fuhrt im Laufe der Entwicklung zur Neutralisierung.
Dieser "Alterungs-" oder "Reifungsprozess" wurde fir verschiedene schwefelsaure Tagebau-
Restseen beobachtet (Campbell & Lind 1969, Peine & Peiffer 1998). Fur den bereits
neutralen RS B wurde wahrend des Untersuchungszeitraumes von zwei Jahren eine
Abnahme des Sulfats im Porenwasser insbesondere in der Sedimenttiefen grof3er als 6 cm
beobachtet. Dieser "Trend" ist jedoch mit Vorsicht zu behandeln, da erstens nur Daten von
vier Probenahmeterminen vorliegen und zweitens die Sulfatkonzentrationsprofile in sehr
grober Auflésung (d. h. die Abstande zwischen den Messpunkten eines Profils sind sehr
groR) aufgenommen wurden. Eine Abnahme der Sulfatkonzentration von ca. 5 mM auf ca.

3 mM (Sedimenttiefe von 6 - 10 cm) im Verlauf von zwei Jahren kann durch eine seeinterne
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Sulfatreduktion mit Raten im Bereich von 10 - 50 nmol SO,* cm™ d* und einer Reoxidation
des Sulfids von 94 % erklart werden. Ist dies der Fall, so musste sich die Abnahme des
Sulfats im Porenwasser in der Zunahme der reduzierten Schwefelverbindungen nieder-
schlagen. In Anbetracht des geringen Betrages von ca. 2 pmol S cm™ und einer relativen
Standardabweichung von bis zu 42 % bei der Bestimmung der reduzierten Schwefel-
verbindungen ist dies jedoch nicht nachvollziehbar. Der Einfluss von sulfatarmen Grund-
wasser ist zudem nicht auszuschlie3en.

Die Beobachtung eines "Trends" konnte fur die anderen Messparameter sowie fir die
Sedimente der sauren Restseen nicht gemacht werden, woflr auch der Untersuchungs-
zeitraum von zwei Jahren zu kurz ist. Jedoch wird auch langerfristig fir die sauren Restseen
keine Entwicklung in Richtung Neutralisierung, welche ausschlie3lich auf natirliche see-
interne Prozesse beruht, erwartet. Die Sedimente in RS 111 (7 m) und RS 107 zeigten trotz
eines Alters von ca. 40 bzw. 70 Jahren einen stark oxidierten Charakter und sehr geringe
pH-Werte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten weisen zwar auf ein Neutralisierungs-
potenzial hin (sulfatreduzierende Bakterien sind in den Sedimenten der sauren Seen
vorhanden), das unter gunstigen Bedingungen aktiviert werden kann [z. B. durch anoxische
Verhdltnisse, wie im RS 111 (10 m)], dieses ist jedoch stark durch die Verfugbarkeit von
geeigneten Kohlenstoff- und Energiequellen limitiert. Der Abbau organischer Substanz im
See liefert nicht nur die fir die sulfatreduzierenden Bakterien notwendigen Substrate,
sondern schafft zudem ein anoxisches Milieu und die Anhebung der pH-Werte tber pH 4, so
dass Sulfatreduktion stattfinden kann (Kisel & Dorsch 2000, Tuttle et al. 1969b, Wakao et
al. 1979). Die Primarproduktion, welche fir die seeinterne Produktion leicht abbaubarer
organischer Substanz verantwortlich ist, ist jedoch unter den in den sauren Restseen
herrschenden Bedingungen zu gering. Daher bildet die kontrollierte Zugabe geeigneter
Kohlenstoffquellen die Grundlage von Sanierungsansatzen zur Stimulierung der in situ-
Sulfatreduktion in sauren Restseen der Niederlausitz (Klapper & Schultze 1995, Frommichen
2001). Die Bedeutung der Sulfatreduktion liegt darin, die pH-Werte im Sediment Uber pH 5
anzuheben und durch die Bildung von freiem Sulfid als geeigneter Bindungspartner das

reduzierte Eisen im Sediment festzulegen (siehe auch Peine et al. 2000).

4.2 Funktion und Diversitat der isolierten Bakterienstamme

Die Sedimente der sauren Restseen stellen beziiglich ihrer hohen Aziditat und Eisengehalte
sowie der Kohlenstofflimitierung Extremstandorte dar. Die Besiedlung von Extremstandorten
wird bestimmt durch die physiologischen Eigenschaften der Organismen und ihren Toleranz-

grenzen gegeniber den vorherrschenden Stressfaktoren. Oft handelt es sich hierbei um
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wenige Spezialisten, deren Wachstum aufgrund besonderer (physiologischer) Adaptationen
innerhalb einer engen Toleranzgrenze auf dieses besondere Habitat beschrankt ist. Dies
geht einher mit einer geringen Diversitat, wohingegen unter moderaten Bedingungen die
Wechselbeziehungen zwischen den verschiedenen Populationen die Struktur der Lebens-
gemeinschaft bestimmen und eine héhere Diversitat ermdglichen (Atlas & Bartha 1993).
Diversitat kann dabei sowohl im Sinne von Artenvielfalt (species richness) aber auch als
Vielfalt metabolischer Fahigkeiten verstanden werden (Amann 2000, Atlas 1984, Truper
1992). Die Vielzahl an Mikroorganismen, welche bereits fur schwefelsaure Habitate
beschrieben sind (Johnson 1998, Robbins 2000, siehe auch Tab. 1.1), sowie die Hinweise
auf neue, noch unbekannte Organismen mittels 16S rRNA Gen-Analysen mikrobieller
Lebensgemeinschaften an diesen Standorten (Bond et al. 2000, Burton & Norris 2000)
zeigen, dass schwefelsaure Habitate trotz extremer Bedingungen nicht unbedingt artenarm
sein mussen.

Aus den Sedimenten der sauren Restseen wurden 22 schwefel- und eisen-
oxidierende, darunter sechzehn autotrophe und sechs heterotrophe, sowie neun sulfat-
reduzierende Bakterienstdmme isoliert. In Hinblick auf das Vorhandensein geeigneter
physiologischen Fahigkeiten und Anpassungsstrategien sowie die Diversitat ihrer Phylotypen
zeigten diese drei Gruppen untereinander grof3e Unterschiede. Insgesamt lief3 sich jedoch
feststellen, dass, bezogen auf die Mikroorganismen des Eisen- und Schwefelkreislaufs, die
Sedimente der sauren Restseen eine geringe Artenvielfalt aufwiesen. Die allgemein geringe
Artenvielfalt der sauren Tagebau-Restseen im Vergleich zu natlrlichen schwefelsauren
Habitaten (z. B. Vulkanseen in Argentinien, W. Geller, UFZ-Gewasserforschung, Magde-

burg, pers. Mitt.) ist vielleicht auf das relativ junge Alter der Restseen zurlckzufiihren.

4.2.1 Schwefel- und eisenoxidierende Bakterien

Die Mehrzahl der azidophilen, schwefel- und eisenoxidierenden Isolate aus den Sedimenten
der sauren Restseen, RS 111 und RS 107, waren autotroph und sind aufgrund der hohen
Sequenzibereinstimmung der 16S rDNA mit bereits beschriebenen Stammen von Acidithio-
bacillus ferrooxidans dieser Art zuzuordnen. A. ferrooxidans ist ein Beispiel flr einen hoch
spezialisierten Organismus (z. B. bezlglich seiner Autotrophie: Kuenen & Bos 1989, Kelly &
Harrison 1989), welcher gut an extreme Bedingungen angepasst ist (z. B. Adaptation des
Elektronentransportsystems an hohe, extrazellulare H'-Konzentrationen: Ingledew 1982,
Kelly & Harrison 1989). Die Dominanz von A. ferrooxidans gegeniber den heterotrophen
Vertretern der Gattungen Sulfobacillus und Alicyclobacillus ssp. unter den Isolaten aus den
oberen Sedimentschichten gibt einen Hinweis auf die dominierende Rolle am Standort.
Vermutlich ist A. ferrooxidans auch der einzige autotrophe Vertreter unter den schwefel- und

eisenoxidierenden Bakterien. Zu den ebenfalls autotrophen, an der Oxidation sulfidischer
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Erze beteiligten Organismen gehdren Acidithiobacillus thiooxidans und Leptospirillum
ferrooxidans, die haufig zusammen mit A. ferrooxidans isoliert (z. B. Berthelot et al. 1997,
Goebel & Stackebrandt 1994, Wakao et al. 1991) oder direkt mittels molekularbiologischer
Methoden in Umweltproben nachgewiesen wurden (z. B. Gensonden: Edwards et al. 1999,
oder Sequenzierung der 16S/23S rDNA-Spacer Region: Vasquez & Espejo 1997). Die in
dieser Arbeit verwendete Isolationstechnik erfasst in der Regel auch A. thiooxidans und
L. ferrooxidans (Johnson 1995). Ihre Abwesenheit auf den Agarose-Platten ist ein Hinweis,
dass sie nicht oder nur in geringer Anzahl in den Sedimenten der untersuchten Restseen
vorkommen.

Eine Dominanz von A. ferrooxidans gegenlber A. thiooxidans und L. ferrooxidans ist
wabhrscheinlich, betrachtet man die physiologischen Eigenschaften von A. ferrooxidans im
Hinblick auf die in den Sedimenten herrschenden Bedingungen. A. ferrooxidans kann im
Gegensatz zu A. thiooxidans auch die Oxidation von Eisen(ll) zur Energiegewinnung nutzen.
Wahrend Eisen(ll) sowohl im Wasserkdrper als auch im Sediment der Restseen aufgrund
von Grundwassereintrag und mikrobieller Eisen(lll)-Reduktion zur Verfigung steht, wird
reduzierter Schwefel Uberwiegend authigen gebildet und liegt daher nur in starker reduzier-
ten Sedimentschichten (mit Ausnahme von RS 107) vor. A. ferrooxidans ist in der Lage,
unter diesen sauerstofflimitierenden oder anoxischen Bedingungen, Eisen(lll) als alterna-
tiven Elektronenakzeptor zu nutzen und die reduzierten Schwefelverbindungen zu oxidieren.
A. ferrooxidans bevorzugt im Vergleich zu L. ferrooxidans niedrigere Temperaturen, hohere
pH-Werte und geringere Redoxspannungen (Edwards et al. 1999, Rawlings et al. 1999,
Schrenk et al. 1998), wie sie in den Sedimenten der Restseen anzutreffen sind.

Die partiellen 16S rDNA-Sequenzen der isolierten A. ferrooxidans-Stamme aus den
Restseen zeigten untereinander sehr hohe Sequenziibereinstimmungen und demonstrierten
eine geringe Vielfalt bezlglich ihres Phylotyps. Da die Stamme aus zwei verschiedenen
Restseen und aus verschiedenen Sedimenttiefen isoliert wurden, stellt sich die Frage, ob die
Stamme besondere Eigenschaften in Anpassung an die Bedingungen der sauren Restseen
besitzen. Es muss jedoch bedacht werden, dass nur wenige physiologische Eigenschaften
untersucht und keine weiteren detaillierten morphologischen oder chemotaxonomischen
Analysen unternommen wurden. Demnach kann keine gesicherte Aussage dariiber gemacht
werden, ob dem einheitlichen Phylotyp auch ein einheitlicher Phénotyp zugrunde liegt.
Zudem reicht die Sequenzierung des 16S rDNA oft nicht aus, um Stamme zu differenzieren
(z. B. Sass et al. 1998, Wieringa et al. 2000).

Die heterotrophen schwefel- und eisenoxidierenden Isolate aus den Sedimenten von
RS 111 (10 m) sind den Gattungen Sulfobacillus und Alicyclobacillus zuzuordnen. Stamme
von Sulfobacillus thermosulfidooxidans und S. acidophilus wurden urspringlich aus

Anreicherungskulturen zur Laugung sulfidischer Erze isoliert (Karavaiko et al. 1988, Norris et
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al. 1996). Sulfobacillus ssp. sind jedoch auch in anderen Habitaten haufig in Begleitung von
A. ferrooxidans anzutreffen (z. B. Dufresne et al. 1993, Vlasceanu et al. 2000). Die mit Sulfo-
bacillus thermosulfidooxidans nahverwandten Alicyclobacillus spp. wurden erstmals aus
Boden isoliert (Wisotzkey et al. 1992) und weitere Untersuchungen zeigen, dass diese Orga-
nismen an geothermalen, schwefelsauren Standorten weit verbreitet sind (z. B. Albuquerque
et al. 2000, Hiraishi et al. 1997). Die partiellen 16S rDNA-Sequenzen der heterotrophen
schwefel- und eisenoxidierenden Isolate zeigten im Gegensatz zu denen der
A. ferrooxidans-Stdamme eine sehr viel hdhere Variabilitat. Wisotzkey et al. (1992) erdrterten
die Frage, ob an extremen Standorten lebende Organismen (in diesem Falle Alicyclobacillus
ssp.) durch eine hohere Evolutionsrate (evolutionary "fast clock”) gekennzeichnet sind. Die
Autoren kommen jedoch zu dem Schluss, dass die Vertreter der Gattung Alicyclobacillus im
Vergleich zu anderen Bacillus ssp. nicht einer schnelleren evolutiven Entwicklung
unterworfen sind. Die heterotrophen schwefel- und eisenoxidierenden lIsolate wurden vor-
wiegend aus tieferen Sedimentschichten isoliert, wo ein Grof3teil der eisen- und schwefel-
oxidierenden Bakterien als Sporen vorlagen und somit vermutlich inaktiv sind. Zudem
zeigten die getesteten Stamme keine oder nur sehr niedrige Eisen(lll)-reduzierende Aktivi-

taten, sodass keine Hinweise fir Wachstum unter anoxischen Bedingungen vorliegen.

4.2.2 Sulfatreduzierende Bakterien

Die Eigenschaft der dissimilatorischen Sulfatreduktion ist auf vier Gruppen der Prokaryoten
beschrankt: Gram-negative mesophile sulfatreduzierende Eubakterien (innerhalb der -
Proteobakterien), Gram-positive sporenbildende sulfatreduzierende Eubakterien, thermo-
phile sulfatreduzierende Eubakterien und thermophile sulfatreduzierende Archaebakterien
(Castro et al. 2000, Stackebrandt et al. 1995). Aus den Sedimenten der sauren Restseen,
RS 111 und RS 107, wurden ausschliel3lich sporenbildende sulfatreduzierende Bakterien-
stamme isoliert. Sporenbildende Sulfatreduzierer sind an denselben Standorten anzutreffen
wie die Gram-negativen mesophilen Sulfatreduzierer, doch sind letztere kompetitiv starker
(Widdel 1992) und bilden meistens den Hauptbestandteil der sulfatreduzierenden Bakterien-
gemeinschaft in permanent oder Uberwiegend anoxischen Standorten: z. B. in Sedimenten
limnischer Systeme (Bak & Pfennig 1991, Fukui & Takii 1996, Sass et al. 1998), in marinen
Sedimenten (Isaksen et al. 1994, Rooney-Varga et al. 1998, Sahm et al. 1999a, Wieringa et
al. 2000) und in Reisfeldbdéden (Wind & Conrad 1995). Sporenbildende Sulfatreduzierer sind
haufig dann anwesend und werden dann isoliert, wenn fir die Sporenbildung selektive
Bedingungen herrschen (Widdel 1992). Dies bedeutet haufig fur sulfatreduzierende
Bakterien ungunstige Bedingungen, z.B. langere oxische Perioden oder Trockenheit,
welche nur als Sporen Uberdauert werden kénnen. Beispiele fur Standorte, aus denen

ausschlie3lich oder Uberwiegend sporenbildende Sulfatreduzierer bzw. ihre 16S rDNA-
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Sequenzen isoliert wurden, sind tief unter der Erdoberflache liegende Erdschichten (Boivin-
Jahns et al. 1996) oder Grundwasser (Ishii et al. 2000) sowie Petroleum- (Dojka et al. 1998)
und Benzol-kontaminierte Grundwasserleiter (Robertson et al. 2000). AuRerdem werden
sporenbildende Sulfatreduzierer haufig in Olfeldern angetroffen (z. B. Tardy-Jacquenod et
al. 1996, Leu et al. 1998).

In den sauren Restseen liegt wahrscheinlich ebenfalls ein selektiver Vorteil fir
sporenbildende Sulfatreduzierer vor. Der Eintrag der im Sediment vorkommenden Mikro-
organismen erfolgte vermutlich anfangs Uber oxisches Bodenmaterial des ehemaligen
Tagebaus und spater Uber Sedimentationsprozesse, wobei der oxische Wasserkérper mit
einem pH-Wert unter pH 3 tGberwunden werden musste. Diese Bedingungen sind nur als
Sporen zu Uberdauern. MPN-Zahlungen in RS 111 (10 m) (August 1999) weisen zusatzlich
daraufhin, dass ein Grofiteil der sulfatreduzierenden Bakterien im Sediment der sauren
Seen als Sporen vorliegen und daher nicht aktiv sind. Dafiir, dass die Fahigkeit der
Sporenbildung ausschlaggebend fir das Vorkommen der sulfatreduzierenden Bakterien in
den Sedimenten der sauren Restseen ist, spricht ebenfalls, dass andere hier untersuchte
physiologische Eigenschaften nicht auf eine Anpassung an den Standort hinweisen (siehe
auch Kap. 4.1.2 und 4.1.3). Bislang wurde nur vereinzelt versucht, sulfatreduzierende
Bakterien aus AMD-belasteten Standorten zu isolieren. Dabei wurde das Vorkommen
sporenbildender sowie Desulfovibrio-ahnlicher Sulfatreduzierer berichtet (Fortin et al. 1996,
Johnson et al. 1993, Tuttle et al. 1969a). Aus den Sedimenten des neutralen RS B wurde ein
Isolat (SRB 12) der Gattung Desulfomicrobium gewonnen. Vertreter dieser Gattung gehdren
in die Gruppe der Gram-negativen mesophilen sulfatreduzierenden Bakterien (Devereux et
al. 1990) und sind weit verbreitet (z. B. Leu et al. 1998, Pedersen et al. 1996, Sass et al.
1998, Wieringa et al. 2000). Die Isolierung von SRB 12 erfolgte unter den gleichen
Bedingungen wie die Isolierung der Sporenbildner, daher kann eine Selektivitat des verwen-
deten Mediums ausgeschlossen werden. Zudem zeigt die Isolierung von SRB 12, dass die
sich in den sauren Restseen ansiedelnde, sulfatreduzierende Bakteriengemeinschaft von
der im neutralen Restsee unterscheidet.

Anhand der Phylogenie der sporenbildenden Sulfatreduzierer und ihrer engeren
Verwandten wird deutlich, dass man nicht ohne weiteres von der Sequenz der 16S rDNA die
physiologischen Eigenschafen eines Organismus ableiten kann. Die Kombination der
Eigenschaften Sporenbildung und Sulfatreduktion ist nicht auf eine phylogenetisch eng
zusammenhangende Gruppe beschréankt. Von Campbell & Postgate (1965) wurden die
sporenbildenden Sulfatreduzierer zunéchst von den nicht-sporenbildenden Sulfatreduzierern
getrennt und unter dem Gattungsnamen Desulfotomaculum zusammengefasst. Eine
umfassende phylogenetische Analyse (anhand der 16S rDNA) von Stackebrandt et al.

(1997) der bis dahin beschriebenen Desulfotomaculum-Stamme flhrte u. a. zur Aus-
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gliederung und Umbenennung von Desulfotomaculum orientis in Desulfosporosinus orientis.
Dieser zeigte eine engere Verwandtschaft zu Vertretern der sporenbildenden Gattung
Desulfitobacterium, die nicht Sulfat wohl aber Sulfit reduzieren und durch die Eigenschaft der
reduktiven Dehalogenierung von Kohlenwasserstoffen ausgezeichnet sind (Utkin et al.
1994). Zur gleichen Zeit wurde ein Arsen(V)- sowie sulfatreduzierendes Bakterium,
Desulfotomaculum auripigmentum, beschrieben (Newman et al. 1997). Dieses Bakterium ist
mit Desulfosporosinus orientis nahverwandt, hat jedoch bislang dessen urspriinglichen
Gattungsnamen beibehalten. Hagenauer und Mitarbeiter (1997) beschrieben ein neues
Isolat, Desulfotomaculum  aeronauticum, welches als nachsten  Verwandten
Desulfotomaculum ruminis aufwies, jedoch nur die Fahigkeit zur Sulfit- jedoch nicht zur
Sulfatreduktion besal3. Sass et al. (1998) isolierten hingegen sporenbildende Sulfat-
reduzierer, die hohe Sequenzibereinstimmungen zu nicht-sulfatreduzierenden, homoaceto-
genen Bakterien der Gattung Sporomusa zeigten. Thermacetogenium phaeum ist ebenfalls
ein sporenbildender Sulfatreduzierer, dessen nachster Verwandter Thermoterrabacterium
ferrireducens ist (Hattori et al. 2000).

Fur die sporenbildenden Sulfatreduzierer aus den Sedimenten der sauren Restseen
wurde anhand der 16S rDNA-Sequenz im Vergleich zu den isolierten A. ferrooxidans-
Stammen eine hohere und im Vergleich zu den Sulfobacillus und Alicyclobacillus-Stammen
eine geringere Diversitat ihrer Phylotypen festgestellt. Die unterschiedliche Substratnutzung
demonstrierte ebenfalls das Vorhandensein verschiedener physiologischer Fahigkeiten
(Phanotypen), diese waren aber haufig stammspezifisch. Im Vergleich zu den néchst-
verwandten, bereits beschriebenen Arten Desulfosporosinus orientis Stamm Singapore
(Adams & Postgate 1959, Klemps et al. 1985, Widdel 1992) und Desulfotomaculum
auripigmentum Stamm Orex (Newman et al. 1997) zeigten die Isolate aus den Restseen
ebenfalls Unterschiede im Substratspektrum. Wie die in der vorliegenden Arbeit
vorgestellten Isolate wachsen Dsp. orientis und Dtm. auripigmentum in Anwesenheit von
Sulfat auf Lactat, Formiat (Dtm. auripigmentum nicht) und Ethanol. Die Verwertung von
Acetat [haufig Ubereinstimmend mit der Fahigkeit zur vollstindigen Oxidation von orga-
nischen Substraten (Hansen 1993)] wurde im Gegensatz zu Dsp. orientis und Dtm.
auripigmentum bei zwei Isolaten (SRB 7 und 11) beobachtet. Diese Isolate zeigten auch
Wachstum auf Methanol. Dsp. orientis verwertet Methanol und Methoxygruppen lber den
Oxidativen-Kohlenmonoxid-Dehydrogenase-Weg, Uber den ebenfalls Acetat abgebaut
werden kann (Hansen 1993). Propionat wird weder von den Isolaten noch von Dsp. orientis
oder Dtm. auripigmentum verwertet, Butyrat wird dagegen von einigen Isolaten sowie Dim.
auripigmentum genutzt. Bei den Dicarbonsauren wachsen weder Dsp. orientis noch Dtm.
auripigmentum, im Gegensatz zu einigen Isolaten aus den sauren Restseen, mit Fumarat

als Energiequelle. Wachstum auf Butyrat ist fir Dsp. orientis nicht beschrieben, wurde
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jedoch bei Dtm. auripigmentum und einigen Isolaten beobachtet. Wachstum auf Glycerin ist
ebenfalls nur fir Dtm. auripigmentum beschrieben und wurde bei der Mehrzahl der Isolate
verzeichnet. Wie die Isolate wachsen weder Dsp. orientis noch Dtm. auripigmentum mit
Benzoat. Die komplette Oxidation von aromatischen Verbindungen und ihre Nutzung als
Kohlenstoff- und Energiequelle ist jedoch fiir verschiedene sporenbildende Vertreter der
Gattung Desulfotomaculum beschrieben: Dtm. thermobenzoicum (Tasaki et al. 1991), Dim.
sapomandens (Cord-Ruwisch & Garcia 1985) und Dtm. gibsoniae (Kuever et al. 1993).

In Abwesenheit von Sulfat wuchsen alle Isolate auf Lactat und einige auf Formiat
(SRB 4, 6 und 7) und Methanol (SRB 7 und 11). Dsp. orientis wachst in Abwesenheit von
Sulfat auf Lactat, Formiat, Ethanol + CO, und Methanol + CO, und fuhrt dabei eine Homo-
acetogenese durch. Dieser Mechanismus ist auch wahrscheinlich fir die sporenbildenden,
sulfatreduzierenden Isolate, selbst jene, die in Abwesenheit von Sulfat nur auf Lactat
wuchsen. Die Vergarung von Lactat zu Acetat, CO, und H, erfolgt nur bei geringem Wasser-
stoff-Partialdruck (Hansen 1993). Eine Alternative ware die Propionatgarung (Gottschalk
1986), welche typisch fir den Gram-negativen Sulfatreduzierer Desulfobulbus propionicus ist
(Hansen 1993). Der genaue Mechanismus fir die Isolate konnte nicht identifiziert werden, da
die Reaktionsprodukte nicht gemessen wurden. Dsp. orientis und Dtm. auripigmentum
nutzen wie die Mehrzahl der Isolate verschiedene reduzierte Schwefelverbindungen
alternativ zu Sulfat als Elektronenakzeptoren. In Ubereinstimmung mit den Isolaten ist Dsp.
orientis nicht befahigt, Nitrat zu reduzieren [Angaben zur Eisen(lll)-Reduktion liegen nicht
vor] und Dtm. auripigmentum reduziert weder Nitrat noch Eisen(lll). In Anlehnung an die
Arbeit von Tebo & Obstraztsova (1998) wurde in der vorliegenden Arbeit Fe(lll)-Citrat
verwendet. Fir alle Eisen(lll)-reduzierenden Bakterien ist die Reduktion von gelostem
Eisen(lll) komplexiert mit EDTA, NTA (Nitrilotricacetat) oder Citrat beschrieben, wobei Citrat
auf manche Stamme toxisch wirken kann (Lovley et al. 1995, Lonergan et al. 1996). Dieser
Effekt ist auch hier nicht auszuschlieBen. Die Fahigkeit geléstes Eisen(lll) zu reduzieren,
besagt jedoch noch nichts darliber aus, ob und welche Eisen(lll)-Oxide reduziert werden
konnen (Thamdrup 2000).

Aufgrund des hohen Sporenanteils in den Sedimenten sowie einer geringen physio-
logischen Anpassung ist es fraglich, ob die isolierten Sulfatreduzierer am Standort aktiv sind.
Zudem stellt sich die Frage, ob mit der angewendeten Methode alle Sulfatreduzierer erfasst
wurden. Im Vergleich zu RS B und im Verhdltnis zu den SRR scheinen die MPN-Werte fir
neutrophile SRB in RS 111 (10 m) weit unterschatzt. Zellulare Sulfatreduktionsraten (cCSRR)
berechnet anhand von SRR und MPN-Werten (Daten von April 1997) ergaben 1,6 -
69 fmol SO,* Zelle™ d* in Sedimenten von RS B. Diese Werte sind relativ hoch fir Umwelt-
proben, liegen jedoch im Ublichen Rahmen und beruhen auf der allgemeinen Unzulang-
lichkeit der MPN-Methode (Sahm et al. 1999b). Fir RS 111 (10 m) wurden cSRR von 197 -
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2341 fmol SO,* Zelle™ d* berechnet. Auch wenn man bedenkt, dass die Sedimente sehr
heterogen sind und zur Berechnung der cSRR recht ungenaue Werte, wie die der MPN-
Bestimmung, verwendet wurden, ist der Unterschied zwischen den beiden Restseen sehr
grol3. Der Unterschied weist daraufhin, dass mit der hier angewendeten Kultivierungs-
methode in RS 111 (10 m) ein noch kleinerer Anteil der sulfatreduzierenden Bakterien-
gemeinschaft als in RS B erfasst wurde. Die Verwendung des FeSO./pH 3-Mediums,
welches in seiner Zusammensetzung dem Chemismus der Restseen eher entspricht, flhrte
jedoch nicht zu h6heren MPN-Werten.

Die Intoleranz sulfatreduzierender Bakterien gegeniuber sauren pH-Werten ist u. a.
auf die Toxizitat des Schwefelwasserstoffs zurtickzufihren (Reis et al. 1992, O'Flaherty et al.
1998). Bei pH-Werten kleiner pH 5 liegt das gesamte freie Sulfid als Schwefelwasserstoff
vor, das ungehindert die Zellmembran passieren kann. Dieses Problem liegt insbesondere in
geschlossene Systemen (z. B. Batch-Kulturen) vor, wo eine Akkumulation des gebildeten
Schwefelwasserstoffs eintritt. Am Standort kann der Schwefelwasserstoff entweichen bzw.
er wird in Anwesenheit von reaktivem Eisen oder molekularem Sauerstoff und durch die
Aktivitaten schwefeloxidierender Bakterien reoxidiert. Daher wurde die Isolation von sulfat-
reduzierenden Bakterien in saurem, eisenhaltigen Medium auf Platten versucht, da hier der
entstehende Schwefelwasserstoff leichter entweichen oder direkt mit Fe** reagieren kann.
Einen inhibierenden Effekt bei sauren pH-Werten Uben ebenfalls die haufig als Substrate
eingesetzten Carbonsduren Lactat und Acetat aus (Reis et al. 1992). Sie wirken als
Entkoppler, d. h. sie wirken dem Aufbau eines Protonengradienten entgegen. Sie gelangen
in protonierter Form ins Cytoplasma, wo sie aufgrund der im Cytoplasma herrschenden
neutralen Bedingungen die Protonen wieder freisetzen. In den sauren Medien wurde daher
Glycerin als Substrat verwendet. Sowohl die Verwendung von Platten als auch von Glycerin
fuhrten jedoch nicht zur erfolgreichen Isolierung von sulfatreduzierenden Bakterien bei pH 3.
Die geringe Sauretoleranz steht vielleicht in direktem Zusammenhang mit dem sich speziell
fur sulfatreduzierende Bakterien darstellenden Problem, dass der Energiegewinn bei der
Sulfatreduktion so gering ist (Peck 1993), dass keine zusétzliche Energie fir den
notwendigen Erhalt eines neutralen Cytoplasmas zur Verfiigung steht (Matin 1990).

Eine zusatzliche Belastung durch Schwermetalle ist in den untersuchten Bergbau-
Restseen wahrscheinlich sehr gering. Die Konzentrationen in den Sedimenten der sauren
Restseen sind nicht viel hoher als in den Sedimenten des neutralen RS B (Friese 1998). Der
mittlere Gehalt an Kupfer von 20 mg kg™ in RS 111 ist sogar geringer als der mittlere Gehalt
von 82mgkg” in einem natirlichen, oligotrophen Hartwassersee in Nordbrandenburg
(Casper & Muntau 1994). Nimmt man die Konzentrationen im Freiwasser der sauren
Restseen von 0,005 pM Cadmium, < 0,01 pM Blei, 0,2 uM Chrom, 0,2 uM Kupfer, 2 uM
Kobalt, 10 uM Nickel und 40 uM Zink (K. Friese, UFZ-Gewasserforschung Magdeburg, pers.
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Mitt.) als Richtwerte, so liegen die Gehalte in den meisten Fallen unter den Toleranzwerten,
welche in der Literatur fur verschiedene Desulfovibrio-Stamme angegeben werden (Hard et
al. 1997, Poulson et al. 1997).

4.3 Ausblick

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass in den Sedimenten der sauren Berg-
bau-Restseen unter den kultivierbaren Schwefeloxidierern Acidithiobacillus ferrooxidans und
unter den kultivierbaren Sulfatreduzierern Desulfosporosinus spp. dominieren. Um ihre
Bedeutung fiir den Standort genauer analysieren zu kénnen, sollten die vorliegenden Unter-
suchungen noch durch den direkten Nachweis sowie die Quantifizierung dieser Mikro-
organismen mittels kulturunabhéngiger Methoden ergdnzt werden. Die zielstrebigste
Methode dazu ist die in situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonucleotid-
Sonden. Hierfir stehen eine Reihe gattungs- oder artspezifischer Gensonden fir sulfat-
reduzierende Bakterien (Daly et al. 2000) bzw. fir Acidithiobacillus ferrooxidans (Peccia et
al. 2000) zur Verfugung. Die Sedimentmatrix der sauren Restseen stellt jedoch aufgrund der
hohen Konzentrationen an geléstem Eisen und folglich der Bildung von Eisenprazipitaten
sowie der starken Autofluoreszenz ein erhebliches methodisches Problem dar. Alternativ
kénnte daher nach dem Dot Blot-Verfahren vorgegangen werden (z. B. Sahm et al 1999b),
jedoch ist auch die Extraktion von Nukleinséduren aus diesen Sedimenten bedingt durch den
hohen Gehalt hochmolekularer organischer Substanz problematisch (K. Wendt-Potthoff,
UFZ-Gewasserforschung Magdeburg, pers. Mitt.). Eine weitere Mdoglichkeit der Quanti-
fizierung stellt der Nachweis mittels Biomarker dar, wie z. B. spezifische Phospholipid-
Fettsduren fir sulfatreduzierende Bakterien (Vainshtein et al. 1992) oder fur Alicyclobacillus
cycloheptanicus (Wisotzkey et al. 1992). Hier besteht das Problem jedoch darin, dass die
Ausbeute an Phospholipiden bedingt durch die geringen Biomassen in den Sedimenten der
Restseen teilweise zu klein fur die Fettsdure-Analyse ist (T. Neu, UFZ-Gewasserforschung
Magdeburg, pers. Mitt.). Bis die genannten Arbeitstechniken in den Sedimenten der sauren
Restseen erfolgreich angewendet werden kénnen, muss nach bisherigen Erfahrungen noch
ein erhebliches MalR an Methodenentwicklung geleistet werden. Sind diese Methoden
etabliert, so kdnnen in einem weiteren Schritt die in situ-Aktivitdten untersucht werden z. B.
mittels Microautoradiographie in Verbindung mit Oligonucleotid-Sonden (Nielsen et al. 1999)
oder mittels *C-Markierung von Biomarkermolekiilen (Boschker et al. 1998, Hanson et al.
1999). Der Nachweis der in situ-Aktivitat ist insbesondere fur die sulfatreduzierenden
Bakterien als auch flir die Vertreter der Gattung Sulfobacillus und Alicyclobacillus von

Interesse.
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Mittels kulturunabhéngiger Methoden kdnnen auch die Mikroorganismen nachgewiesen
werden, die unter den hier angewendeten Kultivierungsbedingungen nicht erfasst wurden.
Insbesondere fiir die Sedimente von RS 111 (10 m) stellt sich die Frage, ob neben den
neutrophilen Sporenbildnern auch andere sulfatreduzierende Bakterien vorkommen. Péhler
et al. (2001) fuhrten eine Strukturanalyse der Bakteriengemeinschaft nach der Single Strand
Conformation Polymorphism-Methode im Freiwasser von RS 111 durch. Dabei fanden sie
16S rDNA-Sequenzen, welche hohe Ahnlichkeiten mit den Sequenzen von Vertretern der
Gattung Desulfobacter (d-Proteobakterien) aufwiesen. Bond et al. (2000) isolierten aus
Biofilmen in Grubenwéssern einer Kupfermine ebenfalls verschiedene 16S rDNA-Klone, die
der Gruppe der d-Proteobakterien zugehoren.

Bisher ist Uber die Physiologie der sulfatreduzierenden Bakterien in Hinblick auf ihre
pH-Toleranz wenig bekannt. Die gewonnenen Reinkulturen bieten die Mdglichkeit, Uber-
lebensstrategien bzw. Anpassungen bei niedrigen pH-Werten genauer zu untersuchen.
Insbesondere der Einfluss verschiedener Elektronendonatoren bzw. -akzeptoren (und somit
des Energiestoffwechsels sowie der Toxizitat der Substrate und Stoffwechselprodukte) auf
die pH-Toleranz der Stamme sollte untersucht werden. Am Standort werden diese Faktoren
mafgeblich durch die Aktivitaten anderer Mikroorganismen bestimmt. Die Bedeutung der
mutualistischen Wechselwirkung zeigt sich an einer stabilen Kokultur eines Sulfatreduzierers
und eines heterotrophen, azidophilen Mikroorganismus, welche aus sauren Grubenwéssern
isoliert wurde (A. Sen, University of Wales, UK, pers. Mitt.). Anhand der Untersuchungen zur
Sauretoleranz kdnnten weiterhin neue Isolierungsstrategien entwickelt werden.

Das Interesse an den sulfatreduzierenden Bakterien ist deswegen so grof3, da die
Sulfatreduktion ein wichtiger Bestandteil der biologischen Sanierung zur Neutralisierung der
sauren Bergbau-Restseen darstellt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf
hin, dass die Sulfatreduktion in diesen Seen durch die geringe Verfligbarkeit an organischer
Substanz limitiert ist. Uber den Kohlenstoffkreislauf in diesen Seen ist bis jetzt wenig
bekannt. Hohe Dunkelfixierungsraten im Hypolimnion von RS 111 weisen auf chemolitho-
trophe Aktivitdten hin (Mischke 1998), ihr Beitrag an der Primarproduktion wurde jedoch bis-
lang nicht quantifiziert. Mikrobiologische Untersuchungen zeigten auBBerdem relativ hohe
heterotrophe Aktivitaten im Freiwasser der sauren Restseen (Meier & Babenzien 1998). Die
Charakterisierung der heterotrophe Mikroorganismen, die am Abbau polymerer Substanzen
beteiligt sind, steht jedoch noch aus. Zudem ist unbekannt, welche Substrate in den Sedi-
menten der Restseen letztendlich den Sulfatreduzieren als Elektronendonatoren dienen.
Auch in Hinblick auf eine Sanierung der Seen durch die kontrollierte Zugabe von organischer
Substanz ist die Untersuchung des Kohlenstoffkreislaufs in den sauren Restseen von grof3er
Wichtigkeit.
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5. Zusammenfassung

Die Wasserqgualitat der sauren Bergbau-Restseen im Braunkohlerevier der Niederlausitz ist
durch pH-Werte unter pH 3 und hohe Konzentrationen an geldstem Eisen (bis zu 10 mM)
und Sulfat (bis zu 30 mM) gekennzeichnet. Die Entwicklung der Restseen wird durch das
Gleichgewicht von aziditats- und alkalinitatsbildenden Prozessen bestimmt. Aziditat entsteht
bei der Verwitterung bzw. der Oxidation der Eisensulfide im Kippmassiv, wahrend Alkalinitat
bei der an die Oxidation organischer Substanz gekoppelte Reduktion von Eisen(lll) und
Sulfat in den Sedimenten der Seen gebildet wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Sulfatreduktion und der Schwefel-
oxidation auf das Neutralisierungspotenzial der Sedimente der sauren Restseen untersucht
sowie die an diesen Prozessen beteiligten Mikroorganismen charakterisiert und identifiziert.
Vergleichende Untersuchungen wurden in zwei sauren, Restsee 111 und 107, und in einem
neutralen Gewasser, Restsee B, im naturnahen Bereich der Niederlausitz durchgefthrt.

Fur die Sedimente der sauren Restseen wurde insgesamt nur ein geringes Neutra-
lisierungspotenzial festgestellt. Die Zellzahlbestimmung nach der Most Probable Number-
Methode zeigte, dass in den Sedimenten der sauren Restseen 111 und 107 neutrophile
sulfatreduzierende Bakterien mit bis zu 10” - 10* Zellen cm™ vorkommen. Sulfatreduzierende
Aktivitaten wurden trotz Anwendung der sensitiven Radiotracer-Technik nur in Sedimenten
von Restsee 111 bei einer Wassertiefe von 10 m nachgewiesen. Dort herrschten ganzjahrig
anoxische Bedingungen. Die integrierte Sulfatreduktionsrate betrug 156 mmol SO,> m?a™.
In den Sedimenten vom neutralen Restsee B wurden sulfatreduzierende Bakterien mit bis zu
10’ Zellen cm™ und eine Sulfatreduktionsrate von 738 mmol SO, m?a’ bestimmt. Im
Vergleich dazu schien die Sulfatreduktion in Restsee 111 limitiert. Die Stimulierung der
Sulfatreduktion durch die Zugabe geeigneter organischer Substrate wie Acetat, Lactat,
Pyruvat und Ethanol, deutet auf eine Substratlimitierung der Sulfatreduktion in Sedimenten
von Restsee 111 hin.

Trotz niedriger Sulfatreduktionsraten war jedoch eine Akkumulation reduzierter
anorganischer Schwefelverbindungen sowie ein pH-Anstieg in Sedimenten von Restsee 111
bei einer Wassertiefe von 10 m zu beobachten. Die Reoxidation der reduzierten Schwefel-
verbindungen betrug lediglich 61 %, wohingegen in Sedimenten von Restsee B die Reoxi-
dation bei 94 % lag. Fur die Sedimente in Restsee 111 bei einer Wassertiefe von 10 m und
in Restsee B wurden anhand der reduzierten Schwefelverbindungen Neutralisierungsraten
von 121 bzw. 90 meq m? a™ berechnet.

Die Untersuchungen zeigten, dass auch in den sauren Restseen unter bestimmten
Voraussetzungen (hier anoxische Verhéaltnisse) Sulfatreduktion stattfindet und diese zur
Alkalinitatsbildung fiihrt. Obwohl die Alkalinitatsbildung vergleichbar mit der nattrlicher Seen
ist, ist eine Neutralisierung allein aufgrund seeinterner alkalinitatsbildender Prozesse nicht zu
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erwarten. Die Sedimente der Restseen 111 (mit Ausnahme der tiefsten Stelle) und 107 sind
aufgrund der geringen Wassertiefe Uberwiegend durch einen starker oxidierten Charakter
gepragt. AuRBerdem ist von einer Substratlimitierung der Sulfatreduktion bedingt durch die
geringe Primarproduktion in den sauren Restseen auszugehen.

Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen in verschiedenen Medien sowie die
Gewinnung von Reinkulturen deuten darauf hin, dass fir die Schwefeloxidation und die
Sulfatreduktion in den sauren Restseen andere Bakterienpopulationen als im neutralen
Restsee B verantwortlich sind. Wahrend in Restsee B die hdchsten Zellzahlen fur schwefel-
oxidierende Bakterien im neutralen Medium erzielt wurden, waren die Zellzahlen azidophiler
schwefel- und eisenoxidierender Bakterien in den Sedimenten der sauren Restseen um den
Faktor 100 - 1000 groRer als in Restsee B. Aus den Sedimenten der sauren Restseen
wurden 22 azidophile schwefel- und eisenoxidierende Bakterienstamme isoliert. Davon
wuchsen sechzehn Stamme autotroph, wobei die partielle Sequenzierung ihrer 16S rDNA
sie als Vertreter der Art Acidithiobacillus ferrooxidans auswies. Die auf Eisen(lll)-Reduktion
getesteten Stdmme wuchsen mit elementaren Schwefel als Elektronendonator unter
anoxischen Bedingungen. Die sechs heterotrophen schwefel- und eisenoxidierende
Bakterienstaimme wurden vorwiegend aus tieferen Sedimentschichten isoliert. Dabei
handelte es sich um Sporenbildner, die den Gattungen Sulfobacillus und Alicyclobacillus
zuzuordnen sind.

Im Gegensatz zu den schwefel- und eisenoxidierenden Bakterien wurden sowohl in
den sauren Restseen als auch in Restsee B die hoheren Zellzahlen sulfatreduzierender
Bakterien im neutralen Medium erreicht. Aus den Sedimenten der sauren Restseen wurden
neun sporenbildende Sulfatreduzierer isoliert, welche der Gattung Desulfosporosinus
angehoren. Sie waren neutrophil und zeigten auch in Hinblick ihres Substratspektrums keine
besonderen Eigenschaften, die auf eine Anpassung an die in den sauren Restseen
herrschenden Bedingungen hinweisen. Sie waren z. B. nicht in der Lage Eisen(lll) als alter-
nativen Elektronenakzeptor oder den Aromaten Benzoat als Kohlenstoffquelle zu nutzen.
Aromatische Carbonsauren, die aus der Verwitterung der Braunkohle hervorgehen, stellen
eine mdgliche Kohlenstoffquelle in den Sedimenten der Restseen dar. Das sulfatredu-
zierende Isolat aus den Sedimenten von Restsee B gehort zur Gattung Desulfomicrobium.

Aus den Isolierungsversuchen geht hervor, dass die Bedingungen in den Sedimenten
der sauren Restseen selektiv flr sporenbildende Sulfatreduzierer sind und dass Vertreter
der Gattung Desulfosporosinus verantwortlich fir die Sulfatreduktion an diesen Standorten
sind. AuRerdem wurde gezeigt, dass Acidithiobacillus ferrooxidans unter den kultivierbaren
Schwefeloxidierern dominiert und vermutlich fir die Reoxidation der reduzierten Schwefel-
verbindungen sowohl unter oxischen als auch anoxischen Bedingungen in den Sedimenten

der sauren Restseen zustandig ist.
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7. Anhang
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7.1 Daten der Sedimentprobenahmen

Tab. 7.1: Temperatur und Sauerstoff Gber dem Sediment.

Standort Probenahme Temperatur Sauerstoff
RS 111 (10 m) 18.08.1997 6 anoxisch
RS 111 (7 m) 19.08.1997 75 4mgl*
RS 107 20.08.1997 15,9 5mglt
RS B 21.08.1997 8,5 5mg I

Tab. 7.2a: pH/Eh RS 111 (10 m) 20.04.97 Tab. 7.2b: pH/Eh RS 111 (10 m)

18.08.97
Tiefe (cm) pH Eh (pH 7) Tiefe (cm) pH Eh (pH 7)
0-1 3,93 190 0-1 2,45 147
1-2 4,93 156 1-2 3,39 124
2-3 4,72 114 2-3 3,59 112
3-4 521 -8 3-4 3,8 26
4-5 5,65 46 4-5 4,27 -13
5-6 5,95 -80 5-6 4,44 62
6-7 6,14 44 6-7 4,57 35
7-8 6,19 6 7-8 5,06 28
8-9 6,23 45 8-9 5,46 -2
9-10 6,33 39 9-10 5,56
Tab. 7.2c: pH/Eh RS 111 (7 m) 21.04.97 Tab. 7.2d: pH/Eh RS 111 (7 m) 19.08.97
Tiefe (cm) pH Eh (pH 7) Tiefe (cm) pH Eh (pH 7)
0-1 2,78 432 0-1 2,68 402
1-2 2,84 402 1-2 2,74 372
2-3 2,92 369 2-3 2,77 349
3-4 2,99 326 3-4 2,82 337
4-5 3,08 307 4-5 2,86 301
5-6 3,19 303 5-6 2,92 282
6-7 3,25 330 6-7 2,98 303
7-8 3,32 311 7-8 3,02 309
8-9 3,46 318 8-9 3,07 272
9-10 3,62 272 9-10 3,11 285
Tab. 7.2e: pH/Eh RS 107 15.04.97 Tab. 7.2f: pH/Eh RS 107 20.08.97
Tiefe (cm) pH Eh (pH 7) Tiefe (cm) pH Eh (pH 7)
0-1 2,28 407 0-1 2,32 381
1-2 2,29 391 1-2 2,38 370
2-3 2,3 390 2-3 2,42 363
3-4 2,31 380 3-4 2,45 342
4-5 2,33 351 4-5 2,46 327
5-6 2,34 95 5-6 2,46 238
6-7 2,41 169 6-7 2,51 210
7-8 2,4 179 7-8 2,47 243
8-9 2,42 230 8-9 25 209
9-10 2,45 220 9-10 2,52 229
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Tab. 7.2g: pH/Eh RS B 23.04.97

Tiefe (cm)
0-1
1-2
2-3
3-4
4-5
6-7

pH
6,87
7,2
7,24
7,28
7,24
7,24

Eh (pH 7)
222
160
120
102
95
102

Tab. 7.3a: Sulfat/DOC RS 111 (10 m) 21.04.97

Tab. 7.2h: pH/Eh RS B 21.08.97

Tiefe (cm)

0-1
1-2
2-3
3-4
4-5
5-6
6-7
7-8
8-9

9-10

pH
6,96
7

6,97
6,88
6,95
6,86
6,92
6,74
6,75

Eh (pH 7)
124
79

89
85
58
48
58
56
54

Tab. 7.3b: Sulfat RS 111
(10 m) 18.08.97

Tiefe (cm)
0-1
1-2
2-3
3-4
4-5
5-6
6-7
7-8
8-9
9-10

Sulfat (mM)

20,9
18,0
21,2
22,7
23,0
24,0
23,8
22,6
24,5
23,9

DOC (mg I
14,6
28,4
443
11,3
12,6
12,5
20,8
19,3
20,3
40,6

Tab. 7.3c: Sulfat/DOC RS 111 (7 m) 21.04.97

Tiefe (cm)
0-1
1-2
2-3
3-4
5-6
8-9

Sulfat (mM)
22,4
234
22,2
25,4
24,8
25,4

Tab. 7.3d: Sulfat RS 111

(7 m) 19.08.97

Tiefe (cm)
0-1
3-4
8-9

Sulfat (mM)

20,8
19,2
20,7

DOC (mg ™)
15,5
8,3
24,0

Tiefe (cm)
0-1
1-2
2-3
3-4
4-5
5-6
6-7
7-8
8-9
9-10

Sulfat (mM)
17,4
18,0
18,8
19,1
19,4
19,4
17,7
14,4
20,3
20,6
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Tab. 7.3e: Sulfat/DOC RS 107 15.04.97 Tab. 7.3f: Sulfat RS 107 20.08.97

Tiefe (cm) Sulfat (mM) DOC (mg I'l) Tiefe (cm) Sulfat (mM)

0-1 30,5 40,4 0-1 32,4

1-2 25,1 44,0 1-2 354

2-3 27,8 46,1 2-3 37,0

3-4 30,2 53,1 3-4 37,2

4-5 31,6 43,4 4-5 37,2

5-6 31,3 33,8 5-6 35,5

6-7 30,6 20,0 8-9 31,8

7-8 31,0 22,9

8-9 30,8 23,0

9-10 30,0 48,4

Tab. 7.3g: Sulfat RS B 29.07.96 Tab. 7.3h: Sulfat/DOC RS B 24.04.97

Tiefe (cm) Sulfat (mM) Tiefe (cm) Sulfat (mM) DOC (mg I'l)

0-1 4,7 0-1 53 3,9

1-2 47 1-2 53 6,3

2-3 54 2-3 4,7 8,1

3-4 4,8 3-4 51 54

5-6 4,8 4-5 5,2 8,9

8-9 51 5-6 51 10,6
6-7 51 11,0
7-8 53 13,5
8-9 4,6 0,0

Tab. 7.3i: Sulfat RS B 21.08.97 Tab. 7.3j: Sulfat RS B 24.06.98

Tiefe (cm) Sulfat (mM) Tiefe (cm) Sulfat (mM)

0-1 4,3 0-1 4,2

1-2 3,8 1-2 4,2

2-3 4,1 2-3 3,9

3-4 3,9 4-5 3,9

4-5 3,9 6-7 3,0

6-7 3,6

8-9 4,3

10-11 4,3
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Tab. 7.4a: S-Verbindungen Tab. 7.4b: S-Verbindungen RS 111 (10 m) 19.08.96

RS 111 (10 m) 20.05.96 Tiefe AVS CRS

Tiefe AVS CRS (cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)

(cm) (umol S cm'3) | Il i Mittelw. | Il I Mittelw.
| | 0-1 0,13 0,13 0,25 0,17 2,34 6,25 0,66 3,09

0-1 0,25 1,31 1-2 0,53 0,66 0,25 0,48 10,94 991 494 8,559

1-2 0,13 4,69 2-3 2,09 1,44 0,91 1,48 1456 13,53 13,53 13,88

2-3 0,13 15,63 3-4 9,91 4,69 3,66 6,08 8,84 991 6,50 8,41

34 5,22 10,94 5-6 3,91 4,16 1,81 3,29 4,69 572 259 434

5-6 6,25 4,69 8-9 2,59 1,69 1,31 1,86 5,72 2,88 3,13 391

8-9 2,59 7,81 rel. St.abw. 35% 39 %

Tab. 7.4c: S-Verbindungen RS 111 (10 m) 21.04.97

Tiefe AVS s FeS; S%FeS; %S CRS CRS s°  Fes:
(cm) (umol S cm'3) CRS-MW CRS-MW
I 1] Mittelw. | | | I 1] Mittelw.

0-1 0,13 0,25 0,19 4,69 2,59 7,28 64,38 8,84 8,06 5,19 2,87
1-2 0,66 1,31 0,98 4,44 2,34 6,78 65,44 8,34 7,56 4,95 2,61
2-3 17,72 23,97 20,84 4,94 4,69 9,63 51,30 11,47 10,55 5,41 5,14
3-4 15,09 18,75 16,92 0,13 1,31 1,44 8,70 4,69 3,06 0,27 2,80
4-5 578 61,84 33,81 2,91 1,31 4,22 68,89 22,78 13,50 9,30 4,20
5-6 11,47 10,41 10,94 2,88 1,81 4,69 61,33 9,13 6,91 4,24 2,67
6-7 20,84 20,84 20,84 4,69 3,91 8,59 54,55 13,03 10,81 5,90 4,91
7-8 0,91 2,34 1,63 0,53 2,34 2,88 18,48 4,16 3,52 0,65 2,87
8-9 0,25 0,53 0,39 0,41 0,91 1,31 30,95 2,34 1,83 0,57 1,26
9-10 3,19 4,34 3,77 1,44 1,59 3,03 47,42 6,38 4,70 2,23 2,47
rel. St.abw. 36 % 34 %

Tab. 7.4d: S-Verbindungen RS 111 (10 m) 18.08.97

Tiefe AVS CRS
(cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)
I Il Mittelw. | Il Mittelw.

0-1 0,00 0,00 0,00 0,13 0,31 0,22
1-2 0,13 0,00 0,06 0,25 0,66 0,45
2-3 0,53 0,13 0,33 4,16 5,72 4,94
3-4 0,53 0,13 0,33 7,28 7,81 7,55
5-6 <0,13 <0,13 <0,13 4,16 4,69 4,42
8-9 0,53 0,25 0,39 3,13 3,13 3,13
rel. St.abw. 69 % 26 %
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Tab. 7.4e: S-Verbindungen

Tab. 7.4f: S-Verbindungen RS 111 (7 m) 19.08.97

RS 111 (7 m) 22.04.97 Tiefe AVS CRS
Tiefe  AVS s° FeS> (cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)
(cm) (umol S cm’®) | I Mittelw. | I Mittelw.
I I I 0-1 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13
0-1 <0,13 <0,13 <0,13 1-2 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13
1-2 <0,13 0,13 <0,13 2-3 <0,13 <0,13 <0,13 0,13 <0,13 0,06
2-3 <0,13 <0,13 <0,13 3-4 <0,13 <0,13 <0,13 0,13 0,13 0,13
3-4 <0,13 1,03 0,78 5-6 <0,13 <0,13 <0,13 0,13 0,25 0,19
5-6 <0,13 0,78 0,53 8-9 <0,13 <0,13 <0,13 0,13 0,78 0,45
8-9 <0,13 0,66 0,25 rel. St.abw. 64 %
Tab. 7.4g9: S-Verbindungen
RS 107 21.05.96
Tiefe AVS CRS
(cm) (umol S cm'3)
I I
0-1 0,13 2,59
1-2 0,13 10,94
2-3 0,13 93,72
3-4 0,13 88,50
5-6 0,13 11,97
Tab. 7.4h: S-Verbindungen RS 107 15.04.97
Tiefe AVS s° FeS:
(cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3) (umol S cm'3)
I Il 1] Mittelw. I I I Mittelw. I I m  Mittelw.
0-1 0,41 0,13 0,13 0,22 0,78 <0,13 0,53 044 1,03 366 131 2,00
1-2 0,13 1,81 0,97 0,78 2,09 1,44 1,03 2,09 1,56
2-3 0,13 0,13 0,13 0,53 0,25 0,41 0,13 2,09 1,13
3-4 <0,13 <0,13 <013 181 0,66 1,25 7,28 13,53 10,41
4-5 <0,13 <0,13 <013 2,88 1,81 2,34 11,47 26,03 18,75
5-6 <0,13 0,44 0,22 9,38 4,06 6,72 3541 54,97 45,19
6-7 <0,13 0,41 0,22 2,31 0,53 1,44 522 9,38 7,31
7-8 0,13 1,31 0,72 0,53 4,69 2,63 1,03 11,47 6,25
8-9 0,41 0,66 0,53 1,03 1,44 1,25 2,09 234 2,22
9-10 0,25 <0,13 0,13 259 1,31 1,97 469 2,28 3,50
rel. St.abw. 77 % 51 % 50 %
Tab. 7.4i: S-Verbindungen RS 107 20.08.97
Tiefe AVS CRS
(cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)
I I Mittelw. | Il Mittelw.
0-1 <0,13 <0,13 <0,13 3,78 6,25 5,02
1-2 <0,13 <0,13 <0,13 8,06 16,91 12,48
2-3 <0,13 <0,13 <0,13 15,00 18,22 16,61
3-4 0,13 <0,13 0,06 18,22 83,31 50,77
5-6 <0,13 <0,13 <0,13 19,53 11,97 15,75
8-9 0,13 0,13 0,13 0,25 0,78 0,52
rel. St.abw. 71 % 39%
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Tab. 7.4j: S-Verbindungen RS B 29.07.96

Tiefe AVS CRS
(cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)

| 1 1] Mittelw. | ] 1] Mittelw.
0-1 0,38 0,13 0,25 1,94 0,91 1,44
1-2 2,59 0,13 1,36 3,50 2,34 2,94
2-3 10,41 12,50 11,45 7,81 7,81 7,81
34 13,03 9,38 11,20 7,81 10,94 9,38
5-6 0,13 0,13 0,13 0,13 22,91 2188 8,34 17,72
8-9 0,13 0,13 <0,23 0,08 9,38 5,72 8,34 7,81
rel. St.abw. 52 % 26 %

Tab. 7.4k: S-Verbindungen RS B 24.04.97

Tiefe AVS s° FeS, S%FeS; %S’ CRS CRS s° FeS;
(cm) (umol S cm™®) CRS-MW CRS-MW
| I Mittelw. | | | | I Mittelw.

0-1 041 131 086 078 156 2,34 3333 259 247 082 165
1-2 625 3,13 469 572 131 703 81,33 366 534 435 1,00
2-3 625 834 730 078 288 366 21,37 391 378 081 2097
3-4 11,97 9,38 10,67 2,88 3091 6,78 42,40 366 522 221 301
4-5 18,88 7,44 13,16 11,72 391 1563 7500 7,44 1153 8,65 2,88
5-6 33,84 2213 27,98 3,13 4,16 728 42,92 991 859 369 4091
6-7 1459 20,84 17,72 1,81 3,13 494 36,71 14,06 950 349 6,01
7-8 066 041 053 053 131 1,84 2881 131 158 045 1,12
8-9 078 053 066 041 156 1,97 20,63 234 216 044 1,71
9-10 156 <013 078 041 0,78 1,19 3421 088 103 035 068
rel. St.abw. 42 % 25 %

Tab. 7.4l: S-Verbindungen RS B 21.08.97

Tiefe AVS CRS
(cm) (umol S cm'3) (umol S cm'3)
I I Mittelw. I I Mittelw.

0-1 1,41 3,13 2,27 1,72 3,91 2,81
1-2 6,25 11,47 8,86 5,81 4,94 5,38
2-3 7,81 8,84 8,34 4,16 3,38 3,77
3-4 13,03 18,22 15,63 8,34 3,91 6,13
5-6 26,03 20,81 23,44 10,41 5,22 7,81
8-9 28,63 31,25 29,94 13,03 5,22 9,13
rel. St.abw. 21 % 31%
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Tab. 7.5a: Fe-Verbindungen RS 111 (10 m) 21.04.97

Tiefe Fe(ll) Fe(ll+111)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1 1 Mittelw. | 1] 1] Mittelw.
0-1 11,14 10,96 9,00 10,37 11,82 12,30 11,81 11,98
1-2 10,85 12,54 12,39 11,92 13,97 15,32 17,49 15,59
2-3 15,68 17,46 16,05 16,40 17,19 16,61 18,49 17,43
3-4 27,79 28,32 30,52 28,88 2851 30,52 3591 31,65
4-5 40,94 194,63 41,07 41,01 81,61 84,45 80,33 82,13
5-6 60,29 56,75 56,65 57,89 79,62 68,17 89,06 78,95
6-7 57,16 54,71 54,96 55,61 59,81 57,32 49,81 55,65
7-8 102,05 106,11 92,28 100,15 63,89 85,08 77,21 75,39
8-9 79,41 74,79 79,58 77,93 64,86 60,81 4555 57,07
9-10 51,80 55,26 47,51 5152 38,73 37,73 36,50 37,65
rel. St.abw. 5% 9 %

Tab. 7.5b: Fe-Verbindungen RS 111 (10 m) 18.08.97

Tiefe Fe(ll) Fe(ll+111)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] I Mittelw. | ] 1l Mittelw.
0-1 823 6,82 12,48 9,65 9,03 8,94 6,88 8,28
1-2 12,15 21,67 21,33 18,38 14,45 14,16 20,93 16,51
2-3 13,69 14,06 15,84 14,76 14,89 15,48 19,36 16,58
3-4 26,96 31,87 43,80 34,21 23,89 29,71 44,08 32,56
4-5 52,00 39,36 59,93 50,43 43,59 60,70 53,86 52,71
5-6 70,43 69,48 112,62 84,18 78,22 9556 222,64 132,14
6-7 44,41 51,08 54,38 49,96 65,98 53,17 58,72 59,29
7-8 74,07 83,31 115,67 91,02 76,75 91,95 166,47 111,73
8-9 79,04 75,61 78,70 77,78 81,76 88,12 71,70 80,53
9-10 78,92 92,26 90,04 87,07 72,36 71,25 153,45 99,02
rel. St.abw. 18 % 26 %

Tab. 7.5c: Fe-Verbindungen RS 111 (7 m) 22.04.97

Tiefe Fe(ll) Fe(l1+111)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| Il 1l Mittelw. | Il 1] Mittelw.
0-1 13,63 14,33 6,50 11,49 2591 22,11 24,30 24,11
1-2 20,68 17,17 16,84 1823 36,40 37,66 36,56 36,87
2-3 22,96 19,74 21,62 21,44 47,45 42,72 51,64 47,27
3-4 23,55 24,36 26,34 24,75 66,80 59,47 56,74 61,00
4-5 29,66 28,16 29,21 29,01 72,17 86,64 76,68 78,50
5-6 44,66 36,47 38,07 39,73 97,46 109,48 92,54 99,83
6-7 27,41 34,95 24,61 2899 62,76 4587 50,01 52,88
7-8 39,46 41,67 41,83 40,98 56,68 59,83 66,25 60,92
8-9 46,73 41,16 40,17 42,69 87,39 130,69 90,40 102,83
9-10 78,46 87,63 57,76 74,62 114,15 139,00 100,12 117,75
rel. St.abw. 13% 10 %
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Tab. 7.5d: Fe-Verbindungen RS 111 (7 m) 19.08.97

Tiefe Fe(ll) Fe(ll+111)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] 1 Mittelw. | Il 1] Mittelw.
0-1 518 8,83 881 7,61 40,31 25,18 26,71 30,73
1-2 7,55 9,76 27,19 14,83 35,11 39,21 46,17 40,16
2-3 8,17 10,08 11,30 9,85 47,19 40,16 48,38 45,24
3-4 10,74 7,48 9,11 9,11 33,32 33,32 3509 3391
4-5 10,14 9,15 10,69 9,99 32,00 28,07 2546 28,51
5-6 13,70 12,81 13,83 13,45 24,74 20,73 29,22 24,89
6-7 14,88 15,75 16,70 15,78 56,71 26,08 25,78 36,19
7-8 13,69 14,90 16,05 14,88 29,69 23,27 30,42 27,80
8-9 20,93 14,56 20,05 1851 1591 18,88 18,84 17,88
9-10 19,10 18,14 1957 18,94 22,23 22,53 26,46 23,74
rel. St.abw. 22 % 17 %
Tab. 7.5e: Fe-Verbindungen RS 107 15.04.97
Tiefe Fe(ll) Fe(l1+I11)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] 1] Mittelw. | 1] I Mittelw.
0-1 11,81 7,58 6,07 8,49 24,25 20,74 57,95 34,31
1-2 9,92 14,11 12,01 98,81 33,74 91,41 74,65
2-3 10,68 10,80 10,30 10,59 40,14 34,03 50,47 41,55
3-4 9,35 12,27 6,15 9,26 41,73 72,08 34,53 49,45
4-5 8,82 9,28 14,05 10,72 31,10 42,50 28,50 34,03
5-6 15,15 8,89 7,44 10,49 18,00 24,21 78,25 40,15
6-7 35,52 18,40 19,45 24,46 17,81 21,52 18,20 19,18
7-8 7,77 6,13 9,59 7,83 12,34 16,35 19,38 16,03
8-9 13,67 24,97 20,80 19,82 13,51 11,18 11,21 11,97
rel. St.abw. 24 % 34 %
Tab. 7.5f: Fe-Verbindungen RS 107 20.08.97
Tiefe Fe(ll) Fe(l1+I11)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] 1] Mittelw. | 1] 1] Mittelw.
0-1 593 12,34 7,27 851 157,25 109,70 239,89 168,95
1-2 11,92 14,97 13,48 13,46 93,08 8524 87,54 88,62
2-3 18,22 14,99 13,28 1550 51,20 60,37 68,78 60,12
3-4 15,84 16,93 15,92 16,23 21,55 21,94 23,40 22,30
4-5 29,91 31,73 3255 31,23 39,04 54,09 62,63 51,92
5-6 30,39 44,29 37,23 37,30 63,89 59,13 63,01 62,01
6-7 13,66 16,56 14,90 15,04 22,72 23,71 21,09 2251
7-8 15,09 10,77 22,24 16,03 17,31 19,22 20,86 19,13
8-9 11,28 1235 7,82 10,48 11,97 13,09 13,67 12,91
9-10 8,40 9,06 9,88 9,11 11,64 14,22 11,66 12,51
rel. St.abw. 17 % 13 %




ANHANG

136

Tab. 7.5g: Fe-Verbindungen RS B 24.04.97

Tiefe Fe(ll) Fe(l1+I11)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] I Mittelw. | Il I Mittelw.
0-1 188,07 74,27 58,96 66,61 99,26 67,28 76,56 81,03
1-2 81,18 73,59 82,57 79,11 66,13 62,40 87,28 71,93
2-3 73,88 76,74 7531 73,66 124,68 69,91 89,42
3-4 87,95 77,20 109,98 91,71 87,30 91,14 118,35 98,93
4-5 72,43 83,71 79,09 7841 68,28 107,99 73,78 83,35
5-6 52,15 56,26 60,86 56,42 4569 57,95 49,37 51,00
6-7 47,54 47,95 50,57 48,68 56,16 55,81 56,48 56,15
7-8 36,64 37,88 3551 36,68 3505 48,89 37,41 40,45
8-9 47,69 37,83 62,66 49,39 34,70 42,00 36,13 37,61
9-10 25,02 20,49 17,98 21,16 23,05 33,10 26,53 27,56
rel. St.abw. 11 % 16 %
Tab. 7.5h: Fe-Verbindungen RS B 21.08.97
Tiefe Fe(ll) Fe(l1+I11)
(cm) (umol Fe cm'3) (umol Fe cm'3)

| 1] 1l Mittelw. | Il 1] Mittelw.
0-1 26,87 38,73 38,58 34,73 40,39 39,13 46,27 41,93
1-2 61,81 4563 43,31 5256 59,67 74,06 56,57 63,43
2-3 60,30 62,29 76,64 66,41 68,80 79,73 76,76 75,10
3-4 71,56 78,74 7554 75,28 101,11 100,25 89,97 97,11
4-5 77,09 76,91 7965 77,88 87,82 103,22 87,79 92,94
5-6 90,12 68,32 6881 7575 79,63 7698 79,50 78,70
6-7 71,34 102,86 97,47 90,56 87,31 89,51 89,95 88,92
7-8 68,74 66,80 9791 77,82 87,03 8290 88,19 86,04
8-9 69,81 91,66 75,70 79,06 109,02 120,26 82,72 104,00
9-10 77,21 7150 72,46 73,72 78,01 86,41 96,77 87,06
rel. St.abw. 12 % 8 %
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Tab. 7.6a: Sulfatreduktion RS 111 (10 m) Tab. 7.6b: Sulfatreduktion RS 111
21.04.97 (10 m) 18.08.97
Tiefe SRR Tiefe SRR
(cm) (nmol SO4* cm™ d*?) (cm) (nmol SO4* cm™ d*?)
I Il Mittelw. | Il Mittelw.
0-1 7,2 8,7 7,9 0-1 <0,2 <0,2 <0,2
1-2 34 24 29 1-2 <0,2 <0,2 <0,2
2-3 4,8 3,7 4,2 2-3 5,25 6,60 5,93
3-4 3,0 3,6 3,3 3-4 13,30 6,40 9,85
4-5 4,6 9,0 6,8 5-6 <0,2 <0,2 <0,2
5-6 51 3,0 4,1 8-9 1,05 0,25 0,65
6-7 7,6 6,3 6,9
7-8 1,6 2,0 1,8
8-9 2,1 0,4 1,2
9-10 4,1 3,5 3,8
Tab. 7.6d: Sulfatreduktion RS B
Tab. 7.6¢: Sulfatreduktion RS B 29.07.96 24.04.97
Tiefe SRR Tiefe SRR
(cm) (nmol SO4* cm™ d™) (cm) (nmol SO4* cm™ d™)
I I 11 Mittelw. I I Mittelw.
0-1 78,4 44,6 55,0 59,3 0-1 2,1 9,9 6,0
1-2 160,6 76,4 46,6 94,5 1-2 25,7 22,7 24,2
2-3 138,9 267,1 108,0 171,3 2-3 24,0 36,7 30,3
3-4 106,7 118,4 14,7 79,9 3-4 32,8 33,2 33,0
5-6 33,7 15,2 22,7 23,9 4-5 57,2 22,8 40,0
8-9 54 9,7 2,2 5,8 5-6 29,9 43,7 36,8
6-7 18,4 31,2 24,8
7-8 3,1 25 2,8
8-9 2,8 2,7 2,8
9-10 2,0 0,7 14
Tab. 7.6e: Sulfatreduktion RS
B 21.08.97 Tab. 7.6f: Sulfatreduktion RS B 24.06.98
Tiefe SRR Tiefe SRR
(cm)  (nmol SO ecm®d™) (cm) (nmol SO4* cm™ d™)
I I Il 11 v Mittelw.
0-1 26,6 0-1 33,4 27,7 21,3 21,8 26,1
1-2 45,7 1-2 26,0 61,0 44,4 43,8
2-3 53,7 2-3 53,0 44,9 76,9 58,3
3-4 53,1 4-5 69,7 62,2 129,6 87,2
5-6 20,9 6-7 28,8 19,9 24,4
8-9 10,5 9-10 7.3 6,4 1,3 50
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Tab. 7.7a: MPN-Werte RS 111 (10 m) 21.04.97

Tiefe SRB pH 7 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min
0-1 3375 7414 1743
1-2 1224 2604 583
2-3 5057 10558 2445
3-4 1936 4455 1012
5-6 2026 4732 1065
8-9 6232 13046 2956

SOB pH 4,5

8857200
19040800
135900
28100
8900
14700

95%-Konfidenz

max
24863300
75229500
513100
102100
24900
61000

min

FeOB

2787200 8857200
8945700 19040800

42700 112500
13400 138300
2500 44500
6100 14700

95%-Konfidenz
max min
24863300 2787200
75229500 8945700
368300 34000
528500 44200
132500 17700
61000 6100

Tab. 7.7b: MPN-Werte RS 111 (10 m) 18.08.97

Tiefe SRB pH 7 95%-Konfidenz SOB pH 4,5 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 14415 41512 6680 25500270 95300480 12387660 19040770 75229500 8945740
1-2 11586 34853 5285 18370660 72082530 8458740 19040770 75229500 8945740
2-3 4277 11405 1809 28060 102120 13390 386580 1218300 162990
3-4 2707 7801 1252 112530 368270 33950 280620 1021160 133850
5-6 6695 18143 2638 18371 72083 8459 62905 170473 21868
8-9 16241 46806 7514 14757 61030 6097 13826 52854 4418
Tab. 7.7c: MPN-Werte RS 111 (7 m) 22.04.97

Tiefe SRB pH 7 95%-Konfidenz SOB pH 4,5 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 245 727 103 14757300 61030300 6097200 1904100 7522900 894600
34 321 965 135 1266000 4143200 381900 315700 448800 150600
8-9 569 1592 262 19000 75200 8900 28100 102100 13400

Tab. 7.7d: MPN-Werte RS 111 (7 m) 19.08.97

Tiefe SRBpH 7 95%-Konfidenz SOB pH 4,5 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 2436 7020 1129 5348460 15090380 1972400 11252860 36826990 3394740
1-2 1931 5809 881 11252860 36826990 3394740 2362650 9017420 1155870
2-3 4277 11405 1809 1475730 6103030 609720 1125290 3682700 339470
3-4 713 1901 302 280616 1021157 133853 28062 102116 13385
5-6 7056 21110 2663 732092 1968330 242623 53485 150904 19724
8-9 713 1901 302 4518 13379 1783 8857 24863 2787
Tab. 7.7e: MPN-Werte RS 107 15.04.97

Tiefe SRB pH 7 95%-Konfidenz SOB pH 4,5 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 887 2316 357 1843600 7285300 866300 271700 988800 129600
1-2 158 472 60 315800 990100 132400 713500 2002800 224500
2-3 148 545 77 103700 396400 33100 210500 765900 100400
3-4 348 1002 161 68300 191700 21500 86800 283900 26200
5-6 258 775 118 129200 503800 52700 7100 19900 2000
8-9 110 292 46 17600 37000 8300 5100 13900 700
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Tab. 7.7f. MPN-Werte RS 107 20.08.97

Tiefe SRBpH?7 95%-Konfidenz SOB pH 4,5 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 245 727 103 13530410 50566500 6572890 74220 199820 24500
1-2 1471 4362 616 9747690 38247820 4488390 138260 528540 44180
2-3 916 2392 369 971630 3809800 446550 19040 75230 8950
3-4 1377 4029 546 190408 752295 89457 19041 75229 8946
5-6 1931 5809 881 74220 199819 24498 14757 61030 6097
8-9 137 365 60 2224 8679 909 22244 86795 9088
Tab. 7.79: MPN-Werte RS B 29.07.96

Tiefe SRBpH 7 95%-Konfidenz SOBpH 7 95%-Konfidenz

(cm) (N cm'3) max min max min

0-1 1198485 3404138 371519 12844304 29944568 5753172

1-2 995353 2794084 313215 29088641 68645799 12523348

2-3 213938 683977 64614 5951564 15595287 2828512

3-4 159229 629110 74809 2210504 5280934 964928

5-6 1887 6867 900 307979 882439 163054

8-9 6383 17185 2107 227328 543092 99232

Tab. 7.7h: MPN-Werte RS B 24.04.97

Tiefe SRB pH 7 95%-Konfidenz SOB pH 7 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 1088965 3563817 328516 31312300 122179000 12793700 10351 29206 3817
1-2 1196230 3357955 376430 51128500 200618400 23719600 2392 6716 753
2-3 20741726 81949919 9744882 32151900 132968600 13284100 3215 13297 1328
34 1908722 7541306 896758 27719800 105965600 8858100 10722 30253 3954
5-6 533930 1581252 210704 10678900 31625600 4214200 3488 14427 1441
8-9 1731037 6839284 813277 1610500 4520800 506800 5102 18566 2434
Tab. 7.7i: MPN-Werte RS B 21.08.97

Tiefe SRBpH 7 95%-Konfidenz SOB pH 7 95%-Konfidenz FeOB 95%-Konfidenz
(cm) (N cm'3) max min max min max min
0-1 366064 984213 121316 8857240 24863290 2787200 1476 6103 610
1-2 483946 1389790 149208 14757290 61030320 6097200 1476 6103 610
2-3 95203 376146 44728 11252860 36826990 3394740 5348 15090 1972
34 82349 323746 34450 28061620 102115650 13385340 1904 7523 895
5-6 193292 609194 81497 28061624 102115665 13385340 1476 6103 610
8-9 56264 184136 16974 1904077 7522950 894574 1476 6103 610
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7.2 Dendrogramme

E.coliO157.H7 AB035926

D. chlororespirans str. Co23 U68528

"0 pesulfitobacterium sp.str. TCE1 X95742

100
- 46 D. hafniense str. DCB-2 X94975

99
D. frappieristr. PCP-1 U40078

Desulfitobacterium sp. str. PCE-1 X81032
— 100

D. dehalogenans str. JW/IU-DC1 DSM 91617 L28946

sulfate reducing bacterium str. STP 12 AJ006607

53 SRB1ORS 111 (10m)0-10 cm E py 3
100
77 b— SRB11 RS 111 (10m)3-4cm
SRB7 RS 107 0-10cm
83
6 Desulfosporosinus sp. str. 5apy AF159120
20 clone WCHB1-77 AF050590

Boom3m02 7273452

—— SRB14 RS 111 (10m)0-1cm
18

20 _|1
Hoo

—— Desulfosporosinus orientis str. DSM765 Y11570

SRB3 RS 111 (10 m)8-9cm
00
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Abb. 7.1: Dendrogramm (basierend auf den partiellen 16S rDNA-Sequenzen und
berechnet nach der Neighhbor Joining Methode) der sporenbildenden sulfat-
reduzierenden Isolate und Vertreter der Gattungen Desulfosporosinus (einschlief3lich

Desulfotomaculum auripigmentum) und Desulfitobacterium. Escherichia coli als
AulRengruppe.
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Abb. 7.2: : Dendrogramm (basierend auf den partiellen 16S rDNA-Sequenzen und
berechnet nach der Maximum Parsimony Methode) der sporenbildenden sulfa-
reduzierenden Isolate und Vertreter der Gattungen Desulfosporosinus (einschlief3lich
Desulfotomaculum auripigmentum) und Desulfitobacterium. Escherichia coli als

AulRengruppe.
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7.3 pe/pH-Diagramm

20 921031 oRS 111 (10 m)
o 1251031

mRS 111 (7 m)

16 e RS 107

oRSB

12 H

Dissolved
4 - species

pe
<

Abb. 7.3: Bigham et al. 1996: pe-pH-diagramm for Fe-S-K-O-H system at 25 °C where
pe = Eh (mV)/59,2; total log activities of Fe** =-3,47; Fe*" =-3.36 (or -2.27); SO, =
-2.32, K" =-3.78; log K, values of Jt (K-jarosite) = -12.51; Sh (schwertmannite) = 18.0;
Fh (ferrinydrite) = 5.0; Gt (goethite) = 1.40; Py (pyrite). Line equations are : Gt
(pe =17.9-3 pH); Jt (pe =16.21-2pH); Fh (pe =21.50-3pH); Sh (pe =19.22 -
2.6 pH) and Py (pe =5.39 — 1.14 pH).
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